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1. RESUMO GERAL

O feijoeiro se constitui numa importante cultura de subsisténcia e principal fonte de
proteinas na dieta de populagdes pobres, especialmente na América Latina e Africa. Sua
associagdo com as bactérias do grupo dos rizobios € uma importante alternativa para o
fornecimento de nitrogénio a planta, perfeitamente adaptado ao sistema produtivo de
subsisténcia, predominante nesta cultura. No entanto, a tecnologia de inoculagédo com o
rizobio, em feijoeiro, continua com baixo indice de adogéao junto aos agricultores, devido,
principalmente, a inconsisténcia dos resultados obtidos em condicdes de campo.
Recentemente percebeu-se que as estirpes de rizobio que vinham tradicionalmente sendo
recomendadas como inoculante para o feijoeiro eram inadequadas as condig¢des tropicais.
A tolerancia a temperaturas elevadas tem sido um dos fatores levantados como limitantes
a fixagdo biolégica de nitrogénio nesta simbiose, afetando tanto a planta hospedeira
quanto a bactéria. Os estudos da diversidade e taxonomia bacteriana, especialmente
aplicados aos simbiontes do feijoeiro apresentaram uma grande evolugdo nos ultimos
anos, especialmente devidos as novas metodologias moleculares de avaliagédo e
caracterizacdo. Novas espécies de rizdbio foram descritas e caracterizadas como
resultado de diversos levantamentos. Atualmente, o rizobio que nodula o feijoeiro
pertence as espécies: R. leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici, R. etli, R. gallicum e R.
giardinii.

Neste estudo, foi feito um levantamento da diversidade do rizébio presente em solos
com longo histérico de cultivo do feijoeiro, dos Estados da Bahia e Espirito Santo. O
rizobio foi recuperado do solo utilizando o feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e a leucena

(Leucaena leucocephala) como plantas-isca, uma vez que esta é eficiente na recuperagao



de estirpes de R. tropici, consideradas mais adaptadas as condi¢des tropicais. O rizébio
foi recuperado do solo sob duas temperaturas de crescimento das plantas-isca:
temperatura ambiente e temperatura elevada (38°C durante 5 horas por dia). O
tratamento de temperatura elevada visou exercer uma pressdo de selegdo para
recuperagao de rizobio tolerante a este estresse. Os isolados recuperados dos nddulos
foram avaliados quanto a infectividade, crescimento em meio LB, em meio YMA a
temperatura de 39°C, e em diferentes fontes de carbono (ilose, sacarose, celobiose,
frutose, lactato de sodio, glicerol e lactose). As caracteristicas fenotipicas avaliadas nos
testes de utilizacao de carboidratos foram analisadas por taxonomia numérica obtendo-se
o agrupamento dos isolados em relagédo a estirpes padréo de rizébio pertencentes a
diferentes géneros e espécies. Isolados representativos de cada agrupamento fenotipico
obtido nesta analise preliminar de diversidade foram analisados genotipicamente por
ARDRA (Analise de Restricao do DNA Ribossomal Amplificado por PCR). Na ultima etapa
do trabalho, isolados eficientes pertencentes a cada um dos grupos de rizobio
representativos identificados na populacdo em estudo, foram avaliados quanto a
tolerdncia a um periodo de choque térmico aplicado durante trés dias as raizes noduladas
de feijoeiro cv. Carioca 80.

Foram identificados, nesta populagdo, trés grupos distintos de rizébio nodulando o
feijoeiro, a saber: R. tropici llA, Sinorhizobium sp. e estirpes do tipo | (R. lequminosarum
bv. phaseoli/R. etli). Dentro da populagao recuperada de leucena, houve predominio dos
isolados de R. fropici lIA, quando a planta foi crescida a temperatura ambiente, e de
Sinorhizobium sp., quando a planta foi crescida a temperatura elevada. Isolados de
Sinorhizobium sp. somente foram recuperados de feijoeiro quando a planta foi crescida a
temperatura elevada, sugerindo uma maior tolerancia desta espécie ao estresse térmico,
pelo menos no processo de infecgdo das raizes. Houve predominio das estirpes do tipo |
dentro da populagéo recuperada de feijoeiro, nas duas temperaturas de crescimento das
plantas. Em condicdes de temperatura elevada foram recuperados isolados de
Sinorhizobium sp e de R. tropici llA. Estas duas espécies ndo foram encontradas na
populagao de feijoeiro crescido a temperatura ambiente. Cerca de 89% dos isolados de R.
tropici e 75% dos isolados de Sinorhizobium sp foram considerados eficientes a muito
eficientes, em simbiose com o feijoeiro, em comparacdo com a estirpe BR855. Por outro
lado, dentre os isolados do tipo |, predominantes nos grupo de isolados de ndédulos de

feijoeiro crescido a temperatura ambiente, apenas 38% foram enquadrados nos grupos de



maior eficiéncia. Foi grande a perda de infectividade dentro dos grupo de estirpes do tipo
I, atingindo 18% dos isolados.

Na etapa final do trabalho, foi avaliada a tolerancia ao choque térmico dentro de cada
um dos agrupamentos genotipicos. Isolados pertencentes aos principais agrupamentos
mostraram tolerancia a este estresse. Houve diferencas entre as estirpes para os
parametros de nodulacdo, atividade da nitrogenase, acumulo de matéria seca da parte
aérea e produgdo de vagens. Nao houve correlagédo entre o crescimento in vitro a
temperaturas elevadas e a tolerancia ao choque térmico, bem como entre a temperatura
de crescimento da planta-isca de onde o isolado foi obtido e a maior eficiéncia sob este

estresse.



ABSTRACT

Beans (Phaseolus vulgaris L.) are an essencial part of the daily food of the population
in Latin America because of their importance as a source of proteins. The use of biological
nitrogen fixation in this culture, however, is not always profitable, and the rhizobia-common
beans symbiosis has been considered inefficient due to many biotic and abiotic factors,
such as low efficiency and sensitivity to high temperature and soil acidity of indigenous
rhizobia. This study aimed to evaluate the rhizobial phenotypic and genotypic diversity in
tropical soils under traditional bean cultivation and submitted to very hot temperature
during the summer, from the States of Bahia and Espirito Santo. Isolates were recovered
using common beans and leucaena (Leucaena leucocephala) as trap hosts under low
(maximum of 28°C) and high temperature regimes (38°C 5h/day). Leucaena is a high
temperature tolerant plant in symbiosis and nodulates with a group of rhizobial species
that also nodulates common bean.

Morphophysiological characterization of the 605 isolates obtained was performed
based on the utilization of 8 different carbon source and the data was analysed through
numerical cluster analysis. Growth on yeast mannitol agar (YMA) medium at 39°C and on
Luria broth (LB) medium was correlated for isolates from both trap hosts and most of the
leucaena isolates were able to grow at 39°C. High temperatures influenced the diverstity of

isolates recovered using both trap hosts, which were phenotypically more diverse at 38°C



than at ambient temperature. Common beans isolates were significantly more diverse at
both temperatures of recovery compared to the isolates obtained from leucaena.

Representative isolates from each phenotypic group obtained trhough the cluster
analysis were genotypically analysed by ARDRA (Amplified Ribossomal DNA  Restriction
Analysis) using 8 different restriction enzymes. Three main different rhizobial groups were
identified among the bean population: Rhizobium tropici lIA, Sinorhizobium sp and Type |
strains (R. leguminosarum/R. etli group). Among leucaena isolates recovered under low
temperature regime R. tropici llA predominates, but at high temperature of plant growth
Sinorhizobium sp. isolates occupied the majority of the nodules. Sinorhizobium sp isolates
were recovered from beans only under high temperature of plant growth, which suggests a
higher temperature tolerance of this group of isolates, at least at the infection process
level. Among the bean population, Type | strains predominates at both temperature of
plant growth, but at high temperature, besides Sinorhizobium sp isolates, strains of R.
tropici llA were also recovered. These two species were not recovered from beans under
low plant growth temperature. There was some correlation between the phenotypic and
genotypic cluster analysis, but Sinorhizobium sp. isolates were phenotypically difficult to
distinguish from Type | strains.

The symbiotic efficiency of these groups of isolates was evaluated on beans grown at
ambient temperature. The majority of R. tropici llA strains (89%) and Sinorhizobium sp
(75%) strains were considered very efficient when compared to an efficient reference
strain of R. tropici lIB. Among Type | strains, only 38% of the isolates belonged to the more
efficient groups, and many of these isolates (18%) showed loss of infectivity after long
periods of storage.

At last, the most efficient isolates belonging to the main groups of each population
(bean and leucaena grown at low and high temperature regimes) were evatuated for the
tolerance to a heat stress in symbiosis with beans, at flowering stage. Isolates showed
differences on nodulation parameters, nitrogenase activity, shoot dry matter and shoot
nitrogen accumulation after the heat shock treatment (three days at 38°C 5h/day). Some
isolates were more efficient in nitrogen translocation to the pods after the heat stress.
There was no relation between the tolerance to this stress condition and the ability of the
different groups of rhizobia to grow at high temperature in vitro, as well as between the
temperature of the trap-host growth from wich the isolate was recovered and efficiency

under heat shock treatment.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1. A FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
NA CULTURA DO FEIJOEIRO COMUM (Phaseolus vulgaris L).

211 Introducgao:

O feijoeiro se constitui numa importante cultura de subsisténcia e na principal fonte
de proteinas presente na dieta humana de populacdes pobres, especialmente na América
Latina e alguns paises africanos (CIAT, 1990). O feijao possui de 20 a 25% de proteinas
ricas em lisina e treonina, exercendo assim, um efeito complementar aos cereais que
também compdem esta dieta, mas que s&o deficientes nesses aminoacidos (Evans &
Bandemer, 1967). No Brasil, segundo maior produtor mundial, o feijoeiro é cultivado em
vastas areas, porém com niveis médios de produtividade considerados baixos, na ordem
de 732 kg/ha (IBGE, 1995). Grande parte da producao brasileira de feijao provém de
pequenas e médias propriedades, onde o nivel de utilizacdo de tecnologias € baixo e,
como consequéncia, ocorre um fornecimento inadequado de nutrientes, especialmente de
nitrogénio e de fésforo.

Extensas areas irrigadas com elevado uso de insumos tém-se destacado nos
cerrados (Goias e Minas Gerais) e nos Estados da Bahia (regido de Barreiras, Santa

Maria e Bom Jesus da Lapa) e Espirito Santo (Yokoyama et al., 1996). Estas regides



apresentam produtividades médias bem mais elevadas, na ordem de 1.225 kg/ha, nos
chamados plantios da terceira safra ou de “inverno”, embora representem apenas 11% da
producéo nacional total, segundo dados compilados por Yokoyama et al. (1996). Apesar
de pequena, esta producdo é extremamente importante como estoque regulador de
precos, no periodo de entresafra das regides de cultivo tradicional, e ainda supre o
mercado com graos de boa qualidade ao longo do ano.

Historicamente, entretanto, a maior parte da producdo € oriunda de cutivos em
pequena escala, predominantemente de minifundios. Propriedades, com areas de até
100ha, respondiam até 1985, por 79% da produgao nacional (Censo Agropecuario, 1985)
com uma produtividade média entre 352 e 394 kg/ha. Produtividades médias maiores,
chegando a 734 kg/ha, séo alcangadas apenas nas maiores propriedades, com 10.000
ha ou mais. Analisando-se a evolugédo da cultura do feijao no Brasil, percebe-se que a
pesquisa tem produzido resultados e tecnologias suficientes para garantir produtividades
de até 2,0 a 3,0 t/ha, através de tecnologias direcionadas aos grandes produtores que
envolvem grande investimento de capital. A geragcdo de tecnologias adaptadas aos
pequenos produtores € uma necessidade premente, tendo em vista o potencial produtivo
da cultura e os baixos niveis de produtividade obtidos nas pequenas propriedades.

Assim como no Brasil, nos demais paises onde é cultivado, o feijoeiro & parte
integrante do sistema agricola de subsisténcia, ocupando uma grande variedade de tipos
de solo. Enquanto alguns agricultores escolnem suas melhores areas ou regides de
baixada, que ainda dispdem de matéria organica em niveis razoaveis para o sustento da
cultura, os dados levantados pelo CIAT (1990) mostram que 40% das areas na América
Latina e 60% na Africa sdo deficientes em nitrogénio. Considerando-se o custo dos
fertilizantes nitrogenados, os fatores determinantes de perdas por volatilizagao e lixiviagao

e a consequente poluicdo das aguas, os estudos visando a inoculagdo com o rizobio



constituem uma alternativa para o fornecimento do nitrogénio necessario a cultura,
perfeitamente adequado ao principal sistema produtivo destes paises. Produtividades em
torno de 1.500 a 2000kg/ha sado possiveis de serem atingidas com a inoculagao,
utilizacdo de cultivares adequadas e condicdes ambientais favoraveis. Este nivel de
produtividade encontra-se ainda bem abaixo do potencial desta leguminosa, mas acima
da produtividade média atingida por estes produtores. As novas linhas de pesquisa tem
sido desenvolvidas mais recentemente tem resultado num maior conhecimento desta
simbiose e as novas abordagens do problema tém buscado melhorar o aproveitamento
desta interacdo visando aumentar, ndo s6 a produtividade da cultura sob condicbes

simbidticas mas também sua adequagéao ao clima tropical.

2.1.2. Melhoramento genético do feijoeiro visando a fixagdo biolégica de
nitrogénio:

Dentre as leguminosas mais comumente utilizadas na agricultura, o feijoeiro é tido
como uma das mais ineficientes na capacidade de fixagao de nitrogénio. Este conceito
geral provém da analise dos varios resultados experimentais obtidos por diferentes grupos
de pesquisa na América Latina e em outras partes do mundo. H4, no entanto, uma grande
variabilidade na capacidade de nodulagao e eficiéncia na fixagao biolégica de nitrogénio
entre os cultivares de feijoeiro (Graham & Rosas, 1977; Andriolo, 1990; Kipe-Nolt et al.,
1993; Tsai et al., 1993 e Franco, 1993). Em condigbes de campo, Hardarson et al. (1993)
compilaram dados de diversos experimentos utilizando a técnica de diluicado isotdpica,
conduzidos coordenadamente em diferentes paises da América do Sul, tendo verificado
que ha grandes diferengas na capacidade de fixagao de nitrogénio entre as cutivares, com
valores médios variando entre 35 a 70% de nitrogénio derivado do ar. Os valores mais

elevados foram observados somente em locais que apresentaram condicdes ambientais



mais favoraveis. Bliss (1985) aponta diferengas significativas entre acessos de feijoeiro,
mostrando que a variabilidade para este parametro esta presente no germoplasma. No
entanto, os ganhos foram bastante limitados nos cruzamentos envolvendo as linhagens
mais eficientes quanto a capacidade de fixagao de nitrogénio.

Varios parametros tém sido utilizados como indicadores da fixagéo biolégica de
nitrogénio, os quais s&o considerados como uma integracao de diversas caracteristicas
quantitativas cuja herdabilidade varia de baixa a moderadamente alta (Pereira et al., 1993;
Nodari, 1993b). As principais caracteristicas utilizadas para a selegédo dos gendétipos com
maior eficiéncia simbidtica sdo o numero de nddulos por planta e outras caracteristicas
associadas, tais como a nodulagado precoce e aumento na matéria seca ou tamanho dos
ndédulos (Herridge & Danso, 1995).

A infecgdo com o rizoébio tem alguma similaridade com a infecgdo por alguns
patdégenos (Sharifi, 1984), sendo que, neste caso, a selecdo para maior resisténcia aos
microrganismos patogénicos € o procedimento utilizado nos programas de melhoramento.
No caso do rizobio, a selegdo para maior susceptibilidade a infecgdo pode resultar em
uma simbiose mais eficiente, dado que a planta seja capaz de sustentar esta maior
nodulagado, aliada a condigdes ambientais favoraveis a simbiose. A busca por gendétipos
com caracteristicas de supernodulagéo, através de mutagbes genéticas, é uma tentativa
de se obter aumentos no numero e massa nodular em feijoeiro (Park & Buttery, 1989).
Entretanto, estas plantas mutantes nem sempre apresentam maior acumulo de nitrogénio
pela fixacao biolégica devido a efeitos deletérios associados a esta mutacao.

A selegao de genotipos bem adaptados mas com maior capacidade de nodulagéo
apresenta-se como uma alternativa viavel (Pereira et al., 1993). Neste caso, ha a
dificuldade de avaliagdo da nodulagao a nivel de campo, tendo sido testado, por Pereira

et al. (1993), um método de avaliagdo precoce, nao destrutivo, no qual as plantas sao
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crescidas em vasos de Leonard, sob condicbes de casa de vegetacdo. No entanto
Herridge & Danso (1995), numa compilagdo dos principais resultados obtidos pelos mais
importantes programas de melhoramento a nivel mundial, visando a fixagao biolégica de
nitrogénio em feijoeiro, concluem que, quando a nodulagao € usada como principal critério
de selegao, o progresso ¢é limitado. Sugerem que os parametros mais adequados sejam a
fixacao de nitrogénio, medida através do acumulo de nitrogénio total na planta ou na
semente, sob condicbes de baixa disponibilidade de nitrogénio. Neste caso, tanto os
dados de nodulagdo, como numero e peso de nodulos, servem apenas para confirmar a
ocorréncia da nodulacao.

Um dos programas de melhoramento visando a fixagéo biolégica de nitrogénio em
feijoeiro que apresenta bons resultados foi conduzido por Bliss e colaboradores, na
Universidade de Wisconsin. Neste trabalho, foram utilizados varios métodos para
avaliagdo da fixagcdo de nitrogénio, incluindo: nitrogénio total da planta e sementes,
producdo, métodos baseados em N, reducdo de acetileno e indices de nodulagdo
(Attewell & Bliss, 1985; Bliss et al., 1989; Pereira et al., 1989; St Clair et al., 1988).).

Bliss (1993) sugere que os programas de melhoramento levem em consideragao a
capacidade dos gendtipos em nodular e fixar nitrogénio na presenga de nitrato no solo.
Segundo este autor, a tolerancia ao nitrato deve ser prioritaria devido a alta sensibilidade
da simbiose feijoeiro-rizobio ao efeito supressivo do nitrato presente no solo (Henson &
Bliss, 1991; George & Singleton, 1992).

Outro programa importante de melhoramento, visando a fixagao biolégica de
nitrogénio, tem sido desenvolvido no CIAT, no qual os parametros de avaliagéo utilizados
foram, novamente: a reducao de acetileno, nodulagao, produtividade e outros caracteres

agrondmicos (Graham, 1981; Kipe-Nolt & Giller, 1993, Kipe-Nolt et al., 1993).
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A sensibilidade desta simbiose a diversos fatores ambientais, como os niveis de
fertilidade do solo e temperaturas elevadas, aspectos fisiologicos da hospedeira e outros
ligados ao microsimbionte, tem limitado o desempenho, sob condi¢des de campo, das
cultivares superiores provenientes destes programas de melhoramento (Hungria et al.,
1997).

Atualmente, apesar de muitos avangos, a falta de conhecimento sobre parametros
geneticamente bem definidos para a selecdo de combinag¢des planta/bactéria, com alta
efetividade para a fixagdo de nitrogénio, requer a demorada sele¢cdo de combinagbes
mais eficientes de ambos os parceiros, inicialmente sob condi¢cdes controladas em casas
de vegetagao para, posteriormente, ser feito o teste em campo. No entanto, embora
laboriosa, este tipo de experimentagao € basica e particularmente importante no caso do
feijoeiro devido a grande diversidade genética de seus simbiontes e a grande
variabilidade existente quanto a sua efetividade simbidtica (Pacovsky et al., 1984; Rennie
& Kemp, 1983a e b).

Como ha, pelo menos, 9 pools génicos de P. vulgaris e varios grupos diferentes de
rizobio nodulando o feijoeiro nas condigdes tropicais, podem ser encontradas marcantes
interagbes entre estes grupos. Esta possibilidade comega a ser estudada em alguns
experimentos exploratorios (Franco, 1993; Andriolo et al., 1994).

Grupos contrastantes de rizobio foram testados em simbiose com feijoeiros
silvestres e domesticados, de diferentes origens, observando-se que, de modo geral, ndo
ha preferéncia na nodulacao (Kipe-Nolt et al., 1992). No entanto, ha uma tendéncia dos
materiais de origem mesoamericana em formar nédulos mais rapidamente com a estirpe
de R. etli CIAT 632, do que com a de R. tropici CIAT 899, sendo que um efeito oposto foi

observado para os materiais de origem andina. Nestes experimentos foram identificados
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alguns gendtipos selvagens que restringem a nodulagao pela estirpe CIAT 899 de R.
tropici (Kipe-Nolt et al., 1992).

Como o potencial de utilizacdo desta caracteristica depende da extensdo da
capacidade de restricdo contra diferentes estirpes de rizébio, foram realizados estudos
mais detalhados visando avaliar este efeito contra 9 isolados de R. tropicie 15 de R. etli,
tendo-se analisado, também, a possibilidade desta restricdo ser suplantada pela presencga
de estirpes eficientes (Montealegre & Kipe-Nolt, 1994). Os resultados mostraram que oito
dentre as nove estirpes de R. tropici, assim como seis dentre as quinze de R. etli, foram
restringidas na capacidade de nodulagdo pelos acessos selvagens testados (G21117 e
G10002),. Estas estirpes apresentaram nodulacdo normal em cultivares comerciais de
feijoeiro. A presenca de estirpes efetivas ndo foi capaz de inibir o efeito de restricao
destas cultivares sobre as inefetivas, e estas ndao afetaram a capacidade noduladora das
estirpes efetivas. A heranga dos genes que controlam a capacidade de restrigdo precisa
ser determinada, pois ira afetar a facilidade com que estes possam ser incorporados em
cultivares comerciais.

O sucesso desta abordagem, sob condi¢ées de campo depende do conhecimento
da populagdo de rizobio predominante nas diferentes regibes onde se pretenda tirar
proveito da capacidade de restricdo e do efeito das condi¢des ambientais sobre a

nodulagao dos diferentes grupos de rizébio.
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2.2. BIODIVERSIDADE DO RIZOBIO QUE NODULA O FEIJOEIRO E O EFEITO DAS
TEMPERATURAS ELEVADAS NA SIMBIOSE.

2.21. Introducao:

A pesquisa sobre a simbiose do feijoeiro teve bastante progresso nos ultimos
anos, especialmente quanto ao conhecimento do microsimbionte e quanto ao estudo de
novas abordagens buscando maior variabilidade no macrosimbionte para esta
caracteristica (Andriolo et al., 1994; Franco, 1998; Nodari et al., 1993). No entanto, a
tecnologia de inoculagdo com o rizébio nesta cultura continua com baixo indice de adogéo
junto aos agricultores, fato confirmado pelos dados de comercializagao fornecidos pelas
firmas produtoras de inoculante. Estes dados mostram que a venda de inoculante, para o
feijoeiro no Brasil, representa menos de 1% do que é produzido para a soja (Solon Araujo,
comunicagao pessoal).

Recentemente detectou-se a inadequacgao as condigbes tropicais das estirpes de
rizobio que vinham tradicionalmente sendo recomendadas para a produg¢ao de inoculante.
A partir desta constatacido, novas espécies de rizébio, capazes de nodular esta planta,
foram identificadas e caracterizadas apds diversos levantamentos. Os estudos da

diversidade e taxonomia bacteriana, especialmente aplicados aos simbiontes do feijoeiro,
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apresentaram uma grande evolugdo nos ultimos anos, devido a aplicagdo das novas
metodologias moleculares de avaliagédo e caracterizagdo de estirpes bacterianas.

A combinacao favoravel dos varios fatores bidticos e abidticos, presentes no
ecossistema em estudo, vai determinar o sucesso da inoculagdo, sendo que é preciso
partir do conhecimento das caracteristicas do microrganismo a ser introduzido, sua
adaptabilidade e capacidade competitiva. Precisam ser estudados os fatores que afetam
esta simbiose, levando-se em consideragdo a diversidade genotipica do rizébio presente
nas diferentes regides produtoras.

Sera discutida, a seguir, a evolugdo nos estudos da diversidade do rizébio que
nodula o feijoeiro, com énfase nos recentes estudos taxonémicos que identificaram novos
simbiontes, sua caracterizagdo e abrangéncia geografica. Serao também destacados os
principais fatores biéticos e abidticos que afetam os diferentes grupos de rizébio que

nodulam o feijoeiro e a sua eficiéncia simbidtica.

2.2.2. Evolugdao no conhecimento da biodiversidade do rizébio que nodula o
feijoeiro:

Inicialmente, a classificacdo taxonémica do rizobio foi baseada em sua
especificidade hospedeira, a qual, embora ambigua, tinha um aspecto pratico pela sua
utilidade para os usuarios e fabricantes de inoculantes. Baseado essencialmente nesta
especificidade, as bactérias que nodulam o feijoeiro foram classificadas como
pertencentes a espécie R. phaseoli (Fred et al., 1932). A classificacdo posterior, proposta
por Jordan (1984), levando em consideragao o relacionamento entre certas caracteristicas
fisiolégicas, e ainda, a especificidade hospedeira, dividiu o género Rhizobium em trés
espécies, englobando as bactérias de crescimento rapido em meio de cultura especifico,

R. meliloti, R. loti e R. lequminosarum. A espécie R. lequminosarum foi, entéo, dividida em
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trés biovares, definidos com base na planta hospedeira que nodulam: R. leguminosarum
bv. viciae que nodula ervilha (Pisum sativum), ervilhaca (Vicia sativa) e a fava (V. fava); R.
leguminosarum bv. trifoli que nodula os trevos (Trifolium spp.) e R. leguminosarum bv.
phaseoli, que nodula o feijoeiro.

As bases para esta classificagdo em biovares foram: (1) os simbiontes de ervilha,
trevo e feijoeiro ndo podiam ser distiguidos facilmente com base em caracteristicas
fenotipicas (Graham, 1964); (2) sob condi¢des de laboratério, podia ser obtida facilmente
a recombinagdo dos genes cromossomais, através da conjugacéo, entre estirpes de R.
leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. trifolii e R. leguminosarum bv. phaseoli
(Kondorosi et al., 1980); (3) os determinantes genéticos de circulo de hospedeiras e
outras fungbes simbidticas sdo em grande parte, quando nao totalmente, codificados por
plasmideos, os quais permanecem funcionais quando transferidos entre estirpes isoladas
de ervilha, trevo e feijoeiro (Lamb et al., 1982); e (4) em média, ha um maior nivel de
similaridade, nas seqliéncias de nucleotideos do DNA total, entre estirpes pertencentes
aos trés biovares de R. leguminosarum do que entre estes biovares e outras espécies
como R. meliloti ou R. loti (Crow et al., 1981).

De acordo com esta classificagéo, todas as estirpes de rizébio isoladas do feijoeiro
passaram a ser, indistintamente, considerados como pertencentes a espécie R.
leguminosarum bv. phaseoli. No entanto, este novo arranjo taxonémico ndo foi totalmente
aceito, havendo muitas evidéncias contrarias. Uma delas € a reconhecida diversidade
genética dos simbiontes de P. vulgaris, a qual € bem maior do que a presente nos demais
biovares (Graham & Parker, 1964; Jarvis et al., 1980; Jordan, 1984). Inicialmente, os
estudos de hibridizagdo de DNA demonstraram que havia uma marcante heterogeneidade
na sequéncia de nucleotideos cromossomais entre estirpes de cada um dos biovares de

R. leguminosarum (Crow et al., 1981) e, dados de andlise por eletroforese bidimensional
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de proteinas celulares totais nao permitiram diferenciar os isolados de R. leguminosarum
bv. viciae e R. leguminosarum bv. ftrifoli, mas mostraram que os isolados de R.
leguminosarum bv. phaseoli eram bem distintos e bastante diversos geneticamente
(Roberts et al., 1980). Finalmente foi demonstrado que estirpes de rizobio, pertencentes
aos diversos grupos de homologia de DNA sao capazes de nodular o feijoeiro (Crow et
al.,, 1981). De fato, conforme observagdes anteriores, diversas estirpes de Rhizobium
spp., obtidos de de nédulos diferentes géneros e espécies de leguminosas selvagens, sao
capazes de nodular o feijoeiro (Graham & Parker, 1964).

Todos estes primeiros estudos referentes a taxonomia deste grupo de estirpes,
foram baseados em isolados de rizobio que nodulam o feijoeiro que tém ocorréncia
natural em solos de paises de clima temperado, resultando de comparagdes feitas com o
rizobio isolado de plantas originarias destas regides, como a ervilha e o trevo. Por outro
lado, sabe-se que o feijoeiro é originario das regides andinas e mexicanas e,
provavelmente, os isolados objeto destes estudos iniciais foram introduzidos nestes
paises de clima temperado, juntamente com as sementes levadas apds o periodo de
colonizacado das Américas. A partir de 1985, foi publicada uma série de estudos sobre os
simbiontes de feijoeiro isolados nas Ameéricas, incluindo os provenientes das regides
brasileiras de cerrado, liderados pelo grupo de pesquisa da Universidade Autbnoma do
México (UNAM), com a colaboragdo da Embrapa Agrobiologia (CNPAB).

Em 1988, um extensivo estudo sobre a diversidade dos isolados que nodulam o
feijoeiro coletados no México e América do Sul, até entdo classificados como R.
leguminosarum bv. phaseoli, revelou a existéncia de um complexo de estirpes bastante
heterogéneo e composto de diferentes linhagens filogeneticamente bem diferenciadas
(Pifero et al., 1988). Esta diversidade contrastou com o fraco polimorfismo detectado

entre os isolados que nodulam o feijoeiro coletados nos campos da Inglaterra (Young,
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1985). Utilizando dados de analise por eletroforese de isoenzimas (MLEE — Multilocus
Enzyme Electrophoresis), foram observadas as variacdes alélicas em 15 locus
enzimaticos de 51 isolados de R. leguminosarum bv. phaseoli obtidos de varias regides
geograficas, principalmente do México (Pifero et al., 1988). Os resultados destas analises
mostraram que as estirpes deste biovar eram muito heterogéneas em seus genes
estruturais cromossomais e que havia um nivel de diversidade e divergéncia genotipica
muito maior do que os até entdo descritos para qualquer espécie de bactéria, inclusive
E.coli. Foram detectados 46 tipos eletroforéticos (ET’s), com base nos perfis alélicos dos
locus enzimaticos analisados, sendo que a diversidade genotipica média por locus
enzimatico entre estes ET’s foi de 0,691. A grande diversidade no genoma cromossomal
detectada neste estudo levantou a possibilidade de que R. leguminosarum bv. phaseoli
consistisse, na verdade, de uma mistura polifilética de estirpes e ndo numa unidade
monofilética. Como outros autores ja haviam sugerido, ficou claro que a inclusdo de todas
as estirpes que nodulam o feijoeiro numa unica espécie ou biovar era geneticamente irreal
e taxonomicamente confusa. As estimativas de distancia genética obtidas entre os pares
de ET's de R. leguminosarum bv. phaseoli indicaram, de acordo com a convengao
adotada para os membros da familia Enterobacteriaceae, que poderiam ser definidas
cerca de sete espécies entre as estirpes analisadas.

Pifiero et al. (1988) sugeriram que uma classificagdo biologicamente mais
representativa de Rhizobium spp. deveria ser baseada na analise da variagao dos genes
cromossomais, mais do que em caracteristicas fenotipicas, especialmente as codificadas
total ou parcialmente por plasmideos, tais como circulo de hospedeiras. A classificacdo
proposta por Jordan em 1984 mostrou-se deficiente no sentido de que baseou-se em
critérios fisioldgicos e ecoldgicos, € nao em critérios genéticos e evolucionarios que

refletissem a similaridade total das estirpes e suas provaveis linhas genealdgicas de
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evolugao. Devido ao fato de que a transferéncia horizontal de genes cromossomais,
embora ocorra, € menos provavel do que a frequente transferéncia de genes codificados
por plasmideos, os gendtipos definidos por MLEE refletem muito melhor a histdria
genealodgica destas estirpes. De acordo com Pifero et al. (1988), uma hipdtese que
explicaria esta diversidade neste grupo de estirpes seria de que, através do tempo
evolucionario, numerosas linhagens clonais divergentes de rizébio, associadas com varias
espécies de leguminosas, tenham adquirido a capacidade de colonizar Phaseolus spp
pela aquisicdo de plasmideos que continham genes que conferiam caracteristicas de
nodulacio desta planta.

Estes estudos levaram a separagdo das estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli em dois tipos, | e ll, de acordo com diferengas nos plasmideos simboticos
(pSym), como a presenga ou auséncia de reiteragdes (multiplas copias) de genes ligados
a fixacdo de nitrogénio e a capacidade de nodular outros hospedeiros (Martinez et al.,
1985; Flores et al., 1987). Inicialmente acreditava-se que a presencga destas reiteragcoes
representassem uma vantagem evolutiva para este biovar (Martinez et al., 1985; Romero
et al., 1988), no entanto verificou-se, posteriormente, que estao relacionadas a constante
variabilidade de diversos fenétipos (Soberon-Chaves et al., 1986; Flores et al., 1988). As
estirpes do tipo | possuem multiplas copias do gene nifH e, acreditava-se, que
possuissem um circulo restrito de hospedeiras, centralizado no feijoeiro, enquanto que as
estirpes do tipo Il, que possuem uma unica copia deste gene, eram capazes de nodular,
também, Leucaena spp (Martinez, et al., 1985; Brom et al., 1988). Recentemente ficou
comprovado que o circulo de hospedeiras destas espécies € bem menos restrito e
definido do que anteriormente estipulado (Hernandez-Lucas et al., 1995). Estes grupos
diferem, ainda, na estrutura de seus polissacarideos extracelulares (Zevenhuizen &

Bertocchi, 1989; Gil-Serrano et al., 1990).
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Logo a seguir, as estirpes do tipo Il foram reclassificadas como R. tropici
(Martinez-Romero et al., 1991), a partir de uma caracterizagdo genotipica baseada nos
dados de: MLEE, sequenciamento parcial do RNAr 16S, hibridizacdo DNA-DNA e
organizacao do DNA ribossomal. Foram descritos os dois subgrupos, IIA e IIB, para esta
espécie, de modo a acomodar o baixo nivel de homologia de DNA (36%) e as diferencas
nas caracteristicas fenotipicas e genotipicas, diferengas estas que foram recentemente
confirmadas pela detec¢gao de um megaplasmideo especifico em cada grupo (Geniaux et
al., 1995). A espécie R. etli (Segovia et al., 1993) foi descrita posteriormente incluindo as
estirpes que haviam sido classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli do tipo | de
origem americana (Martinez et al., 1988), as quais constituem um biovar, R. etli bv.
phaseoli, e isolados ndo simbidticos originarios do México (Segovia et al.,1991). O
sequenciamento parcial do RNAr 16S foi utilizado para diferenciar R. leguminosarum de
R. etli (Segovia et al., 1993), sendo que, atualmente, somente s&o consideradas como R.
leguminosarum bv. phaseoli as estirpes que estiverem estreitamente relacionadas com os
genes cromossomais dos outros biovares (bv. trifoli e bv. viceae) desta espécie
(Lindstrom et al., 1995).

A definicao da espécie R. tropici foi baseada em dados de MLEE de 64 estirpes do
tipo Il, isoladas em diferentes regides geograficas, comparadas com outras espécies de
rizobio, seguida de uma caracterizagéo fenotipica (Martinez-Romero et al.,, 1991). Foi
possivel subdividir as estirpes do tipo Il nos dois subgrupos IIA e IIB pelos dados de
MLEE, os quais mostraram-se distintos das estirpes do tipo I. As estirpes do tipo Il ficaram
a uma distancia genética de 0,86 das do tipo I, enquanto que a distancia entre os dois
subgrupos, IIA e 1B, foi de 0,79. As estirpes do tipo IIA apresentaram maior
homogeneidade do que as do tipo IIB, com um nivel médio de diversidade de 0,289

enquanto que para as estirpes do tipo IIB foi obtido um indice de 0,363. Foram escolhidas
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estirpes representativas para hibridizacdo de DNA total e ribossomal e para a
determinagéo da sequéncia parcial do RNAr 16S. Quatro estirpes do tipo IIA e cinco do
tipo IIB constituiram grupos homogéneos, com niveis relativamente altos de homologia de
DNA, 91,7% com a estirpe de referéncia do subgrupo IIA (CFN 299) e 81,4% para as
estirpes do tipo IIB com a estirpe de referéncia deste subgrupo (CIAT 899). DNAs de
outras espécies de Rhizobium (R. leguminosarum bv. phaseoli, R. leguminosarum bv.
viceae e R. leguminosarum bv. trifolii) mostraram menos de 30% de hibridizagdo com o
DNA total, tanto da estirpe CFN 299 quanto da CIAT 899. Os dados de RFLP (restriction
fragment lengh polymorphism — polimorfismo no comprimento dos fragmentos de
restricdo) dos operons de RNAr foram determinados e revelaram que os padrbes de
hibridizagao para as estirpes do tipo | e tipos llA e 1IB sdo claramente distintos.

A caracterizagcao fenotipica destes isolados foi baseada em 118 diferentes
caracteristicas, incluindo diferentes fontes de carbono e nitrogénio, tolerancia a
antibiéticos e metais pesados, temperatura maxima de crescimento entre outras. Os
resultados da analise de agrupamento mostrou que, de modo geral, os resultados estao
de acordo com o dendrograma resultante da analise de MLEE, mas a distingdo entre os
dois agrupamentos (lIA e IIB), com base nos dados fenotipicos, foi mais evidente. As
estirpes do tipo lIA requerem calcio para crescimento em meio PY e ndo crescem em
meio LB, sdo iméveis em meio contendo 0,3% de agar e a temperatura maxima de
crescimento é de 35 a 37°C. Entretanto, as estirpes do tipo [IB ndo requerem calcio para
crescimento e nao crescem em meio LB, sdo moéveis em meio 0,3% de agar e sua
temperatura maxima de crescimento é de 40°C. As estirpes do tipo IIB sdo mais
resistentes a antibidticos e metais pesados do que as do tipo IIA. Devido a todas estas
diferengcas, os autores sugerem que estes subgrupos devam ser futuramente

considerados como subespécies.
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As estirpes do tipo I, agora R. tropici, chamaram a ateng¢do dos pesquisadores
devido a uma série de caracteristicas genéticas e outras de interesse agronémico. Seu
plasmideo simbiotico, quando transferido para estirpes de Agrobacterium tumefaciens,
promove um processo simbidtico efetivo e completamente diferenciado (Brom et al., 1988;
Martinez et al., 1987). Estas células recipientes sdo geneticamente estaveis, retendo seu
plasmideo mesmo depois de uma incubagdo prolongada a 37°C. Alguns isolados de R.
tropici séo tolerantes a temperaturas altas (Karanja & Wood, 1988b; Mercante, 1993),
acidez e aluminio (Cunningham & Munns, 1984; Graham & Parker, 1964; Karanja &
Wood, 1988a; Vargas et al., 1990).

A posicao filogenética de R. tropicifoi distinta de R. leguminosarum de acordo com
as metodologias acima citadas, no entanto, a partir da definicdo de R. tropici até 1993,
todas as estirpes isoladas de feijoeiro que ndo se enquadrassem na descricdo desta
espécie eram classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli. Analisando a estrutura
genética de uma populagdo ndo simbidtica de R. leguminosarum, por eletroforese de
isoenzimas, Segovia et al. (1991) observou que as estirpes de origem americana de sua
colecao, até entao classificadas como R. leguminosarum bv. phaseoli, formavam um
agrupamento separado de R. leguminosarum bv. viciae e R. leguminosarum bv. trifolii.
Logo a seguir, foi observada uma grande diferengca entre a sequéncia parcial de
nucleotideos do DNAr 16S dos isolados de feijoeiro de origem americana e a sequéncia
da estirpe de referéncia de R. leguminosarum bv. viciae (Eardly et al., 1992). Esta
evidéncia levou os autores a sugerirem que as estirpes de feijoeiro de origem americana
deveriam ser referidas como Rhizobium spp. do tipo |, e ndo R. leguminosarum bv.
phaseoli. Um estudo mais detalhado de varias estirpes originarias de feijoeiro crescido
nas Américas, baseado da determinagcdo da sequéncia parcial de nucleotideos do 16S

RNAr, onde foram incluidas diferentes estirpes representando as linhagens principais de



22

Rhizobium spp. do tipo | e um isolado mexicano de R. leguminosarum bv. viciae, levou a
reclassificagéo de Rhizobium spp. do tipo | como R. etli.

Conforme ja destacado acima, R. etli passou a incluir os isolados ndo simbidticos
de Rhizobium spp do tipo | e, pelo menos um biovar, o R. etli biovar phaseoli, o qual
nodula e fixa nitrogénio em Phaseolus vulgaris L., embora nado exclusivamente
(Hernandez-Lucas et al., 1995) como foi definido inicialmente (Segovia et al., 1993),
possui reiteragdes nos genes que codificam para a nitrogenase redutase e duas unidades
transcripcionais separadas para os genes nodA e nodBC (Segovia et al., 1993). R. etli
também apresenta hibridizagdo com o gene psi (polysacharide inhibition) e pode ser
distinguido das outras espécies, a nivel molecular, pelos resultados de hibridizagdo de
DNA, isoenzimas e sequenciamento dos genes ribossomais (Segovia et al., 1993).

Os limites interespecificos entre R. lequminosarum e R. etli sao bastante flexiveis.
Os niveis de homologia detectados para o DNA (45%) e para varias regides
cromossémicas, tais como para os genes lac e os que codificam para lipopolissacarideos,
observados para as duas espécies (Laguerre et al., 1993a), sugerem que possam ter
ocorrido transferéncias génicas e recombinagdes entre estas duas espécies (Amarger et
al.,, 1997). Além disso, os genes dos plasmideos simbitticos destas duas espécies séo
homodlogos e organizados similarmente (Davis & Johston, 1990; Vasquez et al., 1991).
Acredita-se que R. leguminosarum bv. phaseoli possa ter surgido através da transferéncia
horizontal do plasmideo simbidtico de R. etli para R. leguminosarum (Segovia et al.,
1993). Seja qual for a origem, estas duas espécies mostram-se mais proximamente
relacionadas do que os dois subgrupos de R. tropici.

Estudando o relacionamento genético evolucionario entre isolados de rizébio que
nodulam o feijoeiro, Eardly et al. (1995) observou a presenga de um alelo do RNAr 16S

(alelo “P) em isolados pertencentes ao tipo eletroforético, analisado por MLEE,
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caracteristico de R. etli, bem como em isolados pertencentes a outras duas linhagens
divergentes. Varias copias dos genes ribossomais sdo encontradas no genoma
bacteriano, sendo que a bactéria possui diversos mecanismos de conservagdo e
recombinagado genética de genes presentes em multiplas cépias. Através da analise por
MLEE, os isolados possuindo os alelos “/ “ ndo foram puderam ser agrupados dentro do
mesmo tipo eletroforético, 0 que caracteriza a sua divergéncia a nivel cromossomal. A
explicacado encontrada para estes resultados seria a ocorréncia de transferéncia horizontal
e recombinagao do gene, completo ou em parte, entre estas linhagens de relacionamento
distante. E relevante observar que os alelos “/ “ (R. leguminosarum) e “€” (R. etli), também
ocorrem em estirpes atualmente classificadas como R. leguminosarum bv. trifoli e
divergentes pela analise de MLEE a uma distancia genética de 0,55 (Eardly, 1993). Pela
analise destes dados fica evidente que sao necessarios maiores estudos envolvendo
variagdes alélicas dos genes ribossomais €, mesmo, de outros genes cromossomais, para
elucidar as relagdes evolucionarias entre as espécies de Rhizobium que nodulam o
feijoeiro, e para determinar o envolvimento dos eventos de recombinagéo de genes que
sofrem transferéncia horizontal, na evolugdo destas espécies e das espécies
relacionadas, como R. leguminosarum bv. trifolii e viciae (Eardly et al., 1995).

Filogeneticamente, uma analise da sequéncia total do RNAr 16S indica que R. etli,
R. leguminosarum e R. tropici formam um grupo monofilético coerente, o qual também
inclui uma linhagem independente contendo um unico isolado de nédulos de feijoeiro (van
Berkum et al., 1996) e Agrobacterium rhizogenes, a qual é proximamente relacionada a R.
tropici (Willems & Collins, 1993).

R. etli é considerada como a espécie que, mais provavelmente, coevoluiu com o
feijoeiro, pelo seu frequente isolamento nas regides consideradas como centro de

diversificagdo da hospedeira, tendo sido relatada a presencga de bactérias relacionadas a



24

esta espécie nodulando diferentes leguminosas mesoamericanas (Hernandez-Lucas et
al., 1995). Estas bactérias sao consideradas linhagens divergentes que, provavelmente,
tiveram um ancestral comum com R. etli (Martinez-Romero & Caballero-Mellado, 1996).
Num estudo sobre a diversidade de populagbes de R. etli associadas ao feijoeiro, nos
altiplanos mexicanos, numa mesma area, esta espécie foi detectada nodulando tanto
Phaseolus vulgaris quanto Phaseolus coccineus, assim como, feijoeiros selvagens (Souza
et al.,, 1994). Quanto a sua distribuicdo geografica, acredita-se que R. etli tenha sido
introduzido na Europa pela Espanha, a época da colonizacdo das Américas, no século
XVI, juntamente com as sementes de feijoeiro. Sabe-se que ha abundantes populagbes
nativas de R. etli neste pais, sendo que o alelo do RNAr 16S de R. etli também é
encontrado na Franga (Amarger, dados nao publicados, citada por Amarger et al., 1997),
na Indonésia e Africa (Tjahjolenksono, 1993, citado por Amarger et al., 1997; Anyango et
al., 1995).

R. tropici foi originalmente isolado de P. vulgaris e Leucaena, em solos acidos do
cerrado brasileiro (Martinez-Romero et al., 1991; Mercante et al., 1998). Uma vez que
tanto o feijoeiro quanto a leucena sado plantas introduzidas nas regides do cerrado,
acredita-se que R. tropici tenha sido, originalmente, simbionte de alguma outra
leguminosa destas regides. Em solos africanos, esta espécie foi recuperada de nédulos
de Bolusanthus e Spartium (Dagutat & Stein, 1995), e de feijoeiro cultivado em solos do
Kenya (Anyango et al., 1995). A sua dispersdo em solos africanos teria sido a sua
introducéo, pelos portugueses, juntamente com as sementes do feijoeiro (Martinez-
Romero & Caballero-Mellado, 1996). R. tropici foi recuperado de nédulos de feijoeiro
provenientes de trés localidades diferentes da Franga, em areas caracterizadas como de

solos arenosos e acidos (Amarger et al., 1994).
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Varios isolados de rizdbio, eficientes quanto a nodulagao e fixagdo biolégica de
nitrogénio em feijoeiro, tém sido detectados em solos africanos sem nenhum histérico de
cultivo anterior ou inoculagdo (Anyango et al., 1995). Além disso, foram detectados em
solos franceses quatro grupos distintos de rizobio nodulando o feijoeiro: R.
leguminosarum bv. phaseoli, as espécies genbmicas 1 e 2, descritas a seguir (Geniaux et
al., 1993; Laguerre et al., 1993c) e R. tropici (Amarger et al., 1994). Embora o feijoeiro nao
seja originario da Europa Ocidental, continente que possui um histérico de cultivo de
feijoeiro com cerca de 500 anos, a grande diversidade de microsimbiontes existentes
nestes solos sugere que as estirpes de Rhizobium spp, capazes de nodular o feijoeiro,
sejam pré-existentes nestas regides, o que explicaria a rapida disseminagao dessa cultura
na Europa.

A classificacdo com base na especificidade hospedeira, inicialmente descrita para
R. etlie R. tropici, segundo a qual R. etli nodularia apenas o feijoeiro e R. tropici teria um
circulo amplo de hospedeiras, incluindo o feijoeiro e a leucena, foi totalmente descartada.
Algumas estirpes, identificadas como R. etli através do padrdo de proteinas, foram
isoladas de Desmodium, Memolobium e Indigofera, além das leguminosas arbdreas
Acacia melonoxylon e Chamaecrista stricta, na Africa do Sul (Dagutat & Stein, 1995).
Atualmente, ambas espécies sao consideradas como possuidoras de um amplo, embora
distinto, circulo de hospedeiras (Martinez-Romero et al., 1991; Hernandez-Lucas et al.,
1995). Os dados de Hernandez-Lucas et al. (1995) permitiram que se chegasse a
importantes conclusdes sobre o circulo de hospedeiras destas duas espécies, como: (a)
nenhuma das espécies € simbioticamente restrita as duas leguminosas que, até entdo
haviam sido testadas: P. vulgaris e L. leucocephala; (b) a habilidade de nodulagao,
embora algumas vezes especifica da estirpe, € bem mais ampla do que estas duas

leguminosas e se estende a diversas outras leguminosas, sendo que todos os isolados
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testados, tanto de R. etli como de R. tropici, nodularam Albizia lebbeck, Gliricidia maculata
e Leucaena leucocephala; (c) a resposta de L. leucocephala as estirpes testadas foi bem
diferente dos resultados anteriores, pelos quais apenas as estirpes de R. tropici, ndo as
de R. etli, nodulariam esta planta. Embora a estirpe padrao de R. etli (CFN 42) forme
apenas nédulos pequenos e sem leghemoglobina nesta planta, outra estirpe pertencente
a mesma especie, a F16, induz nodulagédo bastante semelhante a de R. tropici.
Consequentemente, tanto R. tropici quanto R. etli podem ser considerados como
simbiontes desta leguminosa, uma hospedeira comum aos rizébios isolados de um grupo
bastante diverso de leguminosas: Astragalus onobrychis, Calliandra spp., Coronilla varia,
Gliricidia maculata, Lablab atropurpureus, Lotus divaricatus, Onobrychis viciifolia e outros
(Bromfield & Barran, 1990; Jarvis , 1983; Trinick, 1980; Turk & Keyser, 1992).

Estudos da diversidade de rizébio que nodula o feijoeiro na Franca (Laguerre et
al., 1993a, b e c) levaram a descricdo de duas novas espécies R. gallicum e R. giardinii
(Amarger et al., 1997). Inicialmente, estes isolados formaram dois agrupamentos que
diferiam de R. leguminosarum, R. etlie R. tropici, principalmente pela analise de restricao
do DNA total utilizando-se diferentes sondas de DNA (Geniaux et al., 1993; Laguerre et
al., 1993c). As analises de hibridizagcédo de DNA-DNA e sequenciamento parcial do RNAr
16S mostraram que estes isolados constituiam espécies genémicas distintas, sendo que,
para a espécie genbémica 1, a espécie mais proxima era a R. etli e as mais proximas a
espécie gendmica 2, eram a R. galegae e a R. loti. Amarger et al. (1997) procederam a
um estudo das caracteristicas fenotipicas de 90 estirpes, isoladas de ndédulos de
Phaseolus spp., previamente caracterizadas como pertencentes a cada uma das duas
espécies gendmicas ou a uma das trés espécies de rizobio que nodula o feijoeiro, até
entdo descritas. Os dados fenotipicos destas estirpes foram comparados aos de estirpes

de referéncia de rizobio, por taxonomia numérica, de modo a preencher os requisitos
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listados por Graham et al. (1991), dentro da abordagem polifasica para a descrigdo de
novas espécies. A posicao filogenética de cada uma das espécies gendmicas, dentro do
subgrupo alfa-2 de Proteobacteria, foi determinada pelo sequenciamento total de
nucleotideos do RNAr 16S pertencente a uma estirpe representativa.

Através destas analises, os isolados de R. gallicum agruparam-se com as
espécies que nodulam o feijoeiro, R. leguminosarum, R. etli e R. tropici, enquanto que R.
giardinii apresentou um relacionamento distante com as outras espécies de Rhizobium,
ficando mais proximamente relacionado com R. galegae e varias espécies de
Agrobacterium. Cada uma destas espécies foi dividida em dois subgrupos com base em
caracteristicas simbidticas, de natureza fenotipica, como o circulo de hospedeiros e a
efetividade na fixagdo de nitrogénio e de natureza genotipica, com base na analise do
polimorfismo dos fragmentos de restricdo das regides simbidticas. Tais critérios
permitiram identificar as espécies gendmicas 1 e 2 como associadas a genotipos distintos
(Geniaux et al., 1993). Um desses gendtipos € caracteristico da espécie, e o outro comum
a ambas. Sendo assim, R. gallicum foi subdividido em dois biovares: R. gallicum bv.
gallicum e R. gallicum bv. phaseoli; semelhantemente, R. giardinii compde-se dos
biovares R. giardinii bv. giardinii e R. giardinii bv. phaseoli. Os biovares phaseoli, com
caracteristicas simbidticas comuns a ambas espécies, tém as mesmas caracteristicas
simbidticas de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli bv. phaseoli, ou sejam: homologia
a sonda nodB de CFN 42, usada para identificar o plasmideo simbidtico desses biovares;
trés copias dos genes nifH; nodulagcdo do género Phaseolus e nodulacdo tardia em
Macroptilium atropurpureum. Estes dois biovares, de ambas espécies, com caracteristicas
genotipicas simbidticas e fenotipicas de nodulagdo semelhantes a R. leguminosarum bv.

phaseoli e R. etli bv. phaseoli, provavelmente receberam seus plasmideos simbidticos,
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através de transferéncia horizontal, de estirpes de R. leguminosarum, presentes nos
locais de onde foram isolados.

Estas novas espécies podem ser diferenciadas das outras espécies de rizébio
relacionadas através de hibridizagdo de DNA, sequenciamento do RNAr 16S e andlise de
restricdo do DNA ribossomal amplificado (Amarger et al., 1997). A descrigdo das espécies
inclui as seguintes caracteristicas (Amarger et al., 1997): os isolados de R. gallicum bv.
gallicum nodulam o feijoeiro e, também, Leucena Ileucocephala, Macroptilium
atropurpureum e Onobrychis viciifolia. Ambos biovares desta espécie fixam nitrogénio em
P. vulgaris, e, a nivel molecular, R. gallicum bv. gallicum pode ser distinto do outro biovar,
por possuir apenas uma copica do gene nifH. R. giardinii bv. giardinii nodula os mesmos
hospedeiros do bv. gallicum, mas os biovares desta espécie nao fixam nitrogénio em P.
vulgaris (R. giardinii bv. giardinii) ou sdo muito pouco eficientes (R. giardinii bv. phaseoli).
Pela andlise molecular, este biovar se distingue do bv. giardinii pela auséncia de
hibridizagdo com uma sonda contendo os genes nifH, mesmo sob condigbes de baixa
estringéncia.

A abrangéncia geografica das novas espécies isoladas na Franga, R. gallicum e R.
giardini, ainda precisa ser estabelecida, tendo sido relatada a ocorréncia de R. gallicum
bv. gallicum em solos da Austria (Sessitsch et al., 1997). Foi proposto, por Sessitsch et al.
(1997), que o isolado mexicano FL27 seja classificado como R. gallicum bv. gallicum, com
base nos dados de homologia de DNA e sequenciamento do RNAr 16S. Apesar da
homologia de DNA ser considerada baixa (35 a 61%), esta dentro dos padrdes sugeridos
por Stackebrandt & Goebel (1994) e pode estar relacionada a presenga de plasmideos
nesta estirpe, capazes de conter até 25% da informagao genética em Rhizobium (Prakash
& Atherly, 1986). Novamente, a presenga desta espécie em solos europeus, devido a

similaridade com este isolado mesoamericano, foi associada a importagdo como
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contaminante das sementes de feijoeiro. No entanto, a baixa eficiéncia simbidtica desta
espécie em simbiose com o feijoeiro levanta a hipétese de que esta planta ndo seja o
verdadeiro hospedeiro original de R. gallicum bv. gallicum, principalmente pelo fato do
isolado FL27 ter sido obtido de plantas de feijoeiro, crescidas em um campo de cultivo de
leucena (Sessitsch et al., 1997).

No Brasil, trés espécies distintas de rizébio sdo de reconhecida importancia
ecolégica como simbiontes do feijoeiro: R. lequminosarum bv. phaseoli, R. etli e R. tropici.
Diversas espécies de rizobio, assim como estirpes isoladas de leguminosas florestais
foram relatadas como capazes de nodular esta planta, embora ndo se conheca sua
importancia ecolégica, uma vez que resultam de experimentos de inoculagdo em
laboratério e ndo de ocorréncia natural (Wilson, 1944; Eardly et al., 1985; Bromfield &
Barran, 1990; Sadowsky et al., 1988; Lange, 1961, Bal et al., 1982; Herrera et al., 1985;
Martinez-Romero et al., 1991; Hungria et al., 1993; Thomas et al., 1994; Hernandez-Lucas

et al., 1995).

2.2.3. O efeito das temperaturas elevadas na simbiose feijoeiro-rizébio:

O inoculante para o feijoeiro no Brasil foi, durante muito tempo, produzido com
base em estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli, sendo muitas delas obtidas
no exterior e testadas pelas instituicdbes de pesquisa no Brasil. Com a evolugdo dos
estudos taxonémicos, revelando diferentes agrupamentos de isolados com caracteristicas
simbidticas e adaptagcdo ecoldgica distintas, inclusive envolvendo isolados obtidos nas
regibes de clima tropical, verificou-se a inadequagdo das estirpes tradicionalmente
recomendadas para as condigbes de cultivo brasileiras. Atualmente, sabe-se que as
estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli estdo sujeitas a um elevado grau de

instabilidade genética (Soberon-Chaves et al., 1986; Flores et al., 1988), o que pode
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explicar, pelo menos parcialmente, a grande variabilidade na eficiéncia simbidtica
verificada nestes experimentos.

Varios fatores interferem na eficiéncia simbidtica das estirpes de rizobio em
condicdes de campo, sendo alguns intrinsecos da bactéria e outros extrinsecos,
envolvendo outros microrganismos do solo, fatores de clima e solo ou determinados pela
planta hospedeira. Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos visando elucidar os efeitos
dos diferentes fatores bidticos e abidticos do solo e do clima nesta interacao.

Um dos fatores limitantes a simbiose rizobio-leguminosas sob condigbes tropicais
é a ocorréncia de temperaturas altas no solo, as quais atingem médias superiores a 38°C,
nas camadas superficiais (Mercante, 1993), onde se concentra a nodulagdo de
leguminosas, como o feijoeiro e a soja. As temperaturas altas afetam a sobrevivéncia do
rizobio no solo, o processo de infeccao, a formacgéo dos nédulos e, ainda, a atividade de
fixacao bioldgica de nitrogénio. Além disso, quando se considera o rizobio no inoculante,
afeta a sua sobrevivéncia no veiculo, tanto durante o periodo de transporte quanto de
armazenamento.

As leguminosas diferem quanto a sua tolerancia ao estresse térmico, sendo a soja
uma planta bastante tolerante, cuja fixagéo de nitrogénio so é limitada por temperaturas
diurnas acima de 41°C, e estimulada a 36°C (La Favre & Eaglesham, 1987). Com base
em diversos dados de literatura, a temperatura critica para a fixagdo biolégica de
nitrogénio varia entre 30°C, para trevo e ervilha, e entre 35 a 40°C, para soja, amendoim
e caupi. O funcionamento dos nodulos de feijoeiro encontra seu valor 6timo entre as
temperaturas de 25 e 30°C, diminuindo para temperaturas do solo entre 30 e 33°C
(Hernandez-Armenta et al., 1989; Pankhurst & Sprent, 1976; Piha & Munns, 1987b;
Hungria et al., 1985). Neste aspecto, o feijoeiro é considerado um hospedeiro bastante

sensivel, havendo diferencas entre as diferentes espécies de Phaseolus (Piha & Munns,
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1987b) e entre as espécies de rizébio que nodulam esta planta, quanto a tolerancia a este
estresse (Mercante, 1993), indicando perpectivas para o melhoramento da simbiose
visando sua melhor adequacéo ao clima tropical.

Varios gendtipos de feijoeiro foram testados por Piha & Munns (1987b) quanto a
tolerancia a temperaturas altas em simbiose, e observou ser 0 peso da parte aérea seca
dos gendtipos cultivados a 33°C consideravelmente menor quando comparado ao das
plantas crescidas a 27°C. Uma reducao similar foi observada para linhagens provenientes
de cruzamentos entre P. vulgaris e P. acutifolius. Outras espécies de Phaseolus, como P.
acutifolius, P. lunatus e P. filiformis, assim como caupi e soja foram menos sensiveis as
temperaturas altas no sistema radicular. Plantas de feijoeiro crescidas com nitrogénio
mineral ndo foram afetadas pelas temperaturas altas, indicando que a assimilagao de
nitrogénio, via fixacdo biolégica, € mais sensivel do que as vias de assimilacdo de
nitrogénio mineral.

Para a maioria das espécies de rizobio a temperatura 6tima de crescimento esta
entre 28 e 31°C, sendo que muitas sdo incapazes de crescer abaixo de 10°C ou acima de
31°C (Graham, 1992). No caso de feijoeiro, ja foram detectadas estirpes capazes de
crescerem a temperaturas médias mais elevadas do que a hospedeira (Graham, 1979;
Josephson & Pepper, 1984; Piha & Munns, 1987b; Karanja & Wood, 1988b; Gitonga et al.,
1989; Hungria et al.,, 1993). Foram também descritas estirpes de rizdbio capazes de
nodular o feijoeiro e fixar nitrogénio em um regime térmico de 40/23°C (dia/noite) foram
descritas (Hungria et al., 1993). As espécies de R. tropici parecem suportar melhor as
condicbes de temperaturas elevadas em simbiose, e os resultados obtidos por Mercante
(1993) indicam que plantas inoculadas com estas estirpes recuperam a atividade da
nitrogenase mais rapidamente do que as demais espécies, apds serem submetidas a um

estresse de temperaturas altas (38°C, durante 5 horas por dia), por um periodo de trés
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dias. Por outro lado, quando esta mesma cultivar é inoculada com estirpes de R. etli e
submetida a este estresse, a recuperagao da atividade € lenta e dependente da formagao
de nddulos novos, uma vez que o choque térmico provoca senescéncia dos nodulos
formados por estas estirpes (Straliotto et al., 1992). Este efeito drastico na redugdo da
atividade da nitrogenase e, consequentemente, no acumulo de nitrogénio total em plantas
bem noduladas foi também observado por Hungria & Franco (1993).

O crescimento in vitro em temperaturas altas € um dos parametros que permitem
diferenciar as espécies de rizébio que nodulam o feijoeiro (Hungria et al., 1997). De modo
geral, considera-se que as estirpes anteriormente classificadas como de tipo | (R.
leguminosarum bv. phaseoli e R. etl)) sdo menos tolerantes a temperaturas altas em meio
de cultivo, sendo sua temperatura maxima de crescimento em torno de 35°C. Ja R. tropici
€ mais tolerante, sendo que as estirpes do tipo IIA toleram até 37°C e as do tipo IIB, até
40°C. Atualmente, a capacidade de nodular leucena ndo ¢ mais um parametro confiavel
na separagao das espécies de rizobio que nodulam o feijoeiro, no entanto, é interessante
observar que dados de diversos autores, estudando populagdes de rizébio dos cerrados
(Vargas et al., dados nao publicados; Mercante, 1993) ou de regides de clima semi-arido
(Straliotto et al., 1995) mostram que os isolados que nodulam o feijoeiro, recuperados do
solo utilizando leucena com planta-isca, sdo mais tolerantes as temperaturas altas in vitro.
Mercante (1993) observou uma correlagao entre a temperatura maxima de crescimento in
vitro e in vivo, sendo que estes isolados de leucena mostraram-se mais tolerantes as
temperaturas elevadas em simbiose. Embora este e outros autores (Munévar & Wollum II,
1981; Kishinevsky et al., 1992) apontem para uma correlagdo positiva entre estas
avaliagdes, outros trabalhos demonstram que n&o ha uma correlagao significativa entre o

crescimento in vitro a temperaturas altas e a infectividade da bactéria e sua capacidade
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de fixar nitrogénio nestas condi¢des (La Favre & Eaglesham, 1986; Kluson et al., 1986;
Karanja & Wood, 1988b).

Raghuwanshi et al. (1994) observaram que sob diferentes condigbes de
temperatura ha uma modificacdo na concentracdo e na qualidade dos flavondides
excretados pelas raizes de guandu (Cajanus cajan (L) Millsp). Além de afetar a
sinalizagdo molecular a nivel da hospedeira, a temperatura também afeta a expressao
dos genes nod das bactéria (McKay & Djordjevic, 1993; Hungria, 1995).

A inducdo de proteinas do tipo “heat shock”, tanto na bactéria (Krishnan &
Pueppke, 1991; Fischer et al., 1993; Ogawa & Long, 1995) quanto na planta hospedeira
(Araujo, 1997) tem sido investigada como uma alternativa para a identificagdo de
gendtipos resistentes. Estas proteinas foram estudadas tanto em diferentes cultivares de
feijoeiro, selecionadas em condigbes de estresse (Araujo, 1997), como também em R.
tropicie R. etli (Michiels et al., 1994), porém o significado da presencga destas proteinas e
sua possivel ligagdo com uma maior tolerédncia da simbiose ao estresse térmico ainda
necessita ser elucidado.

A temperatura afeta um outro nivel de expresséo génica, que séo os eventos de
recombinagcéo e delecdo, especialmente a nivel do plasmideo simbidtico (Zurkowsky,
1982; Trevors, 1986; Toro & Olivares, 1986). A perda (cura) de plasmideos foi observada
em R. leguminosarum bv. phaseoli (Soberon-Chaves et al., 1986; Karanja & Wood,
1988b), enquanto que as estirpes de R. tropici 1IB foram consideradas como
geneticamente mais estaveis, tendo retido o seu plasmideo simbi6tico, mesmo apos
prolongada incubagédo a 37°C (Martinez-Romero et al., 1991). Este fator pode ser, em
parte, responsavel pela maior competitividade da estirpe de R. tropici lIB, CIAT 899 (de
Oliveira & Graham, 1990). A cura de plasmideos pode ser responsavel pela perda de

infectividade de estirpes capazes de sobreviver a uma temperatura de 45°C (Karanja &
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Wood, 1988b). Mesmo a temperaturas de 37°C foi observada a perda das propriedades
simbidticas, como capacidade infectiva ou eficiéncia na fixagdo bioldgica de nitrogénio
(Soberon-Chaves et al., 1986), a qual pode ser atribuida a rearranjamentos genémicos.
Segovia et al. (1991) observou um grande numero de isolados de rizobio ndo simbidticos
na rizosfera do feijoeiro, em niumero muito superior aos simbidticos, afetando diretamente
a competitividade das estirpes inoculadas. A ocorréncia de temperaturas altas nos solos
tropicais, aliada a predominéncia de estirpes mais susceptiveis a estas perdas, podem
estar contribuindo para a frequéncia alta nos solos de isolados nao infectivos.

Temperaturas elevadas provocam um retardo ou restringem a nodulagao as zonas
subsuperficiais do solo, onde as temperaturas ndo sao tao extremas. Munns et al. (1977)
observaram que, em zonas desérticas, a nodulagao é muito mais expressiva abaixo dos 5
cm de solo. A maior exposi¢cdo do solo, em plantios mais espacados, também provoca
uma reducgdo no numero de nodulos superficiais (Graham & Rosas, 1978). Por outro lado,
na pratica do plantio direto, as temperaturas do solo sdo de 5 a 10°C inferiores as
encontradas no plantio convencional (Hungria et al., 1997), favorecendo a sobrevivéncia
do rizébio, a nodulacdo e a eficiéncia da fixagao biologica de nitrogénio (Hungria et al.,
1995).

A metodologia de estudo envolvendo um choque térmico, aplicado durante o
periodo de crescimento das plantas, parece simular mais de perto as condicbes de
campo. Hernandez-Armenta et al. (1989) observaram que a transferéncia das plantas
noduladas de feijoeiro de uma temperatura diurna de 26 para 35°C provocou uma inibigdo
drastica na fixagdo de nitrogénio. Hungria & Franco (1993) observaram o mesmo efeito
para todas as estirpes inoculadas, transferindo feijoeiros nodulados de um ciclo diurno a
28°C para 40°C. Por outro lado, Mercante (1993) conseguiu detectar diferencas na

tolerancia ao estresse térmico entre estirpes pertencentes a espécies distintas,
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transferindo plantas, no estagio reprodutivo, de 28 para 38°C durante 5 horas por dia, por
2 a 3 dias, procedimento que se tornou um padrdo para a selecdo de estirpes mais
tolerantes, nos trabalhos subsequentes (Straliotto et al., 1997).

Os efeitos das temperaturas altas nas plantas noduladas sdo diversos, provocando
decréscimo na atividade da nitrogenase, no nitrogénio total acumulado na planta, na
eficiéncia relativa da nitrogenase, na atividade da GS e GOGAT, no transporte de
nitrogénio e na concentracdo de ureidos na seiva xilematica (Piha & Munns, 1987a,b;
Hernandez-Armenta et al., 1989; Hungria & Franco, 1993; Hungria et al., 1993; Hungria et
al., 1989). E também um dos fatores associados a senescéncia precoce dos nddulos
(Hungria et al., 1993). Conforme destacado acima, as plantas noduladas com estirpes
tolerantes ao estresse térmico recuperam a atividade nodular mais rapidamente, nao
havendo a senescéncia dos nodulos, mesmo apds um periodo de estresse térmico
(Straliotto et al., 1992).

As estirpes de R. tropici, apesar de mais tolerantes ao estresse térmico, nao
apresentaram boa sobrevivéncia no solo apos cultivos sucessivos do feijoeiro (Vlassak et
al., 1996). Esta pode ser uma caracteristica benéfica e até mesmo desejavel, uma vez
que permite a substituicdo destas estirpes no inoculante comercial, a medida que o
conhecimento sobre a diversidade do rizébio em solos tropicais permita a selecdo de

estirpes mais adequadas.
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2.3. METODOS FENOTIPICOS E MOLECULARES PARA O ESTUDO DA
BIODIVERSIDADE DO RIZOBIO.

2.3.1. Introducgao:

Os estudos taxonOmicos e filogenéticos sdo necessarios para estruturar a
biodiversidade do rizobio presente no solo, facilitar a comunicagéo entre os cientistas e
buscar um maior entendimento da biologia e evolugdo desta simbiose, com importantes
aplicagdes praticas. De acordo com Haukka (1997), a filogenia pode ser definida
simplesmente como uma histéria evolucionaria de organismos e genes, cujo
entendimento € um pré-requisito para estudos ecolégicos e de genética de populagdes. A
identificagcao correta de um microrganismo de acordo com suas correlagdes filogenéticas
nos ajuda a predizer propriedades genotipicas e fenotipicas esperadas para cada
espécie. Em termos de microbiologia, durante muito tempo, foi dada pouca importancia
aos estudos taxonémicos, em vista das grandes dificuldades de classificagdo impostas
pelos métodos tradicionais baseados essencialmente em caracteristicas fenotipicas, tanto
morfolégicas como fisioldgicas.

As primeiras modificacdes nestes estudos, extremamente empiricos, comegaram
a ser introduzidas pela utilizagdo dos métodos de taxonomia numérica. Este tipo de

abordagem permite a analise conjunta dos dados de fisiologia, morfologia, serologia e
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outros, utilizando métodos estatisticos de avaliacao das diferencas e similaridades entre
0s microrganismos, de uma forma menos subjetiva e mais rigorosa, fornecendo medidas
quantitativas de similaridade entre as bactérias. Hd uma grande aplicabilidade destes
estudos na avaliagdo da biodiversidade de diferentes grupos de microrganismos (Bull et
al.,, 1992), que, além de permitir um levantamento preliminar da diversidade presente no
ambiente em estudo, fornecem dados sobre a expressédo de caracteristicas fisioldgicas
que podem ser correlacionados com determinados fatores ambientais.

Os métodos moleculares baseados no estudo do genoma bacteriano constituiram-
se, logo a seguir, numa fonte abundante de dados, facilmente reprodutiveis e passiveis de
serem gerados sem a interferéncia de problemas técnicos importantes, como condi¢des
de cultivo, estado fisioldgico e outros fatores que, muitas vezes, mascaram os dados

fenotipicos.

2.3.2. A abordagem polifasica e as aplicagoes da biologia molecular nos estudos

de taxonomia e diversidade do rizébio.

Os estudos taxonémicos foram, por muito tempo, relegados a um segundo plano
dentro da chamada “ciéncia aplicada”, objeto de estudos de abnegados cientistas, as
voltas com inumeros problemas relativos a definicdo de espécies, especialmente quando
se considera o estudo da taxonomia bacteriana. Uma definigao interessante desta ciéncia
foi dada por Wilson (1985), ja prevendo as mudangas que iniciavam a ocorrer neste
campo de estudo: “Systematics, the study of biological diversity, is sometimes portrayed
as the mere classification of organisms, but in fact its range and challenges are among the
greatest in biology”.

Este extenso campo de acdo so6 pode ser melhor compreendido no contexto da

nova sistematica microbiana, surgida a partir da introdugédo e aplicagcdo de novos
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conceitos taxondmicos e técnicas surgidas a partir do final dos anos 50 e inicio dos anos
60 (Bull et al., 1992). O desenvolvimento mais significativo iniciou-se com a aplicagao dos
métodos de taxonomia numérica, molecular e quimica e, especialmente nos ultimos 10
anos, com o rapido desenvolvimento no campo do sequenciamento do DNA e dos genes
que codificam para o RNAr (DNAr) que vem contribuindo para a filogenia bacteriana e
taxonomia de todos os organismos vivos, além das técnicas de “fingerprinting” molecular.
Com o advento da analise fenética numérica e das técnicas de biologia molecular dentro
da taxonomia bacteriana, foi possivel determinar objetivamente as relagdes inter e intra-
especificas.

A chamada taxonomia polifasica, iniciou-se 25 anos atrds, e seu objetivo é a
integracédo dos diferentes tipos de dados e informagdes (fenotipicas, genéticas e
filogenéticas) sobre o microrganismo e essencialmente indica uma taxonomia de
consenso (Vandamme et al., 1996). O termo “taxonomia polifasica” foi utilizado pela
primeira vez por Colwell (1970) e é utilizado para o delineamento de taxa em todos os
niveis (Murray et al., 1990). Os recentes desenvolvimentos na taxonomia polifasica,
também chamada de classificagéo polifasica ou identificagdo polifasica, constituem um
enorme avango na moderna taxonomia bacteriana (Vandamme et al., 1996).

A questédo da definicdo de espécies em bacteriologia, ou seja, se as bactérias,
assim como plantas e animais, podem ser ordenadas em taxa distintos, como géneros e
espécies, permanece em aberto. A definigdo zooldgica de espécie ndao pode ser aplicada
aos organismos procariotos, pois pressupde que a “especie € um grupo de populacdes
que podem ser, ou sdo potencialmente, intercruzadas naturalmente e que s&o
reprodutivamente isoladas de outros grupos ou espécies” (Ravin, 1963, citado por
Stackebrandt & Goebel, 1994). Mesmo apdés muitos anos de pesquisas, a extensao da

sexualidade em bactérias € virtualmente desconhecida e o isolamento reprodutivo de
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estirpes bacterianas pode ser descartado (Stackebrandt & Goebel, 1994). Se o termo
espécie é usado, entdo, para expressar os membros de um determinado organismo em
uma ordem taxondémica, os microbiologistas devem seguir algumas linhas mestras, de
modo a obter estabilidade, reprodutibilidade e coeréncia em seus dados taxondmicos.
Neste caso, a espécie passa a ser circunscrita a um grupo taxonémico definido em termos
das caracteristicas de seus membros constituintes (Stackebrandt & Goebel, 1994). Vem
dai a grande utilidade da taxonomia polifasica que, conforme destacado acima, busca
este consensopor meio da descri¢gdo das caracteristicas dos membros deste grupo.

A taxonomia do rizdbio sofreu continuas modificagdes, como reflexo do avango
desta ciéncia, passando por revisdes periddicas a medida que os estudos ecoldgicos
mostravam a ocorréncia significativa de novos grupos de bactérias. A medida que estes
estudos taxonémicos se desenvolvem, €& importante correlacionar as diferengas
taxonbmicas com caracteristicas fenotipicas, sendo esta a visdo do subcomité sobre a
taxonomia de Rhizobium e Agrobacterium. Uma espécie de manual de padrdes de
procedimento na descrigdo de novos géneros e espécies de bactérias formadoras de
nédulos em raizes e caule foi proposto por este subcomité e publicado por Graham et al.
(1991).

O subcomité considera que descricgdo de um novo género ou espécie deve ser
baseada em organismos independentemente isolados, de regides geograficas distintas,
com a descrigéo da espécie publicada no International Journal of Systematic Bacteriology,
€ que a estirpe padrao seja depositada numa colegcdo de culturas internacionalmente
reconhecida, disponivel a outros pesquisadores. Para a estirpe padrao e isolados
representativos, as seguintes caracteristicas devem ser consideradas: desempenho
simbiotico baseado em parametros selecionados; caracteristicas morfolodgicas e culturais;

grau de homologia DNA:DNA; hibridizacdo RNAr:.DNA e analise do RNAr 16S; RFLP e
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MLEE. Estes novos conceitos taxonémicos e filogenéticos aplicados aos estudos de
diversidade do rizébio levaram a substiuicdo do critério de especificidade-hospedeira por
outros baseados no conceito de taxonomia polifasica.

A seguir serdo descritos os principais métodos fenotipicos e genotipicos utilizados

nos estudos de diversidade dos diferentes grupos de rizébio.

2.3.3. Métodos fenotipicos:

Dentre os métodos fenotipicos Estao incluidos todos aqueles nao direcionados as
moléculas de DNA ou RNA, onde, consequentemente, estdo as técnicas
quimiotaxonémicas, conforme classificagao proposta por Vandamme et al. (1996). Estas
técnicas decorrem da aplicagdo de métodos analiticos na coleta de informacdes sobre os

varios constituintes da célula, visando a classificagéo bacteriana (Vandamme et al., 1996).

2.3.31. Métodos fenotipicos classicos:

Os métodos fenotipicos classicos ou tradicionais sao usados nos protocolos de
identificagdo da maioria dos laboratérios de microbiologia. Compreendem dados
morfolégicos, fisiologicos e bioquimicos, os quais, individualmente, sdo considerados
irrelevantes como parametros de relacionamento genético, mas, coletivamente, fornecem
informacbes descritivas que permitem a distincdo de diferentes taxa. As estirpes de
Rhizobium diferem, significativamente, no metabolismo de carbono e na utilizagdo de
diferentes substratos. A capacidade de utilizar glucose, sacarose, lactose, frutose,
arabinose, succinato ou adipato pode servir como um teste diagndstico na diferenciagao
das espécies de rizébio (Graham et al., 1991). O tempo de geracdao em meio contendo
extrato de levedura, manitol e sais minerais (Vincent, 1970), denominado YMA (yeast-

manitol-agar) distingue os diferentes géneros de rizébio, sendo de 2 a 4 horas para



41

Rhizobium, 6 a 10 horas para Bradyrhizobium e apresentando valores intermediarios
para Mesorhizobium. Como consequéncia, o tamanho das colénias em meio soélido varia
de 2 a4mm, apos 3 a 5 dias de incubacao, para Rhizobium e Mesorhizobium e até 1 mm
apos 5 a 7 dias, para Bradyrhizobium. Outras caracteristicas importantes a serem
observadas como padrdes fenotipicos minimos para a descricido de novas espécies de
rizobio e recomendadas pelo Subcomité Internacional em Taxonomia de Rhizobium e
Agrobacterium podem ser consultadas em Graham et al. (1991).

E importante ressaltar que ha uma grande variabilidade quando se analisa estas
caracteristicas, de modo que a possibilidade de andlise do maior numero possivel de
dados culturais, morfolégicos e outras propriedades fenotipicas, como: tolerancia a
antibiéticos, serologia, analise de lipopolissacarideos celulares, padrbes proteicos,
composicdo das paredes celulares, etc., deve ser considerada, de acordo com a
disponibilidade de cada laboratério (Vandamme et al., 1996). Atualmente, ha muitos
programas de computador disponiveis para se proceder a analise numérica destes dados,
facilitando a sua interpretacao.

Inumeros trabalhos tém sido publicados com base em caracteristicas fenotipicas
visando a caracterizacao de diferentes populagdes rizobio que nodulam as mais diversas
hospedeiras (Kuykendall & Elkan, 1976; Fuhrmann, 1990; Shisdhido & Pepper, 1990;
Moawad e Bohlool, 1992; Batzli et al., 1992; Leung et al., 1994; van Berkum et al. 1995;
Martins et al., 1997; Sweelim et al., 1997; Ramirez et al., 1997a,b; Xavier et al., 1998).
Muitas destas caracteristicas fenotipicas sao estudadas com o objetivo, ndo somente de
caracterizagdo mas, de verificar a provavel adaptabilidade ecoldgica dos diferentes
isolados as condicbes ambientais prevalentes no ecossistema para o qual se procede a
selecao do rizébio-inoculante. Além disso, busca-se correlacionar dados de diversidade

metabdlica com os de eficiéncia simbidtica, uma vez que aquela deve refletir a
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diversidade dos mecanismos de controle das interagbes simbidticas entre espécies de
rizobio e as diferentes leguminosas (Kuykendall & Elkan, 1976; Batzli et al., 1992).
Tolerancia a diversas condi¢des de salinidade (Swellim et al., 1997), pH (Graham et al.,
1992; Swellim et al.,, 1997), temperatura (Mercante, 1993), antibidticos (Xavier et al.,
1998), etc, sdo caracteristicas analisadas “in vitro”, tentando-se estabelecer correlagbes
com a eficiéncia simbidtica dos isolados a nivel de campo.

Em termos ecoldgicos, a analise de dados fenotipicos tem aplicabilidade restrita,
devido ao grande numero de interagdes, tanto bidticas como abidticas, que ocorrem no
sistema solo, especialmente quando se considera os microagregados onde se alojam as
populagdes bacterianas e a influéncia do ambiente rizosférico. Estas interagbes explicam
a dificuldade de estabelecimento de correlagdes entre os resultados obtidos em condi¢des
de laboratério e de campo. No entanto, em termos taxonémicos, apos a introducdo dos
métodos de taxonomia numérica, os quais permitiram o agrupamento de um grande
numero de isolados com caracteristicas fenotipicas semelhantes, a analise destes dados
tornou-se imprescindivel. Atualmente, apesar da avalanche de dados genotipicos na
literatura, a determinagéo da correlagcédo destes com as caracteristicas fenotipicas tornou-
se uma das condigbes essenciais para a descricdo de novos géneros e espécies
bacterianas. Além disso, estas analises de agrupamento facilitam o estudo comparativo
do comportamento dos diferentes grupos, tanto intraespecificos como interespecificos,

quanto a diferentes caracteristicas em condi¢bes de campo.

2.3.3.2. Analise numérica de dados fenotipicos:

O primeiro grande impulso na sistematica bacteriana foi dado pela introdugéo e
aplicacéo dos novos conceitos taxondmicos e técnicas, no final dos anos 50 e inicio dos

anos 60. A classificagdo auxiliada por computadores, ou taxonomia numérica, foi
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primeiramente aplicada a microrganismos no final dos anos 50, tendo surgido
paralelamente ao desenvolvimento dos computadores. O objetivo inicial era distribuir as
estirpes bacterianas em grupos homogéneos ou taxoespécies, usando dados fenéticos e
usar os resultados quantitativos, gerados nos diferentes agrupamentos, para implementar
protocolos de identificagdo (Bull et al., 1992). Os dados fenotipicos foram os primeiros a
serem analisados por meio de comparagdes baseadas em analise numérica auxiliada por
programas computacionais especificos (Vandamme et al., 1996). Este tipo de analise
permitiu @ manipulagdo simultdnea de um grande numero de dados referentes a um
grande numero de isolados. Inicialmente sdo calculadas matrizes mostrando o nivel de
similaridade entre cada par de isolados e, a seguir, baseados em analise de
agrupamento, sado construidos dendrogramas os quais indicam o nivel de relacionamento
entre os diferentes grupos. Esse grande numero de dados que decorrem, obviamente, de
um grande numero de informag¢des genotipicas, tem mostrado, por comparagdo com
outras abordagens taxondmicas, a relevancia taxondmica da analise numérica baseada
em grande numero de informagdes fenotipicas (Vandamme et al., 1996).

Na classificagdo bacteriana, estes métodos tém sido extensivamente utilizados em
estudos de diversidade de um grande numero de espécies em diferentes ambientes
(Goodfellow et al., 1992; Lipski et al., 1992; Prieto et al., 1992; Riedel & Britz, 1993; Dykes
et al., 1994). Zhang et al. (1991) demonstrou, através de analise fenotipica numérica, que
os isolados de rizobio obtidos de Acacia senegal e Prosopis chilensis, no Sudao, sao
bastante diversos e podem ser classificados em pelo menos oito grupos distintos das
espécies até entdo descritas. De Lajudie et al. (1994), num estudo de taxonomia polifasica
de 52 isolados de Acacia spp e Sesbania spp do Senegal, procederam, entre outras
analises fenotipicas e genotipicas, a andlise numérica baseada na utilizacdo de 147

compostos organicos, tendo encontrado concordéncia entre estes agrupamentos e os
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obtidos baseados em caracteristicas genotipicas. Os estudos de taxonomia numérica de
240 caracteristicas fenotipicas serviram como base para a proposta do género
Sinorhizobium por Chen et al. (1988). Recentemente para a nova espécie, Sinorhizobium
medicae (Rome et al., 1996), descrita de acordo com o conceito de taxonomia polifasica,
utilizando dados genotipicos diversos e analise numérica baseada em 63 caracteristicas
fenotipicas, foi encontrada boa correlagéo entre estes dados e os derivados da andlise
genotipica.

A caracterizagdo de um grande numero de isolados através da analise fenotipica
numeérica €, muitas vezes, utilizada como critério de agrupamento para a selegao inicial de
isolados representativos que, posteriormente, serdo avaliados quanto as caracteristicas
simbioticas e por métodos genotipicos, mais complexos e dispendiosos. Batzli et al.
(1992) analisou inicialmente 182 isolados quanto a utilizagdo de carboidratos, resisténcia
a antibidticos, tolerancia a NaCl e resposta a niveis de pH. Os isolados foram agrupados
em 37 grupos distintos por taxonomia numérica, sendo que isolados representativos
destes agrupamentos foram entdo selecionados para andlise quanto ao padrdo de

proteinas, tempo de geracao e resposta simbidtica.

2.3.3.3. Analise de isoenzimas:

O termo isoenzima define um grupo de multiplas formas moleculares da mesma
enzima que ocorre em uma determinada espécie, como resultado da presenca de um ou
mais genes codificando para cada uma destas formas (Selander et al., 1986). Este
método detecta os diferentes alelos de genes diagndsticos analisando a mobilidade
eletroforética das enzimas que codificam. O principio basico da técnica reside no uso de
eletroforese em gel de amido e na visualizagdo do produto enzimatico por métodos

bioquimicos. Os padrbes eletromorficos produzidos para um certo numero de enzimas
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séo identificados como fendtipos multilocus ou tipos eletroforéticos (Eletrophoretic Types -
ET’s), os quais refletem o gendtipo cromossomal. A difusdo do uso desta metodologia
deu-se através do desenvolvimento de metodologias eficientes para a visualizagdo do
produto enzimatico, e da aplicabilidade imediata encontrada em diversas areas da
Biologia (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Os padrbes de isoenzimas, obtidos por
eletroforese, tem sido amplamente aplicado nos estudos da diversidade genotipica
cromossomal e da estrutura genética de populagdes bacterianas do solo, inclusive dentro
do género Rhizobium (Denny et al., 1988; Pifiero et al., 1988; Harrison et al., 1989;
Young, 1985; Young & Wexler, 1988; Eardly et al., 1990; Demezas et al., 1991; Souza et
al., 1994; Barrera et al.,, 1997). Embora as técnicas baseadas nas metodologias de
amplificacao de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction — Reagao da Polimerase em
Cadeia) tenham obtido grande popularidade nos ultimos anos, a maioria dos dados
disponiveis sobre a diversidade e a estrutura genética de populagdes bacterianas sao
baseados em isoenzimas.

Em rizdbio, Martinez-Romero & Caballero-Mellado (1996) apresentam um
levantamento atualizado e critico dos estudos realizados, e concluem que, em geral, as
estimativas de relacionamento genético entre estirpes bacterianas obtidas por este
método apresentam boa correlacdo com os estudos baseados em hibridizacdo de DNA,
embora possam estar subestimadas, quando comparadas com os dados de

sequenciamento.

2.3.34. Métodos sorolégicos:
A sorologia tem sido frequentemente utilizada, ha mais de 70 anos, para a
caracterizagcao de populagdes rizobianas no solo (Means et al., 1964; Fuhrmann, 1990;

Moawad & Bohlool, 1992;Leung et al., 1994; Ramirez et al.,, 1997a). Os métodos
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sorologicos de caracterizagdo sao baseados na presenga de variabilidade nos
constituintes antigénicos das células bacterianas. Diferentes tipos de reagbes seroldgicas
podem ser utilizadas, incluindo os testes simples de aglutinagao e precipitagdo ou reagdes
gue exigem um ou mais componentes adicionais, como ELISA, por exemplo (Vandamme
et al., 1996). Estes métodos sao utilizados com diferentes finalidades, tais como: fornecer
uma visao superficial da diversidade das populagbes de rizébio nativas em ecossistemas
especificos; permitir o levantamento da ocorréncia e distribuicdo de bactérias
antigenicamente relacionadas entre diferentes estados, paises e continentes; e estudar a
ecologia destas bactérias no solo. A aplicagdo taxondmica dos estudos soroldgicos é
bastante limitada, uma vez que estirpes de rizdébio, mesmo possuindo propriedades
antigénicas similares, podem ser bastante diversas com respeito a outras caracteristicas
fenotipicas e genotipicas. Assim, tém sido também analisadas outras propriedades dentro
dos diferentes grupos sorologicos dos isolados, tais como: resisténcia a antibioticos;
caracteristicas morfofisiologicas; inducao de clorose foliar (em Bradyrhizobium); eficiéncia
na fixagao de nitrogénio; evolugao de hidrogénio, entre outras (Fuhrmann, 1990; Moawad
& Bohlool, 1992; Ramirez et al., 1997a).

Os dados sorolégicos, de modo geral, tém sido utilizados como uma ferramenta
adicional na caracterizagao de diferentes populagdes (Leung et al., 1994; van Berkum et
al.,, 1995; Ramirez et al., 1997b), e correlagbes entre estes dados e dados genotipicos

podem auxiliar no entendimento da sua diversidade e ecologia.

2.3.3.5. Outros métodos quimiotaxonémicos:

A analise de proteinas totais, por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio -
poliacrilamida (SDS PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis),

também tem sido utilizada para a caracterizacao da diversidade em isolados bacterianos,
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sendo considerado um método bastante confiavel para comparagao de grandes grupos de
estirpes muito proximamente relacionadas (Vandamme et al., 1996). Moreira et al. (1993),
através desta metodologia, comparou 180 isolados de rizobio de crescimento rapido e
lento, obtidos de nédulos de leguminosas tropicais da regido Amazodnica e Mata Atlantica,
com diferentes espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium. Entre os isolados
de crescimento rapido, os autores identificaram muitos agrupamentos distintos das
espécies até entdo descritas. Este método foi também utilizado, entre outros, na
caracterizagao de género Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) e na determinagdo das
relagdes filogenéticas entre M. tianshanense e outros rizobios (Tan et al., 1997), ou
mesmo em um estudo de diversidade de rizébio que nodula Robinia pseudoacacia L.
(Batzli, et al., 1992).

A espectrometria de massa ap6s a pirdlise € um método sofisticado de analise da
composicdo quimica total das células bacterianas. E uma metodologia sensivel as
condi¢des de crescimento das culturas, uma vez que faz a andlise dos acidos graxos
celulares (Jarvis & Tighe, 1994) mas sob condi¢gdes padronizadas e constitui-se num
método rapido, altamente reproduzivel e universal. E adequado para a determinacdo da
integridade taxonémica de grupos bacterianos classificados através de outras
metodologias (Barrera et al., 1997). O método foi utilizado para a discriminagdo entre
estirpes de Bradyrhizobium e R. meliloti (Goodrace et al., 1991; Kay et al., 1994). Numa
analise de diversidade de Bradyrhizobium utilizando as técnicas de isoenzimas e pirdlise,
Barrera et al. (1997) encontraram uma excelente concordancia entre os dados obtidos
com as duas metodologias, sendo que dentre 13 grupos eletroforéticos distintos (ET’s), 10

corresponderam aos grupos PyMS (Curie point pyrolysis mass spectrometry).
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2.3.4. Métodos genotipicos:

O desenvolvimento das abordagens moleculares conduziu a diferentes tendéncias
dentro da sistematica bacteriana, tais como, por exemplo a elucidagédo de relagdes
filogenéticas, estudos descritivos combinando informagdes filogenéticas e fenotipicas e
diversos estudos ecoldgicos com o objetivo de levantar a diversidade de varios grupos de
microrganismos no solo (Stackebrandt & Goebel, 1994). Vandamme et al. (1996)
apresentam uma revisdo das demais técnicas de interesse taxonémico, sendo que
Stackebrandt & Goebel (1994) discutem o uso das técnicas de sequenciamento e
homologia de DNA na taxonomia bacteriana.

Neste topico serdo abordadas as técnicas mais diretamente relacionadas aos
estudos desenvolvidos nesta tese, dentro de um enfoque ecoldgico, concentrado na

analise do DNA ribossomal.

2.341. Estudos baseados no DNA ribossomal:

Os ribossomos procarioticos sao constituidos de cerca de 50 tipos diferentes de
proteinas e de trés moléculas de RNA com diferentes tamanhos referidas como RNAr 5S,
16S e 23S. A molécula do RNAr 16S contém cerca de 1.540 residuos de nucleotideos e
forma, juntamente com aproximadamente 20 proteinas, a subunidade menor (SSU), 30S;
a molécula do RNAr 23S (2.900 residuos de nucleotideos), juntamente com a do RNAr 5S
(120 residuos de nucleotideos) e aproximadamente 20 proteinas formam a subunidade
maior, 50S. Estas duas subunidades juntas formam o ribossomo 70S funcional, que
catalisa a sintese proteica. Os genes que codificam (operons) para o RNAr (rrn) tém sido

extensivamente estudados para muitas espécies bacterianas, sendo que o numero de
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operons varia de uma (em micoplasmas) a doze coépias (em bacilos) por cromossomo
(Rosado et al., 1997). Em rizébio, tem sido detectadas de uma a trés cdpias, sendo uma
em B. japonicum e em R. tropici e trés em S. meliloti, R. galegae, R. lequminosarum e R.
etli (Haukka, 1997).

Assim como outros genes que ocorrem em multiplas copias no genoma, 0s genes
ribossomais estdo sujeitos a um processo de homogeneizagao, o que significa que todas
as copias tendem a serem similares umas as outras. No entanto, recentes estudos tém
detectado pequenas variagdes entre as copias destes genes, ou seja, ocorrem variagoes
alélicas, referidas como microheterogeneidade, entre os genes do 16S de varias espécies
bacterianas, inclusive rizébio (Haukka et al., 1996). Neste caso, mais uma vez surge o
questionamento quanto ao uso dos dados de sequenciamento do RNAr 16S para a
separacdo de espécies muito proximamente relacionadas. Neste limite, a quantidade de
sequéncias Uteis diminui, e a ocorréncia de transferéncia horizontal e recombinacao
genética entre estas copias heterogéneas interrompem o padrao filogenético (Haukka et
al., 1996).

Vale a pena ressaltar a sugestao, apresentada por Vandamme & Ludwig (1994,
citados por Vandamme et al., 1996), de que para se obter arvores filogenéticas mais
confiaveis, deve-se escolher grupos de isolados semelhantes e ndo apenas a estirpe
referéncia. Os autores destacam que é importante ndo restringir a analise aos taxons
mais proximamente relacionados, mas, incluir grupos de organismos aparentemente nao
relacionados. Estes procedimentos diminuem o efeito de pequenas diferengas
caracteristicas de estirpe e ndo da espécie.

As moléculas das diferentes espécies de RNAr sao particularmente importantes
nos estudos de ecologia microbiana, sendo que sao consideradas cronémetros

moleculares nos estudos de evolugao, pois preenchem todos os requisitos que definem
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um marcador filogenético (Rosado et al., 1997): (1) os RNA ribossomais estdo presentes
e tém a mesma fungdo em todos os microrganismos; (2) eles se originaram de um
ancestral comum, portanto sdo homodlogos; (3) suas sequéncias de nucleotideos séo
altamente conservadas em algumas regides e possuem regides variaveis; (4) as
moléculas do 16S e 23S RNAr sao relativamente grandes e contém suficiente sequéncias
informativas para permitir comparagdes estatisticamente significativas; (5) a estrutura
primaria destas moléculas possui sitios de evolugcido independente e, consequentemente,
contém suficiente numero de regides variaveis para permitir a discriminagdo entre
diferentes moléculas; (6) um grande numero de sequéncias esta disponivel via base de
dados pela internet, permitindo o alinhamento de sequéncias e a identificagdo das regides
distintas. O fato destas moléculas possuirem sitios de rapida e outros de lenta evolugao
permite que se avalie as relagbes filogenéticas, tanto entre organismos muito
proximamente relacionados, quanto entre os filogeneticamente muito distantes.

A caracterizacdo da sequiéncia do RNAr 16S tem sido amplamente utilizada em
estudos evolucionarios, taxondmicos e ecolégicos, ndo apenas para definir taxas mas,
também, para detectar quais taxas estdo presentes (Fox et al., 1992; Olsen et al., 1994).
A amplificagdo direta, via PCR, do RNAr 16S presentes em amostras de solo tornou
possivel o estudo da diversidade microbiana sem o cultivo dos microrganismos (Ward et
al., 1990). Comparagdes entre as sequéncias de nucleotideos, completas ou parciais, do
RNAr 16S tém sido amplamente utilizadas para avaliar relagdes filogenéticas entre muitas
espécies de Rhizobium (Jarvis et al., 1992; Lucas et al., 1995; van Berkum et al., 1996;
Barrera et al., 1997).

As moléculas do RNAr 23S sao bem maiores do que as do RNAr 16S, contendo
mais informagado genética o que pode ser muito util em estudos filogenéticos (Ludwig et

al., 1992), embora o banco de dados de 23S seja, ainda, bem mais restrito, dificultando a
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comparagao de novas sequéncias. Tesfaye et al. (1997) amplificaram por PCR uma
regiao hipervariavel do DNAr 23S de Rhizobium e determinaram as relagdes filogenéticas
entre varias estirpes, através da comparacéo entre suas sequéncias de nucleotideos. As
variacbes nas sequéncias do DNAr 23S estudadas foram consistentes com as relagée
filogenéticas determinadas pela especificidade na nodulagdo de diferentes hospedeiras
e/ou anadlise das sequéncias do DNAr 16S. Neste estudo, os autores distingliiram entre
estirpes de Rhizobium, Agrobacterium e Bradyrhizobium, sendo que os taxons
representados por R. leguminosarum bv ftrifolii, R. melilotie R. etli foram, claramente,
mais relacionados uns aos outros do que as estirpes de B. japonicum, consistente com a
teoria de origem evolucionaria distinta ou divergéncia ancestral destes dois géneros
(Sprent, 1994). Além disso, através da analise da estrutura secundaria da molécula do
DNAr 23S, os autores detectaram sequéncias variaveis nas regides chamadas de D
(hélices 55-59, numeragdo em E. coli) e E (hélice 63), as quais podem servir para
diferenciar espécies particulares e/ou estirpes por apresentarem caracteristicas
distintivas. Podem ser construidas sondas especificas para estas regides e usadas como
ferramenta para analise de populacdes de Rhizobium no campo.

A estrutura primaria da molécula do RNAr 16S é altamente conservada e as
espécies com 70% ou mais de homologia do DNA, usualmente possuem mais de 97% de
identidade em suas sequéncias. Esta diferengca de 3% ou 45 nucleotideos, ndo esta
distribuida ao acaso ao longo da estrutura primaria da molécula, mas esta concentrada
principalmente nas chamadas regides hipervaridveis (Stackebrandt & Goebel, 1994).
Alguns autores defendem, como medida da distancia filogenética entre estirpes, o estudo
das diferencas em similaridade apenas nestas regides. No entanto, ha varios argumentos

contrarios a esta escolha, uma vez que é substancial a quantidade de nucleotideos
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diferentes ndo concentrados nestas regides (Stackebrandt et al., 1992) e, por omisséao, se
poderiam ser perdidas informagbes que, em termos estatisticos, ja sédo bastante
escassas. Em segundo lugar, as regides hipervariaveis sdo espécificas de cada taxon, e
precisam ser determinadas, para cada novo organismo, pelo sequenciamento completo
da molécula.

A analise de sequéncias muito curtas tem uma influéncia negativa na estabilidade
da arvore filogenética, mas se, devido a alguma limitagdo, o numero de nucleotideos a ser
analisado tiver que ser reduzido a algumas centenas, deve-se tomar muito cuidado na
escolha da regido a ser analisada, de modo a se obter o0 mesmo grau de similaridade
dado pelo completo sequenciamento da molécula. Stackebrandt & Goebel (1994)
mostram uma tabela, onde os valores de similaridade obtidos para determinadas
sequéncias podem apresentar até 10 pontos percentuais de diferenca em relagao ao grau
de similaridade obtido pelo sequenciamento total. No entanto, a selecdo prévia criteriosa
de sequiéncias menores adequadas, no entanto, facilita o trabalho de sequenciamento,
sendo que, em rizdbio, uma regidao de 260pb do 16S rDNA, amplificada pelos primers Y1
e Y2 (Young et al., 1991), tem sido bastante util nos trabalhos de diversidade (Haukka et
al., 1996), por conter uma parte relativamente variavel da molécula, com alta densidade
de informagbes. O uso desta regido amplificada nos trabalhos de sequenciamento
permitiu determinar, com um bom nivel de precisdo, as relagdes filogenéticas entre as
diferentes espécies (Eardly et al.,, 1992; Jarvis et al., 1992; Lucas et al., 1995). No
entanto, em R. galegae, foram obtidas diferentes posicoes filogenéticas com as
sequéncias parciais ou com a sequéncia total do RNAr 16S (Nour et al., 1994; Willems &
Collins, 1993). Esta inconsisténcia pode ser atribuida a natureza altamente conservada
das sequéncias da subunidade menor aliada a eventos de recombinagdo entre genes

divergentes (Eardly et al., 1996).
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Os genes ribossomais de algumas espécies ou estirpes contém os chamados
elementos de insercéo (IVS - intervening sequence), principalmente nos genes que
codificam para o RNAr 23S, sendo a ocorréncia destes IVS restritos a determinadas
regides da molécula de DNA (Haukka, 1997). A presenca de duas IVS (IVS | e IVS II)
foram detectadas em rizdbio, e a possibilidade de utilizagdo destas sequiencias em
estudos ecoldégicos, através da construgdo de primers especificos € bastante promissora
(Selenska-Pobell & Evguenieva-Hackenberg, 1995; Selenska-Pobell et al., 1997). Uma
sequéncia de insergéo de 72 nucleotideos foi encontrada pela primeira vez nos genes do
RNAr 16S em R. tropici (Willems & Collins, 1993). A diferenca no tamanho do gene
provocada por esta insergdo serve para o reconhecimento de estirpes diferentes, apds
amplificagéo por PCR da regido que a contém e analise em gel de agarose (Linton et al.,
1994).

Young & Haukka (1996) destacam diversas limitagbes no uso da subunidade
menor do RNAr (SSU rRNA) em estudos filogenéticos e taxondmicos. A primeira delas
seria a ocorréncia de recombinagdo dos genes ribossomais entre espécies diferentes, o
que afeta uma das condi¢cdes necessarias para o estabelecimento de filogenias, que é a
inexisténcia de transferéncia genética interespecifica nesta regido, assegurando a
evolugdo independente das diferentes linhagens. Outro tipo de recombinagao, entre os
gene do RNAr 16S e outros genes, foi verificada em Rhizobium leguminosarum e R. etli
por Eardly et al. (1995), onde diferengas significativas no sequenciamento da molécula do
16S rDNA nao refletem necessariamente grandes divergéncias no genoma total, avaliado
por MLEE. Como o RNAr 16S é uma molécula altamente conservada, nao é util para
discriminar espécies muito proximamente relacionadas, onde pode haver uma identidade
de sequéncias, especialmente no sequenciamento parcial. Os autores destacam, ainda, o

problema da heterogeneidade nas sequéncias entre espécies e mesmo dentro de uma
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mesma espeécie. Isto tem se tornado cada vez mais evidente, a medida que outros
isolados, ou mesmo varios isolados de uma mesma espécie, além das estirpes padréo,
vao sendo sequenciados. Finalmente, um problema técnico foi verificado no uso desta
metodologia, que é a detecgdo de alguns erros em sequéncias presentes na base de
dados do EMBL, provocados por uma série de fatores listados por Vandamme et al.
(1996).

Apesar de todas estas limitagdes, o desenvolvimento dos métodos rapidos de PCR
e sequenciamento tem consolidado o papel dos genes ribossomais na filogenia
bacteriana. Os genes que codificam para o RNAr 16S sdo os mais populares nestes
estudos, devido ao seu tamanho adequado para as andlises de sequenciamento e
existéncia de um banco de dados mais completo do que o disponivel para a molécula de
RNAr 23S. Segundo Young & Haukka (1996), as filogenias baseadas no RNAr 16S sao
de modo geral corretas, embora ndo em todos os detalhes. Muitos trabalhos tém
mostrado a utilidade das informacgdes provenientes do sequenciamento do RNA além dos
estudos filogenéticos (Young et al., 1991; Eardly et al., 1992; Segovia et al., 1993; Willems
& Collins, 1993), no desenho de sondas e “primers” que podem ser especificos a nivel de
género, espécie ou mesmo estirpe (Ludwig & Scleifer, 1994; Kirchhof et al., 1996; Tesfaye
et al., 1997). De modo geral, mesmo se consideradas as limitagbes, esta metodologia
confirma os resultados obtidos por uma série de outras abordagens, inclusive de
taxonomia polifasica com um grande numero de estirpes (Vandamme et al., 1996), e seu

valor parece inquestionavel.

2.3.4.2. A reacao de polimerase em cadeia:

Torna-se importante enfatizar a importancia da tecnologia da reagéo da polimerase

em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) nos diferentes estudos de ecologia e
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sistematica bacteriana. Nos ultimos anos poucas tecnologias provocaram um impacto tao
profundo na biotecnologia, quanto o PCR, inicialmente descrito por Mullis & Faloona
(1987). A técnica do PCR baseia-se na repeticdo ciclica da extensdo enzimatica de
“primers” (iniciadores). Estes “primers”, pequenas sequéncias de DNA, hibridizam-se em
dois extremos opostos da fita de DNA que serve como molde e a amplificagao envolve
repeticdes ciclicas de altas temperaturas, geralmente em torno de 94°C, necessarias para
a denaturagdo do DNA, seguidas de uma temperatura mais baixa, entre 37 e 60°C, para
possibilitar a hibridizacao dos “primers” e uma temperatura intermediaria que permita a
extensdo da copia complementar da fita de DNA a partir do extremo 3’, ponto de
hibridizagéo dos “primers”. Esta técnica resulta na amplificagdo enzimatica in vitro de uma
sequéncia alvo de DNA.

A relativa simplicidade da tecnologia mudou radicalmente a forma de se trabalhar
com Genética e Biologia Molecular comparada com a utilizada alguns anos atras. O
proprio autor da metodologia, ao descrever o processo de sua invengéo, espanta-se de
que o método ndo tenha sido descoberto anteriormente, mesmo cerca de 15 anos depois
de estarem disponiveis todos os elementos necessarios para sua implementacdo: Taq
polimerase, disponibilidade de dNTP’s, etc. (Mullis, 1990).

E facil de compreender o impacto causado pelo PCR uma vez que a técnica se
aplica a um dos problemas fundamentais em biotecnologia que é a busca de sequéncias
génicas de interesse. Ao se procurar uma simples sequéncia génica, de, digamos, 1.000
nucleotideos entre cerca de 100.000 genes, em um genoma de aproximadamente 3
bilhdes de nucleotideos, mesmo uma quantidade em torno de 3 ug de DNA podera conter
apenas uma copia desta sequéncia ou gene. Ou seja, ela estara altamente diluida e

misturada com um grande numero de moléculas com propriedades fisico-quimicas
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semelhantes, o que torna virtualmente impossivel a obten¢do de grandes quantidades da
molécula de interesse, purificada pelos procedimentos padrdes de separagao.

Antes do advento do PCR, a clonagem molecular era a unica alternativa para
superar estas dificuldades. Este procedimento requer a construcido de vetores e sondas,
por uma série de etapas demoradas, incluindo a restricdo do DNA, ligacdo a vetores,
transformagéo bacteriana, cultivo e plaqueamento, seguido de detec¢do dos clones,
usualmente através de sondas, isto sem citar as etapas de subclonagem, etc. Com o
PCR, ap6s cerca de 30 ciclos de amplificacdo e menos de 2 horas, a quantidade de DNA
alvo é aumentada milhares de vezes, e, apds a separacao dos produtos, por eletroforese
em gel e coloragdo adequada, estes podem ser visualizados a olho nu. Pode-se, entéo,
proceder diversos tipos de manipulagdo deste DNA dependendo do tipo de problema a
ser resolvido, tendo sido ja ressaltada sua importancia nos estudos de sequenciamento,
0s quais antigamente dependiam destas trabalhosas etapas de clonagem. Felice &
Alshinawi (1996) apresentam uma descrigdo simplificada dos principios, componentes e
aplicagbes desta tecnologia, sendo que mais detalhes podem ser encontrados em
diversos livros como o de Innis et al. (1990).

Em estudos de diversidade de microganismos, a técnica de PCR é utilizada em
varias metodologias, como a andlise de restricdio do DNA ribossémico amplificado
(ARDRA - Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis), o polimorfismo das
sequéncias espacgadoras intergénicas (IGS — intergene sequences) do DNA ribossémico,
o DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoreis — Eletroforese em gel de gradiente
denaturante), o TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis — Eletroforese em gel
de gradiente de temperatura), o PCR-SSCP (Single-Strand-Conformation Polymorphism —
Polimorfismo conformacional de DNA de fita simples através de PCR), o PCR de

sequéncias repetitivas de DNA (rep-PCR usando primers REP, ERIC ou BOX), o PCR
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com primers aleatoérios (RAPD, AP-PCR) e o AFLP (Amplified Fragment Lengh
Polymorphism). Algumas destas técnicas serdo descritas, a seguir, conforme sua

importancia nos estudos de diversidade de rizébio.

23.43. Técnicas de “fingerprinting” do DNA baseadas em PCR:

A mais divulgada delas ¢ a técnica de RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic
DNA), que consiste na amplificacdo do DNA utilizando “primers” aleatérios, que envolve o
uso de um primer geralmente composto de 10 nucleotideos, a baixa temperatura de
hibridizagdo ou, como é mais conhecida atualmente, de anelamento (36°C). Os produtos
sdo diretamente analisados em um gel de agarose colorido com brometo de etidio
(Williams et al., 1990). A técnica de AP-PCR (Arbitrarly Primed Polymerase Chain
Reaction), envolve o uso de “primers” mais longos, de 20 a 34 nucleotideos de
comprimento, em reagdes de anelamento a baixa temperatura, seguidas de reacgdes a
altas temperaturas de anelamento (60°C). Os produtos do AP-PCR sdo marcados com
<*?P, nos Uultimos ciclos de reacdo, submetidos a eletroforese e visualizados por
autoradiografia (Welsh & McClelland, 1990). Estas técnicas envolvem a amplificacéo de
regidbes desconhecidas do DNA gendmico com primers arbitrariamente construidos,
produzindo padrées complexos de bandas que “identificam” o organismo. Estes estudos
nao requerem que se conhega previamente as sequéncias do organismo a ser estudado.

Em rizébio estas técnicas foram utilizadas nos estudos de diversidade por Harrison
et al. (1992); Kay et al. (1994); Leung et al. (1994); van Rossum et al. (1995); Richardson
et al. (1995), Selenska-Pobell et al. (1996); Paffetti et al. (1996); Sa et al. (1997). Harrison
et al. (1992) foram os primeiros a utilizar o método de RAPD para caracterizar estirpes de
R. leguminosarum. Estes autores testaram 21 “primers”, buscando a identificacdo de

isolados de rizébio, sendo que um deles (SPH1) gerou polimorfismo suficiente para
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discriminar 11 entre 12 isolados. Este “primer” foi posteriormente utilizado para
caracterizagao de estirpes de Bradyrhizobium (van Rossum et al.,, 1995). H4 uma boa
correlagdo entre os dados de relacionamento genético obtidos entre diferentes estirpes
por MLEE e RAPD (Leung et al., 1994).

Nos estudos de diversidade de rizobio, a analise combinada de seqléncias de
RNAr amplificadas por PCR e digeridas, a seguir, com enzimas de restricdo de corte
frequente (sitios de 4 pb) gerando padrées de RFLPs, tem sido extensivamente utilizada,
metodologia que passou a ser denominada ARDRA (andlise de restricio do DNA
ribossomal amplificado). Este tipo de analise foi inicialmente utilizado por Laguerre et al.
(1994), sendo que a topologia das arvores filogenéticas, obtidas por mapeamento dos
sitios de restricdo e por alinhamento de sequéncias, apresentam-se muito bem
relacionadas, mostrando que o método € uma ferramenta poderosa para a estimativa
rapida de relagdes filogenéticas (Lindstrom et al., 1998). Esta metodologia foi aprimorada
através da construcdo de uma base de dados de sitios de restricdo nos genes que
codificam para o DNAr 16S na familia Rhizobiaceae (Laguerre et al., 1997). A analise dos
mapas dos sitios de restricdo (MRSP) do RNAr 16S é mais confiavel porque elimina o
problema da interpretagdo dos fragmentos de restricdo que possuem tamanho similar,
mas que correspondem a diferentes sitios de restricdo. Vinuesa et al. (1998) utilizou esta
metodologia para a caracterizagao de isolados de Bradyrhizobium que nodulam diversas
leguminosas arbodreas.

Uma modificacdo desta técnica consiste na analise de IGS do operon 16S-23S.
Esta regido foi estudada, em isolados de rizébio, apoés amplificagdo com “primers”
especificos, gerando um fragmento de cerca de 1.350 pb digerido, a seguir, com enzimas
de restricado (Nour et al., 1994; Paffetti et al., 1996). Os resultados obtidos por Paffetti et

al. (1996), em uma populagéo de 96 isolados de R. meliloti, revelaram um baixo nivel de
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polimorfismo com elevado grau de homogeneidade no tamanho das bandas amplificadas,
e trés padroes distintos de restricdo de IGS. Jensen et al. (1993) estudaram, através
desta metologia, cerca de 300 estirpes pertencentes a diferentes géneros de bactérias,
concluindo que o nivel de variabilidade obtido na analise de restricdo das IGS nado é
suficiente para discriminagédo intraespecifica. Ja Vinuesa et al. (1998), num estudo
envolvendo 9 isolados de leguminosas arboreas e diversas estirpes de referéncia,
observaram que a analise de agrupamento dos RFLPs, obtidos de IGS apds a digestao
com trés enzimas de restricdo, revelaram 6 agrupamentos distintos, enquanto que por
ARDRA, com 4 enzimas, apenas 3 haviam sido detectados. Neste estudo os autores
procederam uma analise conjunta dos dados provenientes da analise restricao das IGS e
do 16S rDNA, uma vez que estas se constituem em regides genémicas contiguas. A partir
desta analise foi possivel obter um agrupamento de consenso, dividindo as estirpes nos
mesmos 6 gendotipos distintos definidos pela analise de IGS, mas em concordéncia com
os resultados de ARDRA.

Os métodos de REP-PCR (repetitive extragenic palindromic sequences — PCR,
sequéncias palindrémicas extragénicas repetitivas), ERIC-PCR (enterobacterial repetitive
intergenic consensus— PCR, sequéncias intergénicas de consenso enterobacterianas) e
BOX-PCR baseiam-se na amplificacdo de sequéncias repetitivas (rep-elements,
elementos repetitivos) no genoma bacteriano (Versalovic et al., 1994). Estas trés familias
de sequéncias repetitivas tém sido estudadas em maiores detalhes, correspondendo a 35-
40 pb na sequéncia REP; 124-127 pb para a ERIC e 154 pb no elemento BOX, o qual
consiste de trés subunidades (boxA, boxB e boxC). Quando um destes elementos
repetitivos é detectado dentro de uma distincia amplificavel, durante a reacao de
polimerase em cadeia, € gerado um produto de PCR de tamanho caracteristico, de modo

que pode-se obter um padrao do tipo impresséo digital (fingerprinting) do genoma em um
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gel. Maiores detalhes sobre a metodologia e referéncias originais podem ser encontrados
em Versalovic et al. (1994).

O método é uma poderosa ferramenta para estudar a diversidade genética
intraespecifica e a nivel de estirpe, fornecendo uma analise complementar a
caracterizagao prévia por outras metodologias. A analise da impresséao digital, gerada a
partir de genomas distintos, tem sido usada para separacdo de estirpes muito
proximamente relacionadas de B. japonicum (Judd et al., 1993; Vinuesa et al., 1998), R.
tropici (van Berkum et al., 1994), R. leguminosarum bv, trifolii (Leung et al., 1994), R.
galegae (Selenska-Pobell et al., 1995) e R. meliloti (de Bruijn, 1992; Rossbach et al.,
1995). Estas metodologias foram utilizadas por Laguerre et al. (1997) para detectar um
maior nivel de polimorfismo entre tipos gendmicos separados pela analise de restricdo do
16S rDNA. Neste trabalho, 44 isolados de rizébio de Astragalus, Oxytropis e Onobrychis
analisados foram distribuidos em 14 tipos baseados no RNAr 16S e em 34 grupos REP,
utilizando primers para REP e ERIC, confirmando sua alta capacidade para detectar
heterogeneidade genética. Os padroes especificos obtidos para cada estirpe podem ser
armazenados em uma base de dados e analisados, usando programas especificos para
comparagao, tais como GELCOMPAR (Scheneider & Bruijn, 1996) ou PRO-SCORE (DNA
Proscan, Inc., Nashville, Tenn.).

Niemann et al. (1997), num estudo comparativo do poder de resolugdo dos
métodos de RAPD e ERIC, para discriminar isolados de R. meliloti, procederam a analise
das “impressdes digitais” geradas pelas diferentes estirpes, através de um sequenciador
automatizado a laser fluorescente (ALF-DNA sequencer). Segundo os autores, ndo houve
influéncia do uso de primers marcados com fluoresceina nas reac¢des de RAPD ou ERIC,
permitindo o arquivo e processamento “on-line” dos padrbes de PCR gerados,

representando um avango no uso da técnica. Além disso, a reprodutibilidade dos padrdes
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obtidos através desta estratégia, que antes era uma limitagdo da técnica, foi
sensivelmente aumentada. Os resultados deste teste comparativo indicaram que, embora
ambos métodos sejam adequados para revelar o relacionamento genético entre estirpes
proximamente relacionadas, a técnica de RAPD-PCR é levemente mais discriminatdria
do que a de ERIC-PCR. Isto pode ser explicado pelas menores chances de os primers
arbitrarios de RAPD ligarem-se a sequéncias conservadas (ERIC) das diferentes estirpes.
Como desvantagem, o método de RAPD exige o teste com um grande numero de primers
para gerar o nivel de polimorfismo necessario de modo a obter um alto poder
discriminatério, ou seja, é mais laborioso que ERIC. No entanto, o maior poder de
resolucao foi dado pelos padroes de RFLP gerados pela hibridizagdo do DNA com uma
sonda contendo uma sequéncia de insergao (IS), o qual foi utilizado como um método de
referéncia para fins comparativos, apesar pouco adequado a analise de grande numero
de isolados.

Outras técnicas tém sido publicadas, utilizando a técnica de PCR na deteccéo e
identificagéo de estirpes de rizébio. Hartmann et al. (1996) descreve uma metodologia
baseada na amplificacdo especifica da seqiéncia RSa, estruturalmente semelhantes a
sequéncias de insergéo (IS). Esta sequéncia, que ocorre em multiplas copias no genoma,
consiste de um fragmento de DNA de 1.195 pb, originalmente isolada de B. japonicum
(Hahn & Henecke, 1987). O numero de copias em alguns isolados de B. japonicum pode
ser extremamente elevado, variando de 86 a 175, sendo que estes isolados n&o
apresentam diferencas em suas propriedades simbidticas, embora tenham crescimento
mais lento (Minasawa et al., 1998). A amplificacdo desta sequéncia foi utilizada para a
identificagéo de estirpes de B. japonicum e B. elkanii (Hartmann et al, 1992; Hartmann et
al., 1996), mostrando alta especificidade para estas espécies, quando testada contra

treze espécies de rizobio e duas de Agrobacterium (Hartmann et al., 1996). Foram
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construidos “primers” especificos para esta sequéncia, podendo a analise de diversidade
ser efetuada através da amplificagéo direta por PCR ou por hibridizagdo de colénias com
sondas de RSa (Hartmann et al., 1996). Ambos métodos se mostraram eficientes e
podem ser utilizados, por exemplo, no controle de qualidade de inoculantes ou em
estudos ecoldgicos, substituindo os métodos seroldgicos (Hartmann et al., 1996).

Laguerre et al. (1996) comparou o poder de resolucao e limitagdes de algumas
técnicas de “fingerprinting” do DNA baseadas em PCR, para caracterizar e classificar
estirpes de diferentes biovares de R. leguminosarum. As técnicas utilizadas foram: RFLP
de IGS ribossomal amplificada por PCR, analise por PCR das sequéncias repetitivas (rep-
PCR) e RAPD. Estas foram comparadas com as técnicas convencionais de analise de
RFLP de DNAs hibridizados com sondas para regides cromossdmicas e de genes ligados
a caracteristicas simbioticas (nod e nif). Os métodos mais rapidos e com maior poder
discriminatério foram os baseados em “fingerprinting” do DNA basedo em PCR. Estes
refletiram a variabilidade a nivel de cromossomo, mas n&o a variabilidade das regides
simbidticas nas espécies e biovares de R. leguminosarum. Os padrbes gerados pelos
primers REP e RAPD, conforme ja discutido, geram padrdes complexos de bandas de
intensidade variavel, que dificultam a estimativa quantitativa do relacionamento genético
entre as diferentes estirpes. Além disso, sdo métodos que, ainda, apresentam baixa
reprodutibilidade sob diferentes condi¢cdes laboratoriais e dificultam a comparagao dos
dados produzidos por diferentes laboratorios.

Apesar destas limitacoes, estes métodos simples sdo um meio eficiente de
proceder a caracterizagdo de um grande numero de isolados em condi¢des experimentais
bem padronizadas. A analise da regidao de IGS mostrou um poder discriminatorio
suficiente para agrupar estirpes cromossomicamente relacionadas, com base num padrao

simples, reproduzivel e facilmente analisavel de bandas de restricdo. Foram ainda
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levantadas pelos autores outras limitagdes como: variabilidade no tamanho desta
sequéncia, tanto entre espécies como entre gendtipos distintos e a presenca de insercoes
de varios genes de RNAt nestas regides.

Quando se considera outros géneros de rizébio, o poder de discriminagao
intraespecifica, baseado em RFLP de sequéncias IGS, pode ser extremamente baixo
(Jensen et al.,, 1993; Paffetti et al., 1996). Como conclusdo, pelo menos para R.
leguminosarum e seus biovares, os autores consideram que os meétodos avaliados
mostraram um bom nivel de concordancia com os métodos de classificagdo genotipica
convencionais, baseados na andlise de restricio do DNA, sendo uma alternativa
conveniente a estes métodos, com a mesma faixa de resolugdo e a mesma possibilidade
de caracterizar o genoma total ou regides especificas. Como sdo muito menos
demorados, evitando os procedimentos de extragdo e hibridizagcdo do DNA, sdo mais
adequados para a identificacdo em larga escala de colegdes bacterianas e para o estudo
de grandes populagdes a nivel intraespecifico.

Na falta de métodos para rapidamente determinar o relacionamento genético entre
um grande numero de estirpes, as espécies de Rhizobium e de outras bactérias do solo
associadas a plantas (p. ex. Agrobacterium, Bradyrhizobium, Corynebacterium, Erwinia,
Pseudomonas e Xanthomonas) tém sido tradicionalmente definidas com base em
caracteristicas fenotipicas, tais como: circulo de hospedeiras, morfologia de colbnias,
crescimento em meios seletivos e varias propriedades metabdlicas (Jordan, 1984;
Schaad, 1980). Embora ha muito se saiba que caracteristicas fenotipicas, particularmente
as de circulo de hospedeiras ndo se constituem em uma base confiavel para o
estabelecimento de filogenias (Wilson, 1944), seu continuo uso em sistematica se justifica
com base na sua conveniéncia e significancia agrondbmica. Com o desenvolvimento de

métodos moleculares para a determinacdo de gendtipos cromossomais em bactérias,
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tornou-se possivel estimar o relacionamento filogenético entre estirpes. Métodos téao
diversos quanto o sequenciamento de nucleotideos dos genes ribossomais (Woese,
1987) ou a detecgéo eletroforética do polimorfismo de isoenzimas (MLEE) dentro de
populagdes locais (Selander et al., 1986), indicam que as filogenias baseadas em
caracteristicas fenotipicas, as vezes, apresentam concordancia com as filogenias
baseadas em dados genotipicos, mas, frequentemente, podem mostrar profundas
inconsisténcias (Fox et al., 1992). Atualmente tornou-se indispensavel a associagao

destas duas abordagens nos diferentes estudos de diversidade de microrganismos.
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3. CAPITULO:

DIVERSIDADE FENOTIPICA DE ISOLADOS DE RIZOBIO QUE NODULAM O FEIJOEIRO

RECUPERADOS DE SOLOS TROPICAIS BRASILEIROS.

3.1. INTRODUGAO:

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante leguminosa dentro do sistema
agricola brasileiro de subsisténcia capaz de se beneficiar da simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio, as quais serdo neste texto referidas coletivamente como rizébio.
Estas bactérias induzem a formacdo de um tecido especializado nas raizes da planta, o
nddulo, onde ocorre a fixagao biolégica de nitrogénio, capaz de permitir a substituigdo total
ou parcial da adubacao nitrogenada em diferentes culturas de leguminosas. A simbiose
feijoeiro-rizobio apresenta uma grande variabilidade na sua capacidade fixadora de
nitrogénio em condigbes de campo (Hardarson, 1993) devido a diversos fatores bioticos e
abidticos que influenciam o desempenho desta simbiose (Graham, 1981). Uma das
limitagdes é a baixa especificidade desta planta, que nodula com uma grande diversidade de
espécies de rizobio; a sua susceptibilidade a diversas pragas e doencgas, e a sensibilidade da
simbiose a altas temperaturas e acidez do solo (Graham, 1981).

Dentro do sistema agricola de subsisténcia predominante na América Latina e Africa,

o feijoeiro é geralmente cultivado em solos marginais onde outros elementos minerais além
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do nitrogénio sao limitantes a cultura, frequentemente prevalecem condigbes de umidade
insuficiente e de altas temperaturas, e os tratos culturais sao insuficientes Bliss, 1993). O
autor sugeriu linhas de pesquisa visando obter o que chamou de um “pacote de produgéo”
para o cultivo do feijoeiro adequado ao pequeno produtor. Neste pacote seriam levadas em
consideragédo as limitagbes a fixagdo de nitrogénio determinadas pela hospedeira, que
deveriam ser superadas através do melhoramento e sele¢ao de cultivares mais eficientes em
simbiose; a producdo de um inoculante efetivo e eficiente; o fornecimento de sementes de
melhor qualidade e livre de patdgenos e praticas de manejo adaptadas as condigbes
agroecoldgicas do agricultor. O trabalho de levantamento da diversidade das populagdes de
rizébio que predominam nos diferentes ecossistemas é o primeiro passo para selecionar
estirpes mais adaptadas que garantam o sucesso da pratica de inoculagéo.

O rizébio que infecta o feijoeiro, a ervilha (Pisum sativum) e os trevos (Trifolium spp)
foram classificados em uma unica espécie, R. leguminosarum (Jordan, 1984), dividida em
trés biovares, baseado essencialmente na sua capacidade de nodular as diferentes
hospedeiras: R. leguminosarum bv. phaseoli (Phaseolus vulgaris), R. leguminosarum bv.
viceae (Pisum sativum, Vicia sativa e V. faba) e R. leguminosarum buv. trifolii (Trifolium spp.).
E reconhecida ha bastante tempo a grande diversidade genética dos simbiontes de P.
vulgaris, a qual € bem maior do que nos demais biovares (Graham & Parker, 1964; Jarvis et
al., 1980; Jordan, 1984). Os primeiros trabalhos de caracterizagao do género Rhizobium
foram baseados em isolados de rizébio que nodulam o feijoeiro que tem ocorréncia natural
em solos de paises de clima temperado, resultando de comparagdes com o rizébio isolado
de plantas originarias destas regides, como ervilha e trevo. Sabe-se, porém, que o feijoeiro é
originario das Américas e portanto os isolados objeto destes estudos iniciais foram
provavelmente introduzido nestes paises juntamente com as sementes levadas apds o

periodo de colonizagao.
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A partir de 1985, foi publicada uma série de estudos sobre os simbiontes de feijoeiro
isolados nas Ameéricas, incluindo os provenientes das regides de Cerrado brasileiras,
liderados pelo grupo de pesquisa da Universidade Autbnoma do México (UNAM), em
colaboragcdo com a Embrapa Agrobiologia. Estes estudos levaram em consideragéo diversas
caracteristicas fisiolégicas e genéticas correlacionadas com a especificidade hospedeira e
resultaram na definicio de novas espécies, além de um melhor entendimento de sua
filogenia e distribuicdo geografica.

Os estudos baseados no rizobio indigeno das regides americanas mostraram uma
grande diversidade entre os simbiontes do feijoeiro (Pifiero et al., 1988) e levaram a sua
divisdo em dois grupos principais chamados de rizébio do tipo | e do tipo Il. Estes
agrupamentos foram definidos de acordo com diferengas nos plasmideos simbéticos (pSym),
onde estdo localizadas a maioria dos determinante genéticos relacionados ao
estabelecimento da simbiose no género Rhizobium (Martinez et al., 1985; Flores et al.,
1987). As estirpes do tipo Il foram posteriormente reclassificadas como R. tropici (Martinez-
Romero et al., 1991) e as estirpes do tipo | como R. etli (Segovia et al., 1993). Desde a
descrigdo destas espécies, apenas as estirpes proximamente relacionadas em seus genes
cromossomais com o0s outros biovares de R. leguminosarum (viceae e ftrifoli) sao
classificadas com R. leguminosarum bv. phaseoli.

Duas novas espécies de rizobio que nodulam o feijoeiro denominadas R. gallicum e
R. giardinii, foram descritas recentemente e ocorrem em solos da Franga (Amarger et al.,
1997). Sua ocorréncia em solos tropicais ainda nado foi reportada, e o unico isolado
americano (FL27) classificado como R. gallicum foi obtido no México, porém é ineficiente em
feijoeiro (Sessitsch et al., 1997).

Em resumo, trés espécies distintas de rizobio sdo reconhecidas como de importancia

ecoldgica como simbiontes do feijoeiro em solos tropicais: R. leguminosarum bv. phaseoli, R.
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etlie R. tropici. Além deste género, um numero bastante representativo de isolados incluidos
dentro do género Sinorhizobium, através de analise genética de restricdo do DNAr 16S,
foram isoladas de nédulos de feijoeiro cultivado em solos tropicais do Brasil e Africa
(Straliotto et al., 1997 e esta tese; Murphy et al., 1997). Diversas espécies de Rhizobium e
Sinorhizobium assim como estirpes isoladas de leguminosas florestais foram relatadas como
capazes de nodular esta planta (Wilson, 1944; Eardly et al., 1985; Bromfield & Barran, 1990;
Sadowsky et al., 1988; Lange, 1961, Bal et al., 1982; Herrera et al., 1985; Martinez-Romero
et al., 1991; Hungria et al., 1993; Thomas et al., 1994; Hernandez-Lucas et al., 1995).

A taxonomia numérica € uma importante ferramenta nos estudos de levantamento da
diversidade de microrganismos, uma vez que permite a combinagédo dos dados classicos de
fisiologia, serologia, etc, de uma forma menos subjetiva e mais rigorosa, fornecendo medidas
quantitativas de similaridade entre os organismos. Ha uma grande aplicabilidade destes
estudos na avaliagao da diversidade de diferentes grupos de microrganismos (Goodfellow et
al., 1992; Lipski et al., 1992; Prieto et al., 1992; Riedel & Britz, 1993; Dykes et al., 1994).
Além de permitirem um levantamento preliminar da diversidade presente no ambiente em
estudo, fornecem dados sobre a expressado de caracteristicas fisiolégicas que podem ser
correlacionados com determinadas caracteristicas ambientais.

O feijoeiro é considerado uma planta sensivel a temperaturas elevadas em simbiose,
sendo este um dos fatores responsaveis pela sua baixa eficiéncia na fixagéo biolégica de
nitrogénio em condi¢des tropicais (Piha & Munns, 1987b; Straliotto et al., 1992; Mercante,
1993; Hungria & Franco, 1993). Estirpes tolerantes a este estresse tem sido selecionadas
visando a produg¢do de um inoculante mais eficiente e adaptado as condides tropicais
(Mercante, 1993). Leguminosas como a leucena (Leucaena leucocephala) sao tolerantes a
temperaturas elevadas em simbiose (Cunha & Franco, 1988). Esta planta nodula com muitas

espécies de rizobio, incluindo simbiontes do feijoeiro (Hernandez-Lucas et al., 1995). A
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leucena foi utilizada como planta-isca para recuperagao estirpes de R. tropici do solo
(Mercante et al., 1998), espécie considerada tolerante a temperatura alta em simbiose com
o feijoeiro (Straliotto, 1992; Mercante, 1993).

O objetivo deste trabalho foi estudar a biodiversidade do rizébio que nodula o feijoeiro
presente nos solos tropicais frequentemente submetidos a temperaturas altas. O efeito da
temperatura elevada na infectividade da populacdo presente nestes solos foi avaliado
comparando-se as populagdes de rizdbio recuperadas usando o feijoeiro e a leucena
(Leucaena leucocephala) como plantas-isca, sob duas temperaturas de crescimento das
plantas. A diversidade morfofisiolégica dos isolados recuperados do solo foi analisada com o

auxilio de analise de agrupamento por taxonomia numeérica.
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3.2. MATERIAL E METODOS:

3.2.1. Amostragem do solo: Vinte e duas amostras de solo foram coletadas de
areas de cultivo de feijoeiro da Bahia e Espirito Santo. Estas areas sdo submetidas a
periodos longos de estresse térmico. Treze amostras foram coletadas na regido semi-arida
do Estado da Bahia, onde as altas temperaturas estdo frequentemente associadas ao
estresse hidrico. Cada amostra representativa consistiu de 10 subamostras coletadas em
areas de plantio tradicional de feijeiro, mas sem histérico de inoculagédo com rizébio. O solo
foi amostrado a 10 cm de profundidade, apds a remogéo dos residuos organicos da
superficie do solo. Os equipamentos utilizados para a coleta de solo foram esterilizados com
alcool antes de cada amostragem. As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno,
levadas ao laboratério e armazenadas a 5°C até seu uso como inéculo. Uma subamostra de
solo foi retirada para analise textural e quimica. As analises quimica de fertilidade das
amostras de solo encontram-se na Tabela 1. Nas areas onde a lavoura ainda estava no

campo, além da amostra de solo, foi coletado o solo da rizosfera das plantas de feijoeiro.
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Tabela 1: Andlise quimica da fertilidade dos solos das diferentes areas de coleta.

Ca+
pH em Ca Mg P K
Identificacao da amostra . Mg
agua
Cmol.dm?® mg/Kg
1-EPABA, area 1, Irecé, BA, r® 7.8 0,0 38 35,0 3,0 30,6 102
2-EPABA, area 1, Irecé, BA, s” 8,0 0,0 38 33,7 4,3 5,1 92
4°-EPABA, area 2, Irecé, BA, s 7.8 0,0 28 228 52 1263 150
5-Faz.Fortaleza, Lapéo, BA, r 7.9 0,0 30 26,2 3,8 240 180
6-Faz. Fortaleza, Lapao, BA, s 7.6 0,0 26 21,8 4.2 35,8 288
7- Roga Rod. Irecé-Lapao, BA, s 8,1 0,0 294 25,6 3,4 6,3 97
9°-Jussara, BA, s 74 0,0 11,2 7,5 3,7 44 186
10-C. Agricola, Irecé, BA, r 7,1 0,0 22,5 18 45 |146,0 204
11-C. Agricola, Irecé, BA, s 7.1 0,0 29,5 26 3,5 [303,0 228
12-Roca em Canarana, BA, r 7,7 0,0 26,8 23,8 3,0 13,3 186
13-Roga em Canarana, BA, s 7.8 0,0 29,1 25 41 79 216
14-Roca em Nova Soure, BA,
. 6,3 0,0 6,8 4,5 2,3 25,0 330
areal,s
15-Roga em Nova Soure, BA,
] 6,4 0,0 5,8 3,7 21 149 348
area2,s
16-Cipo, area 1, BA, s 6,6 0,0 24 15,6 84 |121,0 636
17-Cipo, area 2, BA, s 6,8 0,0 18,9 12,0 6,9 81,5 539
18-Fazenda Odair D’Lorto,
_ 54 0,2 3,0 1,8 1,2 13,3 44
Linhares, ES, s
19-E. E. Soretano, area 1,
_ 6,1 0,0 54 4,0 1,4 291 114
Linhares, ES, s
20°E. E. Soretano, area 2,
. 4,8 0,3 2,6 1,7 0,9 31,6 57
Linhares, ES, s
22-E.E. Soretano, area 2,
5,1 0,3 1,8 1,0 0,8 11,9 61

Linhares, ES, r

% amostra de solo da rizosfera de plantas de feijoeiro.

b
amostra de solo.

¢ devido a pouca quantidade de solo rizosférico, ndo foi feita a analise quimica das amostras 3,
8 e 21, sendo que foram coletadas nas areas correspondentes as amostras de solo 4, 9 e 21.
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3.2.2. Cultivo das plantas: A leucena (Leucaena leucocephala var K72) ou feijoeiro
(Phaseolus vulgaris cv. Carioca) foram usadas como plantas-isca para o isolamento do
rizobio. Vasos de Leonard (Vincent, 1970) foram inoculados 10g de solo e submetidos,
imediatamente apds o plantio, a dois regimes térmicos, visando comparar a diversidade dos
isolados obtidos a temperatura ambiente ou a temperaturas mais elevadas do solo,
conforme descrito abaixo. Foram usadas 3 repeticdes.

As sementes de leucena e feijao foram esterilizadas superficialmente antes do
plantio, por imersao durante 3 min. em HgCl, 0,2%, seguida de 10 lavagens sucessivas e
abundantes em agua destilada estéril. As sementes de leucena foram previamente
escarificadas por 10 min. em HSO, concentrado. Quatro sementes foram plantadas em
cada pote exatamente sobre o local onde o solo foi inoculado. Logo apos o plantio, toda a
superficie dos vasos foi recoberta com uma fina camada de areia lavada esterilizada e seca
para evitar a contaminagdo. Apds a germinagdo procedeu-se 0 desbaste, deixando-se 2
plantas por vaso, e novamente recobriu-se 0s vasos com uma camada de 2 a 3 cm de areia
lavada esterilizada. Os vasos foram envoltos em sacos plasticos e transferidos para tanques
com agua sob constante agitacdo cuja temperatura mantida a 38°C/5h.dia em um dos
tratamentos, ou mantida a temperatura ambiente no tratamento controle. A temperatura dos
vasos de ambos tratamentos foi monitorada por sensores de temperatura do tipo termopar
ligados a um registrador automatico, sendo que nos vasos mantidos a temperatura ambiente,
a temperatura maxima diurna foi de 28°C e a minima noturna de 22°C.

3.2.2. Isolamento do rizébio: Dez n6dulos de cada vaso foram coletados e avaliados
quanto a capacidade de fixagao biologica de nitrogénio, medida pelo método de redugéo de
acetileno (Boddey et al., 1987). Procedeu-se a coleta dos nddulos de feijoeiro e leucena aos
30 e 60 dias apds o plantio, respectivamente. Os nddulos foram incubados individualmente

em seringas de 1 ml, ou em frascos de 10ml de volume, conforme o tamanho do nodulo.
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Cinco nédulos de cada vaso foram selecionados para posterior isolamento, sendo trés com
maior nivel de atividade e dois com baixa atividade da nitrogenase, de modo a obter uma
melhor representatividade da diversidade do rizdbio presente nos diferentes solos. Algumas
plantas de leucena e, menos frequentemente, de feijoeiro apresentaram numero de nédulos
menor que cinco, e nestes casos todos os nédulos foram coletados para o isolamento do
rizobio. A bactéria foi isolada dos nddulos e crescida em meio YMA {feast manitol agar)
conforme protocolo padrao (Vincent, 1970). A seguir os isolados foram caracterizados em
meio YMA, de acordo com os parametros recomendados para caracterizagao de rizébio nas
normas da Colecao de Culturas da Embrapa Agrobiologia. No total foram obtidos e
caracterizados 688 isolados, sendo 326 de leucena e 362 de feijoeiro. As culturas de
trabalho foram mantidas sob 6leo mineral em meio YMA e posteriormente liofilizadas para
periodos maiores de estocagem.

3.2.4. Parametros morfofisioléogicos analisados: Inicialmente foi avaliada a
tolerancia a altas temperaturas “in vitro” através do crescimento em placas contendo meio
YMA incubadas a 30°C e 39°C. O crescimento em meio Luria Broth (LB) (Sambrock et al.,
1989) também foi incluido uma vez que a combinagao dos resultados do crescimento nestes
meios e condi¢gdes de temperatura € indicativa da diversidade do rizobio presente nestas
populagcbes (Marinez-Romero et al., 1991; Mercante et al., 1998). Para testar as diferentes
fontes de carbono foi utilizado o meio basal YMA contendo azul de bromotimol como
indicador, substituindo-se o manitol pelos diferentes carboidratos. A fonte de nitrogénio
utilizada foi NH,;NO; (0,3 g.L") e vitaminas foram adicionadas ao meio de acordo com
Dobereiner et al. (1995). As seguintes fontes de carbono foram usadas: xilose, sacarose,
celobiose, frutose, lactato de sodio, succinato, glicerol e lactose, escolhidas entre as
descritas por Graham et al. (1991) para auxiliar a distingdo entre as diferentes espécies de

rizobio. Todos os carboidratos, numa concentracdo de 0,5% (p/v) foram esterilizados por
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filtracdo antes de serem adicionados ao meio dissolvido e mantido a temperatura
aproximada de 40°C. Oito isolados diferentes foram avaliados em cada placa. A inoculagédo
das placas foi efetuada a partir de cultivo recente em meio YMA.

As caracteristicas morfofisioldgicas de cada isolado foram avaliadas aos 3, 4, 5e 6
dias de incubagdo a 30°C. Os parametros avaliados foram: variagdo no pH do meio de
cultura, taxa de crescimento, cor da col6nia, absorcdo do corante, quantidade e tipo de
muco, gerando um total de 48 parametros fenotipicos para cada isolado (6 caracteristicas X
8 fontes de carbono). Dezessete estirpes de referéncia obtidas da Colegédo de Culturas da
Embrapa Agrobiologia foram incluidas para comparagao: R. leguminosarum bv. phaseoli
estirpes BR376 e BR10052; R. leguminosarum bv. viceae estirpe BR620; R. tropici estirpe
BR10039 do tipo A e BR322 do tipo IIB; R. etli estirpe BR10026; Azorhizobium caulinodans
estirpes BR5409 e BR5410; Mesorhizobium loti estirpe BR10057; S. meliloti estirpes
BR10058 e BR112; B. japonicum estirpe BR110; B. elkanii estirpe BR111; e Agrobacterium
tumefaciens estirpe GMI9023.

3.2.5. Analise numérica dos dados fenotipicos: As quarenta e oito caracteristicas
fenotipicas avaliadas no teste de utilizacdo de carboidratos foram tabeladas e analisadas por
taxonomia numérica, utilizando o coeficiente Simple matching” (Ssy) (Sokal & Michener,
1958) sendo que o agrupamento foi obtido utilizando as médias aritméticas pelo método
UPGMA (unweighted pair group method) (Sneath & Sokal, 1973). O programa utilizado foi o
NTSYS (umerical taxonomy system using multivariate statistical programs) Rohlf et al.,
1992).

3.2.6. Teste de infectividade: Apenas isolados representativos de cada
agrupamento morfofisioldgico, obtido apds a analise de agrupamento foram avaliados para
infectividade em feijoeiro. Foram testados 150 isolados obtidos de leucena e 178 de feijoeiro.

As sementes de feijoeiro foram esterilizadas superficialmente conforme descrito acima e
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quatro sementes foram plantadas em cada vaso de Leonard, com duas repeticdes por
tratamento. Apds a germinacao foi feito o desbaste para duas plantas por vaso, num total de
quatro plantas inoculadas para cada isolado. A cultura de rizébio foi crescida durante dois
dias em meio YMA liquido, e as sementes foram inoculadas no momento do plantio com 2
mL de cultura por vaso. A estirpe F98.5 (R. tropici 1IB) foi usada como controle positivo em
feijoeiro (Mercante, 1993), ja que em varios experimentos a mesma foi superior a estirpe
CIAT899. Plantas nao inoculadas foram usadas como controle. As plantas foram avaliadas
30 dias apos o plantio para nodulagao, atividade da nitrogenase pelo método de redugéo de

acetileno (Mague & Burris, 1972), e peso da parte aérea seca.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Neste capitulo, as espécies de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli serao
referidas como um grupo unico com a notagao R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli, devido
a impossibilidade de distingli-las através das caracteristicas fenotipicas analisadas. Estas
espécies somente podem ser distintas mediante a analise de caracteristicas cromossomais
(Hungria et al., 1997), o que nao faz parte dos objetivos desta etapa do trabalho. O termo
Rhizobium sp (Phaseolus) sugerido pelo “Subcommittee on the Taxonomy of Agrobacterium
and Rhizobium” referindo-se a agrupamentos ndo analisados geneticamente e que
fenotipicamente ndo se enquadrem na definicdo de R. tropici, poderia ser usado para este
grupo de isolados. No entanto, neste estudo, varios agrupamentos ndo foram similares a
nenhuma das espécies de rizébio conhecidas, e isto poderia gerar confusao na interpretagéo
dos resultados, pois todos estes se enquadrariam na definicdo de Rhizobium sp (Phaseolus).

A caracterizacao morfofisioldgica dos isolados em meio YMA, de acordo com as
normas da Cole¢cdo de Culturas da Embrapa Agrobiologia, mostrou que a maioria dos
isolados de leucena e feijoeiro obtidos a temperatura ambiente apresentaram crescimento
rapido e reagdo acida em meio YMA. No entanto, os isolados obtidos de feijoeiro
apresentaram outras caracteristicas tais como produgdo de goma, forma e cor da colbnia

mais heterogéneas do que os de leucena. A mesma observagao foi feita por Mercante et al.
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(1998), comparando isolados de feijoeiro e leucena obtidos a partir de solos de Cerrados. Os
isolados de leucena e feijoeiro obtidos a altas temperaturas também apresentaram maior
heterogeneidade nestas caracteristicas comparados com os obtidos a temperatura ambiente
(28°C).

O crescimento dos isolados a 39°C mostrou diferengcas marcantes entre as
populagdes de rizobio de acordo com a planta-isca utilizada (Figura 1), uma vez que 58%
dos isolados de leucena foram capazes de crescer nesta temperatura em contraste com
apenas 27% dos isolados de feijoeiro. Estes resultados indicam que a utilizagao de leucena,
uma planta tolerante a temperaturas altas em simbiose, resultou na recuperagdo de uma
populacao de rizdbio com maior proporcédo de isolados também tolerantes ao crescimento in
vitro nestas condigdes.

A capacidade de crescer em meio LB correlacionou-se positivamente com o
crescimento in vitro a temperaturas altas (Figuras 2 e 3). No caso da populagao recuperada
de leucena, a porcentagem de isolados que apresenta crescimento positivo em meio LB foi
de 13%, destes 67% toleram crescimento a temperaturas altas em meio de cultivo (Figura 2).
Para a populagéo recuperada de feijoeiro, 9% dos isolados sdo capazes de crescer em meio
LB, dos quais também cerca de 67% tolera temperaturas altas de incubagéo (Figura 3).
Estes valores estdo bem préximos dos obtidos por Mercante et al. (1998) sendo que esta
correlagdo também foi observada num estudo de isolados recuperados de solos de Cerrado

conduzido por Vargas et al. (1997 citados por Hungria et al., 1997).
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YMA
c . ¢ i Crescimento negativo
rescimento negativo
9 72.9%
42.0%
27.1%
Crescimento positivo Crescimento positivo
Isolados de Leucaena Isolados de Phaseolus

Figura 1: Porcentagem de isolados de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) ou leucena (Leucaena
leucocephala) que apresentaram crescimento positivo ou negativo em meio YMA
(Vincent, 1970) a 39°C.

Entre a populagéo isolada de leucena, 52% dos isolados pertencentes ao grupo que
ndo cresce em meio LB é capaz de crescer a 39°C (Figura 2), o que reforca a maior
tolerancia in vitro a temperaturas elevadas dos isolados obtidos desta hospedeira. Isto n&o
ocorre entre os isolados de feijoeiro (Figura 3), onde apenas 22% dos isolados com
crescimento negativo em meio LB tolera o crescimento “in vitro” a esta temperatura.

Esta analise preliminar da diversidade indicou a predominéncia de R. tropici llA entre
os isolados de leucena, pois a maioria tolera o crescimento a temperaturas altas in vitro e
nao é capaz de crescer em meio LB. Entre os isolados de feijoeiro, os resultados indicaram
uma predominancia de estirpes do grupo Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli/R. etli,
incapazes de crescer nas condicbes testadas. Uma minoria destes isolados apresentou
capacidade de crescer em meio LB e tolerancia a altas temperaturas in vitro, caracteristicas

qgue indicam a presenca de R. tropici |IB. Estas caracteristicas foram usadas apenas como
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indicativos da diversidade presente nas populacdes em estudo, uma vez que nem sempre
estao correlacionadas com a ocorréncia real das diferentes espécies (Van Berkum et al.,

1994; Hungria & Vargas, 1997 em Hungria et al., 1997).

(A)

13.4% +)
68.8%

31.3%

(B) ()

Figura 2: Porcentagem de isolados de Leucaena leucocepha apresentando crescimento
positivo (+) ou negativo (-) em meio LB (A) e tolerancia in vitro temperaturas elevadas
avaliada pela capacidade de crescer (+) ou ndo (-) em meio YMA a 39°C (B).

Em outro levantamento da diversidade de rizobio que nodula o feijoeiro em regides de
Cerrado, usando-se estirpes isoladas de nédulos de feijoeiro, 70% dos isolados foram
classificados como R. tropici llA, 19% como R. tropici 1B e 11% como R. leguminosarum bv.
phaseoli/R. etli (Vargas et al., 1997 em Hungria et al., 1997). Estes autores usaram estas
caracteristicas de crescimento em meio LB e a temperaturas altas “in vitro”, como

parametros de distingdo entre as diferentes espécies. Estes parametros apresentam grande
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variabilidade, mas outros aspectos podem estar interferindo como histérico de cultivo e
inoculagao das diferentes areas, conforme discutido pelos autores, o que pode explicar a

discrepancia dos resultados entre os dois levantamentos.

(A)

Figura 3: Porcentagem de isolados de Phaseolus vulgaris apresentando crescimento
positivo(+) ou negativo (-) em meio LB (A) e tolerancia in vitro temperaturas elevadas
avaliada pela capacidade de crescer (+) ou ndo (-) em meio YMA a 39°C (B).

A andlise de agrupamento dos isolados baseada nas caracteristicas morfofisiolégicas
escolhidas permitiu a distincdo entre as principais espécies de rizébio, exceto para as
estirpes do tipo |, que inclui as espécies de R. etlie R. leguminosarum bv. phaseoli as quais
sempre formaram um agrupamento unico (Figuras 4 e 5). Os numeros entre paréntesis nos
dendrogramas indicam o numero de isolados pertencentes a cada agrupamento distinto. Os
limites de distingdo entre estas duas espécies sdo muito ténues (Amarger et al., 1997) sendo

que na realidade apenas podem ser distintas através de analise de caracteristicas
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cromossomais (Hungria et al., 1997). Esta similaridade pode ser explicada pela teoria de que
R. leguminosarum bv. phaseoli teria surgido pela transferéncia horizontal do plasmideo
simbiotico de R. etli para R. legquminosarum (Segovia et al., 1993). Seja qual for sua origem,
estas duas espécies sdo mais proximamente relacionadas do que os dois subgrupos de R.
tropici, o que foi também verificado nos dendrogramas obtidos através da analise fenotipica
(Figuras 4 e 5). A formagdo de um unico agrupamento incluindo R. tropici IIB e A.
tumefaciens (Figuras 4 e 5) também esta de acordo com os dados de literatura, uma vez que

estas espécies sdo consideradas geneticamente muito proximas (Willems & Collins, 1993).

0 50 100 0 50 100
—_— T & ———————————— Reti
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Figura 4: Analise de agrupamento mostrando a distribuicdo de 137 isolados recuperados de leucena
(Leucena leucocephala) crescida a temperatura ambiente (A) e de 125 isolados recuperados a
temperaturas elevadas (B). Analise de agrupamento pelo método UPGMA e o coeficiente de
similaridade Sgy (simple matching). Entre paréntesis esta indicado o nimero de isolados pertencentes
a cada agrupamento.
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As populagdes rizobianas recuperadas das diferentes plantas-isca e sob os dois
tratamentos de temperatura apresentaram padrdes distintos de distribuigdo (Figuras 4 e 5).
Uma visao geral da distribuicao dos isolados nos diferentes grupos ao nivel de 65% de
similaridade, mostra que para ambas hospedeiras a temperatura de crescimento das plantas
influenciou o numeros de agrupamentos obtidos. Doze grupos foram distintos usando-se o
feijoeiro como planta-isca quando crescido a 28°C, mas quando a planta foi crescida a 38°C
os isolados foram distribuidos em 24 grupos, sendo que cada agrupamento destes possui
um minimo de 2 isolados. Este efeito no padrao de distribuicdo dos isolados foi também
observado para os obtidos de leucena: sete grupos foram formados para os isolados
recuperados a 28°C enquanto que quando a planta foi crescida a 38°C novamente os
isolados mostraram uma maior diversidade, formando 13 grupos (Figura 4).

A efetividade simbidtica de isolados representativos de cada agrupamento obtido foi
testada em feijoeiro. Foram testados 31% dos isolados obtidos das plantas-isca crescidas a
28°C e no minimo 60% dos isolados obtidos das plantas crescidas a 38°C. Esta diferenca
deve-se a maior diversidade fenotipica observada entre os isolados obtidos a temperaturas
elevada, formando um maior numero de agrupamentos. Observa-se na Tabela 1 que uma
grande porcentagem de isolados de feijoeiro perderam a capacidade de nodular esta planta,
apos a estocagem do material em meio de cultivo por um periodo de aproximadamente dois
anos. Esta porcentagem foi maior, 34%, entre os isolados de feijoeiro recuperados a 38°C,
onde também, pela analise de agrupamento foi maior a porcentagem de isolados
classificados como R. leguminosarum bv. phaseolilR. etli. Por outro lado, observa-se que
dentre os isolados de feijoeiro recuperados a temperatura ambiente, onde a porcentagem de
isolados pertencentes a este grupo é menor, a perda de infectividade atinge 21% dos

isolados.
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Figura 5: Analise de agrupamento mostrando a distribuicao de 124 isolados recuperados de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) crescido a temperatura ambiente (A) e de 219 isolados recuperados a
temperaturas elevadas (B). Analise de agrupamento pelo método UPGMA e o coeficiente de
similaridade Sgy (simple matching). Entre paréntesis esta indicado o numero de isolados pertencentes
a cada agrupamento.

A perda da capacidade infectiva, comum nesta espécie, tem sido correlacionada a
ocorréncia de rearranjamentos gendmicos mais frequentes, levando a perda de
caracteristicas fenotipicas importantes tais como a capacidade de nodulacdo e eficiéncia
simbidtica (Soberon-Chaves et al., 1986; Flores et al., 1988; Martinez et al., 1988, 1990;
Pifero et al., 1988; Girard et al., 1991). Em condigbes de laboratério foi demonstrado que,

ap6s um ano de manipulagdo em laboratorio, 35% das células de uma estirpe pertencente a

este grupo mostravam diferengas em relagao as originais (Flores et al., 1988). No Brasil foi

R. tropici 1IB, Agrob.(12)
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constatada a perda da eficiéncia na fixagao bioldgica de nitrogénio em trés estirpes utilizadas
em inoculantes, a C-05-0 (CENA, Piracicaba), a V-23 (Embrapa Cerrados) e a SEMIA 4064
(FUMR 1135 ou =UFRGS 196, Universiade de Minnesota, EUA), classificadas como R.

leguminosarum bv. phaseoli (Hungria et al., 1997).

Tabela 2: Teste de infectividade em feijoeiro dos isolados obtidos das plantas-isca (feijoeiro e
leucena) sob duas temperaturas de crescimento, apds dois anos de estocagem em meio de
cultura YMA com carbonato calcio (Vincent, 1970).

Isolados inefetivos Isolados efetivos
Planta-isca e Namero de
temperatura de isolados Numero (%) Numero (%)
crescimento testados
Feijao 28°C 43 9 (21) 34 (79)
Feijao 38°C 135 46 (34) 89 (66)
Total 178 55 (31) 124 (69)
Leucena 28°C 63 0 - 63 (100)
Leucena 38°C 87 8 9) 79 (91)
Total 150 8 (5) 144 (95)

Nao ocorrem isolados inefetivos dentro da populacao recuperada de leucena crescida
a temperatura ambiente, onde mais de 70% dos isolados agruparam-se com a espécie R.
tropici subgrupos IlA e 1IB (Figura 4) e cerca de 17% com estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseolilR. etli . Entre os isolados recuperados desta hospedeira em temperaturas altas de
incubagéo, a porcentagem de isolados inefetivos é de para 10%, sendo que 33% dos
isolados desta populagéo foram agrupados como R. leguminosarum bv. phaseolilR. etli.
Como nesta populagdo apenas 6% foram similares a R. tropici, os demais agrupamentos
obtidos de leucena nesta temperatura provavelmente sdo também pertencentes a espécies
com maior estabilidade genotipica, merecendo maiores estudos visando a sua

caracterizacao.
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Segundo relata Hungria et al. (1997), uma comunicagdo pessoal de Esperanca
Martinez, pertencente ao grupo da Universidade Autbnoma do México, grupo que lidera os
trabalhos de genética de estirpes que nodulam o feijoeiro, R. tropici parece ser cem vezes
mais estavel do que R. etli, pelas estimativas de rearranjamentos genémicos. Em termos de
perdas de plasmideos, a estabilidade da espécie parece ser pelo menos mil vezes superior a
de R. etli. Quanto a estabilidade dos plasmideos nestas duas espécies ha controvérsias,
uma vez que Amaral & Baldani (1999) observaram grande estabilidade nos plasmideos de
uma estirpe de R. efli e instabilidade em outra de R. tropici. No entanto, outros estudos,
envolvendo um maior numero de isolados que sejam representativos das populacdes
presentes no solo, s&do necessarios para se estabelecer um padrao de comportamento das
diferentes espécies.

A grande maioria dos isolados de leucena (95%) foram capazes de nodular o
feijoeiro, sendo que em média 30% dos isolados desta populagdo foram mais eficientes na
capacidade de fixar nitrogénio que a estirpe BR855 (Tabela 2). Esta estirpe, pertencente a
espécie R. tropici subgrupo IIB, isolada dos Cerrrados brasileiros por F.M. Mercante
(Mercante, 1997), tem eficiéncia similar, e em alguns experimentos, superior a estirpe
CIAT899 e além disso, apresenta melhor tolerancia a temperaturas altas em simbiose
(Mercante, 1993). Mercante et al. (1998) encontraram que os isolados de leucena obtidos
nos Cerrados também apresentaram bom nivel de eficiéncia, com grande porcentagem de
isolados superiores a estirpe padrao de comparacéo utilizada, no caso a CIAT899.

A porcentagem de isolados considerados muito eficientes (relagéo de 1,2 a 2,0 entre
0 peso da parte aérea seca da planta inoculada com o isolado/peso da parte aérea seca da
planta inoculada com a estirpe BR855) entre a populagao recuperada de leucena crescida a
28°C chegou a 40%, comparada com 18% dentro da populagdo recuperada de leucena a

temperatura elevada. Dentro da populagdo recuperada de feijoeiro, em média 17% dos
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isolados pertencem a esta classe, sendo 23% relativos a populagédo recuperada a
temperatura ambiente e 14% dos isolados recuperados de feijoeiro a temperaturas altas.

Observa-se que as temperaturas elevadas de incubagéo das plantas-isca, levaram a um

decréscimo na eficiéncia dos isolados recuperados.
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Figura 6: Eficiéncia na fixacdo de nitrogénio em simbiose com o feijoeiro dos isolados

obtidos a partir de feijoeiro e leucena, em duas temperaturas de incubagéo das plantas,
medida em valores relativos a estirpe BR855.

Dentro da populagao recuperada de feijoeiro, 35% foram classificados como isolados
ineficientes, ou seja, que nodulam mas que nao fixam ou que fixam muito pouco nitrogénio,
resultando em baixo acumulo de matéria seca na parte aérea das plantas. Os dados de
reducdo de acetileno confirmam a baixa atividade da nitrogenase dos isolados deste
agrupamento, descartando a hipétese de problemas na translocagdo do nitrogénio fixado
para a parte aérea. Os dados de atividade da nitrogenase, medida pela taxa de redugao de

acetileno nao estao mostrados devido a sua alta variabilidade intrinseca, o que dificulta a sua
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interpretacdo, sendo que atualmente ndo sdo mais recomendados como Unica medida de
eficiéncia das estirpes em rizébio. A porcentagem de isolados ineficientes dentro da
populacao recuperada de leucena foi de 23% em média, sendo de apenas 11% nesta
populagédo quando a leucena é crescida a temperatura ambiente.

A distribuicdo dos isolados entre os diferentes grupos, avaliada pelas caracteristicas
fenotipicas, mostrou que a incubacao das plantas a temperaturas mais elevadas provocou
um deslocamento da populagdo que nodula a planta sob condigbes de temperatura
ambiente, permitindo a ocupagédo nodular por outros grupos de rizébio presentes no solo.
Diversos efeitos das temperaturas elevadas na sobrevivéncia de estirpes de rizébio sao
relatados na literatura (Graham, 1992). A temperatura também afeta os passos iniciais da
infeccdo da hospedeira, especialmente a troca de sinais moleculares entre os parceiros,
tanto a nivel do rizébio como da planta (McKay & Djordjevic, 1993; Hungria, 1995;
Raghuwanshi et al., 1994). A diversidade de isolados recuperados pela duas plantas-isca foi
maior sob condigbes de estresse, resultados também encontrados por Anyango et al. (1995),
estudando o efeito da acidez do solo sobre a recuperagdo de populacbes de rizdbio que
nodulam o feijoeiro.

Os dendrogramas também mostram a maior diversidade fenotica apresentada pela
populacao recuperada de feijoeiro, comparado com as populagdes obtidas de leucena. A
grande diversidade dos isolados de feijoeiro tem sido extensivamente relatada na literatura
(Pifero et al., 1988; Anyango et al., 1995; Mercante et al., 1998).

Através da anadlise de agrupamento, foi possivel agrupar com as estirpes de
referéncia 90% dos isolados de leucena recuperados a temperatura ambiente (Figura 4). A
maioria destes isolados, 62%, agruparam-se a espécie R. tropici IIA. Cerca de 13%

agruparam-se com estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli , as quais nesta analise

nao puderam ser distintas de S. fredii, e 11% com R. tropici lIB. Estes resultados confirmam
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a avaliacdo prévia da diversidade destas populacdes, baseada nas caracteristicas de
crescimento em meio LB e em YMA a temperaturas altas, que indicou o agrupamento da
maioria dos isolados de leucena dentro da espécie R. tropici llA, capaz de crescer a 39°C em
meio de cultivo mas incapaz de crescer em meio LB. Mais de 70% dos isolados de leucena
obtidos a 28°C agruparam-se com a espécie R. tropici, dados que concordam com os obtidos
por Mercante et al. (1998) num estudo de diversidade de rizobio que nodula o feijoeiro
usando leucena como planta-isca. Neste estudo, pela técnica de hibridizagcdo do DNA de
colénias com sondas especificas para as diferentes espécies que nodulam o feijoeiro, 90%
dos isolados obtidos, foram classificados como pertencentes a espécie R. tropici, € maioria
deles (79%) pertenciam ao subgrupo IIA.

A maioria dos isolados recuperados de leucena crescida a temperatura elevada
(62%) formou diversos agrupamentos, geralmente com pequeno numero de isolados em
cada um. Apenas 38% destes isolados agruparam-se com as estirpes de referéncia sendo
que 13% consistiram de isolados semelhantes as estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli/R. etli, consideradas sensiveis a temperaturas elevadas em simbiose. No entanto,
nenhum isolado pertencente a esta populagdo agrupou-se com R. fropici llA e apenas cerca
de 6% destes isolados foram semelhantes a R. tropici lIB, resultado inesperado devido as
caracteristicas de tolerancia a altas temperaturas relatadas para esta espécie. Temos ainda
cerca de 20% dos isolados desta populacdo agrupados dentre de S. fredii. Este grupo de
isolados apresentou boa eficiéncia quando inoculado na cultivar de feijoeiro Carioca 80, o
que contrasta com os resultados de Sadowsky et al. (1988) onde estirpes de R.
(Sinorhizobium) fredii apresentaram baixa eficiéncia quando inoculadas em cultivares
comerciais. Esta significativa propor¢cdo de isolados pertencentes a este género pode

significar adaptagao da espécie para nodulagdo em condi¢des de estresse.
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Para as populag¢des obtidas de feijoeiro, assim como para as obtidas de leucena,
conforme ja destacado, foi observada uma maior diversidade a temperaturas elevadas
(Figura 5). No entanto, os dendrogramas mostram a grande diversidade da populagéao
recuperada de feijoeiro nas duas condi¢cdes de temperatura, sendo que apenas 42% dos
isolados agruparam-se com as estirpes de referéncia a temperatura ambiente e 47% a 38°C.
Numa analise de diversidade de rizobio baseada em parametros genotipicos, Mercante et al.
(1998) obtiveram valores semelhantes onde apenas 51% dos isolados de feijoeiro
recuperados de solos de Cerrados puderam ser agrupados com as estirpes de referéncia.

Embora tenha sido baixa a porcentagem de isolados de feijoeiro similares as estirpes
de referéncia dentro da populagdo recuperada a 28°C, o maior agrupamento obtido, com
25% dos isolados, foi similar a R. tropici lIB e ainda 8% dos isolados agrupou-se com R.
tropici llIA (Figura 5a), num total de 33% de isolados pertencentes a esta espécie. Puderam
ser agrupados como isolados semelhantes as espécies R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli
cerca de 9% dos isolados. O restante da populagédo ndo pode ser caracterizada entre as
espécies conhecidas, o que indica um alto indice de diversidade nesta populacao.

Ha coeréncia com os dados de Mercante et al. (1998), onde 36% dos isolados de
feijoeiro dos Cerrados foram assinalados como R. tropici, embora estes autores tenham
observado uma porcentagem maior de isolados, 15%, agrupados como R. leguminosarum
bv. phaseoli/R. etli, valor um pouco mais elevado do que o obtido no presente estudo. A
grande diversidade fenotipica e variabilidade nas caracteristicas fenotipicas e genotipicas,
relatada acima para os isolados pertencentes a estas espécies, pode ser responsavel por
esta discrepancia, sendo que somente através de uma analise genotipica sera possivel
discutir a predominancia de um ou outro grupo nas diferentes populacdes recuperadas de

feijoeiro no nosso estudo.
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Para a populagao de feijoeiro recuperada a 38°C, 47% dos isolados puderam ser
agrupados com as estirpes de referéncia, sendo que 41% dos isolados foram similares as
estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli, e apenas 6% foram similares a R. tropici
IIB (Figura 5B). Nenhum isolado desta populagédo agrupou-se com a estirpe de referéncia de
R. tropici 1A, no entanto novamente aparece, em condicbes de temperaturas elevadas, 4
isolados agrupados como Sinorhizobium.

Comparando-se o agrupamento das populagdes recuperadas destas hospedeiras nas
duas temperaturas de crescimento das plantas, podemos verificar que a capacidade de
ocupacao nodular por isolados de R. tropici foi afetada pelo crescimento das plantas a
temperatura elevada. A porcentagem de recuperacdo de isolados pertencentes a esta
espécie caiu de 73% para 6%, para os isolados de leucena crescida a 28 e a 38°C,
respectivamente. O mesmo ocorre com a populagao desta espécie recuperada de feijoeiro,
onde a porcentagem de ocupagdo nodular cai de 33% para 6%, nas mesmas condigdes.
Anyango et al. (1995) também observaram diferengas nos tipos predominantes de rizébio
recuperados de feijoeiro crescido em solos em condigdes de estresse. Neste estudo houve
predominio de R. tropici em solos mais acidos, confirmando a maior adaptacdo desta
espécie a esta condigado (Graham et al., 1994).

A espécie R. tropici é considerada tolerante a temperaturas altas “in vitro” (Hungria et
al., 1997), uma vez que cresce em temperaturas acima de 37°C, enquanto que R.
leguminosarum bv. phaseoli e R. etli toleram até 35°C. Varios isolados de R. tropici tem
mostrado maior tolerdncia a temperaturas altas em simbiose com o feijoeiro quando
comparados aos isolados de R. leguminosarum bv. phaseoli (Mercante, 1993). Os nddulos
formados por estirpes de R. tropici, apés um periodo de 2 a 3 dias de choque térmico, nao
mostraram a senescéncia nodular tipica dos nédulos formados por estirpes de R.

leguminosarum bv. phaseoli (Straliotto et al., 1992).
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Nossos resultados, entretanto, indicam que a temperatura elevada afetou a
recuperacao de isolados de R. tropici tanto a partir de uma hospedeira sensivel como de
uma tolerante a este estresse, apesar da bactéria estar presente no solo. R. tropici mostrou
uma baixa sobrevivéncia no solo apds sucessivos cultivos (/lassak et al., 1996), embora
isolados pertencentes a esta espécie tenham demonstrado ser altamente competitivos
(Straliotto et al., 1991; Straliotto & Franco, 1993; Vlassak et al., 1996). Somente apds a
reinoculagdo os isolados de R. tropici voltam a predominar em solos com uma populacdo
estabelecida de estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli. Portanto, esta espécie,
apesar da sua tolerancia a temperatura alta uma vez estabelecida a simbiose, apresenta
problemas de sobrevivéncia saprofitica no solo, ou na comunicacdo molecular entre a
bactéria e as raizes de suas hospedeiras, a qual pode estar sendo afetada sob temperatura
elevada. Os experimentos de persisténcia no solo (Vlassak et al., 1996), foram conduzidos
em um solo arenoso, ou seja, de condutividade térmica alta, no Estado do Rio de Janeiro,
onde é frequente a ocorréncia de temperaturas altas, muitas vezes associadas a um déficit
hidrico, o que pode ter afetado diretamente a sobrevivéncia da populagao de rizébio, ou sua
interacdo com a hospedeira.

O progressivo desaparecimento de R. tropici em solos sob cultivo de feijoeiro poderia
ainda ser explicado pela hipoétese do feijoeiro ndo ser o hospedeiro de origem desta espécie,
uma vez que tem sido relatada a sua ocorréncia em solos africanos sem nenhum histérico
prévio de inoculagdo desta planta (Anyango et al., 1995), embora a hip6tese de introdugéao
através das sementes nao possa ser descartada. Um outro indicio que reforga esta hipotese,
€ o relato, por estes mesmos autores, da recuperagéo de rizébio capaz de nodular o feijoeiro
em solos africanos provenientes de regides montanhosas, em altitudes bem acima das
permitidas para a pratica agricola. Além disso, esta espécie tem sido recuperada de nédulos

de diversas outras leguminosas tropicais tais como Bolusanthus e Spartium na Africa
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(Dagutat & Stein, 1995). Sua ocorréncia significativa em regides bem distantes do centro de
diversificagao do feijoeiro, tais como na regido tropical da América do Sul especialmente nos
Cerrados brasileiros (Mercante et al., 1998) e, de acordo com este trabalho, nas regides
semi-aridas do Estado da Bahia, mas com maior afinidade pela rizosfera de leucena, sao
observagdes que levantam duvidas sobre a coevolucdo destas espécies. Deste modo, R.
tropici seria um simbionte menos adaptado a rizosfera do feijoeiro, o que explicaria sua
pouca persisténcia em solos sob cultivos sucessivos desta leguminosa

Considerando-se que a espécie R. etli originou-se nas regides Mesoamericanas
(Segovia et al., 1993), um dos centros de origem das espécies de Phaseolus (Singh et al.,
1991a), a longa coexisténcia da bactéria com a sua hospedeira durante o periodo
evolucionario, pode ser responsavel por sua grande diversidade genotipica (Young, 1985;
Pifero et al., 1988). Esta diversidade € provavelmente uma fonte de genes que favorecem
sua nodulagdo sob uma ampla gama de condigbes ambientais, refletindo a diversidade
adaptativa da cultura (Singh et al., 1991b).

Hungria et al. (1991a) relatam que ha uma grande variedade de cores de sementes
de feijdo, resultante da combinacdo de diversos flavondis e antocianinas, substancias
indutoras dos genes de nodulagdo em rizébio. O feijoeiro exsuda uma gama maior de
compostos indutores da nodulagdo do que outras espécies de leguminosas (Hungria et al.,
1997). Por outro lado, foi observado que todos estes compostos induzem a transcricdo dos
genes de nodulagdo em R. etlie R. leguminosarum bv. phaseoli (Hungria et al., 1991, 1992).
A estirpe de R. tropici CIAT899 (BR322), embora apresente reiteragdes nos genes de
nodulagao (nodD) foi induzida por apenas um composto da raiz, a naringenina, enquanto que
R. etli apresentou indugéo por todos (van Rhijn et al., 1994). Isto reflete a maior capacidade
adaptativa destas espécies a rizosfera do feijoeiro, a qual seria responsavel pelo aumento na

porcentagem de ocupagao nodular por isolados deste grupo nas raizes do feijoeiro, mesmo
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em condi¢des de estresse. Ou seja, mesmo que ocorra variagado nos compostos exsudados
pela planta hospedeira, provocadas por condicbes de estresse, por exemplo, estirpes
pertencentes a este grupo conseguem reconhecer estes diferentes compostos e seus genes
de nodulagao sao ativados. O mesmo nao ocorre com as estirpes competidoras, no caso de
R. tropici, que, apesar de sua ampla ocorréncia e adaptacdo as condigdes dos solos
tropicais, ndo respondem a esta gama de compostos exsudados pelo feijoeiro e sdo entao
superadas pelas estirpes do tipo | na competicdo pela nodulacédo desta hospedeira.

As demais caracteristicas relatadas em literatura indicam uma boa adaptacdo da
espécie R. tropici as condigdes de estresse dos solos tropicais, pois tolera condicdes acidas
(Oliveira & Graham, 1990) e é altamente eficiente em simbiose com o feijoeiro tanto em
condicbes de temperatura ideal para a simbiose, como sob estresse térmico aplicado apds o
periodo de infecgdo das raizes (Mercante, 1993). Esta espécie € também mais competitiva
para ocupacao nodular em feijoeiro do que R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli, em
experimentos de coinoculagéo conduzidos sob condi¢des controladas (Straliotto et al., 1991;
Straliotto & Franco, 1993) e no primeiro ano de cultivo sob condigées de campo (Vlassak et
al.,, 1997). A menor ocupacgao nodular pela espécie R. tropici apds cultivos sucessivos de
feijoeiro ndo pode ser considerada uma desvantagem para o seu uso como inoculante, pois
permite a sua substituicdo no solo a medida que os estudos de diversidade avancem e
estirpes mais eficientes e adequadas sejam identificadas e recomendadas para a cultura.

Um aspecto importante que nao pode ser discutido em maior detalhe, devido as
limitacdes dos métodos de caracterizagao utilizados no presente estudo, € a presenca
significativa de estirpes de Sinorhizobium dentre os isolados de leucena quando a planta foi
incubada a temperaturas elevadas (Figura 4). Ha indicativos de que este género seja
adaptado para nodulacdo em condi¢gdes de estresse térmico, pois foi detectada sua

presencga, embora pouco significativa, também em feijoeiro quando incubado a 38°C (Figura
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5). Considerando-se que a similaridade entre estes grupos foi muito grande pelo método de
analise utilizado, estudos de caracterizagdo a nivel genotipico sdo necessarios para
estabelecer a real propor¢ao de isolados pertencentes a este género, uma vez que em
muitas das analises estes dois géneros nao se distinguiram nos dendrogramas ou ficaram
muito préximos.

A maior eficiéncia de R. tropici em simbiose com o feijoeiro (Mercante et al., 1998 e
esta tese) pode ser um indicativo de um processo de sele¢ao sob condi¢des de deficiéncia
de nitrogénio, tipica da maioria dos solos tropicais. O estudo dos fatores que interferem na
sobrevivéncia saprofitica ou na comunicagdo molecular desta espécie com o feijoeiro pode
auxiliar o entendimento da nodulacdo preferencial desta planta pelas estirpes de R.
leguminosarum/R. etli no solo apds sucessivos cultivos (/lassak et al., 1996), apesar da
maior eficiéncia e competitividade inicial de R. tropici. Os mecanismos envolvidos na
resposta a estresses, como por exemplo, a sintese de proteinas induzidas pela exposicao a
temperaturas elevadas, sdo os mesmos mecanismos desencadeados sob outras condicoes
de estresse fisioldgicos ou ambientais (Yura et al., 1993). No solo, a bactéria esta submetida
a uma série de condi¢des de estresse, que podem nao ser necessariamente de temperatura,
tais como deficiéncia hidrica ou estresses de natureza quimica e bioquimica. Deste modo, a
elucidagcdo dos mecanismos desencadeados sob temperaturas altas, que neste estudo
resultaram na inibicao da nodulacdo de uma espécie e favorecimento de outra, pode auxiliar
o entendimento do comportamento desta espécie em condi¢gdes de campo.

Como se percebe, varios aspectos necessitam ser melhor elucidados nesta interagao,
dentre eles estéo a ecologia e dindmica das populagdes pertencentes as diferentes espécies
que nodulam o feijoeiro, uma planta extremamente promiscua, visando uma recomendagao
mais segura da pratica da inoculagdo. A caracterizagdo da ocorréncia das diferentes

populagdes a nivel de campo, sob diferentes condigdes agroecoldgicas vai permitir o



95

estabelecimento das condi¢cdes mais favoraveis para a sobrevivéncia e competitividade das
espécies mais eficientes. A ocorréncia frequente de isolados de rizébio com maior eficiéncia
na fixagdo de nitrogénio do que a estirpe CIAT 899 (Anyango et al., 1995; Mercante et al.,
1998) ou do que uma estirpe similar em eficiéncia, a BR 855 (esta tese) € um indicativo dos
beneficios que podem ser atingidos pelo levantamento rigoroso de grande numero de
isolados a partir das populacdes presentes nos diferentes solos. Estirpes de rizébio mais
compativeis com a hospedeira e mais eficientes sob as diferentes condi¢cdes de estresse
enfrentadas nas varias condi¢gdes de cultivo brasileiras podem ser obtidas através destes

estudos.
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CONCLUSOES:

O crescimento nos meios LB e YMA a 39°C mostraram-se eficientes como indicativos da
diversidade das espécies de rizdbio presente nas populagdes estudadas.

A maioria dos isolados recuperados do solo usando leucena como planta-isca crescida a
temperatura ambiente foi agrupada dentro da espécie R. tropici (73% dos isolados).

A leucena crescida a 28°C recupera do solo germoplasma de rizébio mais eficiente na
fixagcao bioldgica de nitrogénio em simbiose com o feijoeiro, uma vez que mais de 80%
da populagao recuperada nestas condi¢des foi eficiente ou muito eficiente nesta planta,
ao contrario da propria hospedeira que recupera apenas menos de 50% de isolados com
estas caracteristicas.

Houve uma menor efetividade e eficiéncia em feijoeiro, maior variabilidade nas
caracteristicas culturais avaliadas em meio de cultivo e perda de viabilidade de isolados,
dentro da populagdo de rizobio recuperada usando o feijoeiro como planta-isca em
comparagao a populacao recuperada de leucena. Estas caracteristicas foram associadas
ao predominio de isolados pertencentes ao grupo de R. leguminosarum bv. phaseoli/R.
etli especialmente dentro da populagéo recuperada de feijoeiro a temperatura elevada.

As populagdes recuperadas do solo utilizando o feijoeiro como planta-isca, tanto crescido
a temperatura ambiente como a 38°C, apresentaram uma grande diversidade
morfofisioldgica, sendo que aproximadamente metade dos isolados ndo puderam ser

classificados dentro das espécies conhecidas de rizébio que nodulam esta planta.
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6. A temperatura de crescimento das plantas afetou as populagdes de rizébio efetivas tanto
em leucena, planta tolerante a temperatura elevada, como em feijoeiro, hospedeira
sensivel a este estresse, resultando numa maior diversidade dos isolados recuperados
dos nodulos.

7. A porcentagem de isolados que se agruparam como R. tropici recuperados tanto de
feijoeiro como de leucena crescidos a temperatura elevada apresentou um significativo
decréscimo em relagéo a populagao recuperada a temperatura ambiente.

8. Houve um aumento na porcentagem de isolados que se agruparam com R.
leguminosarum bv. phaseoli/R. etli, quando as hospedeiras foram crescidas a
temperatura elevada, o que pode ser explicado em funcdo de sua maior diversidade
genotipica e consequente maior adaptacdo para nodulagdo sob diferentes condigbes

agroecoldgicas.
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4. CAPITULOII:

CARACTERIZAGAO GENOTIPICADE RIZOBIO QUE NODULA O FEIJOEIRO

ATRAVES DA ANALISE DE FRAGMENTOS DE RESTRIGAO DA DNAr 16S
AMPLIFICADO POR PCR (ARDRA).

41. INTRODUGAO:

O rizébio que nodula o feijoeiro pertence a um grupo de bactérias bastante diverso
(Crow et al., 1981; Pinero et al., 1988; Martinez-Romero et al., 1991; Eardly et al., 1992;
Laguerre et al., 1993b; Eardly et al., 1995; van Berkum et al., 1996). Atualmente sao
descritas 5 espécies nodulando este hospedeiro em condicdes de campo: R.
leguminosarum biovar phaseoli (Jordan, 1984); R. etli (Segovia et al., 1993); R. tropici
(Martinez-Romero et al., 1991) e as espécies recém descritas R. gallicum e R. giardinii
(Amarger et al., 1997). Nao ha ainda relatos de ocorréncia desta ultimas em condigbes
tropicais, sendo as espécies de R. etlie R. tropici consideradas as de maior importancia
ecoldgica nestes solos.

Em experimentos de inoculacido artificial em laboratério, diversas espécies de
rizébio assim como Sinorhizobium e estirpes isoladas de leguminosas florestais foram
relatadas como capazes de nodular o feijoeiro (Wilson et al., 1944; Lange, 1961;

Bromfield & Barran, 1990; Bal et al., 1982; Herrera et al., 1985; Eardly et al., 1985;
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Sadowstky et al., 1988; Martinez-Romero et al., 1991; Hungria et al., 1993; Thomas et al.,
1994; Hernandez-Lucas et al., 1995.).

R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli, anteriormente descrito como R.
leguminosarum bv. phaseoli do tipo | (Martinez et al., 1988), possuem muitas copias dos
genes nifH (Quinto et al., 1982; Martinez et al., 1985) e inicialmente foram descritas como
possuidoras de um circulo restrito de hospedeiras. O seu DNA hibridiza com o gene psi
“polysaccharide inhibition”) Borthakur et al., 1985) e os seus genes nodABC nao se
encontram organizados em um unico operon (Davies & Johnston, 1990; Vazquez et al.,
1991). Os isolados americanos com estas caracteristicas foram classificados como R. etli
ficando a definicdo de R. leguminosarum bv. phaseoli para os isolados ndo americanos,
0s quais originaram-se pela transferéncia do plasmideo simbiético de R. etli para o
genoma de R. leguminosarum (Segovia et al., 1993).

R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), foi previamente classificada como R.
leguminosarum bv. phaseoli do tipo Il. Estirpes pertencentes a esta espécie tem uma
Unica copia dos genes nifH, um amplo ciclo de hospedeiras, que inclui a Leucaena
leucocephala e ndo hibridizam com o gene psi (Martinez et al., 1985; Martinez et al.,
1988). Sao estirpes consideradas geneticamente estaveis, mantendo seu plasmideo
simbidtico apds prolongada incubagdo a 37°C, embora esta estabilidade dos plasmideos
da espécie esteja atualmente sendo questionada pela variabilidade observada nesta
caracteristica entre isolados distintos (Amaral & Baldani, 1999). Algumas estirpes sao
consideradas tolerantes ao calor (Karanja & Wood, 1988b) ou a acidez e aluminio
(Graham et al., 1982; Cunningham & Munns, 1984; Vargas & Graham, 1988). A espécie
foi subdividida em dois subgrupos (Martinez-Romero et al., 1991) chamados de IIA e IIB.
O subgrupo IIB cresce em meio LB, é resistente a diversos antibidticos e a metais
pesados (Martinez-Romero et al., 1991), em contraste com o subgrupo IIA e a R. etli que

nao apresentam estas caracteristicas. Estas caracteristicas tem sido consideradas como
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vantajosas para a sobrevivéncia saprofitica e competicao em condigbes de campo. Além
disso, estirpes pertencentes a este subgrupo apresentam uma recuperagdo mais rapida
da atividade da nitrogenase do que estirpes de R. etli apés exposicdo a um choque
térmico de temperaturas elevadas aplicado durante 3 dias nas raizes noduladas de
feijoeiro.

A caracterizacdo da ocorréncia destas diferentes espécies em condi¢cdes de
campo € muito importante para que se possa estabelecer a dindmica destas diferentes
populacgées. A distincao de R. tropici das demais espécies baseada na sua capacidade de
nodular outras hospedeiras além do feijoeiro, como a leucena (L. leucocephala), mostrou-
se inadequada (Hernandez-Lucas et al., 1995), e os demais métodos de caracterizagao
fenotipica estdo sujeitos a grande variabilidade, tais como o crescimento a altas
temperaturas em meio LB (Van Berkum et al., 1994; Hungria e Vargas, 1997 em Hungria
etal., 1997).

Num extensivo levantamento do rizébio que nodula o feijoeiro em solos da Bahia e
Espirito Santo, foi detectado um significativo numero de isolados pertencentes ao género
Sinorhizobium. No entanto, apesar de o método utilizado para caracterizacao considerar o
crescimento em diferentes fontes de carbono, devido ao grande numero de isolados
manipulados nao foi possivel estabelecer com seguranga a real proporgéo de ocorréncia
deste género (Straliotto et al., 1999). Além disso, neste estudo e em outro extensivo
levantamento da ocorréncia de rizébio que nodula o feijoeiro em solos de Cerrado
(Mercante et al., 1998) foi observado um grande numero de isolados que ndo puderam
ser incluidos em nenhuma das espécies conhecidas de rizébio. Estes estudos
demonstram a necessidade de proceder uma caracterizacdo mais detalhada do material
geneético como primeiro passo a exploragdo de suas caracteristicas adaptativas aos solos

tropicais.
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42. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Estirpes bacterianas utilizadas e condi¢goes de crescimento: As estirpes
de referéncia utilizadas neste estudo foram: Azorhizobium caulinodans BR5410; R. tropici
IIA BR10016; R. tropici lIB BR322; Agrobacterium tumefaciens GMI9023; R. etli BR10026;
R. leguminosarum bv. phaseoli BR10052; R. leguminosarum bv. viciae BR620; R. galegae
BR10055; S. fredii BR112; S. meliloti BR7410; Mesorhizobium loti BR7801; Bradyrhizobim
Japonicum BR 111; B. elkani BR29.

Os isolados utilizados nesta etapa do trabalho foram selecionados a partir dos
dendrogramas de similaridade obtidos pela analise fenotipica descrita no Capitulo I. Para
esta analise foram escolhidos no minimo 10% dos isolados dentro de cada agrupamento
distinto para comparagcdo com as diferentes espécies de rizébio selecionadas como
referéncia. No total foram analisados 81 isolados.

Os isolados e as estirpes de referéncia foram recuperados de ampolas contendo
células liofilizadas e crescidos em meio YMA para verificacdo da pureza e caracteristicas
de crescimento tipicas das diferentes espécies e isolados. As culturas foram crescidas em
meio TY sdlido inclinado por no maximo 1 (bactérias de crescimento rapido) a 2 (bactérias
de crescimento lento) dias e imediatamente submetidas a extragdo do DNA.

4.2.2. Extragdao do DNA bacteriano: Dois métodos foram testados para extracao

do DNA para posterior amplificacdo do DNAr 16S: o método de fervura e o da lise
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alcalina. O método de fervura consistiu em suspender a cultura em 0,5 mL de agua
destilada estéril e proceder a fervura por 10 min em tubos eppendorf em banho-maria.
Foram retirados 25 uL para a reacao de amplificagdo. O método da lise alcalina utilizou
NaOH para extragdo do DNA nuclear, o qual ao mesmo tempo inativa as nucleases
durante a extragéo, aumentando a eficiéncia da reagdao de PCR (Wang et al., 1993). Apos
crescimento em meio TY sdlido inclinado, as células bacterianas foram suspensas
suavemente em agua destilada estéril com auxilio de uma alga de platina. A suspensao
celular foi entdo submetida a duas lavagens sucessivas em agua destilada estéril. Apos a
ultima centrifugacdo, as células foram suspensas em 500uL de NaOH (0,5N) sob leve
agitacdo. Desta suspensao, 5uL sdo rapidamente transferidos para 495uL de uma
solugdo TrisHCI (20mM; pH 8,0). A amostra foi preservada em freezer a —20°C para as
reacoes de amplificacao posteriores.

4.2.3. Reagcdo de Amplificacido do DNAr 16S: As sequéncias dos primers
utilizados sao: Y1: 5-TGG CTC AGA ACG AAC GCT GGC GGC-3’ (Young et al., 1991) e
Y3: 5 TAC CTT GTT ACG ACT TCA CCC CAG TC-3' (desenvolvido por J.P.W. Young,
citado em Haukka, 1997). A mistura de reagao foi preparada com 2mM de MgCl,; 0,2 mM
de cada dNTP; 0,05% de Tween 20; 5pmol/ul de cada primer e 1U de Taq polimerase
sendo que a mistura de reagéao foi diluida com agua destilada estéril para PCR Milli-Q)
em tampao apropriado para a enzima conforme concentragdo sugerida pelo fabricante.
Para cada reagédo de amplificacao foram utilizados 25 ul da mistura de reacao e 25 ul do
DNA extraido. As reacdes foram preparadas em gelo, seladas com oéleo mineral e
submetidas aos ciclos de temperatura (uma desnaturagao inicial a 93°C, 2min.; a seguir
34 ciclos de desnaturagdo a 93°C, 45s; anelamento a 62°C, 45s; e extenséo 72°C, 2min.;
e um ciclo de extensado final a 72°C, 5min.) em um termociclador Perkin-Elmer Cetus

Corp. Os produtos da amplificagdo foram analisados em gel de agarose (1%) em tampao
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TBE (0,5), a 5V/cm. O marcador de peso molecular utilizado foi 1Kb DNA Ladder (Gibco
BRL).

4.2.4. Digestao do DNA: Os produtos de amplificagdo foram digeridos com as
seguintes endonucleases: Alu I; Rsa |; Taq |; Sau3a |; Hinf I, Msp |; Dde | e Hae Il
Aliquotas de 5 ul do produto de PCR foram digeridas com 2,5U da enzima, diluida em
tampao especifico, perfazendo um volume de reacdo de 10 ul. A mistura de reagao foi
incubada durante a noite a 37°C. Os produtos da digestdo foram analisadas em gel de
agarose do tipo Metaphor (FMC) a 3,5% a uma voltagem inicial de 80V, até a saida da
amostra dos pogos, seguida de uma voltagem de até 120V , durante o restante da corrida.
Os marcadores de peso molecular utilizados foram X174 RF DNA Hae Ill Digest
(Biolabs, New England) ou 123 bp DNA Ladder (Gibco BRL).

4.2.4. Andlise de Agrupamento: Em todas as analises, apenas as bandas que
puderam ser claramente distintas das demais, intensas e consistentes em diferentes
analises foram consideradas. A matriz de similaridade foi construida baseada na presenga
ou auséncia de bandas, de acordo com o coeficiente de DICE, utilizando o programa
NTSYS. Esta matriz foi utilizada para proceder a andlise hierarquica de agrupamento

baseada no método UPGMA (Unweighted Pair Group Analysis) (Sokal & Michener, 1958).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que as reacgdes de PCR requerem apenas quantidades minimas de DNA
para uma boa amplificacéo e possuem boa tolerancia em relagéo a preparagdes cruas de
DNA, é possivel extrair DNA suficiente para as amplificacbes através de protocolos
simples. Devido ao grande numero de isolados a serem manipulados nesta etapa (83
isolados), inicialmente foram testados dois métodos de amplificagdo para obtencdo de
extrato bruto DNA para as reacdes de amplificacdo do DNAr 16S, a extragao alcalina e o
método da fervura. Conforme pode ser visto nas Figura 1, as amplificagdes obtidas do
DNA apos fervura das células apresentam grande numero de falhas, ou seja, amostras
que nao amplificam, outras que produzem quantidade pequena de produto amplificagdo e
a presenga de produtos inespecificos (vide setas brancas na Figura 2). O método de
extracdo de DNA através da lise alcalina mostrou-se muito eficiente, permitindo um
melhor rendimento das amplificacbes subsequentes do DNAr 16S. Praticamente nao se
detectou falha nas amplificacbes € uma quantidade bem menor de reagdes inespecificas,
em comparagao com as amostras de DNA obtidas pelo método da fervura. A Figura 2
mostra num mesmo gel amostras com bom nivel de amplificagdo, nas quais se pode
comparar os dois métodos de extracdo em relacdo ao aparecimento de bandas

correspondentes a reagdes inespecificas.
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Figural: Reacao de amplificacdo do DNA obtido pelo método da fervura. (A) 1— marcador
de peso molecular 1Kb; 2 a 10: estirpes de referéncia; 2- BR112; 3- BR10055; 4-
BR10052; 5- BR10026; 6- A. rhizogenes; 7- GMI9023; 8- BR322 Mex (isolado resistente a
rifampicina); 9- BR322; 10- BR5410; 11 a 14: concentracdes decrescentes de DNA 40, 20,
10 e 5 ng.uL™ (B) 1-BR322 (extrato bruto guardado a —20° C antes da amplificagéo); 2-
BR112; 3- BR1055; 4- BR10052; 5-BR10026; 6-A. rhizogenes; 7- marcador de peso
molecular (1Kb); 8- GMI9023; 9- BR322 Mex; 10- BR322; 11- BR5410; 12 a 14:
concentragdes decrescentes de DNA: 40, 20 e 10 ng.uL™.
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Figura 2: Reacao de amplificacdo do DNA obtido através do método da fervura (A) e da
lise alcalina (B) mostrando a ocorréncia de reagbes inespecificas em (A) para amostras
com padrdo semelhante de concentragdo do produto da amplificagdo. 1: marcador de
peso molecular (1Kb); 2 a 4: concentragdes crescentes de DNA :10, 20 e 40 ug.ul'1; 5:
BR5410; 6 — BR322; 7 — GMI9023; 8 — A. rhizogenes; 9 — BR10026; 10 — BR10055; 11 —
BR112; 12 - BR7411; 13 — BR78901; 14 — BR111.

Para todas as estirpes padrdo e para os isolados utilizados, as reacdes de
amplificagdo com os primers Y1 e B3 resultaram em um produto amplificado de

aproximadamente 1500pb (Figuras 2 e 3). As quantidades de DNA obtidas apresentaram

uma alta eficiéncia de amplificacido e pureza dos produtos.
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Figura 3: Amplificagdo do DNA dos isolados de leucena e feijoeiro extraido pelo método
de lise alcalina. (A) Amostras 2 a 9: isolados de leucena segundo numeragédo sequencial
de L26 a L34; amostras 10 a 14: isolados de feijoeiro F35 a F39. B) Amostras 2 a 14:
isolados de feijoeiro: F39 a F51. O padrao de peso molecular utilizado (1) foi o 1Kb DNA
ladder (GIBCO BRL).

Os padrdes de restrigdo foram analisados através varias fotos de um mesmo gel,
obtidas durante a corrida de eletroforese, uma vez que os fragmentos menores podem ser
melhor analisados no inicio da corrida, desaparecendo ou ficando de dificil distingdo no

final. As figuras 4 e 5 mostram padrdes sequenciais de restricdo como exemplo.
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Figura 4: Padrdes de restricdo do DNAr 16S, obtidos pela incubagdo com a enzima Dde |.
Fotos dos géis (Metaphor-FMC a 3,5%, 120V) apés 2 (A), 4 (B) e 6 (C) horas de corrida.
Observar o desaparecimento das bandas comparando com o padrédo de peso molecular
(PhiX174 RF DNA Hae lll Digest, BioLabs) corredor (1). (2): A. caulinodans-BR5410; (3):
R. tropici IA-BR10016; (3): R. tropici lIB-BR322; (4) A..tumefaciens-GMI9023; (5) R. etli-
BR10026; (6) R. leguminosarum bv. phaseoli-BR10052; (7) R. leguminosarum bv. viciae-
BR620; (8) R. galegae-BR10055; (9) S. fredii-BR112; (10) S. melilot-BR7410; (11) M. loti-
BR7801; (12) B. japonicum-BR111; (13) B. elkanii-BR29; (14 a 26) isolados de Leucaena
L1al13.
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Figura 5: Padrdes de restricdo do DNAr 16S, obtidos pela incubagdo com a enzima Hae
Ill. Sequéncia de fotos dos géis (Metaphor-FMC a 3,5%, 120V) de restricdo apés 1 (A), 2
(B) e 4 C) e 6 D) horas de corrida. Amostras conforme Figura 4. Padrédo de peso
molecular PhiX174 RF DNA Hae Il Digest, BioLabs.
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O avaliagéo do perfil de bandas de RFLP, assim como em outros métodos de
analise do tipo “fingerprinting”, € baseado na auséncia ou presenga de bandas. Deste
modo auséncia ou presenga de um sitio de restrigdo (o qual é de fato um carater
divergente) ndo € escoreado como um unico carater divergente mas como trés. Por
exemplo, quando um segmento do genoma, na populagdao A tem um sitio de restricdo e
um fragmento homologo na populacdo B nao possui: o perfil de A mostrara 2 bandas,
enquanto que o perfil de B mostrara apenas uma banda de peso molecular maior.
Consequentemente, neste exemplo, um carater divergente, a presenga/auséncia de um
sitio de restrigéo, sera escoreado como trés. Um modo de evitar este problema & construir
um mapa de restricdo, em vez de proceder a comparacgao direta. O mapeamento é feito
aravés do padrdo de restricdo dos fragmentos para deduzir um mapa de sitios
enzimaticos, 0s quais entdo se tornam a unidade de analise. Entretanto, na pratica, o
mapeamento nao € sempre possivel devido a complexidade dos padrbes, e devido a
mutag¢des no comprimento dos fragmentos (inser¢des e delegdes) (Leal, 1996). Devido ao
grande numero de isolados analisados resultando num padrdo de bandas bastante
complexo para cada uma das oito enzimas de restricdo utilizadas, neste trabalho foi
utiizado apenas o escoreamento das bandas segundo a presenga/auséncia para a
analise de similaridade entre os isolados.

O dendrograma de similaridade resultante (Figura 5) mostra que a maioria do
isolados distribui-se dentro de agrupamentos semelhantes as espécies R. fropici llIA, R.
leguminosarum/R. etli (estirpes do tipo |) e Sinorhizobium sp. Os isolados de leucena
agruparam-se principalmente junto com as espécies de R. tropici e Sinorhizobium, sendo
que nenhum dos isolados desta populagéo foi similar as estirpes do tipo I. E interessante
observar que dentre os isolados de feijoeiro houve uma distingdo quanto as populagdes

recuperadas sob diferentes temperaturas de crescimento da planta-isca, sendo que a
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populagao recuperada a altas temperaturas apresentou isolados representativos em cada

um dos grupos principais (R. tropici, estirpes do tipo | e Sinorhizobium),

0,25 0,50 0,75 1,00

Azorhizobium caulinodans

Rhizobium tropici lIA
3 isolados de Leucena 38

10 isolados de Leucena 28
5 isolados de Feijao 38

—: R. tropici 1B 1 isolado de Leucena 28

B 13 isolados de Feijao 28

19 isolados de Feijao 38

r~i Grupo Novo:2 isolados de Leucena 38
e 2 isolados de Leucena 28

= —_— Sinorhizobium fredii

Sinorhizobium meliloti

10 isolados de Leucena 38
4 isolados de Leucena 28
6 isolados de Feijao 38

Mesorhizobium loti

h—
R galegae

\ Bradyrhizobium japonicum
B. elkanii

Indeterminados

Figura 6: Dendrograma de agrupamento dos 83 isolados representativos dos grupos
fenotipicos obtidos no Capitulo I. As distancias foram derivadas da fragdo de fragmentos
de digestdo do DNAr 16S compartilhados (DICE) conforme descrito em Material e

Métodos.
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Para a populagao recuperada de feijoeiro a temperatura ambiente, a totalidade dos
isolados que puderam ser genotipicamente classificados agrupou-se com as estirpes do
tipo I, ou seja, foram semelhantes ao grupo que compreende as espécies R.
leguminosarum bv. phaseolilR. etli. Vale ressaltar que os isolados apresentados neste
dendrograma sao representativos dos grupos fenotipicos obtidos no Capitulo I, e a
correspondéncia entre estes dois tipos de analises encontra-se na Tabela 1. O nivel de
concordancia entre as analises ficou entre 50 e 60%, uma vez que para os isolados
genotipicamente determinados como pertencentes ao grupo de R. tropici llA, 59% haviam
sido fenotipicamente classificados dentro deste grupo. Para os isolados de Sinorhizobium,
a caracterizacao fenotipica teve uma porcentagem de acerto de 52%. Para os isolados do
tipo I, 50% haviam sido fenotipicamente classificados como pertencentes a este grupo.

Entretanto, apesar destes baixos valores de concordancia entre a caracterizagao
fenotipica e genotipica, a analise global dos resultados levou a conclusbes bastante
semelhantes sobre a diversidade encontrada nestas populagdes. Nas duas analises
houve predominio das estirpes de R. tropici lIA entre os isolados de leucena crescida a
temperatura ambiente (Figura 7, Figuras 4 do Capitulo 1), sendo o segundo grupo mais
abundante pertencente aos isolados de Sinorhizobium. Estes haviam sido fenotipicamente
classificados num grupo unico juntamente com as estirpes do tipo | (Figura 4, Capitulo 1).
Poucos isolados foram classificados como R. tropici 1IB, sendo que o0 grupo
fenotipicamente determinado como pertencente a este grupo, compreendendo os isolados
representativos L23 e L24, num grupo que compreendia 13 isolados, foram classificados
por ARDRA como do tipo IlA, e o grupo Gll, com 4 isolados, bastante préximo a este, foi
genotipicamente enquadrado como IIB. A existéncia de isolados de R. tropici com
caracteristicas fenotipicas intermediarias entre os dois grupos IlIA e IIB € um dos fatores
que tem impedido a distingdo destes grupos em duas espécies diferentes (Esperanga

Martinez, comunicagéo pessoal).
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Tabela 1: Caracterizagao por ARDRA dos isolados representativos dos diferentes grupos
fenotipicos obtidos pela analise de similaridade no Capitulo I. Sdo mostrados na tabela ao
agrupamento fenotipico inicial dos isolados representativos analisados por ARDRA" e o
numero de isolados pertencente ao seu grupo fenotipico®. Os isolados representativos
estdo apresentados de acordo com a planta-isca e a temperatura de crescimento (28 e
38°C) utilizada na sua recuperagao do solo.

Grupos de espécies

Isolados representativos

)

Numero de isolados

-y 1
definidas por ARDRA de grupo fenotipico Grupo fenotlplco( pertencenﬁelao(z rupo
fenotipico

L38: L12, L13, L14. Grupo VI (leucena 38) 16
L28: L19, L22, Tipo | 3
L28: L23, L24, R. tropici 1B 13

R. tropici llA tgg: LE??%.LN’ 128, .29, R. tropici IIA 75
F38: F55, F56 Grupo IX (feijao 38) 9
F38: F57, F58 Grupo X (feijao 38) 7
F38: F61. R. tropici 1IB 4
F28: F69; F70; F71; F72 R. tropici 11B 26
F28: F73, F74 R. tropici llIA 8
F28: F76, F77 Tipo | 10
F28: F75, F82, F79, F78, | Miscelanea de grupos 17
F81, F82 fenotipicos

Tipo | F38: F35, F36, F37, F38, _
F39, F40, F41, F42, F43, Tipo | 84
F44
F38: F54 Grupo VIl (feijao 38) 14
F38: F59, F60 R. tropici 1B 8
F38: F48, F51, F62, F63, | Miscelanea de grupos 20
F64, F65 fenoticos
L28: .18, L20, L21, L32 Tipo I/ Sinorhizobium 19
L38: L1, L2 Tipo | 14
L38: L3, L4, L5, L16, L17 Sinorhizobium 25
L38: L6, L7 Grupo | (leucena 38) 8

Sinorhizobium sp L38: L8 Grupo Il (leucena 38) 5
F38: F49, F50 Sinorhizobium 4
F38: F45, F46 Grupo | (feijao 38) 9
F38: F47, F52 Grupos Il e V 8

(leucena 38)

R. tropici 1B L28: L25 Grupo |l (leucena 28) 4
L28: L33, L34 Grupo lll (leucena 28) 8

Grupo novo [38: L10, L11 Grupo iV (leucena 38) 14
F28: F66, F67, F68 Grupo | ( feijao 28) 30

. 3) F28: F80 Isolado ndo agrupado 1

Indeterminados F38: F53 Grupo VII (feijao 38) 17

L38: L9 Grupo lll (leucena 38 6

No grupo dos indeterminados

ARDRA, provavelmente ndo pertencentes a grupo dos rizobios.

encontram-se 4 isolados representativos agrupados no final da arvore de
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Para os isolados de leucena recuperados a altas temperatura, o maior agrupamento
dos isolados que mostraram-se fenotipicamente semelhantes as estirpes de referéncia,
pertencia ao género Sinorhizobium, com 20% de isolados, seguido pelas estirpes do tipo |
com 13%, num total de 33% de isolados pertencentes a estes dois grupos. Por ARDRA
determinou-se que Sinorhizobium é a espécie mais abundante nesta populagao (Figura 7),
sendo que os isolados que haviam sido fenotipicamente caracterizados como do tipo |,
pertencem ao género Sinorhizobium por ARDRA. Deste modo a leucena nédo recuperou

isolados pertencentes as espécies R.leguminosarum bv. phaseoli /R. etli.

% isolados
100

80
WR. fropici 11A

60 B Sjnorhizobium
ETipo |
B|ndefinidos

40

20 '

o ——
0 1 T T T

Leucena 38 Leucena28 Feijao 38 Feijao 28

Planta-isca e temperatura de crescimento

Figura 7: Distribuicdo dos isolados dentro das espécies definidas por ARDRA, de acordo
com a planta-isca e temperatura de crescimento utilizada para recuperacédo do rizébio do
solo.

Dentre os isolados obtidos do feijoeiro, houve predominio pela andlise por ARDRA
de estirpes do tipo | tanto a temperatura ambiente quanto a temperaturas elevadas. Neste

caso vale ressaltar que nenhum dos isolados representativos de feijoeiro crescido a 38°C foi

classificado como R. tropici. Os isolados que haviam sido fenotipicamente considerados
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semelhantes a esta espécie, mostraram-se semelhantes as estirpes do tipo | por ARDRA.
Vale ressaltar que os dados de literatura demonstram a grande diversidade fenotipica entre
os isolados de feijoeiro e que dados de diversos autores comprovam a diversidade
fenotipica e genotipica das estirpes do tipo | (Pifiero et al., 1988; Souza et al., 1994). Estas
observagdes foram feitas no Capitulo |, de modo que as conclusdes sobre a diversidade
das populacgdes recuperadas de feijoeiro baseadas apenas em caracteristicas fenotipicas
ficaram comprometidas pela necessidade de uma analise genotipica mais detalhada. No
entanto, o predominio dos isolados do tipo | na populagédo recuperada de feijoeiro a
temperaturas elevadas foi confirmada pela andlise genotipica. A ocorréncia de isolados de
Sinorhizobium dentro da populacgao isolada de feijoeiro s6 foi observada, tanto na analise
fenotipica quanto na genotipica, dentro da populagdo recuperada a temperaturas mais
elevadas.

A caracteristica de nodulagdo da leucena, anteriormente um dos parametros para
identificagcdo de isolados de feijoeiro como pertencentes a espécie R. tropici, ja tem sido
questionada em literatura (Hernandez-Lucas et al., 1995) uma vez que a leucena é uma
planta de nodulagdo promiscua (Swellim et al., 1997). Os isolados, predominantes em solos
acidos, caracterizados por Anyango et al. (1995) como pertencentes a espécie R. tropici
baseado na nodulagédo de leucena, pertenciam a trés padrées gendmicos de restricdo
distintos, o que pode significar a ocorréncia de outras espécies ou mesmo géneros dentro
desta populacdo. O género Sinorhizobium, capaz de nodular esta planta tem sido relatado
em solos africanos usando o feijoeiro como planta-isca (Murphy et al., 1997; Mhamdi et al,
1999). Este trabalho é o primeiro relato da ocorréncia deste género como simbionte do
feijoeiro em nossos solos, embora sua ocorréncia tenha sido associada a condi¢cdes de
estresse térmico. Os levantamentos anteriores da diversidade do rizébio em solos tropicais
brasileiros talvez ndo tenham sido capazes de detectar a ocorréncia do género por

problemas metodolégicos (Mercante et al., 1988).
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A predominéancia de estirpes do tipo | (R. leguminosarum) entre isolados de feijoeiro
em solos brasileiros também é relatada por Pereira et al. (1999) em solos da Amazénia. No
entanto, em solos acidos brasileiros a distribuicdo das espécies baseada na andlise de
restricio da regido intergénica do RNAr 16S-23S e do RNAr 16S, indicou que a
predominancia de R. tropici do tipo 1IB, cerca de 50% dos isolados, enquanto que as
espécies do tipo | (R. leguminosarum) representaram 33% da populagdo (Andrade et al.,
1999). Como se percebe, estudos de levantamento da predominéncia destas popula¢des
em solos brasileiros s&o indispensaveis visando caracterizar a diversidade presente e
orientar as recomendacdes de inoculagao de estirpes mais adaptadas aos diversos sistemas
agroecologicos.

A tabela de eficiéncia dos isolados apresentada no Capitulo | foi refeita, através do
agrupamento dos isolados genotipicamente caracterizados como pertencentes as diferentes
espécies de rizdbio que nodulam o feijoeiro (Tabela 2). Observa-se, confirmando a analise
anterior, uma maior porcentagem de isolados eficientes dentro da populagéo de R. tropici
IIA e Sinorhizobium . E bastante significativa a proporcéo de isolados pertencentes a estes
dois grupos com eficiéncia superior quando inoculados em feijoeiro, 75% dos isolados de
Sinorhizobium encontram-se dentro destes grupos mais eficientes e cerca de 90% dos
isolados de R. tropici lIA. Os isolados do tipo | distribuem-se dentro dos diferentes grupos
de eficiéncia, apresentando maior variabilidade para esta caracteristica, entretanto,
apresentam uma maior porcentagem de perda de infectividade, conforme ja observado.
Cerca de 40% dos isolados pertencentes as espécies R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli
enquadram-se dentro dos grupos mais eficientes.

A eficiéncia de isolados de Sinorhizobium em feijoeiro foi analisada por Sadowski et
al. (1988), os quais apresentaram grande variagdo na capacidade de nodular e na eficiéncia
simbiotica quando inoculados em uma cultivar comercial e em genaotipos introduzidos de

diferentes procedéncias geograficas. Embora os gendtipos tenham apresentado nodulagao
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abundante com uma estirpe de R. leguminosarum, sua eficiéncia simbiotica foi menor do
que a da cultivar comercial. Por outro lado esta cultivar apresentou uma nodulagdo
insignificante quando inoculada com isolados de R. (Sinorhizobium) fredii (maximo de 5
nddulos). O mesmo resultado foi observado com maioria dos gendtipos, exceto para um
genotipo coletado na Costa Rica, que apresentou maior nodulagdo e acumulo de nitrogénio
do que os demais quando inoculado com Sinorhizobium.

Tabela 2: Eficiéncia dos isolados recuperados de leucena e feijoeiro nas duas temperaturas
de crescimento das plantas, agrupados segundo a analise genotipica por ARDRA. A
eficiéncia foi avaliada como a relacdo entre o peso da parte aérea seca das plantas de
feijoeiro inoculadas com cada isolado em relagdo ao peso das plantas inoculadas com a

estirpe BR 855 (PPAI/PPABR855). Plantas crescidas conforme descrito na se¢gdo Material e
Métodos do Capitulo I.

L () - @) Eficiéncia - ) Muito
Principais Grupos Inefetivos Ineficientes Moderada® Eficientes oficientes®
R. tropici lIA
L38 0 2 2 7 0
L28 0 0 2 19 20
F38 0 0 0 5 1
Total 0 2 (4%) 4 (7%) 31 (563%) 21 (36%)
Sinorhizobium
L38 3 8 1 23 13
L28 0 1 0 3 5
F38 1 1 2 4 3
Total 4 (6%) 10 (15%) 3 (4%) 30 (44%) 21 (31%)
Tipo |
F38 14 18 10 18 7
F28 5 11 5 6 9
Total| 19 (18%) 29 (28%) 15 (15%) 24 (23%) 16 (15%)

(

até 0,60 ?: 0,61 a 0,80%; 0,81 a 1,20"; maior que 1,20,

" isolados que nao nodularam apos periodo de dois anos de estocagem; relagbes PPAI/PPABR855:
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A caracteristica de certa seletividade apresentada por este género, sua ocorréncia
significativa em nossos solos e a eficiéncia simbidtica quando inoculado na cultivar Carioca
80, conforme relatado neste trabalho, abrem perspectivas para estudos de especificidade
hospedeira com evidentes implicagdes praticas para o uso da tecnologia de inoculagéo do
feijoeiro em condi¢des de campo.

A conclusdo mais importante destas andlises é que a leucena apresenta-se como
excelente planta-isca para recuperar isolados de R. tropici e Sinorhizobium, e que estes
géneros apresentam maior porcentagem de isolados eficientes quando inoculados em
feijoeiro. No entanto a diversidade dos isolados recuperados de feijoeiro € completamente
distinta daquela presente nos isolados recuperados de leucena. A maior porcentagem de
isolados ineficientes, mas predominantes na populagédo que nodula o feijoeiro explica a
dificuldade de se obter bons rendimentos nesta cultura sob condi¢cées simbidticas a nivel de
campo. Estes estudos de diversidade mostram também, que apesar de menos frequente, é
possivel obter-se isolados bastante eficientes dentro da populagao do tipo I, no entanto suas
caracteristicas de instabilidade genética, demonstrada pela perda de infectividade mais
frequente neste grupo nao incentivam o retorno ao uso destas espécies para inoculagéo. As
perspectivas mais atraentes continuam sendo a busca de isolados mais competitivos dentro
da populagéo de R. tropici llA e talvez a tentativa de encontrar especifidade dentro do grupo

de Sinorhizobium.
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CONCLUSOES:

A temperatura afetou a diversidade genotipica dos isolados de rizébio recuperados
dos solos usando tanto o feijoeiro como a leucena como plantas-isca.

A andlise da diversidade da populacédo de rizébio recuperada do solo usando a
leucena como planta-isca mostrou um predominio das espécies R. tropici lIA e
Sinorhizobium sp. R. tropici llA foi mais abundante sob condigbes de temperaturas
ambiente e Sinorhizobium sp. predominou quando a planta foi crescida a
temperatura elevada.

Houve predominio das espécies do tipo | entre os isolados de rizobio recuperados
do solo usando o feijoeiro como planta-isca, no entanto em condi¢cdes de
temperaturas mais elevadas outros grupos genotipicos foram detectados como
estirpes semelhantes ao género Sinorhizobium sp. e R. tropici llA.

A ocorréncia das espécies de R. tropici llA e Sinorhizobium sp. em condi¢des de
estresse térmico indicam a maior tolerancia destes géneros a esta condi¢gdo no
solo, favorecendo sua adaptagao a sobrevivéncia em solos tropicais.

O predominio das espécies do tipo | entre os isolados de feijoeiro recuperados a
temperatura ambiente confirmam a andlise fenotipica anterior, indicando uma
maior adaptacao desta espécie a rizosfera do feijoeiro.

Houve maior porcentagem de estirpes eficientes na fixagao biolégica de nitrogénio
em feijoeiro e maior estabilidade genética (dada pela menor perda de infectividade)
entre os isolados semelhantes aos géneros R. tropici e Sinorhizobium sp.
indicando que estas espécies séo boa fonte de material genético para inoculagéo

do feijoeiro.
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5. CAPITULO III:

EFEITO DO ESTRESSE TERMICO SOBRE A SIMBIOSE DO FEIJOEIRO NODULADO

COM DIFERENTES ESPECIES DE RIZOBIO PRESENTES EM SOLOS TROPICAIS.

51. INTRODUGAO:

Um dos fatores limitantes a simbiose rizébio-leguminosas em condigdes tropicais €
a frequente ocorréncia de temperaturas altas no solo. As leguminosas sob condi¢des
simbidticas sdo normalmente mais sensiveis a temperaturas elevadas do que quando
crescidas na presenca de adubo nitrogenado (Lie, 1981). As temperaturas altas afetam a
sobrevivéncia do rizébio no solo, o processo de infecgdo, a formacdo dos ndédulos, a
atividade de fixagao bioldgica do nitrogénio, além de provocar a senescéncia precoce dos
nddulos. Da mesma forma, quando se considera o rizébio presente no inoculante, afeta a
sua sobrevivéncia no veiculo tanto durante o transporte quanto no armazenamento.

Ha uma grande variabilidade genética quanto a tolerancia a temperaturas elevadas
entre as diferentes espécies de leguminosas (Piha & Munns, 1987b) e entre as estirpes
de rizobio (Graham, 1981). O feijoeiro é considerado uma leguminosa bastante sensivel,
havendo diferengas quanto a tolerancia a temperaturas elevadas entre as diferentes
espécies de Phaseolus (Piha & Munns, 1987b). Araujo (1997) observou diferengca na

sintese de proteinas de choque térmico em diferentes cultivares de feijoeiro quando
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submetidas a temperaturas elevadas. A atividade dos nddulos desta planta encontra seu
otimo entre 25 e 30°C, sendo limitada por temperaturas acima destes limites (Hernandez-
Armenta et al., 1989; Pankhurst & Sprent, 1976; Piha & Munns, 1987b; Hungria et al.,
1985).

Para a maioria das espécies de rizébio a temperatura étima de crescimento esta
entre 28 e 31°C (Graham, 1992). Dentre as espécies que nodulam o feijoeiro, muitas
estirpes sdo capazes de crescer a temperaturas mais elevadas do que a hospedeira
(Graham, 1979; Josephson & Pepper, 1984; Piha & Munns, 1987b; Karanja & Wood,
1988b; Gitonga et al., 1989; Hungria et al., 1993). O crescimento in vitro em temperaturas
altas € um dos parametros que diferenciam as espécies de rizobio que nodulam o feijoeiro
(Hungria et al., 1997). Considera-se que as estirpes do tipo | (R. leguminosarum bv.
phaseoli e R. etli) sdo menos tolerantes a temperaturas altas em meio de cultivo,
tolerando uma temperatura maxima de 35°C. As espécies de R. tropici sédo consideradas
mais tolerantes, sendo que as do tipo IIA suportam até 37°C e as do tipo 1IB, até 40°C.

Muitos trabalhos indicam que a capacidade de crescimento in vitro a temperaturas
altas pode estar relacionada a tolerancia da simbiose a este estresse (Munnévar &
Wollum 1l, 1981; Kishinevsky et al., 1992). Outros autores, entretanto, ndo encontraram
nenhuma relagdo entre o crescimento in vitro, a infectividade da bactéria e sua
capacidade de fixar nitrogénio nestas condi¢bes (La Favre & Eaglesham, 1986; Kluson et
al., 1986; Karanja & Wood, 1988b).

Mercante (1993) estudando populagdes de rizébio que nodulam o feijoeiro isoladas
de solos de Cerrado, utilizando a leucena como planta-isca, mostrou que a maioria dos
isolados recuperados eram mais tolerantes in vitro a temperaturas elevadas. Estes
isolados mostraram também tolerancia a temperaturas altas em simbiose com o feijoeiro.
Além disso, a maioria dos isolados recuperados neste estudo foram classificados como

pertencentes a espécie R. tropici (Mercante et al., 1998).
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A ocorréncia de temperaturas altas nos solos tropicais muitas vezes ndo € um
fendmeno prolongado, sendo mais comum a ocorréncia de periodos curtos de estresse
térmico, muitas vezes associados a deficiéncia hidrica. Hernandez-Armenta et al. (1989)
observaram que a transferéncia das plantas noduladas de feijoeiro de uma temperatura
diurna de 26 para 35°C provocou uma redugéo drastica na fixagao bioldgica de nitrogénio.
Hungria & Franco (1993) observaram o mesmo efeito em feijoeiro inoculado com todas as
estirpes testadas, ao transferir as plantas de um ciclo diurno de 28 para 40°C. Por outro
lado, Mercante (1993) conseguiu detectar diferencas na toleréncia ao estresse térmico
entre estirpes pertencentes a espécies distintas, quando as plantas foram transferidas de
uma temperatura de 28°C para 38°C durante 5 horas por dia, por um periodo de 2 a 3
dias consecutivos. Neste trabalho as estirpes pertencentes a espécie R. tropici
suportaram melhor esta condi¢do de estresse, recuperando a atividade da nitrogenase
mais rapidamente do que as demais espécies. Num estudo mais detalhado, onde foi
avaliada a porcentagem de nédulos recém formados, em plena atividade (réseos) e em
processo de senescéncia, juntamente com os demais parametros de nodulacédo e a
atividade da nitrogenase, verificou-se que a estirpe pertencente a espécie R. etli
apresentou uma recuperagao na atividade da nitrogenase mais lenta, dependente da
formagao de novos nédulos, uma vez que o choque térmico provocou a senescéncia dos
nddulos ja formados (Straliotto et al., 1992). O mesmo nao ocorreu com os nodulos
formados por uma estirpe de R. tropici, a qual apresentou uma rapida recuperagdo na
atividade da nitrogenase logo apés o final do periodo de estresse térmico, sem recorrer da
estratégia da formagao de novos nédulos.

Esta etapa do trabalho avaliara a tolerancia ao estresse térmico, em simbiose, de
diferentes espécies de rizobio capazes de nodular o feijoeiro recuperadas de solos
tropicais brasileiros utilizando tanto a leucena quanto o feijoeiro como plantas-isca. Estas

espécies foram classificadas através de andlises fenotipicas (Capitulo 1) e genotipicas
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(Capitulo Il) através de ARDRA como pertencentes aos géneros R. tropici tipos IIA e 1B,

R. leguminosarum bv. phaseoli/R. etli (estirpes do tipo ) e Sinorhizobim sp.
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5.2. MATERIAL E METODOS:

Foram conduzidos dois experimentos em condicbes de casa de vegetagdo na
Embrapa Agrobiologia, Km 47, Rio de Janeiro, para avaliar a tolerancia das plantas de
feijoeiro inoculadas com os diferentes isolados submetidas a um choque térmico aplicado
no periodo do florescimento. Os experimentos foram conduzidos no delineamento
experimental de blocos ao acaso com parcelas subdivididas. Avaliou-se o efeito da
inoculagédo com as diferentes estirpes ras parcelas e, nas subparcelas, os efeitos do
tratamento da temperatura elevada (choque térmico ou nao), com 4 repeticdes.

5.2.1. Estirpes de rizébio e inoculagao das sementes:

As sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) cv. Carioca 80 foram previamente
desinfestadas superficialmente por imersdo em alcool absoluto por 30 segundos, em
seguida, esterilizadas superficialmente em H,O, por 3 min., e, por ultimo, foram lavadas
dez vezes em agua destilada estéril. A seguir, procedeu-se o plantio e inoculagdo com
estirpes de referéncia da Colegcdo de Culturas da Embrapa Agrobiologia (identificadas
com codigo BR) e isolados de rizébio que nodulam o feijoeiro, tolerantes ou n&o ao
crescimento in vitro em temperatura alta (Tabelas 1 e 2). As tabelas mostram as plantas-
isca utilizadas e a temperatura em que foram crescidas para recuperagao dos isolados
selecionados, conforme condi¢des descritas no Capitulo |. As avaliagbes de tolerancia a

temperatura elevada e a classificacado dos isolados foram descritas nos Capitulos | e I,
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As culturas puras de rizobio foram crescidas em meio YM (Vincent, 1970) a 30°C,
por 3 dias, sob agitacdo. Cada semente foi inoculada no momento do plantio com 500ul
de suspensdo bacteriana contendo cerca de 10° células de rizébio.mL". A estirpe BR 855
de R. tropici do tipo 1B, tolerante a condi¢des de estresse térmico em simbiose (Straliotto
et al.,, 1992; Mercante, 1993), foi incluida nos dois experimentos como padrdo de

comparagao.

Tabela 1: Estirpes de rizobio utilizadas no primeiro experimento e tolerdncia ao
crescimento in vitro a 39°C.

Crescimento in

Planta-isca vitro a 39°C

Classificagdo e temperatura de crescimento

Tipo |

F47F Feijdo— 38°C +
F23C Feijsio — 38°C +
F24K _ Feijsio — 38°C -
CNPAF512 (BR376)' -
R. tropici 1A

L97A Leucena — 38°C -

F114.3 (BR829)' -
Sinorhizobium sp.

L84A Leucena — 38°C )
L84B Leucena — 38°C +
L119G Leucena — 38°C +
L97B Leucena — 38°C =
L67A Leucena — 38°C +
L67B Leucena — 38°C +
L96B Leucena — 38°C -
L85D Leucena — 38°C -
L74D Leucena — 38°C +
L70D Leucena — 38°C -
L72A Leucena — 38°C +
R. tropici 1B

F98.5 (BR855)' +
CIAT 899 (BR 322)' +

'As estirpes F98.5 (BR855), CIAT899 (BR322) e F114.3 (BR829) foram avaliadas
para tolerancia a temperatura por Mercante (1997) e classificadas por Martinez-
Romero et al. (1991). A estirpe CNPAF512 (BR376) foi classificada por Segovia et
al. (1993) como R. leguminosarum bv. phaseoli.
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5.2.2. Condigoes de crescimento das plantas e parametros avaliados:

As plantas foram cultivadas em vasos de ‘Leonard” (Vincent, 1970) esterilizados,
tendo como substrato uma mistura de areia e vermiculita (2:1, v:v) previamente lavada.
Foram colocadas 4 sementes de feijao em cada vaso, sendo que aos 7 dias apos a
emergéncia (DAE) procedeu-se o desbaste das plantas, deixando-se duas plantas por
vaso. Durante todo o periodo de crescimento, as plantas foram supridas com solucéo
nutritiva sem nitrogénio (Norris & T'Mannetje, 1964, modificada), contendo: KCI (2,0 mM);
K;HPO, (0,7 mM); CaS0,.2H,0 (2,0 mM); MgSO,.7H,0 (2,0 mM); CuSO,.5H,0 (0,02
mM); ZnS0,.7H20 (0,04 mM); MnSO, (0,05 mM); (NH,;)sM0O,4.4H,0 (0,08 uM); H;BO;

(0,6 mM); FeS0O,.7H,0 e acido citrico (0,65 mM).

Tabela 2: Estirpes de rizébio utilizadas no segundo experimento e tolerdncia ao
crescimento in vitro a 39°C.

Classificagdo Planta-isca Crescimento
e temperatura de crescimento in vitroa 39°C

Tipo |

F59D Feijdo — 28°C -

F66A Feijao — 28°C -

F48A Feijao — 38°C -

F53C Feijao — 38°C -

R. tropici l1A

F65-1 Feijao — 38°C -

F61 Feijgo — 38°C -

L124D Leucena — 38°C 3

L125A Leucena — 38°C -

L103B Leucena — 28°C .

L124B Leucena — 28°C +

Sinorhizobium sp.
L103C

Leucena — 38°C

L74D Leucena — 38°C +
L97B Leucena — 28°C +
L86GE Leucena — 28°C =
F37D Feijao — 38°C +
F34C Feijao — 38°C +
R. tropici 1B

F98.5 (BR855)
L115D

Leucena — 28°C
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Logo apds o plantio, os vasos foram envoltos em sacos plasticos e colocados em
tanques com agua cuja temperatura diurna/noturna oscilou entre 28 e 22 °C. Aos 34 DAE,
no primeiro experimento, e aos 36 DAE no segundo experimento, quando as plantas
atingiram o florescimento pleno (R6), os vasos foram transferidos, por um periodo de 3
dias, para tanques para aplicagdo do tratamento de choque térmico. A temperatura da
agua foi controlada por termostatos, sob agitagdo, regulados para um maximo de 38°C
por um periodo de 5 horas diarias. Os termostatos eram automaticamente desligados
apos o periodo de choque com o auxilio de um ‘timer”. Nestes tanques, a temperatura
diurna/noturna oscilou entre 38 e 28°C. As plantas foram colhidas, no primeiro
experimento, aos 43 DAE, nove dias apos o fim do periodo de choque térmico, e, no
segundo experimento, aos 44 DAE, seis dias apds o fim do choque térmico.

No momento da coleta, a parte aérea foi cortada na altura do nd cotiledonar, e as
raizes noduladas foram utilizadas para avaliagao da atividade da nitrogenase pelo método
de reducao de acetileno (Mague & Burris, 1972). Os nédulos foram destacados das raizes
e, juntamente com a parte aérea, foram colocados para secar em estufa a 60-70°C até
atingir peso constante para determinagédo da matéria seca.

Foi determinado o peso da matéria seca da parte aérea em ambos experimentos
sendo que, no segundo experimento, foi determinado, também, o nitrogénio total da parte

aeérea e a matéria seca e nitrogénio total das vagens separadamente.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

As avaliagdes de tolerancia a temperaturas elevadas foram baseadas na aplicagao
de um choque térmico nas raizes noduladas do feijoeiro no periodo da floragao, época do
ciclo em que a planta apresenta maior sensibilidade a estresses bibticos e abidticos,
refletindo diretamente na produtividade da cultura. Esta situacdo simula mais
adequadamente as condicdes prevalentes no campo, uma vez que periodos curtos de
altas temperaturas no solo sdo comuns, geralmente associados a periodos de estresse
hidrico, os chamados “eranicos”. Em experimentos anteriores foi possivel distinguir o
comportamento de estirpes de R. tropici e R. leguminosarum bv phaseoli em relacdo a
este estresse (Mercante, 1993; Straliotto et al., 1992). Estes autores observaram que,
apos o periodo de choque térmico, as estirpes apresentam uma redugédo drastica na
atividade da nitrogenase (Mercante, 1993), a qual é asssociada a senescéncia nodular
nas estirpes do tipo |, 0 que ndo ocorre nas estirpes de R. tropici avaliadas (Straliotto et
al., 1992).

Os resultados dos dois experimentos conduzidos encontram-se discutidos
separadamente a seguir, e as tabelas de andlise de variancia estdo apresentadas em

anexo.
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Experimento 1:

a) Acumulo de matéria seca dos nddulos:

As plantas inoculadas com os isolados do tipo | (F47F, F23C e F24K), de R. tropici
IIA (L97A) e de Sinorhizobium sp. (L67A e L70D), no tratamento sem aplicacdo do choque
térmico, apresentaram acumulo de matéria seca dos nddulos significativamente maior do
que a estirpe de referéncia BR376 (R. leguminosarum bv. phaseoli) e ndo diferiram da
estirpe BR322 de R. tropici, utilizada no inoculante comercial (Figura 1).

As plantas inoculadas com as diferentes estirpes néo diferiram significativamente
entre si no acumulo de matéria seca dos nédulos dentro do tratamento com choque
térmico. O tratamento com choque térmico provocou um acumulo significativamente
menor de matéria seca nos nodulos, em relacdo ao tratamento controle, nas plantas
inoculadas com as estirpes F23C (tipo I), L67A e L70D (Sinorhizobium sp.).

Vale ressaltar que o choque térmico fez aumentar o coeficiente de variacdo para
os dados de matéria seca dos nodulos, de 27 para 39%, provavelmente como reflexo da
senescéncia nodular provocada pelo estresse.

b) Atividade de reducéo do acetileno:

No tratamento sem aplicagdo do choque térmico, as plantas inoculadas com as
estirpes de referéncia, BR322 e BR829, e com os isolados do tipo |, F47F, F23C, F24K ,
além do isolado L67A de Sinorhizobium sp. apresentaram a atividade de redugédo de
acetileno (ARA) superior a estirpe BR 376 (R. leguminosarum bv. phaseoli) e semelhante
as estirpes BR 322 e BR829 (R. tropici) (Figura 2).

O choque térmico provocou uma redugao significativa na ARA para as estirpes do
FA7F (Tipo 1) e L97B, L67B e L72A (Sinorhizobium sp.). Para a estirpe L74D
(Sinorhizobium sp.) houve um estimulo na ARA apds o periodo de aplicagdo do choque

térmico.
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Figura 1: Producao de matéria seca nos nédulos de feijoeiro, cv Carioca 80, inculado com
diferentes estirpes de rizobio. Avaliagdo aos 43DAE, 9 dias apds um periodo de choque
térmico. Valores médios de 4 repeti¢cdes. Letras diferentes contrastam pelo teste de Tukey
(P=0,05). Diferengas entre as estirpes estéo indicadas pelas letras minusculas, e o efeito

do tratamento para cada estirpe pelas letras mailsculas.
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Figura 2: Atividade de reducao de acetileno das raizes noduladas de feijoeiro, cv Carioca
80, inculadas com diferentes estirpes de rizébio. Avaliagdo aos 43DAE, 9 dias apés um
periodo de choque térmico. Valores médios de 4 repeticoes. Letras diferentes contrastam
pelo teste de Tukey (P=0,05). Diferencas entre as estirpes estdo indicadas pelas letras
minusculas, e o efeito do tratamento para cada estirpe pelas letras maiusculas.
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c¢) Producéo de matéria seca da parte aérea:

A maioria dos isolados analisados apresentou um acumulo de matéria seca da
parte aérea semelhante ao da estirpe BR322, tanto quando se analisa os dados obtidos
antes quanto apos a aplicagao do tratamento de choque térmico (Figura 3).

O pior desempenho em termos de acumulo de matéria seca da parte aérea é
mostrado pela estirpe BR376. Esta estirpe vinha sendo utilizada como referéncia de R.
leguminosarum bv. phaseoli em diversos experimentos anteriores (Mercante, 1993) por
ser considerada uma estirpe eficiente em feijoeiro. Neste experimento, os baixos valores
observados em todos os parametros avaliados (hodulagdo, ARA e produgéo de matéria
seca da parte aérea) indicam que pode ter ocorrido perda de eficiéncia da estirpe. Este
fato foi registrado anteriormente entre isolados pertencentes a esta espécie Soberon-
Chaves et al., 1986; Flores et al., 1988; Martinez et al., 1988; 1990; Pinero et al., 1988;
Girard et al., 1991).

Os isolados com tendéncia a menor acumulo de matéria seca na parte aérea antes
da aplicagdo do choque térmico foram L67B e L72A (Sinorhizobium sp), as quais nao
diferiram significativamente da estirpe BR 376.

Houve efeito negativo significativo do choque térmico para os isolados F24K (Tipo
I) e L97B (Sinorhizobium sp), sendo que esta ultima ja havia apresentado este efeito
negativo significativo na atividade de reducao de acetileno.

Com base nestes dados verifica-se o potencial de muitos isolados, cujo
comportamento foi semelhante a estirpe CIAT 899, considerada uma estirpe tolerante ao
estresse térmico (Mercante, 1993; Straliotto et al., 1992), sendo importante avaliar o
isolado L74D, a qual nao foi afetada no acumulo de matéria seca da parte aérea pelo
choque térmico e cuja atividade de redugao de acetileno foi estimulada pelo tratamento

aplicado.
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matéria seca da parte aérea (g.planta-1)
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Figura 3: Produgédo de matéria seca da parte aérea de feijoeiro, cv Carioca 80, inculado
com diferentes estirpes de rizébio. Avaliagdo aos 43DAE, 9 dias apds um periodo de
choque térmico. Valores médios de 4 repetigdes. Letras diferentes contrastam pelo teste
de Tukey (P=0,05). Diferengas entre as estirpes estdo indicadas pelas letras minusculas,
e o efeito do tratamento para cada estirpe pelas letras maiusculas.

Todos os isolados testados neste primeiro experimento foram recuperados de
plantas crescidas a temperatura elevada, tanto de feijoeiro quanto de leucena, numa
tentativa de verificar a possibilidade de recuperar isolados mais tolerantes a temperaturas
elevadas em simbiose. Conforme mencionado anteriormente, foram também testadas,
dentro dos grupos de isolados do tipo | e Sinorhizobium sp, isolados tolerantes e néo
tolerantes ao crescimento in vitro, em meio de cultura, a 39°C, para fins de comparagao.

Nao foi observada relacdo entre a capacidade de crescer em meio de cultivo a
temperatura elevada e a maior tolerancia ao estresse térmico em simbiose, comparando-
se os dados de tolerancia das estirpes em meio de cultivo (Tabela 1) e o seu

comportamento em simbiose. Esta caracteristica pode, entretanto, ser importante para a

sobrevivéncia da bactéria no solo. Outros autores também n&o observaram relagdes entre
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estas caracteristicas (La Favre & Eaglesham, 1986; Karanja & Wood, 1988b), embora
Mercante (1993) tenha observado relagdo entre estes parémetros para isolados dos
Cerrados.

Em relacdo a classificacdo genotipica dos isolados, os de tipo | testados
mostraram-se tolerantes aos estresse térmico em alguns parametros avaliados, como o
acumulo de matéria seca da parte aérea, onde nao diferiram, em condigbes de choque
térmico, das estirpes BR 322 e BR855. No entanto, o isolado F24K foi significativamente
negativamente afetado pelo choque no acumulo de matéria seca da parte aérea, e o
isolado F23C na nodulagdo. Seria interessante investigar se os isolados do tipo | capazes
de crescer in vitro a temperatura elevada, e que neste experimento mostraram boa
tolerancia ao estresse térmico, apresentam uma maior estabilidade genética, uma vez que
a temperatura afeta os eventos de recombinagao génica e delacéo, especialmente a nivel
do plasmideo simbidtico (Zurkowsky, 1982; Trevors, 1986; Toro e Olivares, 1986).

Dentre os isolados de Sinorhizobium sp., a maioria  dos isolados teve
comportamento semelhante a estirpe BR322, considerada uma estirpe tolerante, embora
outros tenham sido também significativamente negativamente afetados tais como os
isolados L67A e L70D, no acumulo de matéria seca dos noédulos; L97B e L67B, na
atividade da nitrogenase e L97B no acumulo de matéria seca da parte aérea. Portanto
ndao houve um comportamento diferenciados dos isolados do tipo |, R. tropici ou
Sinorhizobium sp.em relagao ao choque térmico, embora isolados com bom potencial de
tolerancia tenham sido detectados, destacando-se o isolado L74D de Sinorhizobium sp.

Experimento 2:

No segundo experimento agrupou-se os isolados segundo a planta-isca e a
temperatura utilizada para recuperacdo do isolado do solo. Foram testados isolados
pertencentes aos principais grupos de rizébio que nodulam o feijoeiro identificados neste

levantamento de diversidade (Capitulos | e IlI). Deste modo, foram testados 2 isolados
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recuperados de feijoeiro crescido a 38°C (grupo identificado com F38, ou seja, isolados de
feijoeiro a 28°C); 2 de leucena crescida a 38°C (grupo L38) e 2 de leucena a 28°C (grupo
L28). Nenhum isolado de R. tropici ou Sinorhizobium sp foi recuperado de feijoeiro
crescido a 28°C. O mesmo agrupamento foi feito para as estirpes do tipo |: foram testados
4 isolados recuperados de feijoeiro, sendo 2 isolados de plantas de feijoeiro crescidas a
38°C (grupo F38) e dois isolados de plantas de feijoeiro crescidas a 28°C (grupo F28).
Apenas um isolado de R. tropici 1B foi testado, devido a baixa representatividade deste

grupo na populagdo em estudo.

a) Acumulo de matéria seca dos ndédulos:

A grande maioria dos isolados apresentou valores de nodulagdo semelhantes a
estirpe BR 855, unico padrao de referéncia para tolerancia a estresse térmico utilizado
neste experimento (Figura 4). Os isolados F53C (Tipo |, F38), L115D (R. tropici 11B, L28) e
F34C (Sinorhizobium sp, F38) apresentaram tendéncia a uma menor nodulagdo no
tratamento sem choque térmico. Apds o choque térmico, o isolado L125A de R. tropici lIA
apresentou maior nodulacéo do que a estirpe BR 855. Houve estimulo a nodulagado para o
isolado F59D (F28) do tipo I, apds o periodo do choque térmico, apesar deste isolado ter
sido recuperado do solo a temperatura ambiente. Esta caracteristica foi anteriormente
verificada somente para estirpes de R. tropici (Mercante, 1993; Straliotto et al., 1992).

Foram afetados negativamente significativamente na nodulagéo, pelo choque
térmico, os isolados L86E (L28) e F37D (F38) de Sinorhizobium sp. Os menores valores
de nodulacdo observados para estes isolados, apds o choque térmico, refletem a
senescéncia nodular, a qual afetou indistintamente isolados que foram recuperados do

solo a ambiente e a temperatura elevada.
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matéria seca dos nédulos (mg.planta-1)
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Figura 4: Produgao de matéria seca nos nodulos de feijoeiro, cv Carioca 80, inculado com
diferentes estirpes de rizébio. Avaliacao aos 44 DAE, 6 dias apds um periodo de choque
térmico. Valores médios de 4 repeticbes. Letras diferentes contrastam pelo teste de Tukey
(P=0,05). Diferengas entre as estirpes estdo indicadas pelas letras minusculas, e o efeito
do tratamento para cada estirpe pelas letras maiusculas.

b) Producdo de matéria seca e nitrogénio total das vagens:

Os valores de matéria seca e nitrogénio das vagens (Figura 5) apresentaram um
coeficiente de variacdo bastante elevado, devido ao fato de a coleta ter sido realizada no
periodo inicial de formagao das vagens. Mesmo assim foram observadas diferencgas entre
os isolados neste parametros, sendo que se destacaram as estirpes F61 (F38), L124D
(L38) e L103B (L28) de R. tropici lIA, L115D (L28) e BR 855 de R. tropici lIB e F34C
(F38) de Sinorhizobium sp. Novamente, para este parametro, ndo foi observada relagao
entre a temperatura de recuperagdo do isolado do solo e sua tolerancia ao estresse
térmico em simbiose.

Foram estimuladas na producdo de vagens, apos o choque térmico, as plantas
inoculadas com as estirpes F61 (R. tropici lIA, F38) L115D (R. tropici 1IB, L28) e F34C
(Sinorhizobium sp, F38). Foram negativamente afetadas pelos choque térmico as plantas

inoculadas com as estirpes F103C (L38) e L86E (L28). Estes resultados podem também
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ser um reflexo da influéncia da estirpe de rizébio na translocagao do nitrogénio fixado para
as vagens. Este efeito pode resultar num variagdo temporal no periodo de translocagao
do nitrogénio, o que prejudica a interpretacdo dos resultados obtidos, uma vez que a

coleta foi realizada num unico periodo.
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Figura 5: Producao de matéria seca e nitrogénio total das vagens de feijoeiro, cv Carioca
80, inculado com diferentes estirpes de rizobio. Avaliagao aos 44 DAE, 6 dias apos um
periodo de choque térmico. Valores médios de 4 repeti¢cdes. Letras diferentes contrastam
pelo teste de Tukey (P=0,05). Diferengas entre as estirpes estdo indicadas pelas letras
minusculas, e o efeito do tratamento para cada estirpe pelas letras maiusculas.
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c) Producao de matéria seca e nitrogénio total da parte aérea:

Nao houve diferencga significativa entre os isolados e a estirpe BR 855 no acumulo

de matéria seca da parte aérea sem o tratamento de choque térmico (Figura 6).
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Figura 6: Producao de matéria seca e nitrogénio total da parte aérea de feijoeiro, cv
Carioca 80, inculado com diferentes estirpes de rizébio. Avaliacao aos 44 DAE, 6 dias
apos um periodo de choque térmico. Valores médios de 4 repeti¢cdes. Letras diferentes
contrastam pelo teste de Tukey (P=0,05). Diferengas entre as estirpes estao indicadas
pelas letras minusculas, e o efeito do tratamento para cada estirpe pelas letras

maiusculas.



138

Apds o choque, a maioria das plantas inoculadas com os diferentes isolados n&o
foi afetada para este parametro. Houve estimulo ao crescimento das plantas inoculadas
com os isolados F61 (R. tropici llA, F38), que também havia apresentado estimulo apos o
choque para os dados de matéria seca das vagens. Apenas as plantas inoculadas com o
isolado L103C (Sinorhizobium sp., L38) foram negativamente afetadas na produgéo de
matéria seca da parte aérea, o que refletiu na produgdo de vagens discutida
anteriormente.

Para os dados de nitrogénio total da parte aérea ndo houve diferengas
estatisticamente significativas entre as estirpes pelo teste de Tukey a 5%. Apenas para o
isolado L115D, observou-se estimulo no acumulo de nitrogénio apds o choque térmico.

Numa analise global, comparando-se os tratamentos que incluem os isolados de
R. tropici IIA com os tratamentos inoculados com os isolados de Sinorhizobium sp.,
percebe-se 0 bom desempenho de estirpes pertencentes as ambos grupos em simbiose
com o feijoeiro nas condicdes de estresse térmico. O fato de que os isolados de
Sinorhizobium sp. terem sido recuperadas somente de feijoeiro crescido a temperaturas
elevadas pode indicar uma maior tolerancia destes isolados no processo de infecgdo da
planta em condi¢des de estresse térmico. Sabe-se que a temperatura afeta o processo de
infecgdo (Karanja & Wood, 1988b) e modifica a exsudagdo de sinais moleculares pelo
feijoeiro (Hungria, 1995). A recuperacao destes isolados dos ndédulos em condigdes de
altas temperaturas pode significar uma resposta especifica aos exsudatos radiculares do
feijoeiro produzidos nestas condigdes. Esta caracteristica pode representar uma
vantagem competitiva deste grupo de isolados para nodulagéo do feijoeiro em condigbes
tropicais.

Este é o primeiro estudo envolvendo isolados de Sinorhizobium sp. obtidos de

campos de produgédo de feijoeiro, demonstrando o potencial deste grupo de isolados
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como recurso genético para exploragdo em simbiose com o feijoeiro para as condi¢des
tropicais.

E importante ressaltar que estes estudos demonstraram que entre as estirpes do
tipo | é possivel encontrar isolados com bom potencial de tolerancia ao estresse térmico,
embora seja necessario considerar, neste caso, as demais caracteristicas deste grupo,
principalmente a da instabilidade genética que pode resultar em perda da infectividade e
eficiéncia simbidtica.

Mais estudos precisam ser conduzidos visando elucidar os demais aspectos
relacionados a estes grupos de rizobio em simbiose com o feijoeiro, tais como
competitividade, sobrevivéncia saprofitica, além da exploragdo de fatores bidticos e
abidticos que possam favorecer o estabelecimento da estirpe selecionada. O
conhecimento da diversidade do rizébio que nodula o feijoeiro presente em diferentes
sistemas agroecoldgicos € o primeiro passo para elucidar o comportamento destas

espécies em condi¢des de campo.
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CONCLUSOES:

Nao foi observada relagdo entre a capacidade de crescimento in vitro a
temperatura elevada e a tolerancia das estirpes a um choque térmico aplicado as
raizes noduladas de feijoeiro.

Nao foi observada relacido entre a temperatura de recuperacao do isolado do solo
e a sua tolerancia ao choque térmico. No entanto, as estirpes de Sinorhizobium sp.
somente foram recuperadas de feijoeiro crescido a temperatura elevada, o que
pode ser considerado um indicativo da maior tolerdncia a temperatura elevada
deste grupo nas etapas iniciais da nodulagao.

Foi possivel encontrar estirpes tolerantes ao choque térmico dentre os diferentes
grupos de rizébio capazes de nodular o feijoeiro (R. tropici I|A, Sinorhizobium sp. e

estirpes do tipo ).
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Quadros de analise de variancia referentes aos experimentos 1 e 2 do capitulo lil.

1. Experimento 1:

Tabela 1: Analise de variancia dos dados de matéria seca dos nodulos:

Fonte de variagédo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 220858,9 51,636 0,00002
Estirpe 18 21727,87 5,080 0,00000
Repeticao 3 3285,107 0,768 i
Trat X Estirpe 18 7612,212 1,780 0,3647
Residuo 111 4277,246

Coeficiente de variagéo: 32,200

Tabela 2: Analise de variancia dos dados de atividade de reducao de acetileno:

Fonte de variagéo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 3825,695 34,007 0,00002
Estirpe 18 701,9602 6,240 0,00000
Repeticéo 3 521,0159 4,631 0,00434
Trat X Estirpe 18 396,7136 3,526 0,00003
Residuo 111 112,4977

Coeficiente de variacao: 47,495
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Tabela 3: Analise de varidncia dos dados de matéria seca da parte aérea:

Fonte de variagéo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 4,298116 12,60 0,00059
Estirpe 18 3,236895 9,489 0,00000
Repeticéo 3 0,262184 0,810 i
Trat X Estirpe 18 0,7998822 2,345 0,00360
Residuo 111 0,3411282

Coeficiente de variacao: 19,680

2. Experimento 2:

Tabela 4: Analise de variancia dos dados de matéria seca dos nodulos:

Fonte de variagdo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 0,03697608 3,981 0,04861
Estirpe 17 0,03758915 4,047 0,00001
Repeticéo 3 0,00486894 0,524 i
Trat X Estirpe 17 0,02333890 2,513 0,00225
Residuo 105 0,09288030

Coeficiente de variagao: 27,663



Tabela 5: Analise de variadncia dos dados de matéria seca das vagens:
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Fonte de variagdo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 0,0184620 1,220 0,27181
Estirpe 17 0,0786145 5,197 0,00000
Repeticédo 3 0,0527474 3,487 0,01841
Trat X Estirpe 17 0,1233932 8,157 0,00000
Residuo 105 0,01512772
Coeficiente de variagao: 36,172
Tabela 6: Analise de variancia dos dados de nitrogénio total das vagens:

Fonte de variagdo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 0,8025159 0,050 i
Estirpe 17 60,11575 3,755 0,00002
Repeticéo 3 47,28299 2,954 0,03596
Trat X Estirpe 17 116,9058 7,303 0,00000
Residuo 105 16,00771

Coeficiente de variagao: 38,098
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Tabela 7: Andlise de variancia dos dados de matéria seca total da parte aérea:

Fonte de variagdo | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 1,672387 4,256 0,04157
Estirpe 17 1,193705 3,038 0,00026
Repetigéo 3 0,3738764 0,952 i
Trat X Estirpe 17 1,553823 3,955 0,00001
Residuo 105 0,3929206
Coeficiente de variagao: 14,120
Tabela 8: Analise de variancia dos dados de nitrogénio total da parte aérea:

Fonte de variacao | GL Quadrado médio F Significancia
Tratamento 1 2451,078 4,893 0,02914
Estirpe 17 1198,878 2,393 0,00365
Repeticéo 3 121,7613 0,243 i
Trat X Estirpe 17 651,1616 1,300 0,20710
Residuo 105 500,9711

Coeficiente de variagao: 21,552



