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“Depois de algum tempo vocé aprende a diferenca, a sutil diferenga entre dar a méo
e acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar néo significa apoiar-se. E que
companhia nem sempre significa seguranca. Comeca a aprender que beijos ndo séo
contratos e que presentes ndo sdo promessas.

Comeca a aceitar suas derrotas com a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca
de um adulto e ndo com a tristeza de uma crianca.

Aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanha é
incerto demais para os planos, e o futuro tem o costume de cair em meio ao vao.
Depois de um tempo vocé aprende que o sol queima se ficar exposto por muito
tempo.

E aprende que, ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente nao se importam... E aceita que ndo importa quao boa seja uma
pessoa, ela vai feri-lo de vez em quando e vocé precisa perdoa-la por isso. Aprende
gue falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre que se leva anos para construir confianca e apenas segundos para
destrui-la...

E que vocé pode fazer coisas em um instante das quais se arrependera pelo resto
da vida. Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas
distancias.

E o que importa ndo € o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida.

E que bons amigos sao a familia que nos permitiram escolher.

Aprende que ndo temos de mudar de amigos se compreendemos que 0S amigos
mudam...

Percebe que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e
terem bons momentos juntos. Descobre que as pessoas com quem VOCé mais se
importa na vida sdo tomadas de vocé muito depressa... por isso sempre devemos
deixar as pessoas que amamos com palavras amorosas; pode ser a ultima vez que
as vejamos. Aprende que as circunstancias e os ambientes tém influéncia sobre nos,
mas nds somos responsaveis por nés mesmos. Comeca a aprender que nao se
deve comparar com os outros, mas com o melhor que pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que o
tempo é curto.

Aprende que ndo importa onde ja chegou, mas para onde esta indo... mas, se vocé
nao sabe para onde esta indo, qualguer caminho serve.

Aprende que, ou vocé controla seus atos, ou eles o controlaréo... e que ser flexivel
nao significa ser fraco, ou nao ter personalidade, pois ndo importa quao delicada e
fragil seja uma situacao, sempre existem, pelo menos, dois lados. Aprende que
herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessario fazer, enfrentando as
consequéncias. Aprende que paciéncia requer muita pratica.

Descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera que o chute quando vocé
cai € uma das poucas que o ajudam a levantar-se. Aprende que maturidade tem
mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e o0 que vocé aprendeu com elas
do que com quantos aniversarios vocé celebrou. Aprende que ha mais dos seus pais
em vocé do que vocé supunha.

Aprende que nunca se deve dizer a uma crianc¢a que sonhos sao bobagens...

Poucas coisas sao tdo humilhantes e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.
Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso nao
te da o direito de ser cruel. Descobre que s6 porque alguém nao o ama do jeito que
vocé quer que ame nao significa que esse alguém ndo o ama com tudo o que pode,

pois existem pessoas que nos amam, mas simplesmente ndo sabem como



demonstrar ou viver isso.

Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém...
Algumas vezes vocé tem de aprender a perdoar a si mesmo.
Aprende que com a mesma severidade com que julga, vocé sera em algum
momento condenado.

Aprende que ndo importa em quantos pedacos seu coracéo foi partido, 0 mundo nao
para para que vocé o conserte. Aprende que o tempo nao € algo que possa voltar.
Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, em vez de esperar que alguém lhe

traga flores.
E vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir
muito mais longe depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente a vida
tem valor e que vocé tem valor diante da vida! Nossas duvidas sao traidoras e nos
fazem perder o bem que poderiamos conquistar se nao fosse o medo de tentar.”

William Shakespeare



RESUMO

Como maior produtor e consumidor mundial, o Brasil representa uma grande
importancia econdmica em relacao ao feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), pois
além de se constituir um dos alimentos basicos da populacéo brasileira, € uma das
principais fontes de proteina na dieta alimentar dos estratos sociais economicamente
menos favorecidos. E uma leguminosa que se beneficia da fixac&o biologica do
nitrogénio (FBN), sendo capaz de estabelecer nodulacdo com bactérias
pertencentes a ordem Rhizobiales, coletivamente chamadas de rizobios. O
conhecimento da diversidade genética destas bactérias se constitui numa
perspectiva capaz de contribuir para o incremento dos indices produtivos desta
cultura. Assim, a identificacdo de combinacdes simbidticas mais eficientes com a
planta hospedeira permite a producéo de inoculantes comerciais de qualidade, na
substituicao de fertilizantes nitrogenados. O presente trabalho teve por objetivo
investigar a variabilidade genética de bactérias que nodulam o feijoeiro comum,
representativo dos centros de origem andino e mesoamericano, por meio de
caracterizagdes morfofisiologicas e genéticas. Quatro cultivares de feijao foram
utilizadas, duas de cada centro de origem, como plantas isca. Apés
aproximadamente quatro semanas de cultivo, foi realizado o isolamento das
bactérias presentes nos nddulos radiculares. A concentracao de bactérias presente
no solo amostrado foi determinada utilizando-se o método de contagem NMP
(nimero mais provavel), sendo que os nodulos formados neste experimento
receberam o mesmo tratamento dos provenientes do experimento a campo. Na
analise morfofisioldgica foram consideradas caracteristicas de morfologia da col6nia,
absorcao do corante vermelho Congo em meio YMA, alteracdo de pH em meio
contendo azul de bromotimol e coloracédo de Gram. Os isolados que apresentaram
as caracteristicas morfofisiolégicas comuns aos rizébios foram selecionados para a
analise genética, sendo que seus DNAs foram submetidos a reacfes de
amplificacdo por BOX-PCR, e analisados quanto a diversidade. Os resultados
encontrados demonstraram alta variabilidade genética tanto no experimento a
campo quanto em vasos, sendo que a expressao da maior diversidade foi no campo.
Na anélise de todos os isolados obtidos, foi verificada maior diversidade genética
entre aqueles capturados pelas cultivares de origem mesoamericana. Além disso,
nao ocorreu a formacgéo de agrupamentos especificos que indiquem a quais
espécies pertencem os isolados. Estes resultados demonstram a necessidade de
serem realizados estudos de sequenciamento do 16S rDNA, que permita a
classificacdo de espécie e avaliacdo da eficiéncia simbidtica para uma possivel
selecéo de linhagens que possam ser disponibilizadas na confeccdo de inoculantes
comerciais.

Palavras-chave: Feijoeiro, Rizébio, Diversidade Genética, Centros de Origem e
Diversificacédo, FBN.



ABSTRACT

Brazil is the biggest producer and consumer of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
worldwide, reflecting its importance of basic food of the Brazilian population and the
main protein source in the alimentary diet of the economically less favored
population. This crop is capable of establishing nodulation with bacteria belonging to
the order Rhizobiales, collectively called rhizobia, resulting in the process of
“Biological Nitrogen Fixation”. The knowledge of rhizobial genetic diversity may
contribute to improve crop productivity and in addition, bacteria with higher capacity
of fixing nitrogen may be recognized within the soil population. The objective of the
present study was to investigate the morphophysiological and genetic variability of
root-nodulating N»-fixing rhizobia associated with common bean cultivars in a soil of
Parana State. Four cultivars of common bean were used, two of the Andean and two
of the Mesoamerican centers of origin. Morphophysiology was evaluated considering
the absorption of Congo red in YMA medium, pH alteration with bromotymol blue as
indicator in YMA medium and Gram coloration, while genetic characterization was,
based on the DNA amplification by the BOX-PCR method. The results highlitghted
high genetic variability in both field and pot experiments, and in the experiment
performed, however, higher diversity was detected at the field. Specific clusterings of
bacteria were not observed as a function of the cultivars used, and in general isolates
trapped by each cultivar were also genetically different. The analysis of all isolates
has indicated higher genetic diversity among those obtained using mesoamerican
cultivars as trap hosts. The results demonstrate the need to carry on the genetic
studies to characterize the differences between the rhizobial populations trapped
under field and pot conditions and between both types of cultivars; symbiotic
performance should also be evaluated, aiming at selecting elite strains that can be
utilized as commercial inoculants.

Key words: common bean, rhizobia, genetic diversity, centers of origin and diversity,
biological nitrogen fixation.
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1. INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro no Brasil apresenta importancia destacada nos
sistemas produtivos vinculados a agricultura familiar. Dentro deste contexto,
destaca-se a necessidade do desenvolvimento de tecnologias de baixo custo
capazes de melhorar os niveis de produtividade dos pequenos agricultores,
responsaveis pela quase totalidade da producdo desta leguminosa, essencial na
dieta de grande parte da populacdo brasileira. A inoculacdo com bactérias do grupo
dos rizébios é uma alternativa que pode substituir, ainda que parcialmente, a
adubacao nitrogenada, resultando em beneficios ao pequeno produtor.

Os rizObios pertencem a ordem Rhizobiales e sao capazes de formar
estruturas altamente especificas na raiz da planta hospedeira, conhecidas como
nddulos, onde ocorre a conversao de nitrogénio atmosférico a aménia, conhecida
como “Fixacao Biologica do Nitrogénio” (FBN).

Anteriormente classificada como uma cultura marginal, constata-se,
recentemente, uma mudanca no perfil do produtor nacional, com crescente utilizacao
de novas tecnologias e ampliacdo das épocas de cultivo. Uma perspectiva capaz de
contribuir para o incremento dos indices produtivos € o conhecimento da diversidade
genética dos rizébios no solo, pois a nodulagdo e a FBN s&o processos interativos
entre a planta e a bactéria, regulados geneticamente. A investigacao da variabilidade
genética de rizobios amplia a perspectiva de selecdo de bactérias com maior
potencial simbiotico. Isto possibilita a identificagdo de combinacdes mais eficientes
com a planta hospedeira na simbiose, para subsequente produgéo de inoculantes
comerciais.

Atualmente boa parte do suprimento do nitrogénio (N) € realizada pelo uso
dos fertilizantes nitrogenados, cuja maioria corrresponde a subprodutos do petréleo,
onerando substancialmente o custo de producdo da lavoura. Além disso, esses
fertilizantes contribuem para o agravamento do efeito estufa, pois liberam éxido
nitroso. Assim, abre-se uma real perspectiva para o produtor brasileiro em desfrutar
de bons resultados na lavoura, a um custo acessivel, decorrente da substituicdo dos

carissimos fertilizantes nitrogenados e sem causar danos ao meio ambiente.
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O presente trabalho teve como objetivo investigar a variabilidade genética
disponivel em bactérias que nodulam o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
representativo de dois diferentes centros de origem, andino e mesoamericano, por

meio de caracterizacfes morfofisiologicas e genéticas por BOX-PCR.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura do Feijoeiro

2.1.1. Importancia socioeconémica

O Brasil responde hoje pela maior producdo de graos de feijao no mundo
(17,6%), seguido pela india (16,2%). Entretanto, a producdo brasileira tem sido
insuficiente para abastecer o mercado interno, devido a reducédo na ordem de 35%
de &rea plantada nos ultimos 17 anos (YOKOYAMA, 2006). Profundas mudancas
também tém marcado a cultura do feijoeiro comum, o qual tradicionalmente era
cultivado em pequenas areas, na época das aguas, por produtores com baixo uso
de tecnologia, sujeitos a variacdo de clima em algumas safras e significativa
incidéncia de pragas e doencas. Este comportamento ciclotimico da producédo e a
possibilidade de estender a cultura a todos os estados brasileiros, em varias épocas
do ano, fazem surgir um novo perfil de produtor. Na regido Centro-oeste, a producéo
estd mais concentrada na segunda e terceira safras, de seca e inverno,
respectivamente e com plantio irrigado por pivd central, fazendo maior uso da
tecnologia. Na regido Sul, o plantio é efetuado em rotagdo com a cultura do milho,
tanto na época das aguas, de setembro a dezembro, como na época das secas, de
fevereiro a maio. A produtividade média tem permanecido em torno de 900 kg/ha,
podendo atingir até 5.000 kg/ha em condi¢cdes otimas de manejo (BUSO et al.,
2006).

Para o ser humano, o consumo do feijdo sempre representou grandes
vantagens do ponto de vista nutricional, primeiramente, pelo contetdo protéico
relativamente elevado e o alto teor de lisina, que exerce efeito complementar as
proteinas dos cereais (LAJOLO et al., 1996). As fibras dietéticas encontradas em
sua composicdo tém importantes implicacdes terapéuticas no tratamento de
diabetes e hiperglicemia e preventiva em doencas cardiovasculares e hipertensdo
arterial. O feijdo também é uma importante fonte de vitaminas, principalmente do

complexo B, as quais previnem certos defeitos fetais, cardiovasculares e certos tipos
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de céancer. Devido a estes e outros componentes, o feijoeiro € considerado a
leguminosa de maior importancia para a nutricdo humana (COSTA; VIEIRA, 2000).

Além do aspecto nutricional, o feijoeiro representa grande importancia no
cenario econbmico mundial e nacional, sendo cultivado em 113 paises diferentes
(FAO, 2007).

A interface histérica, cultural e social do feijoeiro é inquestionavel na nossa
sociedade. A intima relacdo do brasileiro com esta leguminosa coloca o Brasil como
seu maior produtor e consumidor mundial, sendo responsavel no mundo por 17,6%
da producio, seguido da india, com 16,2%. Além destas estatisticas divulgadas pela
FAO (Food and Agriculture Organization), em 2007 aproximadamente 90,1% de toda
a producdo mundial ocorreu nos paises em desenvolvimento e apenas 9,9% nos
paises desenvolvidos. A América Latina e a Asia, juntas, foram responsaveis por,
aproximadamente, 76% da produgcdo, sendo que o continente europeu foi
responsavel por apenas 2%.

Considerando somente a producdo interna, das 3.500.600 toneladas
produzidas na safra 2007/2008 no Brasil, 2.258.900 sdo provenientes da regiao
Centro-Sul, enquanto que, somente 1.241.700 toneladas foram produzidas nas
regides Norte e Nordeste. Apesar destas duas uUltimas regibes apresentarem a maior
area plantada, a produtividade média é a mais baixa do pais, com apenas 521 kg/ha
(CIF, 2008). Atraves destes dados, percebe-se claramente a importancia do feijoeiro
como cultura de subsisténcia e principal fonte nutricional para populacées de baixa
renda em todo o mundo. Desta forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de
técnicas de cultivo que aumentem a produtividade, com a melhor relagédo
custo/beneficio e impacto ambiental minimo, como é o caso da utilizacdo de
inoculantes (EMBRAPA, 2007).

2.1.2. Historico

Mesmo sendo de origem americana, historiadores acreditam que o feijoeiro
comum foi introduzido na Europa em 1540, aumentando a expectativa de vida da
populacdo. Sua disseminacdo no mundo ocorreu posteriormente devido as guerras,

pois esse alimento era parte essencial da dieta dos guerreiros (VIEIRA, 1967). Além
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disso, os grandes exploradores desempenharam papel decisivo na difusdo da
cultura, levando-a as mais remotas regiées do globo (EMBRAPA, 2007). No Brasil,
os indios o chamavam de “comanda” e era comido juntamente com farinha, habito
que foi absorvido e disseminado pelos colonizadores portugueses e € preservado
até os dias atuais (VIEIRA, 1967).

E importante considerar que, na historia evolutiva, ha indicios de que o
feijoeiro teria sido domesticado na Mesoamérica, que compreende o Meéxico,
Colémbia, Equador e Norte do Peru, para entdo ser disseminado para a Ameérica do
Sul. No entanto, achados arqueoldgicos mais antigos indicam sua domesticacdo
inicial na América do Sul e posterior disseminacao para a América do Norte. Estudos
recentes apontam, ainda, que tanto a domesticacdo, como a diversificacdo genética,
ocorreram em dois grandes centros, separadamente: 0 centro mesoamericano e 0
andino , que vai desde o Sul do Peru até o Norte da Argentina (TOHME et al., 1996;
BEEBE et al., 2001). Um terceiro menor centro de domesticacdo pode existir na
Colémbia (PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007). Analises atuais, empregando
métodos moleculares, evidenciaram que grande parte do feijjdo comum encontrado
no Brasil é de origem mesoamericana, podendo ter chegado ao Pais no periodo pré-
colonial (KAPLAN, 1965; HARLAN, 1971; KAPLAN, 1980; GEPTS; DEBOUCK,
1991).

2.1.3. Centro de Origem, Centro de Diversidade e Ce ntro de Domesticacéo de
plantas

Na concepc¢ao de Vavilov (1937) o centro de origem de uma cultura equivalia
a regido onde o ancestral silvestre exibia a maior diversidade genética para um
namero seleto de caracteristicas, diminuindo a variabilidade a medida que se
deslocava para a periferia da distribuicdo. Ele determinou dez regides no mundo
correspondentes aos principais centros, com suas respectivas culturas, sendo que o
feijoeiro foi originado nas Américas. Além disso, Vavilov formulou a proposta de que
guanto maior o numero de formas de uma cultura dentro de um centro, maior seria a

antiguidade daquela cultura. Posteriormente, Harlan (1971) constatou que nem
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sempre o centro de origem de uma cultura coincide com o local de expresséao da
maxima diversidade genética. Sendo assim, de acordo com Carvalho e Cavichioli
(2005), o centro de origem de algumas espécies corresponde a uma area limitada na
qual poucos ancestrais podem ter-se originado e da qual as espécies tenham se
dispersado, atingindo as distribuicbes atuais.

Por outro lado, segundo Borém (1998), o centro de diversidade corresponde a
uma regido geografica que contém uma concentracdo da diversidade genética de
uma ou mais espécies, anteriormente designado como centro de origem. Ja o centro
de domesticacdo corresponde a uma regido geogréafica onde uma espécie passa do
seu estado selvagem ao estado cultivado. A domesticagéo coincide com o inicio da
pratica agricola, decorrente de um processo seletivo no qual busca-se a
uniformidade de tipos. Muitas espécies foram domesticadas independentemente por
varios grupos humanos, em épocas e areas diferentes, como decorréncia da grande
distribuicdo geogréfica da espécie.

Conforme ja comentado, a origem evolutiva do feijjdo comum e sua
diversificacdo primaria ocorreram nas Américas (DEBOUCK, 1991), mas o local
exato onde isto se deu é ainda motivo de controversia (GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Populacfes selvagens de feijao crescem desde o Norte do México até o Norte
da Argentina, em altitudes entre 500 e 2.000m, n&o sendo encontradas naturalmente
no Brasil (DEBOUCK, 1986).

As primeiras formas silvestres de feijdo foram encontradas na Ameérica do Sul
por Burkart em 1941 (STRALIOTTO; TEIXEIRA, 2000) e depois ha América Central
por Miranda Colin (1967) e Gentry (1969). Achados arqueolégicos indicam que em
6.000 a.C., Phaseolus vulgaris ja se constituia numa espécie domesticada entre os
nativos do Peru, o que sugere ter sido a espécie diferenciada de formas nativas,
através de selecdo para o cultivo (KAPLAN; LYNCH; SMITH, 1973). Estudos
posteriores mostraram que o feijoeiro selvagem encontra-se distribuido desde o
norte do México até o noroeste da Argentina (SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991).
Ha uma grande diversidade genética entre os tipos selvagens e as variedades
crioulas (“landraces”) presentes entre estes dois extremos do continente americano,
tanto em nivel morfolégico (KOENIG; GEPTS, 1989; KOENIG; SINGH; GEPTS,
1990) quanto molecular (GEPTS; DEBOUCK, 1991). Assim, surgiram

guestionamentos sobre o local de domesticacdo do feijoeiro, chegando-se a
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conclusdo de que a cultura teve multiplos centros de domesticacdo (MIRANDA
COLIN, 1967).

Os primeiros vestigios arqueoldgicos de cultivares de feijoeiro chegam a
idades proximas de 10.000 anos (GEPTS; DEBOUCK, 1991). A ampla area de
ocorréncia de populacdes selvagens da espécie € um dos fatores que permitiram o
surgimento de diversas ragas locais, embora também seja uma das causas da
dificuldade da localizacdo exata dos locais de domesticacdo desta -cultura
(FREITAS, 2006).

Estudos evolutivos sobre o feijao baseiam-se, principalmente, na andlise da
proteina faseolina (Phs), encontrada tanto em variedades cultivadas quanto em
populacdes selvagens (GEPTS et al., 1986), ocorrendo uma alta correlacdo entre o
tipo e o local geografico de origem dos materiais, sobretudo em relacdo ao material
selvagem (FREITAS, 2006).

Ainda de acordo com Freitas (2006), o conteudo de faseolina de sementes
encontradas em silos subterraneos em locais arqueoldgicos no Estado de Minas
Gerais teve maior influéncia do centro Mesoamericano, em relacdo ao Andino. Estes
resultados sao fortes indicativos que o feijdo comum foi introduzido no Brasil através
da migracdo ou comeércio entre populacées da Mesoameérica e do Brasil, em tempos

pré-coloniais.

2.2. Bactérias que fixam nitrogénio no feijoeiro

Uma das caracteristicas do feijoeiro é a possibilidade de estabelecer relacdo
simbidtica com um grupo de bactérias capazes de captar o nitrogénio atmosférico
(N2). O N € um elemento essencial para a constituicdo da massa total dos sistemas
vivos, sendo componente indispensavel a biossintese de moléculas fundamentais,
tais como acidos nucléicos e aminoacidos, representando de 8 a 16% do total de
massa organica. Como 78% da atmosfera terrestre é constituida por N2 ou
dinitrogénio, esta é a fonte mais abundante deste elemento (NELSON; COX, 2002).
Entretanto, as formas solUveis e biologicamente assimilaveis desta molécula sao
escassas. Nenhum animal ou planta € capaz de utiliza-lo diretamente da atmosfera,

devido a tripla ligacdo covalente que existe entre os &tomos de nitrogénio (MANYANI
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et al., 2001), considerada uma das mais fortes ligacdes encontradas na natureza,
com uma energia de 942kJ/mol. Assim, como esta energia de ativacdo para a
quebra da molécula é extremamente alta, o N, atmosférico € quase quimicamente
inerte nas condi¢cdes normais (NELSON; COX, 2002). O N constitui, juntamente com
a agua, o principal fator limitante da producao agricola mundial (MANYANI et al.,
2001).

As principais fontes fornecedoras do nitrogénio necessario ao crescimento
das plantas sdo: 1) N do solo, proveniente da decomposicdo da matéria organica e
das rochas; 2) N fornecido por fertilizantes; 3) N fornecido pelo processo da FBN.
Existe, também, uma pequena contribuicdo pela reacdo de descargas elétricas com
N, (fixacdo ndo-biolégica), resultando em nitrato, que é adicionado ao solo e
representa cerca de 4% das entradas positivas no balanco de N na Terra. O
fornecimento, utilizagéo e perdas do N formam um ciclo complexo, denominado
“ciclo do N” (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007)(FIGURA 01).

A primeira etapa do ciclo € conhecida como fixacdo (ou reducado) e consiste
na quebra deste gas atmosférico por bactérias fixadoras de N,. O produto resultante
da fixacdo € a amonia (NHs ou NH4"), que pode ser utilizada pelos vegetais, mas
pela grande abundancia de bactérias do solo, a aménia € convertida por oxidacao
em nitrito (NO2 ) pelo processo de nitrosacao e, em seguida, em nitrato (NO3 ) pelo
processo de nitracdo. Tanto a amoOnia, quanto o nitrito podem ser absorvidos pelos
organismos vegetais, mas a maioria emprega o nitrato na sintese de aminoacidos e,
posteriormente, de proteinas e acidos nucléicos. Ocorrendo a morte dos
organismos, sua degradacdo pela acdo dos microrganismos devolve a aménia ao
solo, onde as bactérias nitrificantes irdo converté-la novamente em nitrito e nitrato.
Finalmente, bactérias anaerdbicas do solo convertem o nitrato novamente em Na,
ocorrendo o processo de desnitrificacdo (NELSON; COX, 2002).

Os fertilizantes contribuem com, aproximadamente, 15% do nitrogénio
colocado no solo, sendo que a sua sintese iniciou na primeira década do século XX,
quanto Fritz Haber e Carl Bosch descobriram o processo que transforma N
atmosférico em amonia. Para obter a energia de ativacdo necessaria para a quebra
da tripla ligacdo entre os atomos de nitrogénio, € empregada uma mistura de H2
(derivado de gas de petroleo) e N2 submetidos a temperaturas de 400 a 500°C e a
pressbes de dezenas de milhares de quilopascals (200 a 800 atm) (NELSON; COX,
2002). Por isso, os custos para a sintese quimica de produtos nitrogenados séo
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extremamente elevados, devido, principalmente, a utilizacdo de componentes

provenientes de petroleo.
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FIGURA 01. Etapas que compdem o ciclo do Nitrogénio.

Outro agravante na utilizagcdo de fertilizantes nitrogenados reside na baixa
eficiéncia de sua utilizacdo pelas plantas, raramente ultrapassando 50%. Deve-se
considerar ainda, que o uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados resulta em
poluicdo ambiental, pois a lixiviagcdo do N e o escoamento desse nutriente pela
superficie do solo resultam em acumulo de formas nitrogenadas nas aguas dos rios,
lagos e lencois de agua subterraneos, podendo atingir niveis tOxicos aos peixes e ao
homem (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).
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Mas, apesar dos custos elevados dos fertilizantes e das consequéncias
drasticas que seu uso causa ao meio ambiente, a sua utilizagdo vem aumentando.
De acordo com os dados fornecidos pela CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento), as vendas de fertilizantes de janeiro a setembro de 2008, somadas
as meédias histéricas de vendas de setembro a dezembro dos ultimos dez anos,
projeta-se que o consumo de adubos em 2008 tenha ficado em torno de 24,5
milhdes de toneladas. Se esse numero para 2008 se confirmar, havera um
decréscimo de 0,5%, quando comparado ao total de 24,6 milhdes de toneladas
produzidas e entregues ao consumidor final em 2007. Apesar dessa queda, o uso de
fertilizantes nos ultimos dois anos apresentou grandes acréscimos em relacdo aos
anos anteriores (CONAB, 2007).

Bactérias da ordem Rhizobiales formam estruturas altamente especificas, os
nddulos, onde ocorre a conversao do N, atmosférico a ambnia, que é entao
incorporada em diversas formas de N organico para a utlizagdo por algumas
plantas, principalmente da familia Leguminosae. Essas bactérias conseguem
quebrar a tripla ligacdo do N, pela acdo de um complexo enzimatico, chamado
dinitrogenase; este processo é chamado de Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio
(FBN)(MORGANTE, 2003).

A FBN envolve uma complexa rede de reacdes quimicas (FIGURA 02). A
nitrogenase ou dinitrogenase é o complexo enzimatico responsavel por estas

reacoes, ou seja, pela reducdo do N2 a aménia (NELSON; COX, 2002).
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FIGURA 02. Complexo Nitrogenase e a Fixagdo Biolégica do Nitrogénio.
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O complexo enzimatico da nitrogenase € formado por dois componentes. O
componente | € conhecido como redutase da dinitrogenase (proteina Ferro), sendo
formada por um dimero de subunidades idénticas (y2). Estas subunidades séo
codificadas pelo gene nifH.O componente Il é um tetramero a232, que possui dois
atomos de molibdénio, 30 de ferro e 30 de enxofre por tetrdmero. As subunidades a
sao codificadas pelo gene nifD e a 3 pelo gene nifK (EADY, 1991). O componente |l
€ também conhecido como dinitrogenase (proteina Mo-Fe).

Considerando-se o0 alto custo e os danos ambientais provocados pelos
fertilizantes nitrogenados, a FBN adquire grande importancia, tendo em vista que as
tecnologias baseadas neste processo refletem um baixo custo de producdo e
contribuem de maneira significativa para a preservacdo ambiental (GRANGE;
HUNGRIA, 2004). A perspectiva do uso de inoculantes comerciais faz com que
agricultores que atuam em pequenas areas possam fazer uso de um pacote
tecnologico completo, mais econdmico e com menor impacto ambiental, desfrutando

de resultados efetivamente satisfatérios na producao da cultura.

2.3. A taxonomia dos rizébios

A capacidade nodulatéria dos rizObios nas raizes de leguminosas é a
expressao morfoldgica dos potenciais beneficios da FBN. De acordo com Hungria
(1994), tais beneficios sdo quantitativos, pois diferentes niveis de nitrogénio fixado
podem ser aferidos nesta relacdo simbiotica. Caso a simbiose seja eficiente, o N
sintetizado nos ndédulos pode suprir todas as necessidades da planta, dispensando o
uso de fertilizantes nitrogenados. Vigora complexa interacdo entre o rizobio e a
leguminosa, regulada geneticamente, mas aspectos da variabilidade individual dos
simbiontes também sdo preservados.

O agrupamento dos rizébios foi, inicialmente, baseado em caracteristicas
fenotipicas, principalmente na habilidade de nodular algumas leguminosas, dando
origem ao conceito de “grupos de inoculacdo cruzada”. A taxonomia do rizébio
baseada na especificidade hospedeira foi sendo substituida pela taxonomia
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numeérica, que se aplia nas caracteristicas bioguimicas, fisiol6gicas, soroldgicas e
moleculares (HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997).

Primeiramente, a familia Rhizobiaceae era representada apenas pelo género
Rhizobium, o qual era constituido por bactérias capazes de nodular e fixar nitrogénio
em relagBes simbibticas com plantas da familia Leguminosae. A classificacdo das
espécies tinha como base principalmente a leguminosa hospedeira com as quais
fossem capazes de formar nddulos e fixar nitrogénio. Desse modo,
Rhizobium phaseoli nodula feijoeiro; R. japonicum, a soja; R. meliloti, a alfafa;
R. lupini, Lupinus spp. e R. trifolii, o trevo (COUTINHO, 2003).

Devido a sua ampla distribuicdo geografica e a sua longa histéria evolutiva,
existe uma enorme diversidade genética entre as bactérias da familia Rhizobiaceae
(PINERO; MARTINEZ; SELANDER, 1988). Uma amostra da diversidade e
heterogeneidade deste agrupamento pode ser constatada quando uma mesma
leguminosa atrai geneticamente varios simbiontes, ou quando um mesmo rizébio é
capaz de nodular diferentes leguminosas. Gracas a essa diversidade a classificacao
destes organismos tem sido bastante dinamica ao longo dos anos. Substituindo o
conceito de inoculagdo cruzada, os rizébios foram agrupados em dois grandes
grupos: Rizébios de crescimento rapido e lento, dando origem a dois grandes
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, respectivamente (JORDAN, 1984). Mais tarde
quatro novos géneros foram incluidos: Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1998;
LAJUDIE et al, 1994), Azorhizobium (DREYFUS; GARCIA; GILIS, 1988),
Mesorhizobium (JORDAN, 1984; JARVIS; PANKHURST; PATEL, 1982; NOUR et al.,
1994, LINDSTROM et al.,1995) e Allorhizobium ( LAJUDIE et al, 1998).

Segundo Young e Haukka (1996), com a utilizacdo de técnicas moleculares,
0S géneros passaram a ser separados baseados em sequiéncias do gene 16S rDNA.
Entretanto, o agrupamento rizobio ndo forma um grupo coerente devido a
miscigenacdo que estes organismos sofrem com outras bactérias ndo simbiontes e
também ao pouco conhecimento acumulado a respeito desses tipos de bactérias.
Atualmente, pesquisadores tentam agrupar os rizobios baseando-se ndo apenas em
genes estruturais conservados, como o 16S rDNA, mas também em genes
especificos encontrados nos rizébios que refletem suas caracteristicas simbioéticas.
Um exemplo é o gene de nodulacdo (genes nod) e o gene de codificacdo do
complexo dinitrogenase (genes nif). Mas comparacdes entre as arvores filogenéticas

obtidas das andlises destes genes apresentam inimeras incongruéncias. Muitas
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delas devem-se a grande instabilidade gendmica dos rizébios, visto que 0s genes
nod e nif estdo frequentemente localizados em elementos transmissiveis, como
plasmideos ou transposons, especialmente em bactérias capazes de nodular o
feijoeiro. Isto permite um intenso intercambio entre rizobios e outras bactérias néao

nodulantes, resultando numa enorme variedade genotipica.

2.4. Aspectos evolutivos dos rizobios que nodulam o feijoeiro comum

Segundo Graham e Vance (2000), com a habilidade em captar e fixar N, 0s
rizobios que nodulam o feijoeiro apresentam ampla distribuicdo geografica e longa
co-evolucdo com a planta hospedeira. Expressam grande heterogeneidade, uma vez
gque o macrossimbionte pode atrair geneticamente varios simbiontes. Algumas
dessas bactérias sdo capazes de nodular diferentes leguminosas. Através da
simbiose, estima-se que sao fixados, anualmente, 44 a 66 milhGes de toneladas de
N2, que atendem cerca da metade da necessidade deste elemento na agricultura
mundial.

As bactérias do género Rhizobium capazes de nodular o feijoeiro foram
classificadas, em um primeiro momento, como Rhizobium phaseoli. Mas 50 anos
mais tarde, com uma melhor caracterizagao fisioldgica, bioquimica e genética, foram
reclassificadas na espécie Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984).
Com os avancos das técnicas moleculares constatou-se que tais bactérias
apresentavam caracteristicas genéticas e fisioldgicas distintas, sendo divididas em
dois grupos: Tipo | e Tipo Il. Em 1991 as estirpes do Tipo Il foram elevadas a
categoria de espécie, sendo denominadas Rhizobium tropici. As bactérias
pertencentes a esta nova espécie sdo aerbbias, gram-negativas, com pH 6timo para
crescimento variando entre 5 e 7 e crescendo em temperaturas de até 40°C. Esta
espécie nao nodula exclusivamente Phaseolus vulgaris, podendo ser isolada de
outras leguminosas como Leucaena esculenta e L. leucocephala. Mais tarde ocorreu
a divisdo desta espécie em dois subgrupos: IIA e 1IB, sendo que a estirpe padrao
para lIA é a CIAT899 (SEMIA 4077) e para a lIB € a CFN299 (ELKAN, 1992). Alguns

estudos tém descrito diferencas entre os dois grupos, incluindo analises de PCR
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com sequéncias repetitivas (VAN BERKUM; BEYENE; EARDLY, 1996) e a presenca
de megaplasmideos (GENIAUX et al., 1995). Quanto as diferencas fisiologicas, as
estirpes do Tipo IIB apresentam maior toleréncia a acidez (GRAHAM et al., 1994) e a
temperaturas elevadas (HUNGRIA; FRANCO; SPRENT, 1993; MERCANTE; GOI;
FRANCO, 2002).

Em 1993, a analise de sequéncias de nucleotideos do gene 16S rDNA de
isolados americanos obtidos de feijoeiro levaram a definicdo de uma nova espécie,
denominada Rhizobium etli, a qual possui pelo menos um biovar, Rhizobium etli bv.
phaseoli e esta classificada como estirpe do Tipo |. Essa nova espécie foi descrita
como aerobica, gram-negativa, com temperatura maxima de crescimento de 35°C.
Além disso, nodula apenas Phaseolus vulgaris e possui como estirpe padrdo a
CFN42 (USDA 9032) (SEGOVIA; YOUNG; MARTINEZ-ROMERO,1993).

Atualmente, cinco espécies do género Rhizobium tém sido descritas como
capazes de nodular o feijado comum, na maioria dos casos com fixacdo de Nq:
R. leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici, R. etli bv. phaseoli, R. gallicum (bv.
gallicum and bv. phaseoli) e R. giardinii (bv. giardinii and bv. phaseoli) (JORDAN,
1984).

Segundo Pinto; Hungria; Mercante (2007), outros isolados geneticamente
diferentes tém sido encontrados em nédulos do feijoeiro, podendo representar novas
espécies. Descobertas recentes (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) apontam
bactérias do género Burkholderia nodulando leguminosas, sendo que as mesmas
foram encontradas, inicialmente, em associacdo com plantas de milho e café e, de
acordo com perfis de restricdo e sequéncias do gene 16S rDNA, se apresentaram
estreitamente relacionadas a espécies fixadoras de nitrogénio.

O microssimbionte dominante tanto no centro de diversidade Mesoamericano
quanto no Andino é o Rhizobium etli, no entanto, estudos demonstraram que
R. tropici mostrou-se dominante em plantas crescidas a campo no Brasil,
possivelmente devido a sua capacidade em estabelecer simbiose efetiva em
condicbes de alta temperatura e baixo pH, predominantes no pais. Também
apresentam alta competitividade e estabilidade genética nestas condi¢ces (PINTO;
HUNGRIA; MERCANTE, 2007). Estudos recentes realizados por Grange et al.
(2006) sugerem que R. tropici pode ter sido introduzido no Brasil em solos mais

antigos, ou pode ser um simbionte de alguma espécie de legume indigena que,
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devido a sua tolerancia a solos &cidos e condi¢des de alta temperatura, transformou-
se no microsimbionte predominante do feijoeiro.

A alta porcentagem de ocupacdo dos nddulos do feijoeiro por R. tropici em
condicbes de campo no Brasil ndo sdo observadas quando o solo é diluido, sendo
nesta condicdo R. etli a populacdo predominante (GRANGE; HUNGRIA, 2004). Tais
variagcbes podem ser explicadas por estudos realizados por Alberton; Kaschuk;
Hungria (2006) que evidenciaram uma clara diferenca entre as concentracdes de
rizobios encontrados em condicfes de campo e rizobios encontrados em diluicbes
de solo. Essa diferenca de concentracbes entre 0os microsimbionte nessas duas
condicbes demonstra que R. tropici pode bloquear a nodulacéo de R.etli, sendo que
este bloqueio pode ser a causa da baixa eficiéncia na FBN observada nos tropicos.

Resultados obtidos por Pinto; Hungria; Mercante (2007), através da analise
de RFLP-PCR dos genes 16S e 23S rRNA, e sequenciamento do gene 16S rRNA e
RFLP-PCR dos genes nifH e nodC, demostraram uma alta variabilidade nos genes
ribossomais de isolados de R. tropici de diferentes regides do Brasil, indicando que
podem ser divididos em espécies diferentes. Por outro lado, os genes nifH e nodC
apresentaram alta similaridade, o que pode refletir uma vantagem evolucionaria para
maximizar a fixagédo do nitrogénio.

Em outro estudo realizado por Grange et al. (2006), pela analise do gene 16S
rRNA, houve alta similaridade deste gene e do nodABC entre isolados de R. etli de
diferentes localidades do Brasil e uma estirpe de origem Mexicana, contribuindo para

os estudos que investigam a origem das estirpes brasileiras.

2.5. Utilizac&o de inoculantes na cultura do feijjoe  iro

Inoculantes sdo definidos como sendo todo material que contém
microrganismos atuando favoravelmente no desenvolvimento das plantas, sendo
composto por bactérias especificas para cada espécie de leguminosa. Por este
motivo, o produto preparado para uma leguminosa n&o pode ser utilizado em outras
espécies. Sendo assim, a utilizacdo destes produtos atua de maneira a aumentar a
produtividade da cultura (EMBRAPA, 2007).
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Segundo Hungria (1994), os inoculantes para a cultura do feijoeiro s&o pouco
utilizados pelos agricultores brasileiros, pouco valorizados pelos pesquisadores e
pela extensdo agropecuéaria, representando menos de 1% do mercado nacional. Os
solos brasileiros séo ricos em bactérias nativas capazes de nodular o feijoeiro, mas
nao passaram por um processo de selecdo nao sendo, de modo geral, eficientes.
Além disso, bactérias do género Rhizobium em geral apresentam 0s genes
responsaveis pelo processo simbidtico em elementos transmissiveis, como 0s
plasmideos, tornando mais facil a perda dos mesmos e consequente perda da
capacidade de nodulagdo e FBN. O problema é agravado porque no Brasil ndo foi
conduzido, para esta cultura, um forte e persistente programa de pesquisa em FBN.
Finalmente, segundo a autora, a esses fatores desfavoraveis deve ser somada a
maior suscetibilidade do feijoeiro a estresses ambientais, como temperaturas
elevadas do solo, deficiéncias hidricas, e também as diversas doencas a que sao
suscetiveis. Desse modo, o investimento na difusédo dessa tecnologia representa um
grande beneficio para o Pais, no aumento da producao de grdos dessa leguminosa
tdo importante na alimentacao dos brasileiros.

Ainda no Brasil, durante muito tempo o inoculante foi produzido utilizando-se
0 rizébio da espécie Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. Também algumas
bactérias eram provenientes do exterior e testadas pelas instituicdes de pesquisa no
Brasil. Com a evolugdo dos estudos taxondmicos, revelando os diferentes
agrupamentos de isolados com caracteristicas simbioticas e adaptacao ecoldgica
distinta, incluindo isolados das regides de clima tropical, revelou-se a inequacgéo das
estirpes tradicionalmente recomendadas para as nossas condicbes de cultivo. E
importante ndo desconsiderar que as estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli e
R. etli estdo sujeitas a um elevado grau de instabilidade genética, o que explica, pelo
menos parcialmente, a decepcdo de muitos agricultores com a utilizacdo do
inoculante no feijdo. O inoculante comercial para o feijoeiro no Brasil é produzido
com uma espécie de rizObio adaptada aos solos tropicais, o R. tropici, a qual é
resistente a altas temperaturas, acidez do solo e € altamente competitiva. As
estirpes sdo recomendadas pela RELARE (Rede de Laboratérios para a
Recomendacao, Padronizacéo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos
de Interesse Agricola). Ou seja, em condi¢cdes de cultivo favoraveis é capaz de
infectar e formar a maioria dos nodulos, devido ao seu predominio sobre a

populacao de rizébio presente no solo (STRALIOTTO et al., 1999).
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Tendo em vista a alta capacidade do R. tropici em fixar N, um programa de
selecdo de estirpes foi estabelecido no Brasil em 1994, onde o critério inicial era a
capacidade de formar nédulos tanto no feijoeiro comum quanto em Leucaena spp. e
0 crescimento in vitro em elevadas temperaturas (MARTINEZ-ROMERO et al.,
1991), sabendo-se que somente a espécie R. tropici apresenta tais caracteristicas.
Trés estirpes foram identificadas através deste programa, capazes de suprir
nitrogénio suficiente para producdo de graos de 2500 Kg/ha ou mais (HUNGRIA et
al. 2000).

Ndo s6 o aumento da produtividade o uso de inoculantes gera como
beneficio, mas também a melhoria da qualidade dos solos, reducdo de custos,
reducdo da quantidade de adubos nitrogenados e, conseqlente, preservacao
ambiental (EMBRAPA, 2007).

2.6. Estudos de diversidade bacteriana quanto a FBN

Além da contribuicdo de todo o conhecimento da biodiversidade do solo e da
utilizacdo de colecdes de rizobios, ensaios sobre sua diversidade genética
desempenham importante papel no desenvolvimento a longo prazo de estratégias
que aumentem a contribuicdo da FBN na agricultura mundial. Particularmente na
Gltima década, impressionantes progressos tém sido alcancados para o
entendimento da diversidade genética dos rizébios, com a aplicacdo de vérias
técnicas de andlise do DNA. Alguns exemplos sdo amplificagcdes de DNA de rizobio
com primers especificos como REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), BOX (Box Element)(DE BRUIJIN,
1992; VERSALOVIC et al., 1994; CHEN et al., 2000; FERREIRA; HUNGRIA, 2002;
MOSTASSO et al.,, 2002: GRANGE; HUNGRIA, 2004; KASCHUK et al., 2006),
analise de genes ribosomais (rRNA 16S e 23S) e regides intergénicas atraves de
RFLP (“Restriction Fragment Length Polimorphism”) e sequéncia de DNA
(LAGUERRE et al., 1996; VINUESA et al., 1998; CHEN et al., 2000; BERNAL;
GRAHAM, 2001; ANDRADE; MURPHY, GILLER, 2002; MOSTASSO et al., 2002;
GRANGE; HUNGRIA, 2004; KASCHUK et al.,, 2006). Associado ao continuo
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refinamento de técnicas moleculares, os estudos de diversidade normalmente sdo
realizados a partir de simples amostragens de bactérias do solo. Na maioria deles,
0s rizobios sao obtidos a partir de plantas inoculadas com diluicbes em série de solo
(SESSITSCH et al.,, 1997; MERCANTE et al., 1998; STRALIOTTO et al.,, 1999;
FERREIRA et al.,, 2000; BALA; MURPHY; GILLER, 2001; ANDRADE; MURPHY;
GILLER, 2002; FERREIRA; HUNGRIA, 2002; GRANGE; HUNGRIA, 2004) ou de
nddulos de plantas cultivadas no campo (EARDLY et al., 1995; SULLIVAN et al.,
1995; MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; VASQUEZ-ARROYO et al., 1998; CHEN et
al., 2000; DIOUF et al., 2000; MOSTASSO et al., 2002; SILVA et al., 2003). Menos
comuns sdo os métodos de cultivo de plantas em vasos com solo (PALMER,;
YOUNG, 2000) ou em tubos contendo solucéo isenta de nitrogénio (HARRISON;
YOUNG; JONES, 1987; FREMONT et al., 1999). Ainda podem ser isolados do solo
sem a planta hospedeira, usando placa de Petri, contendo meio soélido seletivo
(BROMFIELD; WHEATCROFT; BARRAN, 1994; LOUVRIER; LAGUERRE;
AMARGER, 1996).

No Brasil, a soja e o feijao sdo as leguminosas mais cultivadas. Por
apresentarem contrastantes histérias evolutivas, os métodos utilizados na analise
bacteriana podem interferir na magnitude dos resultados obtidos em estudos de sua
diversidade. A soja € uma cultura exética introduzida no século passado com centro
de origem Chinés (VAVILOV, 1992). Os rizébios sofreram um processo adaptativo
aos solos brasileiros via inoculantes comerciais, produzidos com estirpes
previamente selecionadas. Estudos de diversidade no Brasil Central, em solos dos
Cerrados, demonstraram alta magnitude de transformacéo bacteriana horizontal e
consequente alteracdo do perfil genético. Esta resposta adaptativa deve-se as
elevadas temperaturas e ao baixo pH (SANTOS; VARGAS; HUNGRIA,1999;
FERREIRA et al., 2000; FERREIRA; HUNGRIA, 2002; GALLI-TERASAWA;
GLIENKE-BLANCO; HUNGRIA, 2003). Um dos resultados observados € a provavel
transferéncia lateral de genes simbioticos de B. japonicum para espécies nativas dos
solos brasileiros, B. elkanii e Sinorhizobium (Ensifer) fredii, tornando as mesmas
capazes de estabelecer simbiose com uma planta exotica (BARCELLOS et al.,
2007). No caso do feijdo, de origem americana, populacdes de rizébio indigenas
capazes de nodular essa leguminosa, sdo estimadas, em solos brasileiros, em 10° —
10° células por grama de solo e expressam alto nivel de diversidade genética. S&o
competitivas, mas apresentam baixa eficiéncia na FBN (HUNGRIA; VARGAS, 2000;
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HUNGRIA et al., 2003; ANDRADE; MURPHY; GILLER, 2002). Segundo Alberton;
Kaschuk; Hungria (2006), o método de amostragem escolhido interfere diretamente
na expressao da diversidade do rizébio, onde soja e feijdo apresentaram resultados
divergentes quanto & nodulacdo de campo e diluicdo 10 de solo inoculado em
planta isca. Na soja, em func&o da menor competitividade das estirpes no solo, foi
observado maior espectro de nodulagdo. No feijdo, a alta competitividade das
estirpes, aliada a alta promiscuidade dos gendtipos da planta, que sédo capazes de
sinalizar a nodulagcéo para muitos tipos de rizébio, resultou em nodulagdo a campo
pouco expressiva quanto a variabilidade genética, avaliada por BOX-PCR, que
agrupou 70% dos perfis obtidos. Na soja o comportamento foi inverso, pois o indice
de competitividade é menor, permitindo captar maior diversidade do que utilizando
diluicbes de solo. Também a avaliacdo de -caracteristicas morfofisiologicas
acompanhou esta tendéncia.

A andlise genética por meio de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) utilizando
primers especificos na rizobiologia tem desempenhado importante papel nos
estudos de diversidade genética. Sequéncias repetitivas intergénicas, de consenso,
dispersas no genoma bacteriano, conhecidas como ERIC, REP e BOX, geram
padrbes altamente caracteristicos quando separados em gel de agarose (DE
BRUIJN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994). As sequéncias REP consistem de
repeticdes invertidas de 35-40 pb e sdo encontradas em clusters, onde coOpias
sucessivas sao organizadas em orientacdo alternada. As sequéncias ERIC tém o
tamanho de 124-127 pares de bases. Tanto as sequéncias ERIC quanto os
elementos REP estdo localizados em regides néo codificadoras, mas que
provavelmente sdo transcritas e possuem potencial para formar estruturas
secundarias. As sequéncias BOX assemelham-se mais a ERIC quanto ao tamanho,
parecendo estar envolvidas na duplicacdo do DNA. Sua agao seria com a DNA
girase e terminacgéo da transcricao (MEHTA, 2000). Os padrdes de amplificacdo sao
menos complexos que os obtidos com REP, mas permitem uma boa discriminacao
em nivel de estirpe (OLIVE; BEAN, 1999).

Atualmente os critérios de agrupamento e/ou classificacdo taxonémica tém-se
baseado em andlises filogenéticas moleculares. Sequéncias de nucleotideos
altamente conservadas em bactérias tém sido o fundamento para a revisdo das reais
inter-relacbes entre espécies, géneros ou mesmo familias (OLSEN; WOESE;

OVERBEEK, 1994). O uso da sequéncia de nucleotideos do gene que codifica o
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16S rRNA (subunidade menor do ribossomo) foi estabelecido como método padrao
de andlise em procariontes.

Os genes rRNA séo essenciais para a sobrevivéncia de todos os organismos,
uma vez que sua manifestacdo ocorre nos ribossomos, local da tradugcéo dos genes
transcritos no DNA pelo mRNA em peptideos (sintese protéica). Assim, a sequéncia
destes genes corresponde a dominios altamente conservados (AMANN; LUDWIG;
ACHLEIFER, 1995; WOESE, 1987).

Em um dos estudos pioneiros de filogenia a partir de 16S rRNA foi utilizado o
fragmento obtido com os oligonucleotideos iniciadores Y1 e Y2 (YOUNG; DOWNER;
EARDLY, 1991), de 300 pares de bases, correspondente ao inicio do gene
(YOUNG, 1993). Atualmente, os estudos tém utilizado o sequienciamento total dos
genes (16S rRNA e 23S rRNA), bem como regibes intergénicas (IGS) para estudos
desta natureza (GURTLER; STANISH, 1996).

A caracterizacdo da sequéncia do gene ribossomal 16S rRNA tem sido
amplamente utilizada em estudos evolucionarios, taxondmicos e ecologicos (FOX;
WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992; OLSEN; WOESE; OVERBEEK, 1994). A
amplificagéo direta via PCR do 16S rRNA a partir de amostras de solo tornou
possivel o estudo da diversidade microbiana sem a necessidade de cultivar o
microrganismo (WARD; WLLER; BATESON, 1990).

Segundo Laguerre et al. (2001), os métodos que mostraram maior
confiabilidade para o agrupamento de estirpes de rizobio foram o sequenciamento,
parcial ou total, do gene 16S rDNA, a amplificacdo do DNA com primers especificos
pela PCR e a fragmentacdo do DNA pelas enzimas de restricdo através da técnica
de RFLP. Além disso, para que a FBN traga beneficios maiores para a cultura do
feijoeiro é necessario que se identifigue a diversidade das estirpes brasileiras em
termos taxondmicos por meio de analises envolvendo parametros morfoldgicos,
fisiologicos e genéticos, para entdo identificar estirpes com maior capacidade de
fixacdo de nitrogénio, maior competitividade e maior estabilidade genética
(HUNGRIA et al., 1997).

Em relacdo a trabalhos realizados cujos metodos sdo baseados na
amplificacdo por PCR de sequéncias repetitivas (rep-elements), outro exemplo € o
estudo conduzido por Kaschuk et al. (2006), cuja analise inclui bactérias isoladas de
feijoeiro sob dois sistemas de cultivo diferentes, convencional e plantio direto, quanto

aos perfis de BOX-PCR. Os resultados demonstraram que, apesar da grande



33

diversidade genética existente entre ambos o0s sistemas, quando analisados em
conjunto os isolados apresentaram tendéncia de agrupamento de acordo com o
respectivo tratamento do solo. Estes resultados indicaram que os rizobios variam de
acordo com o manejo do solo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Grange (2005), onde rizobios
provenientes de solos sem cultivo, com cultivo de leguminosas e com cultivo de n&o-
leguminosas apresentaram diferencas na diversidade genética de acordo com sua
origem. Nesse trabalho, a variabilidade existente entre as bactérias mostrou-se
superior em areas nativas, demonstrando que a diversidade genética dos
microrganismos de um ecossistema em equilibrio é alterada em funcao das préticas
de manejo do solo.

Por outro lado, quando originados de ecossistemas contrastantes: um
apresentando clima semi-arido, longos periodos de chuva e solo com pH neutro, e o
outro, clima subtropical, chuvas bem distribuidas e solo &cido, isolados desta cultura
nao apresentaram diferencas significativas quanto a diversidade genética
(GRANGE; HUNGRIA, 2004).

Em um estudo realizado por Giongo et al. (2006), foram utilizados quatro
cultivares de feijoeiro como plantas-isca em solos com e sem fertilizacao (organica e
mineral). A andlise genética através da amplificacdo por ERIC-PCR mostrou grande
variabilidade entre os isolados, ndo havendo formacdo de grupos especificos de
cada cultivar, mas sim de acordo com o tratamento do solo. No entanto, quanto a
eficiéncia simbidtica, houve diferencas nas respostas a inoculacdo, indicando que a

planta hospedeira afeta diretamente a selecdo de estirpes mais eficientes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Biol6gico

O material biologico utilizado neste trabalho compreende duas cole¢cbes de
bactérias isoladas de nédulos de feijoeiro comum, e sete linhagens de Rhizobium
microssimbiontes dessa leguminosa utilizadas como referéncia. As colecdes foram
montadas a partir dos isolados de solo no experimento a campo (ICA) e do
experimento em vasos contendo solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (IVA), e
conservadas a 4° C em tubos contendo meio YMA.

3.2. Meios de Cultura

3.2.1. Meio YMA (VINCENT, 1970)

Manitol 10,0g
KoHPO,4.3H,0 05¢9
NaCl 0,1g
MgSO,4.7H,0O 0,29
Extrato de Levedura 109
Agar 15,0 g

O volume final foi completado para 1000 mL com &agua purificada. O pH foi
ajustado entre 6,7-6,9 com NaOH 1M e/ou HCI 1N, conforme a necessidade. O meio

foi autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.
3.2.2. Meio YMA- Vermelho Congo
Ao volume final de 1000 mL do meio YMA foram adicionados 2,5 mL do

corante Vermelho Congo (1%). O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e o meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.
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3.2.3. Meio YMA-Azul de Bromotimol

Ao volume final de 1000 mL do meio YMA foram adicionados 5 mL do corante
Azul de Bromotimol (0,5%). O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e 0 meio foi autoclavado
e armazenado a temperatura ambiente.
3.2.4. Meio YMA- Rosa de Bengal

Ao volume final de 1000 mL do Meio YMA foram adicionados 0,033 g do

fungicida Rosa de Bengal. O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e o meio foi autoclavado e

armazenado a temperatura ambiente.

3.3. Solucbes e Reagentes

3.3.1. NaCl 0,25M

NacCl 14619
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4 C.

3.3.2. Acetato de Sédio 0,3M

Acetato de Sodio Anidro 24,63 g
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4 C.
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3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.

3.3.7.
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SDS 10%
Dodecil sulfato de sodio 109
Agua purificada p/100 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.

Solucéo Salina 0,85%

NaCl 8,59
Agua purificada p/ 1000 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4 <C.

EDTAO0,5M
EDTA 37,229
Agua purificada p/ 200 mL

O pH foi ajustado para 8,0 com a adicdo de NaOH 1M.

Tris HCI-EDTA (TE) 10:1

Tris-HCI 1M pH8,0 1 mL
EDTA 0,5 M pH8,0 0,2m L
Agua purificada p/ 100 mL

Tris HCI-EDTA (TE) 50:20

Tris-HCI 1M pH8,0 5mL
EDTA 0,5 M pH8,0 4 mL
Agua purificada p/ 100 mL



3.3.8. Tris HCI-EDTA (TE) 100:50

Tris-HCI 1M pH8,0
EDTA 0,5 M pH8,0
Agua purificada

3.3.9. PBS
NacCl

Na,HPO, anidro

Agua purificada

10 mL
10 mL
p/ 100 mL

1,745 g
0,568 g
p/ 100 mL
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O pH foi ajustado para 7,4 com HCI 1M. A solucéo foi autoclavada e mantida

a4<T.

3.3.10. DNA polimerase

A enzima Taq DNA polimerase utilizada nas reacfes de amplificacdo foi da

marca Invitrogen, na concentragéo de 5U/uL.

3.3.11. dNTPs

Os quatro desoxirribonucleotideos (dAPT, dTTP, dGTP, dCTP) estoques

(100mM), foram diluidos em agua ultra pura a 2,5mM (solucéo de uso). Nas reacdes

de amplificacéo, a concentracéo final utilizada foi de 0,3mM de cada dNTP.

3.3.12. Gel de Agarose (0.8%)

Agarose
Tampao TBE1x

0,89
100 mL
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3.3.13. Gel e Agarose (1,5%)

Agarose 159
Tampao TBE 1x 100 mL

3.3.14. Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb LUDWIG BIOTEC)

O marcador de peso molecular foi diluido no momento do uso na proporcao
de: 1 pL de marcador : 1 pyL do tampao da amostra : 4 yL de agua ultrapura

esterilizada.

3.3.15. Marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind Il
Gibco)

O marcador de peso molecular foi diluido no momento do uso na proporgéao
de: 1 pL de marcador : 1 pyL do tampao da amostra : 4 yL de agua ultrapura

esterilizada.

3.3.16. Solugéo de Brometo de Etidio (SAMBROOK et al., 1998)

De acordo com SAMBROOK et al. (1998), foram dissolvidos 1,0% (p/v) de
brometo de etidio em agua destilada, agitando-se por varias horas. A solucéo foi
estocada a temperatura ambiente. Para revelacado, diluiram-se 5 pL em 100 pL de

agua destilada.

3.3.17. Tampéo de Corrida TBE 10x pH 8,0

Trizma base 54 g
Acido Borico (HsBO3) 27,59
EDTA 4,659

Agua purificada p/ 500 mL
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3.3.18. Tampéo de Corrida TBE 1x pH8,0

TBE 10x 100 mL
Agua purificada p/ 900 mL
3.3.19. RNAse

A solucao foi preparada na concentracdo de 10 mg/mL de Tris-HCL (pH 7,5)
e 15mM de NacCl, aquecida a 100°C por 15 minutos e estocada a -20°C.

3.3.20. Proteinase K (20 mg/mL)

A solucdo foi composta de 200 mg de Proteinase K em 10 mL de agua
ultrapura e estocada a -20°C.

3.3.21 Lizosima (5 mg/mL)

Para o preparo da solugéo foram adicionados 5 mg de Lisozima a 1 mL de
Tampao TE 100:50. A solucéo foi estocada a -20°C.

3.3.22. Solucéo Nutritiva Livre de Nitrogénio

Solucbes estoques

1. CaCl,. 2H,0 14,705 g
Agua purificada p/100 mL

2. KH2PO4 6,805 g
Agua purificada p/100 mL

3. Fe-EDTA 0,367 g
MgSO47H20 6,165 g
K2SO,4 4,350 g
MnS0O4.H,O 0,0169 g

Agua purificada p/100 mL
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4. H3BO; 0,0124 g
ZnS04.7H,0 0,0144 g
CuS0y,. 5H,0 0,005¢g
C0S04.7H,0 0,0028 g
NaMoO,.2H,0 0,00553 g
Agua purificada p/100 mL

Um volume de 1,0 mL de cada solucao estoque foi adicionado a um volume
final de 1000 mL de agua purificada. O pH foi ajustado para 6,8 e a solucéo foi
esterilizada.

3.4. Experimento a campo

O experimento a campo foi realizado no municipio de Campo Largo, Parana,
em duas areas diferentes, identificadas como Semilia (SEM) e Produtor Rural (PDR).
Em cada uma, foram semeadas quatro cultivares de feijdo, duas representativas de
cada centro de origem: Mesoamericano — Diamante Negro e Ouro Negro; Andino —
Jalo Precoce e Goiano Precoce.

O cultivo a campo foi feito com desinfestacédo prévia das sementes, utilizando
alcool comercial (3 minutos), hipoclorito de so6dio a 10% (1 minuto) e agua
deionizada esterilizada (6 lavagens), conforme Vincent (1970). Foram realizadas trés
épocas de plantio, com intervalo de uma semana, para escape de geadas
extemporaneas e periodos de baixas temperaturas, que afetam tanto o
desenvolvimento das plantas quanto a nodulacéo.

As sementes foram distribuidas em quatro linhas de 4,0 m, para cada
variedade, com espagamento de 20 cm, totalizando 20 plantas por linha. Quarenta
dias apos o plantio, foram coletadas as raizes das plantas para o isolamento dos
rizobios a partir de 50 nédulos destacados ao acaso, por variedade, compondo as
primeiras colecdes de isolados, ICS e ICP (isolados de campo SEM e PDR,

respectivamente).
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3.5. Experimentos em vasos contendo solucao nutriti va isenta de nitrogénio

3.5.1. NMP (NUumero Mais Provavel)

Para a montagem desse experimento foram utilizados vasos com capacidade
para 500 mL, preparados com solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (item 3.3.22),
papel absorvente poroso utilizado como suporte para a planta e papel aluminio para
cobertura. Ap6s a montagem, os vasos foram esterilizados a 121°C e 1,5 atm,
durante 20 minutos (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994).

As sementes foram desinfestadas utilizando alcool comercial, hipoclorito de
sédio a 10% e agua deionizada esterilizada, conforme Vincent (1970), envoltas em
papel absorvente poroso umedecido com agua destilada esterelizada e mantidas em
estufa a 22T por quatro dias. Apdés a pré-germinacdo, as sementes foram
transferidas para os vasos.

Na diluicdo seriada de solo para producdo de inoculo, foram amostrados os
mesmos solos do experimento a campo (item 3.4). Para isso, foi preparada uma
suspensao com 10 g da amostra de solo diluida em 90 mL de solucado esterilizada
de NaCl a 0,85% que, ap0s agitacdo por 30 minutos, seguiu a série de diluicdo até
10°®,

A inoculagéo foi realizada aproximadamente cinco dias apos a transferéncia
das sementes pré-germindas para os vasos. De cada passo da série de diluicbes foi
retirada uma aliquota de 1000 pL que foi inoculada na regido da radicula de cada
planta.

Este experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Simbidttica —
Industria e Comércio de Produtos Agropecuarios LTDA, com temperatura, umidade
e luminosidade controladas.

As variedades de feijoeiro utilizadas foram: Diamante Negro (origem
mesoamericana) e Jalo Precoce (origem andina), e cada fator de diluicdo teve duas
repeticbes, totalizando 64 vasos (dois solos x oito fatores de diluicAo x duas
repeticdes x duas variedades).

Cerca de guatro semanas ap0s a semeadura, foram coletadas as raizes das
plantas para o isolamento dos rizobios a partir de 50 nddulos destacados ao acaso,

por variedade e diluicdo de solo, compondo as colec¢des de isolados IVS1/IVS2 e
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IVP1/IVP2 (isolados de vasos SEM - diluicdes de solo 10™ e 107, e PDR - diluicbes
10 e 107, respectivamente).

A diluicdo em série destes solos permitiu quantificar a populacédo bacteriana
presente usando o método NMP, niumero mais provavel (SOMASEGARAN; HOBEN,
1985).

3.5.2. Vasos de Leonard

Para a montagem dos vasos foram utilizadas garrafas de vidro com volume
de aproximadamente 750 mL, solugdo nutritiva isenta de nitrogenio (item 3.3.22),
mistura de areia e vermiculita (1/2, v/v), papel aluminio, pedacos de corda e gazes.
Depois de preparados, os vasos foram esterilizados a 121°C e 1,5 atm, durante 20
minutos (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994).

Em cada vaso foram colocadas duas sementes dos cultivares Goiano
Precoce (andino) e Diamante Negro (mesoamericano), desinfestadas com alcool
comercial (3 minutos) e hipoclorito de sédio a 10% (1 minuto) e agua deionizada
esterilizada (6 lavagens). Na diluicdo seriada de solo para o in6culo das quatro
variedades de feijoeiro, foi amostrado o solo SEM, do experimento a campo (Iltem
3.4).

Foi preparada uma suspensao com 10 g da amostra de solo diluida em 90 mL
de solucédo esterilizada de NaCl a 0,85% que, ap0s agitacdo por 30 minutos com
pérolas de vidro, seguiu a série de diluicdo até 10™.

A inoculacéo foi realizada aproximadamente 10 dias apds a semeadura, apés
o inicio do desenvolvimento das plantas. Nos vasos, foi inoculado 1 mL por semente
da cultura de cada tratamento. Para este experimento foram utilizados apenas os
fatores de diluicdo 10%e 10™*

Cada fator de diluicAo teve quatro repeticbes para cada variedade,
representativa de cada centro de origem (Andino e Mesoamericano), resultando num
total de 32 vasos (dois centros de origem X quatro fatores de diluicdo x quatro
repeticdes). Os vasos foram mantidos em casa de vegetagcdo na Empresa Semilla -
Genética e Melhoramento, sendo que a solugéo nutritiva (item 3.3.22) era reposta a

cada sete dias.
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3.6. Isolamento

As raizes coletadas foram lavadas em agua corrente, sobre peneira para
evitar perda de nddulos, que foram destacados com auxilio de pinca. Em uma placa
de ELISA, os nédulos foram desinfestados com alcool comercial (1 minuto),
hipoclorito de sddio a 10% (3 minutos) e agua deionizada esterilizada (6 lavagens).

Na dultima lavagem com &agua deionizada esterilizada os ndédulos foram
macerados e transferidos para uma placa contendo meio YMA - Rosa de Bengal e
cultivados durante cinco dias a 28°C. As placas que apresentaram crescimento
bacteriano presuntivo do grupo dos rizébios, livre de contaminacao fungica e demais
bactérias, tiveram suas colonias transferidas para placas contendo meio YMA -
Vermelho Congo. Apés a confirmacao do isolamento de bactérias mostrando morfo-
fisiologia semelhante a Rhizobium, principalmente pela analise de absorcdo do

corante vermelho Congo, a colecéo foi estabelecida.

3.7. Caracterizacdo morfologica das colonias

A morfologia da colénia foi determinada através da cor, mucosidade,
transparéncia, diametro, forma, bordo e elevacdo. A colecéo foi mantida a 4°C em
tubos contendo meio YMA inclinado, com azul de bromotimol 0,5% (2,5 mL para

cada litro), que € indicador de pH.

3.7.1. Caracterizagdo morfologica dos isolados

Todo material isolado foi submetido ao teste de Gram, a fim de verificar, sob
MO (microscopio 6ptico), a morfologia de bacilos Gram-negativos, caracteristica

deste grupo de bactérias.



3.8. Extracdo do DNA total

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por Kaschuk et al. (2006), com
algumas modificacfes. As bactérias foram crescidas em tubos de 2,0 mL contendo
meio liquido YMA e mantidas sob agitacdo durante dois dias a 28C. ApoOs o
crescimento a cultura de bactérias foi centrifugada a 13200g por 15 minutos e lavada
por trés vezes com 750 puL de PBS. ApOs a Ultima lavagem o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 400 pL de TE 50:20.

Em seguida, foram adicionados 50 pL de SDS 10%, 10 uL de Lisozima, 5 pL
de Proteinase K e 1 pL de RNAse. A mistura foi homogenizada e incubada a 37C
por uma hora (até clarear). Apos a incubacéo, com auxilio de um micropipetador de
1000 pL, a mistura foi homogeneizada com movimento de succéo/liberagcdo com o
objetivo de retirar a viscosidade. A seguir foram acrescentados 30 pL de NaCl 0,25M
e 60 uL de AcNa 0,3M. As amostras foram homogeneizadas e deixadas em repouso
por 1 hora a 4C. Foram centrifugadas a 13200g por 15 minutos e o sobrenandante
foi recolhido, transferido para tubos de 1,5 mL e adicionados de 2 vezes o volume
de etanol 95% (mantido a 4°C). Incubou-se a -20C overnight. No dia seguinte, apos
as amostras serem centrifugadas novamente a 13200g por 15 minutos, o etanol foi
descartado e os precipitados colocados para secar em estufa a 37C por 30-40
minutos e, em seguida, ressuspensos em TE 10:1. O DNA extraido foi estocado a
-20C. Todas as solucdes foram previamente autoclav adas.

O DNA obtido foi quantificado e sua integridade verificada por eletroforese em
gel de agarose 0,8% (item 3.3.12.), que foi corado com brometo de etideo (item
3.3.16.), visualizado sob luz ultravioleta e fotografado com aparato Kodak Digital
Science 120. Além disso, foram preparadas diluicdes 1:50 e 1:100 e determinadas

as absorbancias em espectrofotdmetro a 260nm, para quantificagéo.
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3.9. Caracterizacao genética

A caracterizacdo genética foi realizada através da amplificacdo por PCR,
usando primer especifico BOX AIR (5'CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3,

Invitrogen™).

3.9.1. BOX-PCR

Para a otimizacdo da BOX-PCR foram testadas as concentracfes de DNA,
primer e MgCl,. Os ciclos utilizados também foram testados até se obter os
parametros ideais para a reacéo. A reacéo foi realizada de acordo com as condi¢bes
descritas por Kaschuk et al. (2005), contendo: 10ng de DNA, tampéao PCR 1x, 0,3 U
de Tag DNA polimerase, 0,6 uM de primer, 0,3 mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl, e
um volume final de 25 pl. A amplificacdo seguiu uma desnaturacao inicial a 95° C
por 7 minutos; 35 ciclos de 1 min a 94° C, 1 minuto a 53° C, e 3 minutos a 72° C; e
extensao final de 4 minutos a 72° C. Os fragmentos amplificados foram separados
por eletroforese a 85V em gel de agarose 1,5% (3.3.13), em tampé&o TBE 1 X que,
apos 5 horas, foi corado com brometo de etideo (3.3.16) e visualizado em um
transluminador com lampada UV. Os géis foram fotografados por uma camera digital
Kodak Digital Science 120.

3.9.2. Andlise de agrupamentos

As analises de agrupamentos, ou “clusters”, dos produtos de amplificacdo
com BOX-PCR foram submetidas ao programa de analise Bionumerics (Applied
Mathematic, Kortrijk, Belgium), com o método de agrupamento algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method, Método de agrupamento de Médias Aritméticas) e
com o coeficiente de Jaccard (J) (SNEATH; SOKAL, 1973), com uma tolerancia de
3%.
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3.9.3. Diversidade genética

indices de diversidade (SHANNON; WEAVER, 1949) e de riqueza (CHAO;
LEE, 1992), foram estimados baseados no numero de isolados pertencentes ao
grupo de perfis BOX-PCR, considerando 70% de similaridade na andlise do cluster
com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard (J).



a7

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolados obtidos a partir do experimento a cam  po

A partir das amostras de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas na
regido de Bateias, Campo Largo, foram obtidos 246 isolados que estéao
apresentados na TABELA 01. Além das quatro cole¢Bes provenientes das diferentes
cultivares de feijao, foram utilizadas como referéncia neste estudo sete linhagens de

Rhizobium, uma vez que foram descritas como simbiontes de feijoeiro.

TABELA 01: Colecbes obtidas para este estudo a partir de bactérias isoladas
dos nodulos de feijoeiro comum, experimento a campo

Colecéao (cultivares) Origem Numero de isolados
Diamante Negro (CDN) Mesoamericana 93
Ouro Negro (CON) Mesoamericana 36
Jalo Precoce (CJP) Andina 71
Goiano Precoce (CGP) Andina 46

Na area de isolamento foi observada a existéncia de um solo com baixos
valores de pH, o que pode estar atuando seletivamente na diversidade disponivel
das bactérias presentes no solo, assim como no seu metabolismo. Portanto, os
valores encontrados, apresentados no ANEXO |, podem alterar a diversidade
favorecendo alguns microssimbiontes, como reflexo direto da faixa de pH observada
(PEICK et al.,, 1998). Aléem disso, a acidez do solo diminui a disponibilidade de
nutrientes necessarios ao desenvolvimento das plantas. A alta concentracdo de
H*+AI™ (9,00 Cmol/dm?® encontrada confirma o nivel de acidez da amostra
(EMBRAPA, 2007).

O teor de N do solo também afeta o processo de nodulacéo pelas bactérias,
na medida em que a planta absorve mais facilmente o N disponivel, prioritariamente

ao processo de fixacdo biolégica, cujo gasto energético € maior. O solo utilizado
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neste estudo apresentou baixa concentragcdo de N (3,1g/kg), o que permitiu obter um
grande numero de nédulos (EMBRAPA, 2007).

Foi realizada a extracdo do DNA de todos os isolados e 0s que apresentaram

bandas integras e puras, em gel de agarose, foram selecionados para as reacdes de

amplificagéo por BOX-PCR, constituindo as cole¢des descritas na TABELA 02.

TABELA 02: Nomenclatura e origem dos isolados obtidos a partir do experimento a

campo
Nomenclatura Origem Total
Diamante Negro Mesoamericana 45
CDN1, CDN2, CDN3, CDN4, CDN5, CDNS,
CDN7, CDN8, CDN9, CDN11, CDN12,
CDN13, CDN14, CDN15, CDN16, CDN17,
CDN18, CDN19, CDN20, CDN21, CDN22, SEMILIA- Genética e
CDN23, CDN24, CDN26, CDN27, CDN29, Melhoramento / Parana-
CDN30, CDN32, CDN33, CDN34, CDN35, Brasil
CDN36, CDN37, CDN38, CDN39, CDN40,
CDN41, CDN42, CDN43, CDN44, CDN45,
CDN46, CDN47, CDN48, CDN49
Ouro Negro Mesoamericana 27
CON3, CON4, CON5, CON7, CON8, CON9,
CON10, CON11, CON13, CON15, CON16, SEMILIA- Genética e
CON17, CON19, CON20, CON22, CON23, Melhoramento / Parana-
CON24, CON25, CON26, CON27, CON28, Brasil
CON30, CON31, CON33, CON34, CONS35,
CON36
Jalo Precoce Andina 30
CJP2, CJP5, CJP6, CJP8, CJP9, CJP10,
CJP14, CJP20, CJP21, CJP22, CJP23, .
CIP26, CIP27, CJP31L, CJP32, CJP33, | StMILIA Beacticae
CJP38, CJP42, CJP44, CJP48, CJP49, Brasil
CJP50, CJP57, CJP61, CJP62, CJP63,
CJP65, CJP66, CJP67, CIP71
Goiano Precoce Andina 19
CGP2, CGP3, CGP4, CGP5, CGP13, CGP14, SEMILIA- Genética e
CGP15, CGP18, CGP20, CGP21, CGP22, Melhoramento / Parana-
CGP23, CGP24, CGP26, CGP28, CGP32, Brasil
CGP35, CGP36, CGP39
Linhagens referéncia 07
Rhizobium tropici type B CIAT 899 Coldmbia
R. tropici type A CFN 299 Brasil
R. tropici PRF 81 Brasil
R. etli bv phaseoli CFN 42 México
R. leguminosarum bv phaseoli USDA 2671 Inglaterra
R. giardinii bv giardinii H 152 Franca
R. gallicum bv gallicum R 602 Franca
Total 128

1Linhagens gentilmente cedidas pela Embrapa Soja-Londrina/Pr



49

Os primeiros plantios a campo foram realizados na localidade SEM, sendo o
primeiro no més de agosto, coincidindo com o inverno (FIGURA 03). Por esse
motivo, muitas das plantas ndo sobreviveram, resistindo apenas algumas da cv
Diamante Negro. No segundo e terceiro plantios foi montada uma estrutura em
forma de arco coberto com um material plastico, com o objetivo de proteger as
plantas das geadas (FIGURA 03). Esse procedimento foi bastante favoravel, pois as
plantas apresentaram-se mais vigorosas e suas raizes desenvolvidas com muitos
nédulos. De modo geral, a cv de feijao Diamante Negro apresentou maior nodulacao

gque as demais cultivares.

B

FIGURA 03. Estrutura montada na segunda época de plantio para proteger as plantas de geadas

De acordo com os resultados de NMP, apresentados no item 4.2., foi
realizado um novo experimento a campo, na localidade PDR, com o objetivo de se
trabalhar com um solo contendo uma maior concentracéo de bactérias.

O plantio foi realizado em fevereiro, portanto no verdo, e as condi¢cbes
climaticas foram favoraveis ao desenvolvimento das plantas. No entanto, apesar de
confirmada uma maior populacdo bacteriana pelo NMP e pela formacdo de um
grande namero de nédulos pequenos, ndo houve um bom desenvolvimento da parte
aérea das plantas cultivadas (FIGURA 04). Isto é indicativo de simbiose efetiva,

porém ineficiente para a FBN.
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FIGURA 04. Plantas cultivadas na localidade Produtor Rural

4.1.1. Caracterizacdo morfologica

Os nédulos do experimento a campo foram coletados e as bactérias isoladas,
dando origem as colec¢des descritas na TABELA 02.

Todos os isolados da localidade SEM apresentaram crescimento rapido, com
formacao de colbnias tipicas no periodo de dois a cinco dias em meio contendo
manitol como fonte de carbono.

As bactérias foram analisadas quanto a morfologia de colénia (cor,
mucosidade, transparéncia, diametro, forma, bordo e elevacdo), capacidade de
alteracdo do pH do meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono e
coloracdo de Gram. As colbnias apresentaram-se bastante homogéneas na
caracterizacdo morfologica, sendo que a amplitude de variacdo do diametro das
colénias variou entre 0,3 cm a 2,2 cm, todas esbranquicadas e opacas, com formato
circular, bordas lisas, consisténcia cremosa. A elevacdo das colbnias variou de
convexa baixa a convexa elevada e a produgéo de goma de moderada a alta.

Todos os isolados acidificaram o meio e foram identificados como bacilos
Gram Negativos, indicacdo microbioldégica compativel com bactérias do grupo rizébio
capazes de nodular o feijoeiro.

Por outro lado, os isolados da localidade PDR n&o apresentaram as

caracteristicas descritas anteriormente, e absorveram o corante vermelho Congo em
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meio YMA. Foram, portanto, excluidos desta andlise pela falta de correspondéncia

as caracteristicas tipicas deste grupo de bactérias.

4.1.2. Caracterizagcao molecular

O DNA dos isolados identificados como bacilos Gram negativos foi extraido,
quantificado e sua pureza e integridade verificadas por eletroforese em gel de

agarose 0,8% (item 3.3.12), conforme pode ser visualizado na FIGURA 05.

M 1 2 710 11 16 17 18 22 23 24 25 27 28 29 30 32 33 34 35 36

FIGURA 05. Gel de quantificacdo de DNA. A primeira coluna corresponde ao marcador de peso
molecular DNA AHindlll. Na demais colunas estéo presentes amostras de DNA de rizébios isolados
do cultivar Diamante Negro de feijoeiro

Com o objetivo de otimizar a reacdo de amplificacdo, foi realizada uma
padronizacdo da concentracdo do primer BOX-AIR. As diluigdes testadas foram 0,6,
1,0 e 4uM, sendo que na concentragcao de 0,6 UM ocorreu a melhor amplificacdo das
amostras.

Como observado nos géis de quantificacdo de DNA (FIGURA 05), existem
diferentes padrdes de intensidade de bandas, confirmada pela analise das amostras
em espectrofotometro. Das reagdes com concentragdo de 10, 25 e 50 ng, as de
10 ng apresentaram melhor reacao de amplificacao.

Outro fator limitante na otimizacdo da reacdo de PCR foi a concentracdo de
cloreto de magneésio, justamente por ser co-fator da enzima Taqg DNA Polimerase.
Trés diferentes concentracdes foram testadas (2,4, 3 e 4 mM), sendo que o melhor

resultado foi observado nas reac¢des contendo 3 mM de MgCl..
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4.1.2.1. Caracterizacao por BOX-PCR

As reacdes padronizadas de amplifiacdo por BOX-PCR corresponderam a
cada um dos centros de origem, Andino e Mesoamericano. Além disso, foi realizada
uma reacado contendo dois conjuntos das linhagens referéncia. Os perfis com
similaridade inferior a 70% foram considerados distintos.

Com base nas andlises de agrupamentos ou “clusters” dos produtos de
amplificagdo com BOX-PCR, foram gerados os dendrogramas apresentados nas
FIGURAS 06 a 09. Na FIGURA 06 estdo representados os isolados da cultivar
Diamante Negro (centro de origem Mesoamericano), onde foi constatado um alto
grau de polimorfismo entre 0s mesmos, com a obtencao de 23 perfis de amplificacéo
dentre 45 isolados, e uma baixa similaridade final (10,22%). Uma tendéncia de
agrupamentos foi observada para cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5), sendo que a
maioria dos isolados mostrou-se mais proxima as linhagens referéncia
R. leguminosarum bv. phaseoli e R. gallicum bv. gallicum (G3). Apenas 4 isolados
agruparam-se com R. tropici e R. etli, enquanto que os demais estdo presentes em
grupos que nao contém linhagens referéncia, sugerindo a possibilidade da presenca
de novas espécies de rizobio na regido amostrada.

Ja na FIGURA 07 estdo presentes os isolados da cultivar Ouro Negro, do
mesmo centro de origem, onde também foi observado alto grau de polimorfismo,
demonstrado a partir da obtencéo de 17 perfis de amplificacdo dentre 27 isolados
com similaridade final de 17,94%. Cinco tendéncias de agrupamentos puderam ser
observadas, sendo que neste caso as linhagens referéncia mais préoximas foram
R. tropici e R. etli.

Quanto a distribuicdo geografica do Rhizobium que nodula o feijoeiro, a
hipdtese lancada por Segovia; Young; Martinez-Romero (1993) € de que a espécie
R. etli seria encontrada originalmente na Mesoamérica, e introduzida na Europa
juntamente com sua hospedeira no século XVI. Pela transferéncia vertical do
plasmideo simbiotico destas estirpes para R. leguminosarum, teria surgido
R. leguminosarum bv. phaseoli. Os resultados encontrados na analise dos isolados
de Diamante Negro dariam suporte a essa hipotese, ja que apresentaram perfis de
amplificagcdo mais proximos aos desta espécie. Por outro lado, a cultivar Ouro Negro
(também de origem Mesoamericana) apresentou nodulacdo por bactérias mais

similares a uma linhagem provavelmente originaria da América do Sul (R. tropici).
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FIGURA 06. Dendrograma obtido com os produtos de amplificacdo por BOX-PCR de isolados de
rizobios obtidos de feijoeiro cultivar Diamante Negro (C.O. Mesoamericano) em experimento a
campo. Analise de agrupamento utilizando o algoritmo UPGMA algoritimo e coeficiente de Jaccard
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FIGURA 07. Dendrograma obtido com os produtos de amplificacéo por BOX-PCR de isolados de
rizobios obtidos de feijoeiro cultivar Ouro Negro (C.O. Mesoamericano) em experimento a campo.
Andlise de agrupamento utilizando o algoritmo UPGMA algoritimo e coeficiente de Jaccard

Utilizando-se os resultados de amplificagdo de todos os isolados do
experimento a campo de feijdo comum pertencente ao centro de origem
Mesoamericano, foi gerado o dendrograma apresentado no ANEXO Il. Nesta
andlise, a alta diversidade existente entre os mesmos foi confirmada. Observou-se a
formacao de oito grupos (G1 a G8), sendo que apenas o G3 apresentou isolados de
uma so cultivar (Diamante Negro). Os demais grupos foram compostos por isolados

de ambas as cultivares.
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Todos os isolados do experimento a campo apresentaram crescimento rapido,
caracteristica do grupo de bactérias que nodulam o feijoeiro, sendo que estirpes com
esse comportamento sdo mais adaptadas a solos acidos. De acordo com Hungria;
Vargas; Araujo (1997), as estirpes de crescimento rapido parecem ser
taxonomicamente mais diversificadas e ecologicamente mais adaptadas do que as
de crescimento lento, provavelmente porque os principais genes ligados a FBN
estdo em plasmideos, o que confere maior dinamicidade ao processo.

Na FIGURA 08 estdo representados os isolados da cv Jalo Precoce (centro
de origem Andino), onde foi observada novamente uma grande expressdo de
diversidade, sendo encontrados 20 perfis de amplificacdo dentre 30 isolados. A
similaridade final encontrada foi de 12,05%, indicando que existem bactérias
geneticamente diferentes capazes de nodular esta cultivar. Uma tendéncia de
agrupamentos foi demonstrada, podendo ser visualizada através da formacédo de
sete grupos (G1 a G7), sendo que a maioria dos isolados apresentou-se mais
proxima as linhagens referéncia R. tropici e R. etli.

A alta diversidade também ocorreu entre os isolados da cultivar Goiano
Precoce, pertencente ao mesmo centro de origem, apresentando 15 perfis de
amplificagdo por BOX-PCR dentre 19 isolados, com similaridade de 9,53% (FIGURA
09). Houve a formacgao de trés grupos (G1, G2 e G3), sendo que cada um deles
apresentou linhagens referéncia. O G1 contém R. leguminosarum bv. phaseoli e
R. gallicum bv. gallicum, o G2 apresenta R. giardinii bv giardinii e por ultimo, R. etli e
R. tropici estdo presentes no G3.

Utilizando-se os resultados de amplificagdo de todos os isolados do
experimento a campo das duas variedades de feijdo comum do centro de origem
Andino, foi gerado o dendrograma apresentado no ANEXO Ill. A analise conjunta
dos mesmos confirma sua alta diversidade, ja expressa anteriormente nas FIGURAS
08 e 09. Houve novamente uma tendéncia de agrupamentos, visualizado com a
formacdo de quatro grupos, sendo que os isolados de cultivares diferentes nao
formaram grupos separados.

Segundo Martinez-Romero et al. (1991), a espécie R. tropici parece ser
nativa de regido tropical da América do Sul, sendo largamente encontrada no Brasil
(MERCANTE et al., 1998; HUNGRIA et al., 1995). Neste estudo, tanto a cultivar Jalo
Precoce quanto a Goiano Precoce (ambos de origem Andina) apresentaram

nodulacdo por bactérias similares a esta estirpe, segundo perfis de amplificacdo por
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BOX-PCR. Entretanto, pelo fato do feijoeiro comum n&o ser nativo do Brasil
(DEBOUCK, 1986), R. tropici pode ter sido o microssimbionte de outras plantas
hospedeiras, sendo que espécies do género Mimosa e Gliricidia sdo possiveis
candidatos, por apresentarem simbiose efetiva com R. tropici em condi¢bes de
campo (MENNA et al., 2006). Este fato pode justificar o aparecimento de outras

espécies neste estudo.
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A predominancia da espécie de Rhizobium ndo pode ser determinada com
base nos resultados obtidos. Entretando, mesmo sendo R. etli o microssimbionte
dominante tanto no centro Mesoamericano quanto no Andino (PINERO et al., 1988;
SEGOVIA et al., 1993; SOUZA et al., 1994; AGUILAR et al., 1998, 2004; BERNAL,
GRAHAM, 2001; MARTINEZ-ROMERO, 2003), 0 mesmo ndo é comumente isolado
de nddulos de feijoeiro cultivado a campo no Brasil. Este fato tem sido atribuido as
condicbes estressantes do solo neste pais, como a natureza &acida e altas
temperaturas (HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997; HUNGRIA et al., 2000, 2003).
Por outro lado, R. tropici tornou-se um forte competidor, por ser tolerante a estas
condi¢cbes, como demonstrado por Anyango et al. (1995) em um estudo realizado no
Quénia, onde R. tropici foi a espécie dominante em pH 4,5, alternando para R. etli
em pH 6,8. Tendo em vista que no presente estudo o pH do solo revelou sua
natureza acida, o ambiente considerado é compativel com a presenca de R. tropici.
No entanto, a confirmagcdo da espécie s6 podera ser esclarecida com o estudo de
sequenciamento de genes ribossomais, que permitem a classificacdo dos isolados a
nivel de espécie, ndo de estirpes, como é o caso de sequéncias repetitivas
distribuidas no genoma (BOX, ERIC e REP).
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Neste estudo, de um modo geral, bactérias isoladas das cultivares
pertencentes ao centro de origem Mesoamericano apresentaram maior numero de
bandas na amplificacdo por BOX-PCR que as isoladas das cultivares do centro de
origem Andino. Além disso, as plantas do centro Mesoamericano apresentaram
maior nodulacdo, especialmente a cultivar Diamante Negro, que também possibilitou
um maior nimero de isolados. O melhor desenvolvimento de plantas e nddulos
desta cultivar esta em concordancia com a provavel origem mesoamericana do
feijoeiro no Brasil. Os centros Mesoamericano e Andino, cujas cultivares de feijoeiro
comum foram considerados neste estudo quanto a nodulagdo com bactérias
presentes no solo utilizado, correspondem aos principais centros de origem e
diversidade desta planta (FREITAS, 2006).

Cumprindo o objetivo de verificar agrupamentos entre os isolados de uma
mesma variedade de feijoeiro, ou do mesmo centro de origem, foi gerado um
dendrograma contendo as analises de todos os isolados, das cultivares
representativas dos dois centros de origem, do experimento a campo (ANEXO 1V).
Nesta analise ndo foram observados grupos especificos correspondentes ao seu
centro de origem, demonstrando que n&o ocorreu, neste caso, diferenca significativa
entre as bactérias que nodulam plantas dos diferentes centros. A diferenca nos
perfis de BOX-PCR apareceu entre os isolados de diferentes cultivares de feijoeiro,
como discutido nas andlises dos dendrogramas individuais. Nestes resultados,
foram observadas diferentes tendéncias de agrupamentos bacterianos com
linhagens referéncia. No entanto, devido a alta diversidade presente entre 0s
mesmos, faz-se necessaria a utilizacdo de um suporte baseado na analise de
sequéncias de genes ribossomais.

Ainda, para confirmar a alta diversidade encontrada nas analises de
agrupamentos baseados na amplificacdo por BOX-PCR, dos isolados obtidos a
partir do experimento a campo, foi realizado um estudo de diversidade genética,
obedecendo aos indices de diversidade (SHANNON; WEAVER, 1949) e de riqueza
ACE (Abundance-based Coverage Estimator)(CHAO; LEE, 1992).

Para os isolados do experimento a campo os resultados sdo apresentados
nas TABELAS 03 e 04. De acordo com os indices apresentados na TABELA 03, os
isolados de Diamante Negro e Jalo Precoce tém os maiores indices de diversidades
(Shannon tradicional), seguidos pelos isolados de Ouro Negro e, com menor indice,

Goiano Precoce. Por outro lado, quanto a riqueza genética, os maiores valores



59

foram apresentados pelos isolados da cv Goiano Precoce. As cultivares Diamante
Negro e Ouro Negro ndo diferem significativamente, enquanto que Jalo Precoce
apresentou o menor indice. Mas, quando considerados os centros de origem, para
os indices de diversidade nao foram observadas diferencas entre o centro Andino e
o0 Mesoamericano. Também, 0 mesmo ndo aconteceu para os valores estimados de
riqueza genética, para o qual o centro Mesoamericano apresentou valores

significativamente superiores em relacao ao Andino.

TABELA 03. indices de diversidade e riqueza genética dos isolados do experimento
a campo, separados por cultivar de feijoeiro

Indice de Diamante N egro Ouro Negro Jalo Precoce Goiano P recoce
diversidade campo campo campo campo
Mesoamericano Andino

Shannon 3,222 + 0,096 3,022 + 0,103 3,222 + 0,065 2,992 +0,100
tradicional
Riqueza genética 71,0+20,8 82,3+37,3 52,6 +12,7 186,6 + 136,7
(ACE)
Individuos 52 34 37 26
observados
Genotipos 31 24 27 22
observados
Cobertura 0,615 0,441 0,514 0,231
estimada da
amostragem
Similaridade final 10,22% 17,94% 12,05% 9,53%

TABELA 04. indices de diversidade e riqueza genética dos isolados do experimento
a campo, separados por centro de origem do feijoeiro

Indice de Mesoamericano Andino Todos
diversidade campo campo Campo
Shannon 3,658 +£0,078 3,660 + 0,055 4,073 £ 0,059

tradicional

Riqueza genética 121,3+31,1 90,5+19,6 141,3 +24,8
(ACE)

Individuos 79 56 128
observados

Genotipos 48 42 72
observados

Cobertura 0,582 0,464 0,656
estimada da

amostragem

Similaridade final 9,59% 12,10% 11,29%

Considerando que os indices de rigueza genética ACE (Abundance Coverage
Estimator) sdo baseados em estimativas a partir de genaotipos raros, os rizébios
capazes de nodular cultivares de feijoeiro representativos do centro de origem
Mesoamericano apresentaram uma proporcao de genotipos diferentes superior ao
Andino. Esta maior variabilidade genética atesta a provavel origem mesoamericana
do seu hospedeiro.

A grande diversidade entre os isolados de ambos os centros de origem pode

estar demonstrando a transferéncia de genes simbidticos, jA que neste grupo de
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bactérias nodulantes do feijoeiro estes genes sdo encontrados em plasmideos,
facilitando ainda mais este processo (YOUNG; HAUKKA, 1996). Novamente, estes
resultados ressaltam a importancia da realizacdo um estudo mais detalhado para
comprovar a que espécies pertencem as bactérias consideradas nesta analise.

No caso da soja, pelo fato do seu centro de origem ser a China, € uma cultura
introduzida no Brasil. Assim, a expressao de diversidade do seu microssimbionte é
predominantemente decorrente de processos recombinatorios, tanto classicos como
recombinacdo horizontal (GALLI-TERASAWA et al., 2003, BARCELLOS et al.,,
2007). A cultura do feijoeiro, por outro lado, segue outra histéria evolutiva. Sendo
Andes e América seus centros de origem naturais, € razoavel esperar que, além da
recombinacdo natural, pode haver disponibilidade de maior variabilidade genética,

indicada pelo altissimo grau de polimorfismo encontrado nesse trabalho.

4.2. Isolados obtidos a partir do experimento emva  s0S

A partir das amostras de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas
em condicdes experimentais controladas, foram obtidos 176 isolados que estéo
apresentados na TABELA 05. Além das quatro colecdes provenientes das diferentes
cultivares de feijdo, foram utilizadas sete linhagens referéncia, descritas somente

como simbiontes de feijoeiro.

TABELA 05: Colecdes obtidas para este estudo a partir de bactérias isoladas
dos nédulos de feijoeiro comum, experimento em vasos

Colecao (cultivares) Origem NuUmero de isolados
Diamante Negro 10" (V1DN) Mesoamericana a7
Diamante Negro 102 (V2DN) Mesoamericana 39
Jalo Precoce 10™ (V1JP) Andina 42
Jalo Precoce 1072 (V2JP) Andina 48

ApoOs a extracdo do DNA de todos os isolados, aqueles que se apresentaram
integros e puros foram selecionados para as rea¢fes de amplificacdo por BOX-PCR,

constituindo as colec¢des descritas na TABELA 06.
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isolados obtidos a partir do experimento

em vasos
Nomenclatura Origem Total

Diamante Negro 10 ™ Mesoamericana 08
Vasos contendo solugéo

V1DN3, V1DN12, V1IDN23, V1DN33, V1DN35, nutritiva isenta de

V1DN36, V1DN46, V1DN47 nitrogénio, inoculados com

solo SEM

Diamante Negro 10 * Mesoamericana 26

V2DN2, V2DN3, V2DN4, V2DN5, V2DN7, Vasos contendo solugéo

V2DN8, V2DN9, V2DN10, V2DN12, V2DN15, nutritiva isenta de

V2DN18, V2DN21, V2DN23, V2DN24, nitrogénio, inoculados com

V2DN25, V2DN27, V2DN28, V2DN29, solo SEM

V2DN30, V2DN31l, V2DN33, V2DN34,

V2DN35, V2DN36, V2DN37, V2DN38

Jalo Precoce 10 * Andina 15
Vasos contendo solugéo

V1IP2, V1JP7, V1JP8, V1JP9, V1JP13, nutritiva isenta de

V1JP14, V1JP15, V1JP16, V1JP17, V1JP20, nitrogénio, inoculados com

V1JP24, V1JP25, V1JP27, V1JP28, V1JP42 solo SEM

Jalo Precoce 10 * Andina 17

V2JP1, V2JP11, V2JP12, V2JP15, V2JP16, Vasos contendo solug&o

V2JP26, V2JP27, V2JP28, V2JP35, V2JP38, nutritiva isenta de

V2JP40, V2JP41, V2JP43, V2JP45, V2JP46, nitrogénio, inoculados com

V2JP47,V2JP48 solo SEM

Linhagens referéncia * 07

Rhizobium tropici type B CIAT 899 Coldmbia

R. tropici type A CFN 299 Brasil

R. tropici PRF 81 Brasil

R. etli bv phaseoli CFN 42 México

R. leguminosarum bv phaseoli USDA 2671 Inglaterra

R. giardinii bv giardinii H 152 Franca

R. gallicum bv gallicum R 602 Franca

Total 128

1Linhagens gentilmente cedidas pela Embrapa Soja-Londrina/Pr

No ensaio em vasos de Leonard, as plantas inicialmente apresentaram bom

desenvolvimento, mas a partir do 15° dia comecaram a apresentar uma nitida

deficiéncia de nitrogénio (clorose), evidenciada por amareliddo das folhas (FIGURA

10). As plantas que resistiram foram coletadas e ndo apresentavam nodulos.

Por outro lado, para os vasos de NMP, houve um bom desenvolvimento das

plantas e nodulacao estabelecida. As concentracdes determinadas foram para SEM,

1,7x107 cél/g e para PDR, 5,8x10° cél/g.
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FIGURA 10. Plantas com deficiéncia de nitrogénio em vasos de Leonard

Nas menores diluicbes, as plantas apresentaram raizes contendo varios
nédulos, sem sintomas de clorose nas folhas. Resultado oposto foi observado nas
plantas contendo raizes ndo noduladas e que correspondem as maiores diluicdes do
solo (FIGURA 11).

Figura 11 - Plantas cultivadas em vasos contendo solu¢do nutritiva isenta de nitrogénio. O vaso da
esquerda foi inoculado com solo mais diluido (10'8), apresentando deficiéncia de nitrogénio (folha
amarela). O da direita foi inoculado com solo mais concentrado (10™)

Na TABELA 06 encontra-se a relacao dos isolados dos nédulos obtidos a
partir do experimento com vasos contendo solucdo nutritiva. Os resultados de
caracterizacdo morfolégica foram semelhantes aos descritos no experimento a

campo.
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4.2.1. Caracterizacado molecular por BOX-PCR

Os produtos de amplificacdo das quatro reacdes com o primer BOX-PCR
relativas aos dois centros de origem, com as diluicdes 10" e 10? geraram os
dendrogramas apresentados nas FIGURAS 12 a 15, contendo neste estudo apenas
uma variedade de feijoeiro de cada centro.

Nas FIGURAS 12 e 13 estdo representados os isolados da cv Diamante
Negro (mesoamericano), inoculada com as diluicdes de solo 10" e 107?
respectivamente.

Considerando a primeira diluicdo, foram obtidas apenas oito amostras
amplificadas, apresentando 5 perfis e similaridade final de 27,99%. Por outro lado,
utilizando-se os isolados da segunda diluicdo, foram obtidas 26 amostras
amplificadas, apresentando 8 perfis. Foram formados dois grandes grupos, além de
um terceiro menor (G1) contendo as linhagens referéncia de R. tropici (CIAT899 e
PRF81) e o isolado V2DN15. O G2 apresentou 12 isolados e as linhagens R. etli
(CFEN42) e R. tropici (CFN299), com similaridade de 39,90%, enquanto que o G3
apresentou 13 isolados e as linhagens R. leguminosarum bv. phaseoli (USDA2671)
e R. gallicum bv. gallicum (R602), com similaridade de 27,60% entre eles. A
linhagem referéncia R. giardinii bv. giardinii (H152) ndo agrupou com nenhum
isolado. A similaridade final entre todos os isolados e linhagens referéncia foi de
5,65%.

Utilizando-se os resultados de amplificacdo de todos os isolados do
experimento em vasos representativos do centro de origem Mesoamericano, foi
gerado o dendrograma apresentado no ANEXO V. A analise conjunta demonstrou
agrupamentos especificos de acordo com a diluicdo de solo utilizada, sugerindo que
a expressdo da diversidade do microssimbionte esta diretamente relacionada a
concentracdo de células na amostra. O grupo formado apenas por isolados do
experimento inoculado com a primeira diluicAo apresentou maior nivel de
similaridade que os demais, indicando que houve maior nodulacao por isolados mais
competitivos. Sendo assim, com a diluicdo do solo estas bactérias estdo presentes
em menor concentracdo, possibilitando a nodulacdo por isolados menos

competitivos.
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A linhagem referéncia que apresentou maior nivel de similaridade (43,38%)
com grande parte dos isolados foi R. etli (CFN42). Levando-se em consideracao que
as solucdes utilizadas neste experimento tiveram o pH ajustado para 6,8, 0s
resultado obtidos por Anyango et al. (1995), onde esta espécie foi predominante na
faixa de pH proxima a neutralidade, foram confirmados.

Nas FIGURAS 14 e 15 estéo representados os isolados da cv Jalo Precoce
(Centro Andino), diluicdes de solo 10" e 107?, respectivamente. Em relacdo a
primeira diluicdo (FIGURA 14), foram obtidos somente quatro perfis entre 15
isolados, sendo que 12 deles apresentaram 91,02% de similaridade, formando um
grupo (G1l). A linhagem referéncia mais semelhante foi R. etli (CFN42),
apresentando similaridade de 40,07% com os isolados do G1, confirmando sua
predominéancia em ambientes com faixas de pHs mais proximas da neutralidade. Os
demais isolados e linhagens referéncia ndao formaram grupos definidos.

Os resultados das analises do experimento inoculado com a segunda diluicdo
apresentaram-se mais heterogéneos. Verificou-se maior diversidade, com a
formacdo de trés grupos com baixa similaridade (G1, G2 e G3). Novamente a
linhagem referéncia R. etli (CFN42) apresentou-se mais similar (40,91%), formando
um grupo com 10 isolados (G3). Foi observado um total de sete perfis de
amplificagéo dentre 17 isolados, com similaridade final de 11,93%. No G1 estdo
guatro isolados e as linhagens de R. tropici (CFN299, CIAT899 e PRF81),
novamente com baixa similaridade (17,79%). Por outro lado, o G2 apresentou
32,16% de similaridade, o qual inclui trés isolados e as linhagens R. leguminosarum
bv. phaseoli (USDA2671) e R. gallicum bv. gallicum (R602). A linhagem referéncia
R. giardinii bv. giardinii (H152) ndo agrupou com nenhum isolado. Parece ter
ocorrido nesta diluicdo a oportunidade de expressado de bactérias geneticamente
diferentes pela diminuicdo da concentracdo de isolados competitivos observada na
diluicdo 10" (FIGURA 14). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Alberton; Kaschuk; Hungria (2006), onde foi realizado um experimento com o
objetivo de avaliar a diversidade genética de isolados do feijoeiro IAPAR 81 (centro
de origem Mesoamericano) por meio de dois tratamentos diferentes: isolados do
solo e isolados de vasos contendo solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (vasos de
Leonard), inoculados com solo diluido com fator 10®. A andlise comparativa dos
resultados evidenciou que existe uma maior variabilidade genética nos isolados dos

vasos do que nos do solo. Isso € explicado devido a menor concentragdo de
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bactérias competidoras encontradas no inéculo, como R. tropici que bloqueia a

nodulacdo de outras espécies de rizobios.
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FIGURA 14. Dendrograma obtido com os produtos de BOX-PCR de isolados de rizébios obtidos de
feijoeiro comum (Jalo Precoce, vasos inoculados com solo diluido 10'1). Analise de agrupamento
utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard
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FIGURA 15. Dendrograma obtido com os produtos de BOX-PCR de rizébios isolados de feijoeiro
comum (Jalo Precoce, vasos inoculados com solo diluido 10'2), depois da analise de agrupamento
utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard
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Utilizando-se os resultados de amplificagdo de todos os isolados do
experimento em vasos representativos do centro de origem Andino, foi gerado o
dendrograma apresentado no ANEXO VI. Assim como nos resultados obtidos para
os isolados de feijoeiro comum do centro de origem Mesoamericano, a analise
conjunta dos resultados do centro Andino demonstrou tendéncia de agrupamentos
especificos entre os isolados de acordo com a diluigcdo de solo utilizada. Da mesma
forma, na primeira diluicdo os isolados apresentaram maiores niveis de similaridade,
confirmando que a expressdo da diversidade aumenta com a diluicdo do solo
utilizada.

A natureza promiscua do feijoeiro comum provavelmente estd associada a
sua habilidade em perceber sinais de nodulacdo de diferentes tipos de rizébio, no
entanto, existem varios trabalhos comprovando simbiose néo efetiva com rizébios
indigenas (MICHIELS et al., 1998; HUNGRIA et al., 2000, 2003, MARTINEZ-
ROMERO, 2003). Consequentemente, a promiscuidade do hospedeiro, somada a
competitividade do rizobio em altas concentra¢des resultam em baixa diversidade do
microssimbionte. Por outro lado, a diluicio do solo favorece o aumento da
diversidade bacteriana entre os isolados, na medida em que diminui a quantidade de
espécies mais competitivas (ALBERTON; KASCHUK; HUNGRIA, 2006). Os
resultados dos experimentos em vasos deste estudo estdo de acordo com os
resultados obtidos por Alberton; Kaschuk; Hungria (2006), na medida em que a
diversidade bacteriana é expressa na maior diluicdo do solo.

Com o objetivo de verificar agrupamentos entre os isolados de uma mesma
variedade de feijao, foi gerado um dendrograma contendo as analises de todos os
isolados do experimento em vasos (ANEXO VII), assim como de cada diluicdo de
solo utilizada (ANEXOS VIII e 1X). De um modo geral, os perfis de amplificacdo néo
diferem entre isolados de cada cultivar (ANEXOS VIl e 1X). Por outro lado, quando
comparados todos os isolados (duas cultivares, com as respectivas diluicdes),
observa-se uma tendéncia na formacao de grupos de acordo com a dilui¢ao.

Para confirmar a alta diversidade encontrada nas analises de agrupamentos
baseados na amplificacdo dos isolados por BOX-PCR no experimento em vasos, foi
realizado um estudo de diversidade genética, obedecendo aos indices de
diversidade (SHANNON; WEAVER, 1949) e de riqueza ACE (Abundance-based
Coverage Estimator)(CHAO; LEE, 1992), apresentados nas TABELAS 07, 08 e 09.



68

TABELA 07. indices de diversidade e riqueza genética dos isolados do experimento
em vasos (Mesoamericano)

Indice de Mesoamericano Dilui¢éo 1 Diluigéo 2

diversidade vaso (DN) (DN) (DN)
Shannon 2,483 + 0,133 2,303 +0,117 2,247 £ 0,154
tradicional
Riqueza genética 335+11,4 25,7 +13,6 35,3+16,4
(ACE)
Individuos 41 15 33
observados
Genotipos 17 11 14
observados
Cobertura 0,780 0,467 0,727
estimada da
amostragem
Similaridade final 9,19% 27,99% 5,65%

Quanto aos indices de diversidade (Shannon) nao houve diferenca
significativa entre as duas diluicGes utilizadas para a cv Diamante Negro. Por outro
lado, considerando-se a riqueza genética, a segunda diluicdo apresentou-se maior,
indicando, portanto, maior diversidade. A diferenca das similaridades finais entre os
tratamentos € coerente com a maior variabilidade genética observada entre os
isolados do experimento inoculado com solo na diluicdo 107, expressos na TABELA
07. Novamente, os dados gerados neste estudo seguem a mesma tendéncia
observada pelos resultados obtidos, e ja discutidos, por Alberton; Kaschuk; Hungria
(2006).

TABELA 08. indices de diversidade e riqueza genética dos isolados do experimento
em vasos (Andino)

Indice de Andino vaso Diluicéo 1 Diluigéo 2

diversidade JP) JP) JP)
Shannon 1,764 + 0,222 1,673 £ 0,252 2,232 £0,180
tradicional
Riqueza genética 36,5+19,5 46,0 +44,1 42,2 +228
(ACE)
Individuos 39 22 24
observados
Genotipos 14 10 13
observados
Cobertura 0,744 0,636 0,625
estimada da
amostragem
Similaridade final 14,45% 18,96% 11,93%

Considerando os isolados de Jalo Precoce (Andino), os indices de
diversidade (Shannon) foram mais elevados na segunda diluicdo, ainda que a
riqueza genética ndo tenha diferido significativamente. Notou-se, mais uma vez, que
a maior diversidade nesta diluicdo foi confirmada pela menor similaridade final
(TABELA 08).
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TABELA 09. indices de diversidade e riqueza genética dos isolados do experimento
em vasos (Mesoamericano e Andino)

Indice de Vaso Diluicdo 1 Diluicéo 2

diversidade (DN + JP) (DN + JP) (DN + JP)
Shannon 2,408 £ 0,163 2,087 £ 0,209 2,391 £0,164
tradicional
Riqueza genética 56,2 +19,3 36,5+19,5 67,4+32,1
(ACE)
Individuos 73 30 50
observados
Genotipos 25 14 20
observados
Cobertura 0,795 0,667 0,720
estimada da
amostragem
Similaridade final 10,76% 18,01% 9,14%

Confirmando a oportunidade de expressdo da variabilidade genética em
diluicbes maiores, em condi¢bes padronizadas de cultivo, na analise conjunta dos
centros de origem em diferentes diluicOes estdo representados valores maiores de
diversidade tanto nos indices de Shannon, quanto de riqueza genética para a
diluicdo 102 Além disso, sua maior variabilidade foi confirmada pela menor
similaridade final (TABELA 09).

4.3. Andlise conjunta dos isolados procedentes de ¢ = ampo e casa de vegetacao

Para verificar a existéncia de agrupamentos entre isolados de diferentes
tratamentos foram construidos os dendrogramas representados nas FIGURAS 16 e
17. Na FIGURA 16 estao presentes todos os isolados da cv Diamante Negro (campo
e vasos, mesoamericano), onde podem ser observadas tendéncias de
agrupamentos de acordo com o experimento. O mesmo ocorre entre os isolados da
cv Jalo Precoce (andino), demonstrado com a obtencdo de diferentes perfis de
amplificacdo entre os tratamentos (FIGURA 17).

Os resultados obtidos na analise conjunta entre isolados do experimento a
campo e do experimento em vasos indicam que as bactérias capazes de nodular o
feijoeiro comum nas duas condicbes sdo geneticamente diferentes. Isto ocorre
possivelmente devido a pressdo de selecdo presente em cada ambiente. Além
disso, no campo a concentracdo de bactérias encontrada no solo foi baixa,
permitindo a expressdo de ampla diversidade entre os isolados. Por outro lado,
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quando cultivadas em condicdes experimentais controladas, as plantas
apresentaram nodulacdo por bactérias mais semelhantes geneticamente. Um
provavel fator limitante pode ter sido a diferenca de pH entre os tratamentos, acido
em campo e neutro em vasos (ANYANGO, 1995). Supde-se ainda que no
experimento em vasos, somente bactérias mais competitivas foram capazes de
estabelecer nodulacédo nas plantas inoculadas com solo na diluicdo 10™. Neste caso,
expressou menor diversidade em relacdo a diluicdo 102, onde a quantidade de
células competitivas era menor. Na menor diluicdo, a chance de expressao da
diversidade foi significativamente maior, como ja discutido no item 4.2.

Os indices de diversidade e riqueza genética resultantes da analise conjunta
entre os diferentes tratamentos estdo apresentados na TABELA 10, onde podem ser
observados maiores valores para os isolados de cultivares do centro de origem
Mesoamericano. A expressdo de maior diversidade entre bactérias que nodulam
feijoeiro representativo deste centro novamente esta de acordo com a possivel

origem mesoamericana desta cultura no Brasil.

TABELA 10. Iindices de diversidade e riqueza genética de isolados dos
experimentos a campo e em vasos, separados por centro de origem

Indice de Mesoamer icano Andino Todos isolados
diversidade (campo + dilui¢cdes) (campo + dilui¢cdes)

Shannon 3,422 £ 0,086 2,972 £0,156 4,054 £ 0,082
tradicional
Riqueza genética 79,5+17,5 67,6 +14,5 176,6 + 28,2
(ACE)
Individuos 86 69 192
observados
Genotipos 41 35 91
observados
Cobertura 0,744 0,667 0,719
estimada da
amostragem

Similaridade final 10,13% 10,95% 9,99%
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FIGURA 16: Dendrograma mostrando linhagens de rizébios isolados de feijdo comum cultivado em
diferentes condicdes (experimento a campo e em vasos, nas diluicdes de solo 10" e 10, centro de
origem mesoamericano), depois da andlise de cluster dos produtos usando UPGMA algoritimo e

coeficiente de Jaccard.
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diferentes condicdes (experimento a campo e em vasos, nas diluicdes de solo 10™ e 107, centro de
origem andino), depois da analise de cluster dos produtos usando UPGMA algoritimo e coeficiente
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5. CONCLUSOES

+ A diversidade genética de rizobios microssimbiontes do feijoeiro na regiao de
Bateias, Campo Largo, € elevada. Maior diversidade foi verificada segundo a
ordem crescente solo diluido 10, solo diluido 10 e campo.

+ A metodologia BOX-PCR foi adequada para capturar a diversidade genética
das estirpes isoladas.

+ A diversidade genética dos isolados obtidos usando como planta isca
cultivares de origem mesoamericana foi superior a obtida com cultivares
andinos, o que deve estar relacionado a possivel origem da cultura no Brasil.

+ Como sugestdo de continuidade de pesquisa, podem ser realizados novos
estudos baseados na caracterizagdo genética, inicialmente pelo

sequenciamento do gene 16S rRNA.
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ANEXO |

Andlise fisiogeogréfica da regido de Campo Largo

Propriedades quimicas do solo utilizado neste estudo:

pH AT H+AI™ ca” Mg” K SB T P C V. M CaMg Argila N

CaCl, SMP dm® mg/dm® g/dm® % % g/Kg
4,70 5,20 0,80 9,00 460 260 043 7,63 16,63 20,70 275 46 9 1,8 575,0 3,1

Condigbes climaticas (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007):

O clima da regido de Campo Largo é classificado como subtropical umido
(Cfb), seguindo a classificacdo de Koppen-Geiger. As caracteristicas deste tipo de

clima sao:

+ Climas mesotérmicos

+ Temperatura média do ar dos 3 meses mais frios compreendidas entre 3T e
18C

+ Temperatura média do més mais quente > 10C

+ Estacdes de Verao e Inverno bem definidas

+ Clima umido

+ QOcorréncia de precipitacdo em todos os meses do ano

+ Inexisténcia de estacéo seca definida

+ Temperatura média do ar no més mais quente < 22T

+ Temperaturas médias do ar nos 4 meses mais quentes > 10C
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ANEXO I

Dendrograma obtido pelos produtos de amplificacdo p or BOX-PCR de
isolados de rizobios obtidos de feijoeiro comum, cu Itivares Diamante Negro e
Ouro Negro (C.O. Mesoamericano) em experimento aca mpo.
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ANEXO IlI

Dendrograma mostrando isolados de rizébios obtidos

experimento conduzido a campo, com as cultivares Ja

Precoce (centro de origem Andino).
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ANEXO IV

Dendrograma mostrando isolados de rizobios obtidos de feijoeiro comum
relacionados a dois diferentes centros de origem, M esoamericano e Andino,
em ensaio conduzido a campo.

Para melhor visualizacédo, a sequéncia dos isolados e estirpes de referéncia

deste ANEXO esta relacionada na tabela seguinte:

Posicéo Isolado/ Posicéo Isolado/ Posicao Isolado/ Posicéo Isolado/
Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
1(G1) CIAT899 33 CDN30 65 CON22 97 CON35
2 PRF81 34 CJP42 66 CJP31 98 CGP3
3 CON33 35 CDN36 67 (G4) CONS8 99 CGP22
4 CDN11 36 CDN29 68 CON15 100 CDN15
5 CDN19 37 CJpP27 69 CGP39 101 CGP18
6 (G2) CJP8 38 CDN35 70 CON9 102 (G7) CJP67
7 CJP22 39 CDN37 71 CON17 103 CON3
8 CDN1 40 CDN39 72 CON10 104 CJP71
9 CDN16 41 CDN49 73 CON5 105 (G8) CDN45
10 CDN22 42 CDN5 74 CDN7 106 CGP4
11 CJP57 43 CDN24 75 CJP21 107 CDN43
12 CJP62 44 CDN6 76 (G5) CJP38 108 CDN38
13 CDN42 45 CDN12 77 CJP44 109 CGP2
14 CJP48 46 CDN33 78 CDN47 110 CGP14
15 CDN32 47 CJP6 79 CDN26 111 CGP28
16 CJP32 48 CDN2 80 CGP5 112 CFN42
17 CGP26 49 CDN20 81 CGP20 113 CFN299
18 CDN3 50 CDN9 82 CGP24 114 (G9) USDA2671
19 CDN4 51 CDN18 83 CGP15 115 R602
20 CON13 52 CDN17 84 CDN14 116 H152
21 CON24 53 CDN23 85 CJP50 117 (G10) CDN44
22 CJP63 54 CGP13 86 CGP36 118 CJP14
23 CJP65 55 CJP23 87 CON31 119 CON4
24 CON20 56 CON34 88 (G6) CGP23 120 CON7
25 CGP35 57 CON36 89 CGP32 121 CDNS8
26 CJP33 58 CON30 90 CJP66 122 CJP2
27 CON16 59 CON25 91 CON11 123 CJP20
28 (G3) CDN40 60 CONZ26 92 CJP9 124 CDN13
29 CDN46 61 CONZ23 93 CJP10 125 CDN21
30 CDN34 62 CONZ28 94 CON19 126 CDN41
31 CDN27 63 CJP5 95 CJP26 127 CDN48

32 CGP21 64 CON27 96 CJP49 128 CJP61
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ANEXO V

Dendrograma obtido com os produtos de BOX-PCR de ri  zdbios isolados de

feijoeiro comum (Diamante Negro, vasos inoculados c om solo diluido 10 *e

1079).

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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ANEXO VI

Dendrograma obtido com os produtos de BOX-PCR de ri  zdbios isolados de
feijoeiro comum (Jalo Precoce, vasos inoculados com solo diluido 10 e 10?).

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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ANEXO VII

Dendrograma mostrando linhagens de rizobios isolado s de feijoeiro comum de

dois diferentes centros de origem (experimento em v asos, diluicbes de solo

10™ e 10%).
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ANEXO VIl

Dendrograma mostrando linhagens de rizébios isolado s de feijoeiro comum
de dois diferentes centros de origem (experimento e  m vasos, diluicdo de solo
10%).

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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ANEXO IX

Dendograma mostrando linhagens de rizobios isolados de feijoeiro comum de
doig diferentes centros de origem (experimento em v asos, diluicdo de solo
10).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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