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RESUMO GERAL

FLORENTINO, Ligiane Aparecida. Diversidade genotipica e simbidtica e
tolerancia a estresses de bactérias associadas a Seshania virgata (Cav.) Pers.
2009. 113p. Tese (Doutorado em Ciéncia do Solo)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG,

O género Seshania pertence a familia Leguminosae e apresenta cerca de
70 espécies, as quais apresentam um grande potencial de utilizagdo econémica,
como em reflorestamento de mata ciliar, recuperacdo de &reas degradadas, na
alimentacdo de ruminantes, atividades farmacoldgicas, entre outras. Essas
leguminosas tém a capacidade de estabelecer simbiose com as bactérias
noduliferas em leguminosas (BNL), as quais sdo capazes de fornecer o
nitrogénio necessario ao desenvolvimento dessas plantas. No entanto, somente
cerca de 10% destas espécies foram estudadas quanto a capacidade de
estabelecer simbiose com essas bactérias. Uma das espécies deste género que
vém sendo estudadas em relacdo a nodulacgdo e despertado o interesse cientifico
é a simbiose altamente especifica existente entre Sesbania virgata e a BNL,
Azorhizobium doebereinerae. Neste caso, a simbiose é sempre eficiente e as
estirpes de A. doebereinerae apresentam alta similaridade fenotipica
(caracteristicas culturais e perfis de proteina total) entre si, dificultando a
distingdo entre elas. Além disso, os estudos mostram também que nas amostras
de solos coletadas proximo do caule de S. virgata, além de A. doebereinerae,
ocorre também grande diversidade de BNL nativas. Este trabalho foi realizado
com o objetivo de estudar a nodulacéo de sete espécies de Sesbania com BNL de
diferentes géneros e as caracteristicas genotipicas (seqliéncias repetitivas de
DNA gendmico), simbidticas e tolerdncia a estresses de BNL isoladas de
nodulos de S. virgata ou oriundas de amostras de solos coletadas proximo do
caule de plantas de S. virgata encontradas sob areas de pastagem em municipios
do Sul de Minas Gerais. Foi verificada uma grande diversidade em relagdo a
capacidade de estabelecer simbiose das sete espécies de Sesbania com o0s
diferentes géneros de BNL. As BNL isoladas de nddulos e/ou de amostras de
solos coletadas proximo do caule de S. virgata apresentaram alta diversidade
genética e também em relagdo a capacidade de tolerarem diferentes condigdes de
estresse em meio de cultura. Destas, algumas estabeleceram simbiose eficiente
com o caupi, sendo indicadas para novas etapas do processo de selecdo para
estirpes inoculantes.

! Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA



GENERAL ABSTRACT

FLORENTINO, Ligiane Aparecida. Symbiotic and Genotypic diversity and
bacteria stress tolerance of bacteria associated to Sesbania virgata (Cav.)
Pers. 2009. 113p. Thesis (Doctorate in Science of the Soil)- Federal University
of Lavras, Lavras, MG2

Sesbania genus belongs to Leguminosae family and presents around 70
especies, which have a great economic utilization potential, such as gallery
forest reforestation, recovery of degraded areas, feeding ruminants,
pharmacological activities, among others. These leguminous have the capacity
to establish symbiosis with Leguminosae-nodulating bacteria (LNB), which are
able to supply the necessary nitrogen for their development plants. However,
only around 10% of these species were studied in relation to capacity to their
establish symbiosis with LNB. One species of this genus that has been studied in
relation to nodulation and has driven the scientific interest for its the highly
specific symbiosis wise is Sesbania virgata and LNB, Azorhizobium
doebereinerae. In this case, the symbiosis is always efficient and A.
doebereinerae strains present high phenotypic (characteristics cultural and total
protein profiles) similarity between themselves, making difficult the distinction
between these ones. Besides this, studies have also shown that the soil samples
collected close to the S. virgata stem presente, that A. doebereinerae, and a great
diversity of native LNB from many genera. This work aims to study the
nodulation of seven species of Sesbania with different genera of LNB and
genotypic (repetitive-sequence), symbiotic and phenotypic characteristics of
LNB isolated nodules or from soil samples collected closer to S. virgata plants
stem under pasture areas in South of Minas Gerais municipalities. It was verified
a great diversity in relation to the capacity to establish symbiosis for the seven
species of Sesbania with different LNB genera. LNB isolated from nodules
and/or soil samples collected closer to S. virgata stem, present high genetic
diversity, and also presents capacity to tolerate different stress conditions in
culture medium. Some of the have established efficient symbiosis with cowpea,
indicating a great potential to use in new stages of selection for inoculant species
process.

2Adviser: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA



CAPITULO 1
INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO



1 INTRODUCAO

Os microrganismos desempenham importantes funcBes, como a
decomposicdo e a mineralizacdo da matéria organica, a ciclagem de nutrientes e
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), que contribuem para a regulagdo e o
funcionamento dos ecossistemas. Dessa forma, a presenca destes no solo pode
ser considerada como indicador de sua qualidade (Kennedy & Papendick, 1995).
Além disso, esses microrganismos podem representar grande fonte de produtos
farmacéuticos, enzimas, corantes, &cidos organicos e muitos outros recursos
ainda pouco explorados.

O processo de FBN, realizado pelas bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N,), tem sido intensivamente estudado devido, principalmente, ao
aporte de N nos ecossistemas agricolas. Nas regifes tropicais, onde o0s solos
geralmente se encontram altamente intemperizados e com baixo nivel de
fertilidade natural, esse processo tem grande importancia econdémica.

No Brasil, o0 melhor exemplo de utilizagdo do processo de FBN é o da
inoculacdo de bactéria nodulifera de leguminosas (BNL) do género
Bradyrhizobium sp. na cultura da soja (Glycine max. (L.) Merril), na qual a
adubac@o nitrogenada é totalmente substituida (Moreira & Siqueira, 2006),
garantindo maior competitividade do produto no mercado externo.

No entanto, a eficiéncia do processo FBN depende de caracteristicas
intrinsecas a leguminosa hospedeira e a bactéria e também das condicGes
ambientais. Fatores como altas temperaturas, estresse hidrico, acidez do solo
associado & presenca de Al*® e Mn*? e deficiéncia de macro e micronutrientes,
especialmente Mo e Co, podem limitar a sobrevivéncia e a atividade das BNL
(Moreira & Siqueira, 2006). Dessa forma, este trabalho foi realizado com os
objetivos de estudar as caracteristicas simbidticas e genotipicas de diversas

estirpes de BNL, bem como o comportamento destas quando expostas a



diferentes condi¢Ges ambientais, como tolerdncia a altas temperaturas e
concentragdes salinas, valores extremos de pH e diferentes tipos de antibidticos.
Aliado a isso, buscou-se também estudar o envolvimento dos exopolissacarideos
sintetizados pela estirpe CIAT 899", no processo de adaptacdo a diferentes

condicdes ambientais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixacao bioldgica de nitrogénio

Os organismos do solo, sejam eles macro ou microscopicos,
desempenham variadas fungdes, as quais garantem a manutencédo e o equilibrio
dos ecossistemas terrestres. Dentre essas fungdes, incluem-se a decomposicéo e
a mineralizacdo da matéria organica, a ciclagem de nutrientes e a fixagao
biologica de nitrogénio atmosférico (N,) (FBN). Destes, a FBN tem sido
intensivamente estudada, devido a sua grande contribuicdo no aporte de
nitrogénio (N) nos ecossistemas agricolas.

O N é constituinte de varios compostos, como 0s aminoacidos, os acidos
nucleicos e a clorofila. Portanto, € um dos nutrientes absorvidos em maiores
quantidades pelas plantas cultivadas. Normalmente, o0 manejo da adubacéo
nitrogenada € dificultada porque este elemento apresenta alta mobilidade no
sistema solo-planta-atmosfera, perdendo-se facilmente por volatilizagdo ou
lixiviagdo. Além disso, os fertilizantes nitrogenados tém baixa eficiéncia de uso.
Dessa forma, sdo necessarias varias aplicacdes de fertilizantes contendo N
mineral para se obter altas produtividades. Aliado a isso, estes fertilizantes
apresentam alto custo de producéo, o que permite considerar que sua utilizacdo
sem critério, além de elevar o custo do produto final, pode contaminar o meio
ambiente (Cantarella, 2007).

Estima-se que cerca de 78% do ar atmosférico seja constituido pelo gas
dinitrogénio (N,), porém, essa forma ndo pode ser utilizada pela maioria dos
seres vivos. Somente uma parcela dos procariotos, os diazotréficos, que
possuem a enzima nitrogenase, conseguem tranformar o N, em NH.

Apesar de a FBN estar restrita aos procariotos que possuem a enzima

nitrogenase, verifica-se que esses organismos apresentam alta diversidade



morfoldgica, fisiologica, genética e filogenética, podendo ser encontrados em
vida livre, associadas ou em simbiose com plantas como as leguminosas, em que
ocorre a formac&o de estruturas especializadas denominadas nodulos, local onde
ocorre a reducdo do N, a NHs, nas raizes e/ou caules dessas plantas. Essas
bactérias também podem ser encontradas em associacdo com plantas de outras
familias, como as gramineas, mas, nesse caso, ndo ocorre a formacdo de
estruturas diferenciadas. Nesse caso das associa¢des, além da contribuicdo com
0 N, as bactérias podem excretar compostos, como 0s acidos organicos e 0s
hormdnios, que auxiliam na promocdo do crescimento vegetal (Moreira &
Siqueira, 2006).

Dessa forma, as bactérias fixadoras de N, tém sido intensivamente
estudadas, devido aos seus beneficios que vdo desde o aumento da producao
vegetal até a contribuicdo para a sustentabilidade dos sistemas agricolas,
principalmente nas regides tropicais, onde os solos geralmente se encontram
altamente intemperizados e com baixo nivel de fertilidade natural.

Portanto, o processo de FBN apresenta grande relevancia econdmica e
isso € bem evidenciado no caso da cultura da soja (Glycine max. (L.) Merril), em
que a inoculacdo de estirpes BNL selecionadas do género Bradyrhizobium sp.
nas sementes no momento do plantio permite a substituicdo total da adubacéo

nitrogenada.

2.2 Simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio

A familia Leguminosae apresenta 700 géneros, cerca de 20.000 espécies
e € dividida em trés subfamilias: Papilionoideae, Mimosoideae e
Caesalpinoideae. Diversas plantas desta familia possuem a capacidade de
estabelecer interacdo simbidtica com as BNL, formando ndédulos nas raizes e/ou

caules destas plantas. Dessa forma, estas bactérias podem ser chamadas de



bactérias noduliferas em leguminosas (BNL). Como em toda associagdo
simbidtica, ocorre um beneficio matuo para ambos os organismos. Nesse caso, a
planta fornece fotoassimilados e, em troca, a bactéria fornece o nitrogénio (N)
necessario ao desenvolvimento da planta.

As BNL formam grupos filogeneticamente diversos e sdo encontradas
nas subclasses a-proteobactéria e B-proteobactéria, nos géneros Allorhizobium
(De Lajudie et al., 1998), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), Bradyrhizobium
(Jordan, 1982), Rhizobium (Frank, 1889), Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) e
Sinorhizobium (De Lajudie et al., 1994), Methylobacterium (Sy et al., 2001),
Blastobacter (Van Berkun & Eardly, 2002) e Devosia (Rivas et al., 2002),
Phyllobacterium (Valverde et al., 2006), Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005),
Burkholderia (Moulin et al., 2001) e Cupriavidus (Chen et al., 2001).

Estas bactérias possuem os genes da nodulacdo, genes nod, que sdo
expressos em resposta a determinadas moléculas quimicas (flavonoides)
emitidas pela leguminosa hospedeira. Uma vez expressos, estes genes induzem a
bactéria a sintetizar um sinal de reconhecimento pelo hospedeiro, os fatores Nod
ou lipoquitooligossacarideos (LCO). Apos a liberacdo destes compostos, se
houver um reconhecimento pela planta, inicia-se o encurvamento do pelo
radicular e, posteriormente, a formagdo dos nodulos (Figura 1). Dessa forma, o

processo de nodulacdo tende a ser especifico.



FIGURA 1 Troca de sinais moleculares que antecedem a simbiose entre
bactérias noduliferas e plantas leguminosas (Schultze &
Kondorosi, 1998).

O estabelecimento da simbiose pode depender também dos
polissacarideos extracelulares, como os lipopolissacarideos (LPS) e o0s
exopolissacarideos (EPS). Os LPS sdo moléculas constituintes da maioria das
bactérias gram-negativas. Estdo localizados na membrana bacteriana externa e
sdo formados por trés diferentes regides: o lipideo A, o polissacarideo interno e
0 polissacarideo O-especifico. O lipideo A apresenta acidos graxos unidos a um
dissacarideo com composi¢do quimica que pode variar entre as diferentes
espécies bacterianas; o polissacarideo interno é uma regido polissacaridica
contendo acgucares de sete carbonos, glicose, galactose e N-acetilglicosamina,
ligada ao lipideo A por uma molécula de cetodesoxioctonato e a terceira regido
consiste de uma cadeia de aglcares de seis carbonos e dideoxi-aglcares, como
abequose, colitose, paratose ou tivelose, que se associam, formando
ramificacGes (Madigan et al., 2004).

Em relagdo aos LPS, algumas estruturas desses compostos em BNL tém

sido descritas em detalhes. A estrutura mais completa descrita até 0 momento



para um LPS de BNL foi demonstrada primeiramente por Forsberg e Carlson
(1998), para Rhizobium etli, estirpe CE3. Identificagbes parciais de LPS de
outras espécies de BNL tém sido publicadas e demonstram grande variagdo
estrutural nesta molécula, especialmente para o polissacarideo O-especifico, que
parece ser a regido que apresenta as maiores diferengas estruturais em
comparagdo com as demais porg¢des (Spaink, 2000; Fraysse et al., 2003).

Os EPS produzidos por BNL sdo, na maioria das vezes,
heteropolissacarideos formados a partir de unidades repetidas de residuos de
hexoses, como glicose, galactose, manose, ramnose, acido galacturénico e
glucurdnico com substitui¢bes de piruvil, acetil, sucnil e hidroxibutanoil (Lepek
& D’Antuono, 2005). Estes compostos podem ser secretados no ambiente ou
ficar retidos na superficie bacteriana como um polissacarideo capsular (CPS)
(Skorupska et al., 2006). Uma grande diversidade nas estruturas quimicas dos
EPS podem ser encontradas entre as BNL, de acordo com a composi¢do dos
acucares e suas ligacbes em uma subunidade simples, repetindo o tamanho da
unidade e o grau de polimerizacdo (Van Workun et al., 1998; Laus et al., 2005).

Os trabalhos de pesquisa demonstram que os mutantes deficientes na
producdo de LPS apresentam alteracbes no processo de diferenciacdo do
bacteroide, resultando em nddulos inefectivos (Perotto et al., 1994; Carlson et
al., 1995; Noel et al., 2000). J& em relacdo aos EPS, mutantes de Sinorhizobium
meliloti e Rhizobium sp. na producdo desses compostos foram incapazes de
nodular plantas de Medicago sativa, Leucaena leucocephala e Macropitilium
atropurpureum (Leigh et al., 1985; Djordjevic et al., 1987; Battisti et al., 1992).
A restauragdo da nodulacdo ou da eficiéncia simbidtica foi verificada ap6s a
adicio dos EPS durante a inoculacdo, indicando que esses compostos,
juntamente com outras moléculas, como os fatores Nod, atuam como moléculas
sinalizadoras essenciais para o estabelecimento da nodulacdo e da efetividade
simbidtica (Battisti et al., 1992; Urzainqui & Walker, 1992).



2.3 Importéncia econdmica e ecoldgica da simbiose entre leguminosas e
bactérias noduliferas

As leguminosas apresentam grande potencial para utilizagcdo em diversos
setores da economia nacional, seja para fornecimento de produtos alimenticios,
medicinais, ornamentais, forrageiras, apicolas, madeira, cortiga, fibras, dleo e
tanino, entre outros, seja para incorporacdo em sistemas consorciados, no
reflorestamento de matas ciliares e na recuperacdo de areas degradadas. Muitas
dessas espécies sdo capazes de estabelecer simbiose com as BNL, que
proporciona uma reducédo na utilizacdo de N mineral no cultivo destas plantas.

Portanto, a simbiose entre BNL e leguminosas apresenta grande
importancia para os ecossistemas agricolas, principalmente em solos de regides
tropicais, que apresentam baixas concentracdes de nitrogénio assimilavel, devido
as pequenas quantidades de matéria organica. Também nessas regides, devido ao
processo de intenso intemperismo quimico, normalmente, os solos se encontram

exauridos de nutrientes e com altas concentragdes de H* e AI**

, Tatores que
limitam o desenvolvimento das culturas. Aliado a isso, grande parte dos
agricultores utiliza baixo nivel tecnoldgico, em que as praticas de calagem e
adubacdo ndo sdo realizadas satisfatoriamente. Dessa forma, a utilizagcdo de
leguminosas que estabelecem simbiose com as BNL tem sido uma possibilidade
de aumentar a produtividade, por meio do incremento de N, com baixo custo de
producéo.

Atualmente, existem estirpes selecionadas de comprovada eficiéncia em
estabelecer simbiose com 94 espécies leguminosas. No entanto, a maioria dos
inoculantes comercializadas sdo para a cultura da soja (Moreira & Siqueira,
2006).

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) e o caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp.) sdo exemplos de leguminosas que possuem estirpes inoculantes

capazes de estabelecer simbiose eficiente, mas, como dito anteriormente, na



maioria das vezes, esta tecnologia ndo € utilizada. Essas duas culturas
representam importantes fontes de proteina na dieta alimentar de populagdes de
regides tropicais. No Brasil, o feijdo € bastante cultivado nas regifes sudeste,
centro-oeste e sul, enquanto o caupi é utilizado nas regides norte e nordeste.

No caso do feijdo, o Brasil é o segundo maior produtor mundial e a
produtividade média esta em torno de 840 kg ha™ (CONAB, 2008). Em &reas
que utilizam manejo adequado de adubacéo e irrigacdo, as produtividades séo
geralmente superiores a 1.500 kg ha™ (Silveira & Stone, 1994). As baixas
produtividades na maioria das propriedades sdo dependentes de varios fatores,
como genétipo da planta, ambiente e uso adequado de fertilizantes,
principalmente nitrogenados, fatores indispensaveis para que a cultura possa
expressar todo o seu potencial produtivo (Vieira, 2006; Fullin et al., 1999).

Portanto, observa-se que ha grande diferenca tecnoldgica entre os
agricultores na utilizacdo de fertilizantes, principalmente os nitrogenados. A
grande maioria, que cultiva pequenas areas, em agricultura tipicamente familiar,
praticamente ndo os utiliza. No outro extremo, 0S empresarios rurais, que
cultivam extensas &reas irrigadas, empregam grande quantidade desse nutriente,
normalmente em doses superiores a 100 kg ha™® (Ferreira et al., 2004). Nas
primeiras, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de tecnologias de baixo
custo, capazes de melhorar a produtividade dos pequenos agricultores de forma
sustentavel.

No caso da cultura do feijdo, trabalhos de pesquisa mostram a
viabilidade de utilizacdo da inoculagdo com BNL, as quais conseguem suprir a
quantidade de N suficiente para que essa cultura atinja boa producdo de grédos
(Mendes et al., 1994; Franco, 1995; Ferreira et al., 2000; Soares et al., 2006;
Ferreira et al., 2009), justificando a utilizacdo da técnica de inoculagao.

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também conhecido por feijdo-

de-corda, feijdo-macassar e feijdo-de-praia, apresenta boa capacidade de
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adaptacdo a diferentes tipos de solos e € cultivado nas regides norte e nordeste
do Brasil, em carater predominantemente de subsisténcia (Melo et al., 2005;
Silva et al., 2006).

Embora o caupi tenha significativa importancia socioecondmica para as
regides norte e nordeste, o rendimento médio € relativamente baixo (300 a 400
kg ha™), em decorréncia da disponibilidade insuficiente de nutrientes minerais,
especialmente do N (Frota & Pereira, 2000).

O processo de FBN é reconhecidamente eficiente em caupi, de forma
que o uso de inoculantes com estirpes selecionadas pode dispensar a utilizagdo
de outras fontes de N e proporcionar altos niveis de produtividade (Rumjaneck
et al., 2005; Soares et al., 2006). As estimativas da contribuicdo da FBN no
campo sdo, entretanto, bastante variaveis, tendo sido obtidos valores numa faixa
de 40% a 90% do total de N acumulado pela cultura. Essa variabilidade pode ser
atribuida a diferencas tanto do gen6tipo da planta como das estirpes inoculantes,
que podem influenciar os niveis de FBN (Rumjaneck et al., 2005), podendo-se
também considerar as diferentes condi¢cBes edafoclimaticas das regides
produtoras.

No Brasil, normalmente, ndo é utilizada adubacéo nitrogenada na cultura
do caupi, porém, caso a produtividade atual fosse mantida a custa da aplicacao
de adubo nitrogenado, seria necessario um investimento equivalente a cerca de
US$ 13 milhGes, somente para a regido nordeste brasileira, o que indica a
magnitude da contribuicdo da FBN para essa cultura em condi¢bes de campo
(Rumjaneck et al., 2005).

Para alguns géneros de leguminosas arbéreas ou arbustivas, como
Acacia, Enterolobium, Erythrina, Mimosa, Leucaena e Sesbania, entre outros, ja
existem estirpes selecionadas capazes de fornecer a quantidade de N total ou
parcial ao desenvolvimento dessas plantas. A simbiose destas leguminosas com

BNL tem recebido bastante atengdo, devido, principalmente, a possibilidade de
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utilizacdo dessas plantas em &reas de recuperacdo de solos degradados,
reflorestamento de matas ciliares, como culturas intercalares com culturas
agricolas (aleias) e como adubagao verde.

Dentre essas leguminosas, 0 género Sesbania apresenta em torno de 70
espécies, distribuidas entre ervas, arbustos ou arvores de pequeno a médio porte,
sendo encontradas nas regides tropicais e subtropicais. Essas plantas sdo capazes
de tolerar condicbes de baixa oxigenacdo, tornando-as aptas para o
reflorestamento de matas ciliares. Sdo também indicadas para a recuperacdo de
areas degradadas, utilizacdo na formacdo de cercas vivas, barreiras contra o
vento e, em alguns casos, como fornecedoras de fibras de boa qualidade e na
alimentagdo animal (Allen & Allen, 1981). Além disso, estas espécies formam
simbiose com as BNL presentes nos solos, proporcionando a essas plantas bom
desenvolvimento em solos de baixa fertilidade natural e contribuindo para
aumentar a quantidade de N disponivel no solo (Ndoye et al., 1990).

Os estudos das bactérias que nodulam algumas espécies deste género
possibilitaram a identificacdo de um novo género e de novas espécies de BNL.
Por meio do isolamento de nédulos radiculares e caulinares de S. rostrata, foi
descrito um novo género de BNL, Azorhizobium e a espécie A. caulinodans, cuja
estirpe tipo é a ORS 571" (Dreyfus et al., 1988). Outras duas novas espécies de
Sinorhizobium, S. saheli e S. terangae, foram isoladas de nddulos de S. rostrata,
S. cannabina, S. aculeata, S. sesban, S. grandiflorea e S. pachicarpa (De
Lajudie et al., 1994). A estirpe S02" foi isolada de nddulos de S. herbacea e
identificada como uma nova espécie: Rhizobium huautlense (Wang et al., 1998).
Em 2006, foi descrita a segunda espécie do género Azorhizobium, A.
doebereinerae, isolada de nddulos de S. virgata (Moreira et al., 2006).

Para outras espécies, como S. cannabina, S. exasperata, S. punicea e S.

sericea, estudos tém sido desenvolvidos visando identificar os microssimbiontes
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destas espécies e a faixa de hospedeiros das BNL (Vinuesa et al., 2005;
Cummings et al., 2009).

No Brasil, S. virgata é a principal espécie representante desse género,
sendo encontrada nas regides sul, sudeste e centro-oeste (Pott & Pott, 1994). Em
muitos trabalhos, esta planta € considerada como invasora de &reas Umidas ou
alagadas, como lavouras de arroz irrigado e pastagens, nas quais pode causar
problemas ao gado, devido a presenca de compostos toxicos, principalmente nas
sementes (Kissmann & Groth, 1999; Lorenzi, 2000). No entanto, foi
demonstrado que S. virgata apresenta propriedades farmacoldgicas (Braggio et
al., 2002), pois o tratamento oral com sumo liofilizado de suas folhas em
camundongos diminuiu a reagdo ao estimulo doloroso e reduziu o edema
inflamatorio.

Além disso, por tolerar condi¢bes de baixa oxigenacdo, S. virgata é
utilizada no reflorestamento de matas ciliares (Allen & Allen, 1981; Franco et
al., 1996), na atividade apicola e como fornecedora de lenha; suas sementes
torradas s&o utilizadas para substituir o café na Argentina (Pott & Pott, 1994).

A estirpe BR 54017, da espécie A. doebereinerae, é recomendada como
inoculante para essa leguminosa. Os estudos mostram que esta estirpe, quando
em simbiose com S. virgata, apresenta elevada capacidade de fixar N,
fornecendo a quantidade de N necesséria ao desenvolvimento desta leguminosa,
quando comparada aos tratamentos em que foi adicionado N mineral (Faria &
Guedes, 1999; Goncalves & Moreira, 2004; Florentino & Moreira, 2009;
Florentino et al., 2009). Esses estudos mostram também que a simbiose entre
esses dois organismos € altamente especifica. S. virgata somente estabelece
simbiose eficiente quando inoculada com estirpes de A. doebereinereae. Por

outro lado, esta bactéria somente induz nodulagdo efetiva nesta planta.
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2.4 Fatores que regulam a simbiose entre bactérias noduliferas e
leguminosas

Dentre os principais fatores limitantes ao estabelecimento da simbiose
entre leguminosas e bactérias noduliferas fixadoras de N, podem ser incluidas
as caracteristicas intrinsecas da leguminosa hospedeira e da bactéria, e também
as condi¢Bes ambientais.

Em relacdo as caracteristicas da leguminosa hospedeira, estudos
mostram que pequeno nimero dessas espécies tem sido investigado quanto a
capacidade de nodular. No entanto, observa-se que a capacidade de nodular
parece estar correlacionada ao grau de evolugdo da espécie dentro da familia, de
modo que, nos grupos mais primitivos de Caesalpinioideae, a maioria das
espécies € ndo nodulifera, enquanto nas Mimosoideae e Papilioniodeae o
namero de espécies ndo noduliferas é bem menor (Moreira & Siqueira, 2006).

Em se tratando das caracteristicas intrinsecas da leguminosa hospedeira,
sabe-se que esta libera varios compostos quimicos, 0s quais podem estimular a
bactéria nodulifera a expressar os genes da nodulacdo e iniciar os processos de
infecgdo. Dentre esses compostos, os flavonoides tém sido os mais estudados.
Estes sdo compostos do metabolismo secundario ocorrem em abundancia no
reino vegetal e caracterizam-se, estruturalmente, por dois anéis aromaticos
conectados por uma ponte de trés atomos de carbono (C6-C3-C6) (Moreira &
Siqueira, 2009).

Dentre as diversas funcdes dos flavonoides, podem-se citar: protecédo
dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de polinizagao;
funcionamento como antioxidantes; controle da acdo de horménios vegetais e
acdo alelopéatica, destacando-se, ainda, nas interagbes entre plantas e
microrganismos, principalmente entre leguminosas e bactérias noduliferas
(Wink & Mohamed, 2003).

14



Tem sido demonstrado que cada planta produz diferentes flavonoides e a
quantidade e o espectro desses compostos pode variar com a idade e com o
estado fisiologico da planta (Harborne & Williams, 2001). Dessa forma, a
liberacdo de flavonoides pela planta € o primeiro fator que seleciona as possiveis
BNL capazes de nodular esta leguminosa.

O reconhecimento dos flavonoides liberados pelas leguminosas pelas
BNL no solo é verificado quando ocorre a ativacdo da proteina NodD da
bactéria, desencadeando a transcricdo dos genes da nodulacdo nodABC e a
sintese dos fatores Nod. A planta reconhece estes fatores Nod e inicia-se 0
encurvamento do pelo radicular e, posteriormente, a formacdo dos nddulos
(Redmond et al., 1986).

Dessa forma, os flavonoides e os fatores Nod sdo moléculas essenciais
para 0 estabelecimento de uma interacdo especifica, garantindo que a planta
hospedeira somente estabeleca simbiose com uma estirpe de rizébio compativel.

Outro fator que regula a simbiose entre leguminosas e BNL sdo as
condicbes ambientais limitantes. Fatores como altas temperaturas e
concentracdes salinas, estresse hidrico e acidez do solo, associados a presenca de
Al e Mn*? e deficiéncia de macro e micronutrientes, especialmente Mo e Co,
podem afetar a sobrevivéncia, o crescimento e a capacidade de fixacdo de N,
pelas estirpes de BNL (Moreira & Siqueira, 2006).

I** tém sido

Dentre esses fatores, a acidez do solo e a toxidez por A
apontadas como causas principais do insucesso no estabelecimento de
leguminosas, pois pode prejudicar tanto o crescimento da planta como também o
processo de FBN (Duguma et al., 1988).

De modo geral, quanto maior for a tolerdncia de uma estirpe as
condigdes adversas, maior serd a sua competitividade com as BNL nativas,

assim como sua capacidade de superar relagdes antagdnicas com populagfes de
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outros organismos; consequentemente, essa bactéria tera condicBes de

estabelecer uma simbiose efetiva com a leguminosa hospedeira.

2.5 Exopolissacarideos como mecanismo de adaptagdo a condicOes
ambientais limitantes

Para se sobrepor as condi¢cGes ambientais adversas, 0S microrganismos
podem desenvolver varios mecanismos de protecdo (Lindquist, 1986). No caso
das BNL, a tolerdncia a condi¢fes de acidez tem sido bastante estudada e os
estudos mostram que sdo VArios 0s provaveis mecanismos adotados nessas
condigdes, como regulacdo do pH citoplasmatico (Chen et al., 1993; Graham et
al., 1994), producdo de EPS (Cunningham & Munns, 1984), alteracdes na
membrana plasmatica (Graham et al., 1994) e producdo de glutationa (Riccillo et
al., 2000).

Em relacdo aos EPS, foi demonstrado que as estirpes de Rhizobium que
produzem maior quantidade de EPS sdo mais tolerantes as condi¢es de acidez
quando comparadas com estirpes que produzem menor quantidade desses
compostos (Cunningham & Munns, 1984). Essa correlagdo entre tolerancia e
producdo de EPS também é observada em trabalhos em que as estirpes de BNL
sdo submetidas a diferentes niveis de salinidade (Eaglesham et al., 1987; Xavier
et al., 1998; Freitas et al., 2007; Xavier et al., 2007). Uma explicacdo é que 0s
EPS envolvem as células bacterianas, diminuindo o contato da superficie celular
com o meio salino, proporcionando maior resisténcia da célula bacteriana ao
efeito osmotico (Elsheikh & Wood, 1990).

A funcdo desses compostos como mecanismo de protecdo torna-se mais
evidente em alguns casos em que as estirpes de BNL, quando cultivadas em
condicdes ambientais limitantes, passam a produzir maior quantidade de EPS.

Isso é evidenciado para estirpes de Bradyrhizobium cultivadas em condicdo de
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acidez (Barberi et al., 2004; Miguel & Moreira, 2001; Maccié et al., 2002).
Nesses casos, 0 aumento na producdo de EPS é considerado um mecanismo de
protecdo adotado por estas bactérias.

Em Sinorhizobium meliloti, também ¢ verificado aumento na sintese de
EPS quando esta bactéria é cultivada em condi¢des de baixo fosfato (Mendrygal
& Gonzalez, 2000). Para esta bactéria, aléem dos estudos de producéo
quantitativa de EPS, foram realizados também estudos da composicdo e
estrutura quimica desses compostos. S. meliloti produz dois tipos de EPS: o EPS
I, que é succinoglicano e o EPS IlI, que é galactoglucana. O succinoglicano é
composto por unidades repetidas de octassacarideos, que sdo constituidos por
uma galactose e sete glicoses contendo radicais acetil, succinil e piruvato. O EPS
Il é um dissacarideo constituido por unidades repetidas de glicose e galactose,
com radicais acetil e piruvato. A quantidade de fosfato é que regula a producao
de um ou de outro EPS nesta bactéria. Quando cultivado em condigdes normais,
S. meliloti tende a produzir o EPS I. J& em condi¢cBes de baixo fosfato,
predomina o EPS Il (Mendrygal & Gonzalez, 2000).

S. meliloti é a BNL que tem sido mais estudada em relagdo a producéo
de EPS e a influéncia desses compostos na adaptacdo e na nodulagdo. Uma vez
detectado que a composicao quimica desta bactéria € modificada de acordo com
a condicdo de fosfato no meio (Mendrygal & Gonzalez, 2000), foram realizados
estudos visando determinar a influéncia desses compostos na nodulacdo de
Medicago sativa. Foi observado que o EPS | é mais eficiente em mediar o0s
processos de invasao, porém, ambos os EPS atuaram no processo de nodulagao
de M. sativa (Pellock et al., 2000). Estes autores relatam que a capacidade de S.
meliloti produzir dois tipos de EPS e o fato de ambos atuarem no processo de
nodulagdo proporcionam vantagem competitiva a esta estirpe, pois, mesmo em
condi¢Bes ambientais limitantes, os processos de nodulacéo e fixacdo do N, ndo

serado afetadas.
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Para outras bactérias, como Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida e
Arthrobacter viscosus, é bem evidenciada a fungdo dos EPS na complexacgéo de
metais, 0 que pode aumentar a sua sobrevivéncia em solos que contenham estes
elementos (Scott & Palmer, 1990).

2.6 Exopolissacarideos sintetizados por bactérias noduliferas em
leguminosas (BNL)

Grande diversidade nas estruturas quimicas dos EPS pode ser encontrada
entre as BNL, de acordo com a composicdo dos agUcares e suas ligacdes em uma
subunidade simples, repetindo o tamanho da unidade e o grau de polimerizacdo

(Van Workun et al., 1998; Laus et al., 2005), como se observa na Figura 2.
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FIGURA 2 Estrutura primaria de EPSs de diferentes espécies de BNL. A) EPS |
de S. meliloti. B) EPS 1l de S. meliloti. C) EPS de R. leguminosarum
bv. trifolii. D) EPS de R. leguminosarum bv. viciae 248. Glc =
glicose; Gal = galactose; GIcA = &cido glucor6énico; pyr = piruvato;
Suc = succinato; Ac = acetato (Spaink, 2000).

Entre os EPS mais conhecidos produzidos por BNL, estd o
succinoglicano (EPS 1), produzido por varias estirpes de Sinorhizobium meliloti.
E composto de um octassacarideo de unidades repetidas contendo uma galactose
e sete glicoses ligadas por ligacdes glicosidicas p-1,3, B-1,4, p-1,6 (Leigh et al.,
1985; Reinhold et al., 1994). S. meliloti também possui a habilidade de sintetizar
um outro exopolissacarideo distinto, designado de galactoglucano (EPS II), que

é um dissacarideo de unidades repetidas, composto por uma glicose acetilada e
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uma galactose piruvatada, com ligagdes glicosidicas a-1,3 ¢ B-1,3 (Zhan et al.,
1989; Her et al., 1990).

Estirpes de Rhizobium leguminosarum, apesar de pertencentes a
diferentes biovares (ex. trifolii e viciae) e nodularem diferentes plantas
hospedeiras, possuem um EPS conservado, composto por glicose, acido
galacturdnico e galactose, na proporcéo de 5:2:1, com ligaces glicosidicas p-1,6
(Robertsen et al., 1981; O’Neil et al., 1991). No entanto, algumas linhagens
secretam EPS com diferentes contelidos de aglcar e comprimento de cadeia,
como R. leguminosarum pv. viciae 248, que possui residuo de acido
galacturdnico adicional aos demais agucares presentes no EPS padrdo descrito
para as demais linhagens (Canter-Cremers et al., 1991).

A composigdo de monossacarideos do EPS sintetizado por
Bradyrhizhobium japonicum € constituida por manose, glicose, é&cido
galacturdnico, galactose, 4-O-metil galactose, ramnose e 4-O-metil-acido
galacturdnico. No entanto, é observada grande variagdo nas proporcdes desses
monossacarideos entre as diferentes estirpes (Huber et al., 1984).

Estudos estruturais de EPS produzidos por espécies de Burkholderia tém
sido descritos, principalmente para espécies patogénicas de humanos e animais.
Como exemplo de EPS descrito para espécies fixadoras de N,, pode ser citada a
estirpe B. brasiliensis M130, que produz dois EPS distintos, descritos como EPS
A e EPS B. O EPS A é composto de ramnose, glicose e galactose, na proporcao
de 2:2:1, enquanto o EPS B é composto por ramnose, galactose, glicose e glicose
A, na proporgdo de 2:2:2:2 (Mattos et al., 2001).

A composicdo quimica de EPS produzidos por outras espécies de BNL,
como o produzido pela estirpe KYGT207 de Rhizobium sullae, também est
descrita na literatura. O EPS desta linhagem é composto de residuos de glicose,

galactose e &cido manurénico, na proporg¢do de 2:1:1 (Kaci et al., 2005).

20



O EPS produzido pela estirpe ORS571" de Azorhizobium caulinodans,
diferentemente dos demais EPSs produzidos por outras espécies de BNL, é um
homossacarideo linear, composto apenas de residuos de a-1,3-4,6-0-(1-

carboxyetilideno)-D-galactosil (D’ Haeze et al., 2004).
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CAPITULO 2

RELACOES SIMBIOTICAS ENTRE ESPECIES DE Seshania E
GENEROS DE RIZOBIOS
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1 RESUMO

As leguminosas do género Sesbania apresentam grande potencial de
utilizacdo em areas de recuperacdo de solos degradados, no reflorestamento de
matas ciliares e em pequenas propriedades, onde séo utilizadas, principalmente,
como adubos verdes e forrageiras na alimentacdo de ruminantes. Essas plantas
estabelecem simbiose com bactérias noduliferas em leguminosas (BNL), no
entanto, somente cerca de 10% das espécies foram estudadas quanto a esta
capacidade. O trabalho foi realizado com os objetivos de estudar a nodulacéo de
sete espécies de Sesbania (S. emerus, S. exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S.
grandiflora, S. sesban e S. virgata), quando inoculadas com oito estirpes de
BNL pertencentes a sete géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Burkholderia e Cupriavidus e com as BNL
presentes em dez amostras de solos sob &reas de diferentes sistemas de uso da
terra (SUTSs) (pastagem, floresta, agricultura, agrofloresta, capoeira e capoeira
nova), na Amazonia Ocidental. Foi observada nodulagdo em todas as espécies de
Sesbania, quando inoculadas com pelo menos um dos diferentes géneros de
BNL testados. A espécie S. rostrata estabeleceu simbiose com maior nimero de
géneros de BNL (cinco dos sete testados). S. exasperata, S. tetraptera e S.
virgata foram mais restritas & nodulagdo, estabelecendo simbiose somente com
um dos géneros. Dos sete géneros de BNL estudados, Azorhizobium foi o que
apresentou 0 maior nimero de hospedeiros, dentre as sete espécies de Sesbania.
Apesar de grande diversidade de BNL presente nas amostras de solos da regido
Amaz6nica, ndo foram encontrados nodulos nas espécies de Sesbania quando
inoculadas e que foram detectadas utilizando-se siratro como planta isca com
essas amostras de solos. Por outro lado, espécies caracteristicas desses géneros
foram isoladas por sitrato. Indicando que a competicdo com estirpes de outros
géneros impediu a infeccdo das plantas de Sesbania spp..
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2 ABSTRACT

The leguminous genus Sesbania present a great utilization potential for
recovering degradade areas, gallery forest reforestation and in small farms,
where they are used mainly as green manure and forage for feeding ruminants.
These plants establish symbiosis with the Leguminosae-nodulating bacteria
(LNB), however, only around 10% of the species were studied in relation to this
capacity. This work aimed to study the nodulation of seven Sesbania species (S.
emerus, S. exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S. grandiflora, S. sesban and S.
virgata) when inoculated with eight LNB strains beloning to seven genera:
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Burkholderia and Cupriavidus and with the LNB present in ten soil samples
under different land use systems (LUSs) (pasture, forest, agriculture,
agroforestry, old secondary forest and young secondary forest) in Western
Amazonia. It was observed nodulation in all Sesbania strains when inoculated
with at least one of the different LNB genera. The species S. rostrata established
symbiosis with a greater number of LNB genera (five out of seven tested ones).
S. exasperata, S. tetraptera and S. virgata were more specific regarding to
nodulation, establishing symbiosis with only with one of the genera. From the
seven LNB genera studied, Azorhizobium was the one which presented a higher
number of hosts among the seven Seshbania species. In spite of the great BNL
diversity present in the soil samples from Amazonia region that were detected by
using siratro as trap species, it was not found nodules in Sesbania species when
inoculated with these soil samples. On the other hand, siratro was nodulated by
all these genera. Indicating that the competition with strains of other genera
prevented the Sesbania plants infection.
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3 INTRODUCAO

O género Sesbania pertence a familia Leguminosae e subfamilia
Papilionoideae. Apresenta em torno de setenta espécies, distribuidas entre ervas,
arbustos ou &rvores de pequeno a médio porte e sdo encontradas nas regides
tropicais e subtropicais. Essas espécies se desenvolvem bem em solos com baixa
fertilidade natural e alagados, apresentando grande potencial de utilizacdo em
areas de recuperacdo de solos degradados, no reflorestamento de matas ciliares,
como adubos verdes, na formacdo de cercas vivas, em barreiras contra o vento,
como fornecedoras de fibras de boa qualidade e forrageiras na alimentacdo de
ruminantes (Allen & Allen, 1981). Algumas espécies, como S. punicea, S.
virgata e S. grandiflora, também apresentam atividades farmacoldgicas
(Matsuda et al., 1985; Braggio et al., 2002; Doddola et al., 2008).

O nitrogénio necessario ao crescimento dessas leguminosas pode ser
fornecido por meio da simbiose com bactérias que nodulam leguminosas (BNL),
presentes nos solos. No entanto, considerando-se o grande nimero de espécies
de Sesbania, somente cerca de 10% foram estudadas quanto a nodulacéo.

Para algumas espécies, como S. grandiflora (Turk & Keyser, 1992), S.
punicea (Frioni et al., 1998) e S. virgata (Faria & Guedes, 1999; Gongalves &
Moreira, 2004; Florentino & Moreira, 2009; Florentino et al., 2009), os trabalhos
de inoculagcdo cruzada tém mostrado que a simbiose se estabelece
preferencialmente com BNL homdlogas, ou seja, isoladas de nédulos da mesma
espécie. Nesses trabalhos, observa-se que, quando ocorre simbiose com BNL
isolada, de outros hospedeiros, ela é ineficiente.

Para a espécie S. virgata, os estudos realizados em solos do Sul de Minas
Gerais indicam a existéncia de correlacdo entre a presenca da leguminosa e a do

seu microssimbionte, Azorhizobium doebereinerae (Florentino et al., 2009;
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Florentino & Moreira, 2009). No entanto, estirpes de A. doebereinerae foram
isoladas de nodulos da planta isca Macropitilium atropurpureum inoculada com
amostras de solos da Amaz6nia (Lima et al., 2009). Em levantamento botanico
realizado nessa regido, S. virgata ndo foi encontrada entre as 1.241 espécies da
familia existentes nos principais herbéarios (Silva et al., 1989), sugerindo que,
além da leguminosa hospedeira, outros fatores podem favorecer a presenca de A.
doebereinerae nestes solos.

No caso da espécie africana S. seshan, apesar de estabelecer simbiose
com trés géneros de BNL, Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium, os
estudos indicam que BNL capazes de nodular esta espécie sdo encontradas
principalmente em solos nos quais S. sesban ocorre (Bala et al., 2002; 2003).
Para outras espécies de Sesbania, como S. emerus e S. tetraptera, embora
existam registros de nodulagdo (Allen & Allen, 1981), as BNL que estabelecem
simbiose com estas espécies ainda ndo foram caracterizadas.

O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar se sete espécies de
Sesbania: S. emerus, S. exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S. grandiflora, S.
sesban e S. virgata apresentam caracteristicas semelhantes quanto a capacidade
de estabelecer simbiose com BNL de diferentes géneros: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Burkholderia e
Cupriavidus e analisar a capacidade dessas leguminosas em estabelecer simbiose
com BNL nativas de amostras de solos de areas sob diferentes sistemas de uso

da terra na Amazonia Ocidental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Distribuicdo geogréfica das espécies, escarificacdo e germinacdo das
sementes e cultivo das plantas

A espécie S. virgata € nativa da América do Sul. As demais espécies
estudadas, S. emerus, S. exasperata, S. grandiflora, S. rostrata, S. sesban e S.
tetraptera sdo nativas de regides africanas e asiaticas. As sementes de S. virgata
foram coletadas em &reas de pastagem no Sul de Minas Gerais e as sementes das
outras espécies foram doadas pelo Instituto de Zootecnia de Nova Odessa, SP.

Para a escarificacdo, as sementes foram imersas em &cido sulfdrico
concentrado durante 120 minutos para S. tetraptera e durante 40 minutos para as
demais espécies de Seshania. Apds a escarificacdo, as sementes foram lavadas
em &gua esterilizada e colocadas em placas de Petri contendo algodao e papel de
filtro umedecido com agua esterilizada, até o surgimento da radicula.

Posteriormente, as sementes recém-germinadas foram inseridas em
frascos de vidro escuro contendo 500 mL de solugdo nutritiva de Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950) sem nitrogénio a Y% da concentracdo total,
previamente autoclavados por 40 minutos, & pressdo de 1,5 kg cm™, a 127°C.
Foi cultivada uma planta por frasco. Ndo houve reposicdo de solucdo nutritiva
durante a conducéo dos experimentos.

Os frascos para o cultivo foram preparados conforme a metodologia de
Florentino & Moreira (2009), em que cada frasco continha no seu interior uma
folha de papel de filtro retangular (3 x 25 cm), que serviu de suporte e conducdo
de solucdo para as raizes, principalmente quando elas ainda estavam pequenas.
Os frascos foram hermeticamente tampados com papel aluminio para evitar
contaminacdo. No momento da semeadura, nessas tampas foi feito um orificio,
assepticamente, para a introdugdo da radicula e dos indculos (cultura de estirpe

ou suspensdes de solo).
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4.2 Experimento para verificar as caracteristicas simbidticas de sete
espécies de Sesbania com diferentes géneros de BNL

Foi instalado um experimento em casa de vegetacdo para avaliar a
capacidade de S. emerus, S. exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S. grandiflora,
S. sesbhan e S. virgata em estabelecer simbiose com oito estirpes de sete géneros
de BNL: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium, pertencentes a subclasse o-proteobactéria e Burkholderia e
Cupriavidus, pertencentes a subclasse B-proteobactéria. A identificagdo dessas
estirpes, seus hospedeiros de origem e as caracteristicas morfoldgicas em meio
de cultura 79 com azul de bromotimol e pH 6,8 (Fred & Waksman, 1928) séo
apresentados na Tabela 1.

As estirpes ORS 5717 e BR 5401", do género Azorhizobium, sdo
recomendadas como inoculante para as espécies S. rostrata e S. virgata,
respectivamente. Neste trabalho, essas duas estirpes foram consideradas como
controles positivos para testar se as condi¢es experimentais eram adequadas a
nodulagdo dessas espécies. Para as espécies S. emerus, S. exasperata, S.
tetraptera, S. grandiflora e S. sesban, ndo foram utilizados estirpes de BNL
como controle positivo.

As estirpes de BNL foram cultivadas em meio de cultura 79 liquido, sob
agitacdo por quatro dias. Um mL de meio de cultura contendo 10° células foi

inoculado em cada semente, no momento da semeadura.
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TABELA 1 Identificacdo da estirpe de BNL, hospedeiro de origem e
caracteristicas morfoldgicas em meio de cultura 79
Estirpes ) Caracteristicas morfolégicas
codigos de %ngfidi'g]o meio 79 Referéncia
identificag&o g ACI* pH? EPS® Cor
CIAT 899" Phaseols Martinez-
Rhizobium vuloaris 3 &cido alta Amarela Romero et
tropici g al. (1991)
UFLA 03-84 . Lacerda et
R Vigna . - al. (2004);
Bradyrhizobium : 7 alcalino media Branca X
sp unguiculata Moreira
) (2005)
ORS 571" Sesbania Dreyfus et
Azorhizobium 3 alcalino baixa Transparente al. (1988)
. rostrata
caulinodans
BR5401" Moreira et
A S.virgata 3 alcalino baixa Transparente  al. (2006)
doebereinerae
BR 6806 Moreira et
Sinorhizobium Pithecellobium 4 cido alta Amarela al. (1993);
sp. (Ensifer dulce Willems et
adhaerens) al. (2003)
BR 3804 Chamaecrista Moreira et
Mesorhizobium - - 4  &cido alta Amarela al. (1993)
o ensiformis
plurifarium
BR 3405 Mimosa Faria
Burkholderia oo 4 4cido  média Amarela (1997)
. . caesalpiniifolia
caribensis
LMG 19424" Chen et al.
Cupriavidus Mimosa pudica 3 alcalino média Branca (2001)
taiwanensis

“Tempo em dias para aparecimento de col6nia isolada, “ reagio do meio de cultivo apds

crescimento de coldnias, *producéo de exopolissacarideos (alta, média, baixa)

4.3 Experimento para verificar as caracteristicas simbidticas de sete

espécies de Sesbania com populacdes nativas de BNL

Nesse experimento, foi estudada a capacidade de S. emerus, S.

exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S. grandiflora, S. sesban e S. virgata em

estabelecer simbiose com BNL nativas de solos sob diferentes sistemas de uso
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da terra (SUTs) na Amazénia Ocidental. O local da coleta foi a regido do Alto
Solimdes, na triplice fronteira Brasil, Coldmbia e Peru, entre as coordenadas
geograficas 4°20” e 4°26° Sul e 69°36° e 70°2" Oeste. Os sistemas de uso da
terra (SUTS) estudados foram caracterizados, por Fidalgo et al. (2005), quanto a
cobertura vegetal e ao uso atual. Antes da coleta das amostras em cada ponto,
retirou-se a serrapilheira do local e todo material a ser utilizado foi flambado
para evitar contaminacdo microbioldgica entre os pontos. As amostras de solos
foram coletadas em marco de 2008 e armazenadas a 4°C até a data de instalacdo
do experimento, julho de 2008. Nessas &reas ndo ocorre espécies de Sesbania
(Silva et al., 1989).

Para este estudo, foram selecionadas dez amostras de solos, sendo duas
sob pastagem, floresta, roca e agrofloresta e uma sob capoeira e capoeira nova.
A anélise das caracteristicas quimicas do solo foi realizada conforme Embrapa
(1997) e os resultados encontram-se na Tabela 2. Sessenta gramas de cada
amostra de solo foram suspensas em 60 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%) e
mantidos sob agitacdo por 30 minutos, a 150 rpm e um mL desta suspenséo foi
inoculado em cada semente no momento da semeadura.

As suspensdes de amostras de solos foram inoculadas também em siratro
(Macropitilium atropurpureum), o qual foi utilizado como controle positivo por
ser considerada uma planta promiscua, ou seja, capaz de capturar alta
diversidade de BNL nativas presentes nas amostras de solos. Para a
escarificagdo, as sementes de siratro foram imersas em acido sulflrico
concentrado por 40 minutos e, depois, seguiram-se 0S mesmos procedimentos

adotados para Sesbania spp.
4.4 Delineamento estatistico

Além da inoculagdo com as estirpes bacterianas (primeiro experimento)

e com as suspensfes de solos (segundo experimento), foram adicionados, nos
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dois experimentos, dois controles sem inoculagdo: um sem N mineral e o outro

contendo N. Os dois experimentos foram instalados em delineamento estatistico

inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes. O primeiro experimento

teve, portanto, 70 tratamentos, enquanto o segundo teve 96 tratamentos. As

plantas foram cultivadas por 40 dias, quando foi avaliada a presenca ou auséncia

de nodulacdo.

TABELA 2 Caracteristicas quimicas dos solos de dez &reas sob diferentes

sistemas de uso da teraa (SUTSs) da Amazonia Ocidental

pH Ca” Mg~ AF P K S MO
SUTs cmol. dm™ mg dm™ dag kg™

Pastagem, ponto 82 52 23 17 34 28 39 54 1,4
Pastagem, ponto 94 52 18 06 47 23 31 58 1,6
Floresta, ponto 7 45 27 19 52 37 52 49 1,6
Floresta, ponto 57 45 51 29 42 40 8 84 2,2
Agricultura, proxime. g 53 17 34 28 39 54 14
ponto 82 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Agricultura, ponto49 51 56 23 22 71 136 66 2,1
Agrofloresta, ponto 72 55 99 27 03 93 63 103 1,6
Agrofloresta, ponto 77 58 127 43 02 25 58 6.2 2,1
fgapoe"a nova,ponto po 77 16 07 28 74 89 16
Capoeira, ponto 70A 47 49 28 42 23 52 54 1,6

4.5 Isolamento e caracterizagdo morfoldgica de bactérias que nodulam as

sete espécies de Sesbania e o siratro

Para o isolamento das BNL presentes nos nédulos, foi realizada a

desinfestacao superficial, conforme Vincent (1970) e as bactérias foram isoladas
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em placas contendo meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), também
conhecido como YMA (Vincent, 1970), com azul de bromotimol e com pH 6,8.
As bactérias foram cultivadas sob temperatura de 28°C. Coldnias isoladas foram
selecionadas e plaqueadas para purificagdo. Ap6s a purificacdo dos isolados,
foram analisadas a alteracdo do pH do meio de cultura e taxa de crescimento
avaliado pelo tempo de formacéao de coldnias isoladas.

No primeiro experimento, foi realizado o isolamento para confirmar se
as BNL que estabeleceram simbiose com as sete espécies de Sesbania, S.
emerus, S. exasperata, S. rostrata, S. tetraptera, S. grandiflora, S. sesban e S.
virgata, apresentavam caracteristicas morfoldgicas correspondentes as estirpes
inoculadas nas plantas. Para o isolamento, foram selecionados, aleatoriamente,
seis nddulos de cada planta.

Em relacdo ao segundo experimento, o objetivo do isolamento foi
analisar a diversidade de BNL presentes nos nodulos das sete espécies de
Sesbania e do siratro. Todos os nddulos presentes nas plantas foram utilizados
para isolamento e todas as bactérias presentes nos nodulos foram selecionadas

para estudos da caracterizagdo morfoldgica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de nodulagdo com diferentes espécies de bactérias que nodulam
leguminosas (BNL)

Todas as sete espécies de Seshania estudadas foram capazes de formar
simbiose com pelo menos uma das estirpes de BNL testadas (Tabela 3), o que
também atestou que as condigbes experimentais eram adequadas para o
estabelecimento da simbiose em todos os hospedeiros. Ndo foram encontrados
nodulos nas plantas dos tratamentos controle sem inoculagdo com ou sem
nitrogénio, indicando a auséncia de contaminacédo por bactérias noduliferas.

S. rostrata estabeleceu simbiose com o maior nimero de estirpes de
diferentes géneros: CIAT 899" (Rhizobium tropici), ORS 571" (A. caulinodans),
BR 5401" (A. doebereinerae), BR 3804 (Mesorhizobium plurifarium), BR 3405
(Burkholderia caribensis) e LMG 19424 (Cupriavidus taiwanensis). Os dados
da literatura mostram que esta leguminosas estabelece simbiose com a espécie A.
caulinodans (Dreyfus et al., 1988; Boivin et al., 1997) e duas espécies do género
Sinorhizobium, S. teranga bv. sesbaniae e S. saheli (Boivin et al., 1997). No
entanto, essas espécies de Sinorhizobium foram isoladas de nddulos de S.
rostrata, estirpes homologas. No presente estudo, com excegdo da estirpe ORS
5717, todas as BNL foram isoladas de hospedeiros distintos, indicando que S.
rostrata estabelece simbiose com BNL isoladas de outros hospedeiros.

Verificou-se, ainda (Tabela 3), que S. rostrata foi a Unica das espécies
de Sesbania testadas que formou simbiose com as duas estirpes de géneros de -
proteobacteria, BR 3405 (Burkholderia caribensis) e LMG 19424 (Cupriavidus
taiwanensis).

S. emerus e S. seshan formaram simbiose com trés das oito estirpes de
BNL testadas, tendo as duas estirpes do género Azorhizobium (ORS 571" e BR

5401") como microssimbiontes em comum. S. emerus foi a Unica espécie capaz
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de estabelecer simbiose com a estirpe UFLA 03-84, do género Bradyrhizobium,
que apresenta crescimento lento (7 a 10 dias para aparecimento de colbnia
isolada). Esse resultado difere de dados encontrados na literatura, em que
relacionam a nodulacdo de espécies de S. punicea, S. exasperata, S. sericea, S.
rostrata, S. herb&cea e S. sesban com bactérias de crescimento rapido (Frioni et
al., 1998; Vinuesa et al., 2005). No entanto, ndo foram encontradas na literatura

caracteristicas das BNL que nodulam S. emerus.

TABELA 3 Nodulagdo de Seshania spp. inoculadas com diferentes géneros de
bactérias noduliferas em leguminosas

Espécies de Sesbania

Sem' Sex’ Sgr® Sro* Sse® Ste® Svi’

Controles sem inoculacéo:
Solugdo completa (com N) - - - - - -
Sem N - - - - - - -
Estirpes:

CIAT 899" - Rhizobium tropici - + - + - - -
UFLA 03-84 - Bradyrhizobium +

ORS 571" - Azorhizobium + -+
BR 54017 - A. doebereinerae +

BR 6806 - Sinorhizobium sp. - - + - - - -
BR 3804 - Mesorhizobium - - -
BR 3405 - Burkholderia - - -
LMG 194247 - Cupriavidus - - -

+ +
+ +

+ + +
1
1
1

Presenca (+) e auséncia (-) de nédulos, 'Sesbania emerus, 2S. exasperata, °S.
grandiflora, “S. rostrata, °S. sesban, °S. tetraptera, ’S. virgata.
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Foram encontrados nédulos em S. grandiflora nos tratamentos
inoculados com as estirpes ORS 571" (A. caulinodans) e BR 6806
(Sinorhizobium sp.). S. exasperata, S. tetraptera e S. virgata foram as
hospedeiras mais restritas, formando simbiose somente com uma estirpe,
respectivamente, CIAT 899" (Rhizobium tropici), ORS 571" (Azorhizobium
caulinodans) e 54017 (A. doebereinerae). Resultados sobre a simbiose entre S.
virgata e A. doebereinerae mostram que esta planta somente forma simbiose
somente quando inoculada com estirpes homologas (Gongalves & Moreira,
2004; Florentino & Moreira, 2009).

Dos sete géneros de BNL estudados, Azorhizobium foi o que apresentou
0 maior nimero de hospedeiros dentre Sesbania spp. Com exce¢do de S.
exasperata, todas as espécies de Sesbania formaram simbiose com A.
caulinodans e/ou A. doebereinerae. Segundo Lorquin et al. (1997), uma das
possiveis causas dos microssimbiontes de espécies de Seshania estabelecerem
simbiose preferencialmente com as plantas deste género, pode ser a composi¢do
quimica do fator Nod dessas bactérias. Estes autores verificaram que o fator Nod
de S. saheli, S. teranga bv. sesbaniae e de A. caulinodans, BNL isoladas de
Sesbania spp., apresentam alta similaridade entre si e distinguem-se de outras
espécies de BNL.

Considerando o grande potencial econémico apresentado pelas
leguminosas do género Sesbania e que a simbiose com BNL pode aumentar o
sucesso de estabelecimento dessas plantas, os resultados obtidos no presente
estudo contribuem para o processo inicial de selegdo de estirpes inoculantes para

estas espécies.
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5.2 Nodulag&o de Sesbania spp. com BNL presentes em amostras de solos da
Amazodnia Ocidental

Né&o foi observada nodulacdo em Sesbania spp. quando inoculadas com
as dez suspensdes de amostras de solos sob diferentes SUTs na Amazénia.

O siratro, que foi utilizado como um controle positivo de nodulagdo com
as BNL destes solos, somente ndo formou simbiose com as amostras de solos
sob o SUT agrofloresta. Dos demais SUTSs, foram obtidos 221 isolados, que
foram agrupados em sete tipos culturais baseados no tempo de formacdo de
colbnias isoladas e na alteracdo do pH do meio de cultura (Figura 1). Observa-se
que o maior numero e diversidade de isolados foram obtidos no SUT pastagem,
seguido de agricultura, capoeira e floresta. Os resultados encontrados diferem
dos encontrados por Lima et al. (2009), pois estes autores verificaram maior
nimero de isolados no SUT agricultura e, em relacdo a diversidade morfologica,
encontraram maior niumero de isolados com capacidade para acidificar o meio
de cultura. Estes autores, porém, durante o processo de isolamento,
selecionaram, para purificacdo e caracterizacdo morfoldgica, somente uma
colénia por placa. No presente estudo, foram selecionadas todas as col6nias

distintas, oriundas dos nddulos para posterior caracterizacao.
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Isolados (n™)

10

CRA CRH CRAl ClA CIN ClAl cLAl

FIGURA 1 Distribuigdo dos isolados de bactérias que nodulam siratro em sete
tipos culturais baseados no tempo para a formacdo de col6nias

isoladas e na alteragdo do pH do meio de cultura para pastagem (I

), agricultura (L), capoeira () e floresta (). CRA, crescimento
rapido e acidifica o meio; CRN, crescimento rapido e ndo modifica
0 pH do meio; CRAI, crescimento rapido e alcaliniza o0 meio; CIA,
crescimento intermedidrio e acidifica o meio; CIN, crescimento
intermediario e ndo modifica o pH do meio; CIAI, crescimento
intermediario e alcaliniza o meio, CLAI, crescimento lento e
alcaliniza o meio de cultura.

A auséncia de nodulacdo nas sete espécies de Sesbania com BNL dos
solos da Amazonia pode ser explicada por Lie et al. (1987). De acordo com estes
autores, o centro de diversidade das BNL coincide com o centro de diversidade
da leguminosa hospedeira. Das espécies de Seshania estudadas nesse trabalho,
somente S. virgata é nativa da América do Sul, porém, no Brasil, esta espécie
estd distribuida principalmente nas regides sul, sudeste e centro-oeste (Pott &
Pott, 1994).
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Para a espécie S. sesban, os estudos mostram que ela somente estabelece
simbiose com BNLs nativas oriundas de locais de ocorréncia da propria
leguminosa hospedeira (Bala et al., 2002; 2003). Nesses trabalhos, foram
isoladas BNLs dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium de
nodulos de S. seshan.

Para S. virgata, foi evidenciado que a espécie somente nodula com
BNLs nativas de amostras de solos coletadas proximo do sistema radicular desta
leguminosa (Florentino & Moreira, 2009). Nesse caso, a maioria das BNLs
nativas capazes de estabelecer simbiose com S. virgata apresentaram
caracteristicas fenotipicas similares a A. doebereinerae. No entanto, o género
Azorhizobium foi encontrado em solos da regido amazonica (Lima et al., 2009) e
esses isolados apresentam caracteristicas fenotipicas, avaliadas pela técnica de
eletroforese em SDS-PAGE, altamente similares aos isolados de A.
doebereinerae capturados de amostras de solos do sul de Minas Gerais
(Florentino & Moreira, 2009).

No presente estudo, também foram obtidas BNLs com caracteristicas
morfoldgicas semelhantes ao género Azorhizobium (Figura 1), o qual, quando
inoculado em cultura pura (Experimento 1), foi capaz de estabelecer simbiose
com as sete especies de Seshania utilizadas. Esse género apresenta
caracteristicas fenotipicas em meio 79 que permitem rapida distin¢cdo de outros
géneros como crescimento rapido, alcalinizacdo do meio de cultura e producéo
escassa de EPS (Moreira et al., 2006).

A auséncia de nodulacdo das espécies de Sesbania em relacdo ao siratro
sugere que este Ultimo seja mais promiscuo, conseguindo estabelecer simbiose

com uma ampla faixa de microssimbiontes.
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6 CONCLUSOES

Observa-se grande variabilidade de nodulacdo entre Sesbania spp. e
diferentes géneros de bactérias noduliferas em leguminosas (BNL). Dentre eles,
0 género Azorhizobium é o que apresenta maior capacidade de estabelecer
simbiose com Sesbania spp.

As BNL capturadas pelo siratro nos solos da Amazbdnia ndo sao

capazes de nodular as sete espécies de Sesbania.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE FENOTIPICA, GENOTIPICA E EFICIENCIA
SIMBIOTICA DE ESTIRPES DE RIZOBIOS CAPTURADAS PROXIMO
AO SISTEMA RADICULAR DE Sesbhania virgata USANDO CAUPI
COMO PLANTA ISCA
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1 RESUMO

Dez estirpes de rizdbios, sendo oito isoladas de amostras de solos
coletadas proximo ao sistema radicular de Sesbania virgata no sul de Minas
Gerais e duas recomendadas como inoculante para o caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp.) foram avaliadas quanto & diversidade genética, a eficiéncia
simbidtica em caupi e a tolerancia a altas temperaturas, a concentracoes salinas,
a valores extremos de pH e a 15 tipos de antibidticos. A anélise de diversidade
genética utilizando a técnica do Rep-PCR, com o primer BOX, revelou alta
diversidade, pois cada estirpe apresentou perfil Gnico de DNA. O teste de
eficiéncia simbidtica conduzido em vasos de Leonard indicou que as estirpes
UFLA 03-30 e UFLA 03-38 demonstraram alto potencial em fixar N, em
simbiose com o caupi, proporcionando resultados de matéria seca da parte aérea
e dos nodulos, eficiéncia relativa e acumulo de nitrogénio na parte aérea
superiores aos das estirpes recomendadas como inoculantes. Todas as estirpes
cresceram em meios com valores de pH variando de 4,0 a 9,0. Em relacéo a
tolerancia aos antibioticos, observou-se que as estirpes eficientes em fixar N,
em simbiose com o caupi foram as que apresentaram tolerdncia a um maior
ndmero desses compostos. No entanto, essas estirpes apresentaram
comportamento semelhante em relacéo a tolerancia a salinidade, constituindo o
grupo de maior sensibilidade. Com excecdo das estirpes UFLA 03-84 e UFLA
03-37, todas as estirpes toleraram até 40°C. Embora as estirpes estudadas
tenham sido isoladas de solos da mesma regido, a exce¢do das recomendadas
para inoculante oriundas da Amazbnia, constatou-se que elas tém
comportamentos distintos quando submetidas aos diferentes testes de
diversidade genética, fenotipica e simbidtica, justificando a inclusdo desses
testes no processo de selecdo de estirpes simbidticas em caupi.
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2 ABSTRACT

Ten rhizobia strains, being eight isolates from soil samples collected
closer to the root system of Sesbania virgata, in the South of Minas Gerais State
and two recommended as inoculants for cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
were evaluated in relation to: genetic diversity; symbiotic efficiency in cowpea;
tolerance to high temperatures, saline concentrations, extreme pH values and to
15 antibiotic types. The genetic diversity analysis using the Rep-PCR technique,
with primer BOX, revealed high diversity, once each strain presented a single
DNA profile. The symbiotic efficiency tested in Leonard jars indicated that
strains UFLA 03-30 and UFLA 03-38 have high potential in fixing N, in
symbiosis with cowpea with shoot and nodules dry matter, relative efficiency
and nitrogen contents in the shoot dry matter superior to those obtained the
strains recommended as inoculants. All strains were able grow in media with pH
values ranging from 4,0 to 9,0. In relation to antibiotic tolerance, it was observed
that the efficient strains in fixing N, in symbiosis with cowpea were the ones
which presented tolerance to a higher number of these compounds. However,
these strains presented similar behavior in relation to salinity tolerance, forming
the group of higher sensitivity. Except the strains UFLA 03-84 and UFLA 03-37,
all the strains tolerated up to 40°C. Although the studied strains have been
isolated from soils of the same region, except the ones recommended for
inoculant from Amazonia, it was observed that these presented different behavior
when submitted to different genotypic, phenotypic and symbiotic tests, justifying
the importance to include these tests in the process of symbiotic strain selection
for cowpea.
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3 INTRODUCAO

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), popularmente conhecido por
feijdo-de-corda, feijdo-macassar e feijdo-de-praia, € uma leguminosa de alto
valor proteico. O grdo dessa cultura é um alimento de excelente valor nutritivo,
consumido principalmente por populacbes de baixa renda. E cultivado,
principalmente, nas regides norte e nordeste do Brasil, predominantemente em
carater de subsisténcia. Além do Brasil, cultiva-se o caupi também em paises da
Africa, Asia, América Central e em outros da América do Sul.

Essa cultura apresenta boa capacidade de adaptagdo a diferentes
condi¢des ambientais e tipos de solos. No entanto, o cultivo de caupi no Brasil é
feito com baixo nivel tecnoldgico e a produtividade média é baixissima, de
aproximadamente 500 kg ha™ (Moreira, 2005; Freire Filho et al., 2005). Uma
das limitagcdes que sdo causas dessa baixa produtividade é o cultivo dessa
leguminosa em solos que apresentam baixa fertilidade natural (Melo et al.,
2005). No caso do nitrogénio (N), este nutriente pode ser fornecido pelo
processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), realizada pelos rizébios em
simbiose com esta leguminosa. Alguns estudos mostram que a inoculacdo com
rizébios é uma alternativa viavel e promissora para os agricultores de caupi,
podendo dispensar a utilizagdo de outras fontes de N e proporcionar altos niveis
de produtividade (Lacerda et al., 2004; Soares et al., 2006).

Atualmente, existem trés estirpes do género Bradyrhizobium
recomendadas como inoculantes pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) para o caupi: UFLA 03-84 e INPA 03-11B (Lacerda et al., 2004;
Moreira, 2005) e BR 3267 (Martins et al., 2003). No entanto, devido a
diversidade de condigfes climéaticas e edéaficas brasileiras, a selecdo de novas
estirpes capazes de estabelecer simbiose eficiente com o caupi ainda é objetivo

de varios laboratérios de fixacdo bioldgica de nitrogénio. Nesses estudos, as
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estirpes sdo testadas quanto a capacidade de estabelecer simbiose eficiente com
0 caupi e, também, em relacdo a sua capacidade em tolerar diferentes condi¢des
ambientais. Geralmente, os testes de tolerancia sdo realizados “in vitro”, em que
as estirpes sdo submetidas a condi¢es similares as que ocorrem nos solos em
que futuramente serdo introduzidas como estirpes inoculantes. No caso do caupi,
que é predominantemente cultivado nas regides norte e nordeste, destacam-se as
altas temperaturas, as concentrac¢des salinas e os valores extremos de pH como
fatores essenciais a serem avaliados nos estudos de selecdo de estirpes
inoculantes para esta cultura. A tolerancia a antibidticos reveste-se de particular
importancia em todas as condicGes edaficas, pois € um dos mecanismos de
superacdo das relacdes antagdnicas exercidas por varios outros organismos.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade
genética e a eficiéncia simbidtica de estirpes de rizébios isoladas de amostras de
solos coletadas proximas do sistema radicular da leguminosa Sesbania virgata,
no sul de Minas Gerais, utilizando o caupi como planta-isca. Essas estirpes
foram submetidas também a testes de tolerdncia a altas temperaturas e
concentracOes salinas, a valores extremos de pH e a diferentes tipos de

antibioticos.

61



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das estirpes e caracteristicas culturais

Foram utilizadas oito estirpes de rizébios isoladas de nddulos da planta-
isca caupi, cultivar BR 17 Gurgueia e oriundas de diferentes amostras de solos,
coletadas proximo do sistema radicular de plantas de Sesbania virgata, nos
municipios de Nepomuceno e Ribeirdo Vermelho, sul de Minas Gerais
(Florentino, 2007; Florentino et al., 2009). Essas estirpes, quando cultivadas em
meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), também denominado YMA
(Vincent, 1970), contendo azul de bromotimol e pH 6,8, apresentaram
caracteristicas culturais tipicas do género Bradyrhizobium: tempo de
crescimento lento (7 a 10 dias), média producéo de exopolissacarideos (EPS) e
producdo de reacgdo alcalina no meio. No entanto, em relagdo a cor da colbnia e a
consisténcia dos EPS, observou-se que trés estirpes apresentaram coldnias
brancas e EPS de consisténcia aquosa. As cinco estirpes apresentaram col6nias
de cor creme e consisténcia gomosa dos EPS, conforme mostrado na Tabela 1.
Na mesma Tabela também s&o apresentados os locais de coleta das amostras de
solo, os valores de pH dessas amostras e a identificagdo dos nddulos das plantas
de caupi em que as estirpes de rizébios estudadas foram isoladas. As duas
estirpes isoladas de solos de Nepomuceno foram obtidas de amostras distintas de
solos. Ja as seis estirpes isoladas de amostras de solos do municipio de Ribeirdo
Vermelho séo oriundas de trés plantas de caupi, sendo duas estirpes isoladas de
nodulos distintos por planta.

Neste estudo, também foram utilizadas duas estirpes isoladas de solos da
regido amazonica, UFLA 03-84 e INPA 03-11B, aprovadas pelo Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) como inoculantes para a cultura do caupi e
pertencentes ao género Bradyrhizobium (Lacerda et al., 2004; Moreira, 2005;
Soares et al., 2006) (Tabela 1).
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TABELA 1 Solos de origem, valores de pH, identificacdo dos nddulos das
plantas de caupi em que as estirpes de rizébios estudadas foram
isoladas e caracteristicas culturais em meio 79

oH dos Caracteristicas

solos Hospedeiro de culturais
Estirpes de origem em meio 79 Referéncia
origem e fonte do isolado Cpr_ Con5|ste1n0|a
colbnia EPS
Solos de origem: Nepomuceno, MG
Vigna .
UFLA 6,8 unguiculata, nodulo Creme Gomosa
03-30 1 .
planta 1 Florentino
V. . et al. (2009
UFLA 6,0 unguiculata, nodulo Creme Gomosa ( )
03-31 4
planta 1
Solos de origem: Ribeirdo Vermelho, MG
UFLA Vv nodulo
03-38 66 unguiciJIata 1 Branca Aquosa
UFLA ' planta 2 " nodulo
03-33 2 Branca Aquosa
UFLA Vv nodulo Branca Aquosa
03-29 56 unguiciJIata 1 Florentino
UFLA ' planta 1 ' nddulo et al. (2009)
03-37 2 Creme Gomosa
UFLA Vv nodulo
03-28 73 unguic.ulata 3 Creme Gomosa
UFLA ' planta 4 " nédulo
03-34 4 Creme Gomosa
Solos de origem: regido Amazdnica, AM
UFLA V. Lacerda et al.
03-84 5,3 unguiculata Branca Aguosa (2004);
Centrosema Aquosa Moreira
INPA pubescens Branca (2005);
03-11B Soares et al.
(2006)

'Exopolissacarideos
Essas estirpes foram analisadas quanto a diversidade genética,

eficiéncia simbidtica em caupi e tolerdncia a altas temperaturas, altas

concentracdes salinas, valores extremos de pH e diferentes antibioticos.
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4.2 Diversidade genética

A diversidade genética das estirpes foi analisada pela técnica do Rep-
PCR, utilizando o primer BOX (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’)
(Versalovic et al., 1994). Para a extracdo do DNA bacteriano, coldnias isoladas
das bactérias foram introduzidas em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL de
agua ultrapura estéril e aquecidas, por 10 minutos, a 95°C.

A reacdo de amplificagdo (20 pL) foi realizada com os seguintes
volumes (uL): dgua milli-Q estéril, (9,45), dNTPs, (1,25), tampdo Gitschier 5X
(5,0), BSA (0,4), DMSO (2,5), primer (1,0) e Tag (0,4); DNA (5,0). Os ciclos de
amplificacdo consistiram de: um ciclo de desnaturagdo inicial a 95°C, por 7
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo (1 minuto a 94°C), anelamento (1 minuto a
53°C) e extensdo (8 minutos a 65°C); um ciclo de extens&o final a 65°C, por 16
minutos; manutencdo a 4°C. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese a 70 V em gel de agarose a 1,5%, de 20 x 20 cm, em tampdo TAE
0,5 X por 16 horas, em temperatura ambiente. Utilizou-se como tamanho
molecular o marcador 1 kb plus DNA Ladder (InvitrogenTM). Em seguida, o gel
foi corado com brometo de etidio e fotografado.

A diversidade genética das estirpes foi analisada pela observacdo da
presenca ou da auséncia de bandas polimérficas no gel. Para a presenca ou a
auséncia das bandas, atribuiram-se, respectivamente, os valores 1 e 0, para a
construcdo de uma matriz. Os dados da matriz foram agrupados utilizando-se o
algoritmo unweighted pairgroup mean arithmetic method (UPGMA) e o

coeficiente de Jaccard do programa NTSYS-pc verséo 2.02.

4.3 Eficiéncia simbittica
O experimento de eficiéncia simbidtica consistiu das 10 estirpes em
estudo (Tabela 1) e de dois tratamentos controle sem inoculagdo, contendo

nitrogénio (N) mineral e o outro sem N mineral. As estirpes recomendadas como
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inoculante para o caupi, UFLA 03-84 e INPA 03-11B, foram utilizadas para
testar se as condi¢es experimentais eram adequadas a nodulacdo e a expressdo
da eficiéncia simbiotica.

A pesquisa foi conduzida em casa de vegetacdo, com as plantas de caupi
cultivadas em vasos de Leonard (Vincent, 1970). Os vasos continham, na parte
superior, uma mistura na propor¢éo de 1:1 de areia (250 mL) e vermiculita (250
mL) e, na parte inferior, solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) isenta de
nitrogénio, exceto para o tratamento sem inoculagdo e com N mineral que, a
forca completa, apresenta 210 mg de N, sendo 14 mg na forma de NH," e 196
mg na forma de NO3". O conjunto foi autoclavado por uma hora, a presséo de 1,5
kg cm?, a 127°C, para posterior semeadura. Antes da semeadura, as sementes
foram desinfestadas superficialmente utilizando-se etanol a 99,8% (30 segundos)
e, em seguida, hipoclorito de sodio a 2% (2 minutos). Apos a desinfestacdo, as
sementes foram lavadas em agua destilada esterilizada. Finalmente, foram
colocadas em placas de Petri contendo algoddo e papel de filtro umedecido com
agua destilada esterilizada e permaneceram por 24 horas até o momento da
semeadura.

Foram semeadas quatro sementes por vaso e, em seguida, inoculado 1
mL das estirpes cultivadas em meio 79 contendo 10° células de rizébios por
semente. Depois, a superficie dos vasos foi coberta com uma fina camada de
mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina, na propor¢do de 5:1:0,015
(v:v:v), respectivamente, com a finalidade de evitar possiveis contaminagdes.
Decorridos trés a cinco dias da germinagdo, foi realizado o desbaste, deixando-
se duas plantulas por vaso. Durante os 15 dias iniciais de cultivo, foi utilizada a
solucdo de Hoagland a ¥ de forca. Posteriormente, as plantas foram cultivadas
em solucdo a ¥ forca. A solucdo nutritiva dos vasos foi reposta periodicamente,

de acordo com a taxa de absorcéo das plantas.
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O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticbes e doze tratamentos (dez estirpes e duas sem
inoculagdo). As plantas foram cultivadas por 50 dias, quando, etndo, atingiram o
estadio de florescimento. Foram analisadas as seguintes variaveis: matéria seca
da parte aérea (MSPA), matéria seca dos nédulos (MSN), nimero de nddulos
(NN), eficiéncia relativa (ER) e acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA).
Além disso, procedeu-se ao isolamento de bactérias de quatro nddulos de cada
planta. Esse isolamento teve como objetivo confirmar se os rizébios presentes
nos nédulos apresentavam as mesmas caracteristicas culturais dos rizébios
inoculados nas sementes no momento do plantio.

Para o isolamento dos rizébios presente nos nodulos, estes foram
desinfestados superficialmente, conforme Vincent (1970) e macerados em placas
contendo meio de cultura 79 com azul de bromotimol e pH 6,8. As bactérias
foram cultivadas sob temperatura de 28°C. Todos os nddulos, incluindo os
utilizados para o isolamento, foram quantificados para a determinacdo do NN.
Em seguida, esses nddulos foram submetidos, assim como a parte aérea do
caupi, a estufa de circulacdo forcada (65°C a 70°C), até atingir massa constante,
para a determinacdo da MSN e MSPA.

A eficiéncia relativa de cada tratamento foi calculada pela formula de
Bergensen et al. (1971): ER = (MSPA inoculada/MSPA com N) x 100, em que a
ER é a eficiéncia relativa; MSPA inoculada é a matéria seca da parte aérea da
planta com inoculagdo e MSPA com N é a matéria seca da parte aérea da planta
com N mineral. O nitrogénio total foi analisado pelo método semi-microkjeldahl
(Sarruge & Haag, 1979), tendo-se determinado a porcentagem de N na matéria
seca. O N acumulado na parte aérea foi calculado com a multiplicacdo da massa
da matéria seca da parte aérea (g) pela porcentagem de N.

Os dados de MSPA, MSN, NN, ER e ANPA foram submetidos a analise

de variancia, com o emprego do programa SISVAR. Nos casos de significancia
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do teste F, as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.

4.4 Tolerancia a antibioticos

O teste de tolerancia a antibioticos foi realizado assepticamente e em
triplicata e constituiu-se de 15 antibi6ticos em discos, contendo concentracdes
definidas. Estes antibidticos foram obtidos no Centro de Controle e Produtos
para Diagnosticos Ltda. (CECON). Aliquotas de 100 pL de cada cultura
bacteriana contendo 10° células foram espalhadas em placas de Petri contendo
meio 79 ou YMA. Em seguida, foram inseridos aleatoriamente trés discos
contendo trés tipos de antibidticos por placa. Esses discos foram dispostos
separados uns dos outros, para evitar a sobreposicéo dos halos de inibicdo, caso
ocorresse sensibilidade das estirpes aos compostos testados. Foram utilizados os
seguintes e discos antibidticos, contendo as seguintes concentracGes (ug):
amoxicilina — AMO (10), ampicilina — AMP (10), estreptomicina — EST (10),
gentamicina — GEN (10), azitromicina — AZI (15), claritromicina — CLA (15),
eritromicina — ERI (15), &cido nalidixico — NAL (30), cloranfenicol — CLO (30),
kanamicina — KAN (30), rifamicina — RFM (30), tetraciclina — TET (30),
vancomicina — VAN (30) e sulfonamidas — SUL (300). Foi testada também
bacitracina — BC (10 U.L.).

As placas foram incubadas por sete dias a 28°C. Apos este periodo, foi
observada a presenga ou auséncia de halo de inibicdo, indicando,
respectivamente, sensibilidade e tolerancia dos rizébios aos antibidticos testados.

Os resultados dos testes de antibidticos foram convertidos em matriz
binéria, gerando dendrograma pelo algoritmo UPGMA, utilizando o coeficiente

simple matching (SM).
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4.5 Tolerancia a salinidade

As estirpes foram avaliadas quanto a tolerancia a salinidade em meio 79
(ou YMA). Antes das estirpes serem submetidas as placas contendo meio 79 e
diferentes concentracfes de NaCl, procedeu-se a lavagem das células com
solucdo salina (0,85%), objetivando a remogao de residuos do meio de cultura
do indculo que poderiam resultar num falso crescimento positivo (Trannin et al.,
2001; Matsuda et al., 2002; N6brega et al., 2004). Aliquotas de 1,0 mL de cada
cultura bacteriana contendo 10° células foram transferidas para microtubos
esterilizados, com capacidade de 1,5 mL, para centrifugacdo a 10.000 rpm, a
4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 1,0 mL de solucédo salina (0,85%) estéril e recentrifugadas. O
processo de descarte do sobrenadante, ressuspensdo das células e centrifugacao
foi repetido por trés vezes.

Em seguida, aliquotas de 0,1 mL dessas suspensdes de bactérias foram
inoculadas e espalhadas, com alca de Drigalsky, em placas contendo meio de
cultura 79, modificado por adi¢cdo de solugcdes NaCl, com oito concentracfes
finais: 0; 86; 171; 256; 342; 427; 513 e 684 mM. Os tratamentos foram
distribuidos ao acaso, com trés repeticGes. Para avaliar a tolerancia das bactérias
ao NaCl, foi observada a presenga (+) ou auséncia (-) de crescimento no meio de
cultura, apés sete dias de incubacdo a 28°C, plotando-se os resultados em

histograma.

4.6 Tolerancia a extremos de pH

O teste de tolerdncia a valores extremos de pH foi realizado em placas
contendo meio 79 com os seguintes valores de pH: 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0.
Como tratamento-controle, foi utilizado o meio de cultura 79 com pH 6,8, que é
empregado rotineiramente nos laboratorios de microbiologia para isolamento e

cultivo de rizdbios. Para lavagem das células, inoculagdo, tempo de incubacgéo e
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avaliacdo do crescimento das bactérias nos meios contendo os diferentes valores
de pH, seguiu-se 0 mesmo procedimento adotado no teste de tolerdncia a

salinidade.

4.7 Tolerancia a altas temperaturas

Para o teste de tolerdncia as altas temperaturas, os procedimentos de
lavagem das células, inoculacdo, tempo de incubacéo e avaliagdo do crescimento
das bactérias foram realizados como descrito anteriormente para os testes de
tolerancia a salinidade e extremos de pH. O teste foi realizado em placas
contendo meio 79. Apds a inoculagdo das estirpes, as placas foram incubadas as
temperaturas de 36°, 40° e 45°C. Como tratamento-controle, foi utilizado o meio

de cultura 79, incubado a temperatura de 28°C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética

O dendrograma formado a partir da analise dos padrdes de bandas de
DNA, amplificados com a técnica do Rep-PCR utilizando o primer BOX-PCR,
revelou que as 10 estirpes de rizobios estudadas apresentaram perfis Unicos de
DNA (Figura 1). O grau maximo de similaridade, 66%, foi observado entre as
estirpes UFLA 03-33 e UFLA 03-38. Esse alto grau de diversidade genética
entre as estirpes comprova a eficiéncia da utilizacdo deste primer para
discriminar as estirpes bacterianas (Versalovic et al., 1994). Outros autores,
utilizando também essa técnica do Rep-PCR com os primers REP e ERI para
estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium, encontraram resultados semelhantes
(Laguerre et al., 1996; Laguerre et al., 1997; Chueire et al., 2000). A alta
diversidade observada entre as estirpes de rizobios estudadas corrobora a ideia
de que o caupi tem comportamento promiscuo, ou seja, é capaz de nodular com

estirpes de rizobios de espécies de varios géneros (Moreira, 2008).
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FIGURA 1 Dendrograma de diversidade genética das estirpes isoladas de caupi
e de estirpes do género Bradyrhizobium aprovadas pelo MAPA
para a cultura do caupi, UFLA 03-84 e INPA 03-11B, ap6s a
andlise de agrupamento dos fragmentos obtidos pela amplificagéo
do DNA por PCR com o primer especifico BOX (Versalovic et al.,
1994). Anélise realizada com o algoritmo UPGMA e o coeficiente
de Jacard.

5.2 Eficiéncia simbidtica

Observa-se, por meio das varidveis MSPA, NN, MSN, ER e ANPA, alta
variabilidade entre as estirpes testadas e os controle positivo e 0 negativo
(Tabela 2). As estirpes recomendadas como inoculantes para caupi, UFLA 03-84
e INPA 03-11B, proporcionaram valores de MSPA superiores ao do tratamento
em que foi adicionado N mineral. A alta eficiéncia simbiotica dessas duas
estirpes em caupi é comprovada tanto em experimentos conduzidos em
condicdes controladas de cultivo como em vasos de Leonard (Lima et al., 2005),
e em experimentos de campo (Lacerda et al., 2004; Soares et al., 2006).

Dentre as oito estirpes testadas, oriundas de amostras de solos coletadas
préximas ao sistema radicular de S. virgata, destacam-se a UFLA 03-38 e a

UFLA 03-30, apresentando resultados superiores em relagdo a todas as variaveis
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analisadas. Estas duas estirpes foram superiores também as estirpes inoculantes,
UFLA 03-84 e INPA 03-11B, em relacdo a todos os parametros, exceto em NN.
Neste quesito, a UFLA 03-38 foi menor que a UFLA 03-84. As estirpes UFLA
03-38 e UFLA 03-30 também proporcionaram resultados de MSPA, ER e
ANPA superiores ao tratamento N mineral.

Esses resultados demonstram que as estirpes UFLA 03-38 e UFLA 03-
30 apresentam alto potencial de fixar N, em simbiose com o caupi. Portanto,
elas jA estdo selecionadas para etapas posteriores que visem avaliar sua
adaptacdo a outros estresses edaficos e competitividade com as estirpes nativas
do solo, uma vez que, neste estudo, a eficiéncia simbidtica foi avaliada em

condi¢des axénicas, em solugdo nutritiva.

72



TABELA 2 Peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) de caupi inoculado com
estirpes de rizébio de diferentes procedéncias .

Tratamentos MSPA MSN ANPA
(mg planta®) NN (mg planta™) ER (%) (mg planta™)

Tratamentos sem inoculagéo
Sem N-mineral 90 h od of 2,66 h 1,87 f
Com N-mineral® 3710d od of 100,00d 133,24 c
Tratamentos inoculados
UFLA 03-84 4240 ¢ 491 a 370 b 114,24c  171,92b
INPA 03-11B 4610 b 298 b 390 b 124,24 b 187,83 b
UFLA 03-38 5480 a 269 b 440 a 147,47 a 261,87 a
UFLA 03-33 3920d 169 ¢ 110 e 105,63 d 168,59 b
UFLA 03-29 2250 f 263 b 210d 60,70 f 104,43 ¢
UFLA 03-37 200 h 53 e 47 f 5,16 h 3,29 f
UFLA 03-28 2500 f 246 b 200d 67,29 f 102,89 d
UFLA 03-34 3120 e 227b 350 b 84,00 e 127,06 ¢
UFLA 03-30 5700 a 452 a 480 a 153,50 a 254,35 a
UFLA 03-31 1770 ¢ 139 ¢ 120 e 47,77 g 79,52 e
CV (%) 8,23 18,87 12,64 8,23 11,9

DValores seguidos da mesma letra, na coluna, teste de Scott-Knot, a 5% de
probabilidade; os dados de MSN e NN foram transformados para raiz quadrada (x + 1);
“Solucdo de Hoagland & Arnon (1950) contendo 210 mg de N, sendo 14 mg na forma de
NH," e 196 na forma de NOs. Esta solugdo foi utilizada a ¥ de forca durante os 15
primeiros dias de cultivo e, posteriormente, a ¥ forca.

5.3 Tolerancia a antibioticos

Em relagdo a tolerdncia aos 15 tipos de antibidticos, as estirpes de
rizébio foram agrupadas em quatro grupos (Figura 2) e todos foram tolerantes
aos antibidticos VAN, BC e SUL. O grupo | foi constituido pelo maior nimero
de estirpes: UFLA 03-28, UFLA 03-29, UFLA 03-31, as duas estirpes
inoculantes INPA 03-11B e UFLA 03-84 e a estirpe UFLA 03-30, que
apresentou alta eficiéncia em fixar N, em simbiose com o caupi. Este grupo
também foi o Unico que apresentou tolerancia a todos os antibioticos. O grupo 11
incluiu as estirpes UFLA 03-33 e UFLA 03-34 e apresentou 93% de
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similaridade com o grupo I, ndo sendo tolerante somente ao antibi6tico RFM.
No caso das estirpes inoculantes, isso explica, pelo menos em parte, seu sucesso
nas condigfes de campo (Lacerda et al., 2004; Soares et al., 2006), pois este
pode ser um mecanismo de superar as relagdes antagdnicas exercidas por outros
organismos.

Os grupos Il e IV foram constituidos somente por uma estirpe, UFLA
03-37 e UFLA 03-38, respectivamente. O grupo Il apresentou tolerancia a dez
tipos de antibidticos: EST, NAL, VAN, GEN, BC, AZI, ERI, CLO, CLA e SUL.
O grupo 1V foi o0 que apresentou tolerdncia a um menor nimero de antibidticos,
sete: VAN, AMO, BC, ERI, AMP, CLO e SUL. A estirpe representante deste
grupo, UFLA 03-38, estabeleceu simbiose efetiva com a caupi. Em condiges de
campo, esta baixa tolerancia aos antibioticos pode afetar a competitividade com
as estirpes nativas, uma vez que estudos mostram o estabelecimento de
populagdes de actinomicetos produtores de antibi6ticos em diversos tipos de
solos do Brasil (Pereira et al., 1999).

Em relacdo a tolerancia de rizébios a diferentes antibidticos, alguns
estudos mostram correlacdo entre taxa de crescimento e tolerancia dos rizdbios a
esses compostos. Estirpes de crescimento rapido foram mais tolerantes aos
antibidticos EST, KAN e AMP em relacdo as estirpes de crescimento lento
(Odee et al., 1997). Resultados contraditorios foram observados por Dowdle &
Bohlool (1985), segundo os quais as estirpes de crescimento lento sdo mais
tolerantes a diferentes tipos de antibidticos em relagdo as estirpes de crescimento
rapido. No entanto, alguns trabalhos demonstram que ndo h4 relagdo entre taxa
de crescimento de estirpes de rizdbio e resisténcia aos antibioticos (Xavier et al.,
1998; Maatallah et al., 2002).

Alguns desses antibi6ticos, como EST, KAN, NAL, CLO, RFM, TET e
VAN, foram testados em outro trabalho, em que todas as estirpes de crescimento

lento apresentaram toleréncia a estes compostos (Dowdle & Bohlool, 1985).
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Porém, no presente estudo, foram utilizados esses mesmos antibidticos, em
concentragdes superiores, e outros ndo testados por estes autores. Mesmo assim,
a maioria das estirpes que apresentaram crescimento lento foi tolerante a um

grande numero desses compostos.

Antibidticos para os quais as estirpes

40 50 60 70 80 %0 100
TN T S S TR SO TR S T S S de rizébios apresentaram tolerancia
INPA 03-11B
UFLA 03-28
UFLA 03-29 RFM, EST, NAL, VAN, GEN,
1 --+ TET, AMO, BC, AZI ER],
UFLA 03-30 AMP, CLO, KAN, CLA, SUL
UFLA 03-84
UFLA 03-31 /
UFLA 03-33 EST, NAL, VAN, GEN, TET,
o --+ AMO, BC, A7l ERI, AMP,
UFLA 03-34 CLO, KAN, CLA, SUL
EST, NAL, VAN, GEN, BC,

UEL& 0537 ]1]1 =% AZI BRI, CLO, CLA, SUL

UFLA 03-33 ]IV - —» VAN, AMO, BC, ERI, AMP,
CLO, SUL

FIGURA 2 Dendrograma representando a tolerancia das dez estirpes rizobios
aos quinze tipos de antibidticos. Analise realizada com o algoritmo
UPGMA e o coeficiente Simple Matching (SM).

5.4 Tolerancia a salinidade

Nos testes de tolerancia dos rizobios a diferentes concentragdes de NaCl
em meio 79, notou-se que todas as estirpes cresceram no meio contendo 86 mM
de NaCl. Com o aumento na concentragdo de sal, houve redugdo no nimero de
estirpes capazes de crescer nestas concentracdes e ndo foi verificado crescimento

na concentracdo de 684 mM de NaCl (Figura 3). Na concentragdo de 171 mM de
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NaCl, apenas cinco das dez estirpes cresceram. Nesta concentracdo, a estirpe
UFLA 03-33, as duas que apresentaram maior eficiéncia simbidtica com o caupi,
UFLA 03-38 e UFLA 03-30, e as duas estirpes inoculantes para caupi, UFLAO3-
84 e INPAO03-11B, foram sensiveis, ndo apresentando crescimento no meio.
Dentre as estirpes que cresceram no meio contendo concentragdo de 171 mM de
NaCl, UFLA 03-29, UFLA 03-37, UFLA 03-28, UFLA 03-31 e UFLA 03-34,
esta Ultima ndo cresceu nas concentracfes de 256, 342, 427 e 513 mM de NaCl,
respectivamente. Destas, a estirpe UFLA 03-29 foi a que apresentou maior

tolerancia, crescendo em meio contendo 513 mM de NacCl.

684-
513
427/

% 342
2561

1714

864

UFLA 03-29
UFLA 03-37
UFLA 03-28
UFLA 03-31
UFLA 03-34
UFLA 03-33
UFLA 03-33
UFLA03-54
INPAO3-11B
UFLA 03-30

FIGURA 3 Crescimento das estirpes de rizobios expostas a diferentes
concentracdes de NaCl (mM) em meio 79.

Analisando-se os pardmetros de eficiéncia simbidtica das estirpes de
rizébio em caupi e os resultados de tolerancia a salinidade, observa-se que nao

houve correlacdo entre esses dois testes. As estirpes que apresentaram maior
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eficiéncia simbidtica, UFLA 03-38, UFLA 03-30 e as recomendadas como
inoculante para o caupi, UFLA 03-84 e INPA 03-11B, estdo entre o grupo de
estirpes de maior sensibilidade ao NaCl, ndo apresentando crescimento em
concentracdes maiores que 86 mM em meio 79. No entanto, em um outro
estudo, a estirpe UFLA 03-84 tolerou até 30 g.L™ de NaCl (513 mM) (Ndbrega
et al., 2004).

Alguns estudos tém demonstrado que estirpes de rizébios que
apresentam maior producdo de exopolissacarideos (EPS) sdo mais tolerantes a
salinidade (Eaglesham et al., 1987; Xavier et al., 1998; Freitas et al., 2007,
Xavier et al., 2007). No presente estudo, todas as estirpes apresentam média
producdo de EPS, no entanto, foi verificada grande variabilidade em relagdo a
tolerncia destas estirpes a diferentes concentraces salinas. H& estirpes que
toleraram concentragdes salinas iguais ou até superiores aquelas consideradas
tolerantes em outros trabalhos e oriundas de solos salinos da regido nordestina
(Freitas et al., 2007; Xavier et al., 2007). Esses resultados sugerem que as
estirpes ora testadas podem apresentar outros mecanismos que proporcionam
tolerancia a salinidade. Alguns autores citam as alteracdes na composicdo da
membrana celular e producdo de trehalose como mecanismos envolvidos no
processo de adaptacdo e sobrevivéncia dos rizébios em condigdes de estresse
salino (Streeter, 2003; Medeot et al., 2007).

5.5 Tolerancia a valores extremos de pH

Todas as estirpes de rizébios estudadas foram capazes de crescer em
meio contendo todos os valores de pH. De um modo geral, as oito estirpes de
rizébios oriundas de solos do sul de Minas Gerais foram isoladas de amostras de
solos que apresentaram valores de pH relativamente elevados (Tabela 1), quando

comparados com os valores de pH dos solos das regifes tropicais. No entanto,
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isso ndo limitou o crescimento em condi¢des acidas. A tolerancia de riz6bios a
variacdo de pH em meio de cultura tem sido bem estudada e, geralmente,
observa-se que ndo existe correlacdo entre pH do solo em que o rizébio foi
isolado e a tolerancia deste aos diferentes valores de pH em meio de cultura
(Ruiz-Diez et al., 2009). No entanto, foi demonstrado que, embora estirpes de
Bradyrhizobium, incluindo a estirpe INPA 03-11B, apresentem crescimento em
diferentes valores de pH, a faixa adequada que proporciona maior
desenvolvimento destas estirpes € a de pH igual a 6,0 (Miguel & Moreira, 2001).

As estirpes inoculantes, UFLA 03-84 e INPA 03-11B, também
apresentaram crescimento em todos os valores de pH estudados. A tolerancia de
todas as estirpes aos valores extremos de pH estudados demonstra a existéncia

de uma caracteristica desejavel em estirpes para uso em inoculantes comerciais.

5.6 Tolerancia a altas temperaturas

Todas as estirpes estudadas apresentaram crescimento nas temperaturas
de 28° e 36°C. J& a 45°C, ndo houve crescimento de nenhuma estirpe. De modo
geral, temperaturas acima de 40°C inibem o crescimento de estirpes de rizobios
(Osa-Afiana & Alexander, 1982; Maatallah et al., 2002). No presente estudo, a
40°C, somente as estirpes UFLA 03-84 e UFLA 03-37 ndo foram tolerantes. Em
solos tropicais, normalmente, a temperatura do solo, na camada superficial de 0
a 20 cm, pode alcancar valores acima de 40°C (Hafeez et al., 1991). Dessa
forma, os resultados ora obtidos sugerem que a inoculagdo com a estirpe UFLA
03-84 em sementes de caupi deve ser indicada para solos com temperaturas
abaixo de 40°C. J& a outra estirpe inoculante, INPA 03-11B, juntamente com as
estirpes isoladas de solos do sul de Minas Gerais e que apresentaram alta
eficiéncia simbidtica, UFLA 03-30 e UFLA 03-38, apresentaram crescimento a

temperatura de 40°C.
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5.7 Variabilidade genotipica, simbidtica e toleréncia a estresses de acordo
com a origem das estirpes

Todas as estirpes, independentemente do solo e/ou nédulo de origem na
planta, apresentaram comportamento varidvel diante dos testes fenotipicos, de
diversidade genética e eficiéncia simbittica. De modo geral, ndo foi possivel
estabelecer nenhum tipo de relagéo entre esses testes e a origem dos isolados.

Pelos dados da Tabela 3 observa-se que a maior similaridade genética
foi observada entre as estirpes UFLA 03-33 e UFLA 03-38, que foram isoladas
de nddulos distintos em uma mesma planta e oriundas de amostras de solos
coletadas no municipio de Ribeirdo Vermelho. Estas estirpes constituiram os
mesmos grupos de eficiéncia relativa, tolerdncia a salinidade e altas
temperaturas.

No teste de eficiéncia em fixar N, em simbiose com o caupi, foram
encontradas estirpes em solos das trés localidades estudadas que proporcionaram
desenvolvimento da parte aérea das plantas superior ao do tratamento em
solucdo nutritiva contendo N mineral (ao qual foi atribuido eficiéncia relativa
igual a 100%). Observa-se que as estirpes obtidas de nodulos distintos em uma
mesma planta apresentaram eficiéncia simbidtica altamente variavel. Estes
resultados sugerem que os estudos de selecdo de estirpes eficientes em fixar N, a
partir de isolados capturados pela planta-isca caupi devem abranger o maior
nimero possivel de isolados, uma vez que existe grande variabilidade na
capacidade de fixacdo de N, entre eles, mesmo para os isolados oriundos da
mesma planta e mesmo local.

Das caracteristicas fenotipicas avaliadas, a capacidade de crescer em
meios contendo valores extremos de pH, seguida da tolerdncia a altas
temperaturas, foi aquela para a qual as estirpes apresentaram comportamentos
mais homogéneos, apesar de elas terem sido isoladas de solos com ampla faixa

de valores de pH (5,3 - 7,3) e de diferentes regides climaticas.
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Para o teste de tolerdncia a antibidticos, foi observada grande
variabilidade entre as estirpes oriundas dos diferentes solos e estirpes isoladas
das mesmas plantas. Resultados similares foram obtidos para tolerdncia a
antibidticos por estirpes de rizobios oriundas da regido nordeste do Brasil
(Xavier et al., 1998). No entanto, nesse estudo, os autores encontraram relacdo
entre pH do solo de origem dos isolados e tolerdncia aos antibidticos. No
presente estudo, ndo foi possivel estabelecer esse tipo de relacdo, uma vez que as
estirpes isoladas de solos da Amazonia, com baixos valores de pH e outras do
sul de MG com valores de pH significativamente mais elevados, foram
tolerantes a todos os tipos de antibidticos testados.

Também em relagdo a tolerdncia a altas concentracdes salinas, as
estirpes apresentaram comportamentos variaveis, tendo as mais tolerantes as

altas concentragdes salinas sido isoladas de solos de Ribeirdo Vermelho.

TABELA 3 Relacdo entre a origem e as principais caracteristicas genotipicas,
simbidticas e fenotipicas das estirpes

Origem das estirpes

Ribeirdo Vermelho Nepomuceno  Amazbnia

Caracteristicas UFLA INPA

03- 03- 03- 03- 03- 03- 03- 03- 03- 03
38 33 29 37 28 34 30 31 84 11B

Similaridade genética

(%)
10 + + + + + + +
25 + + - + + - +
40 + + - - + + - +
50 + + - - - - + + - +
65 + o+ - - - - - - - -
Eficiéncia relativa (%)
em fixar N, em
simbiose com o caupi*
...Continua...
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TABELA 3, Cont.

51a75 - - + - + - - + - -
76 a 100 - - - - - + - - - -
101-150 + o+ - - - - - - + +
Maior que 151 - - - - - - + - - -

NUmero de
antibiéticos para o0s
quais as  estirpes
apresentaram
tolerancia
15 - - + - + - + + + +

14 -+ - e - - -
10 e - - -
7 - - e - - -

Tolerancia a salinidade
(mM/NaCl)

Menor que 171 + + - - - - + - + +
172 a 256 - - - - - + - - - -
257 a 342 - - - - - - - + - -
343 a 427 - - - + o+ - - - - -
428 a 513 - - + - - - - - - -

Tolerancia a altas

temperaturas (°C)
28 e 36 + + + + + + + + +
40 + + + - + + + + -

Tolerancia a valores

extremos de pH
40-9,0 + + + + + + + + + +

*Valores comparados ao tratamento em que as plantas foram cultivadas em solucgdo
nutritiva contendo N mineral, *Solugdo de Hoagland & Arnon (1950) contendo 210 mg
de N, sendo 14 mg na forma de NH," e 196 na forma de NO;". Esta solugéo foi utilizada
a ¥a de forga, durante os 15 primeiros dias de cultivo e, posteriormente, a % forca.
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6 CONCLUSOES

Existe grande variabilidade genética, simbiética e fenotipica entre
estirpes isoladas do mesmo local e da mesma regiéo.

N&o ha relagdo entre diversidade genética, simbiética e fenotipica e o
solo de origem.

Dentre as estirpes, UFLA 03-30 e UFLA 03-38 s&o indicadas para novas

etapas no processo de selecdo de estirpes inoculantes.
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CAPITULO 4

DIVERSIDADE GENETICA E TOLERANCIA A ESTRESSES DE
ESTIRPES ISOLADAS DE Sesbania virgata (CAV.) PERS
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1 RESUMO

Estudos fenotipicos baseados em dados morfoldgicos e em analise dos
perfis de proteinas totais tém mostrado que os isolados de nddulos da
leguminosa Sesbania virgata apresentam alta similaridade fenotipica entre si.
Além disso, a simbiose entre esses organismos € sempre altamente eficiente. Na
procura de testes mais discriminatorios dessas estirpes, este trabalho foi
realizado com o objetivo de estudar a diversidade genética, utilizando a técnica
do Rep-PCR com o primer BOX, de 72 isolados de nodulos de S. virgata. Foram
utilizados também testes fenotipicos, como tolerancia a altas temperaturas e
concentragdes salinas, valores extremos de pH e diferentes tipos de antibidticos.
Estirpes representantes dos principais géneros de bactérias noduliferas foram
incluidas nestes testes. Observou-se que a maioria dos isolados de nodulos de S.
virgata cresceu até a concentracio de 15g L™ (255 mM) de NaCl. A temperatura
de 40°C inibiu o crescimento de seis desses isolados e, em relacdo aos
antibioticos, todos os isolados foram sensiveis aos antibioticos rifamicina, acido
nalidixico, gentamicina e sulfonamidas e resistentes a vancomicina, amoxilina e
ampicilina. Em relacdo aos outros antibiéticos, os isolados apresentaram
comportamento variavel. Dessa forma, verifica-se que o método utilizado para
avaliar a diversidade genética, juntamente com o0s testes fenotipicos,
proporcionam a distingdo entre os isolados de nddulos de S. virgata.
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2 ABSTRACT

Phenotypic studies based in cultural data and analyses of total protein
profiles have demonstrated that strain isolated from nodules of leguminous
Sesbania virgata had high phenotypic similarity among themselves. Besides
that, symbiosis among these organisms is always highly efficient. Based in these
characteristics, this work aimed to study the genetic diversity of 72 S. virgata
isolate nodules (by using repetitive-sequence of DNA technique with primer
BOX). Phenotypic tests for tolerance to temperature and saline concentrations,
extreme pH values and different antibiotic were also carried out. Strains
representing the main noduliferous bacteria genera were included in the tests. It
was observed that most S. virgata isolates grew until NaCl concentration of 15g
L (255 mM). The temperature of 40°C inhibited the growth of six isolates. In
relation to antibiotics, all of the isolates were sensitive to the antibiotics
rifamicine, nalidixic acid, gentamicin, kanamycin and sulfonamide however they
were resistant to vancomycin, amoxicillin and ampicillin. In relation to other
antibiotics the isolates have shown a variable behavior. Therefore, it is verified
the method used to evaluate genetic diversity, together with phenotypic tests,
allow a discrimination of S. virgata isolates.
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3 INTRODUCAO

A leguminosa Sesbania virgata é nativa da América do Sul e, no Brasil,
é encontrada principalmente nas regides centro-oeste, sul e sudeste. Esta espécie
se desenvolve bem em solos inundados e de baixa fertilidade e pode obter a
quantidade de nitrogénio (N) necessario ao seu desenvolvimento por meio do
estabelecimento de simbiose com as bactérias fixadoras de N,, noduliferas em
leguminosas (BNL). Portanto, S. virgata apresenta grande potencial de uso em
areas de reflorestamento de mata ciliar e na recuperacdo de solos degradados
(Allen & Allen, 1981; Pott & Pott, 1994).

Os estudos das bactérias que nodulam esta planta permitiram a
descricdo de uma nova espécie de BNL, Azorhizobium doebereinerae (Moreira
et al., 2006) e demonstram que a maioria dos isolados de nddulos desta
leguminosa apresenta caracteristicas fenotipicas e simbidticas altamente
similares a A. doebereinerae (Moreira et al., 2006; Florentino & Moreira, 2009).
Nestes estudos, a diversidade fenotipica foi avaliada pela técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE, a qual tem sido utilizada em vérios
trabalhos para avaliar a diversidade de BNL (Moreira et al., 1993; Lima et al.,
2005; Soares et al., 2006). No entanto, para os isolados de nddulos de S. virgata,
os perfis de proteinas apresentaram alta similaridade entre si, ndo permitindo a
distincdo entre os isolados.

Em relacdo a eficiéncia simbiética, também ndo foi possivel obter
distingdo entre estes isolados, 0s quais apresentam alta eficiéncia simbidtica
guando inoculados em S. virgata e, quando infectam outros hospedeiros, a
simbiose é sempre inefectiva. Por outro lado, esta leguminosa somente
estabelece simbiose eficiente quando inoculada com isolados homdlogos
(Gongalvez & Moreira, 2004; Florentino & Moreira, 2009).
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Normalmente, uma Unica espécie leguminosa pode ser hospedeira de
BNLs que apresentam grande diversidade fenotipica, podendo indicar a presencga
de varios géneros de BNL (Barnet & Catt, 1991; Sylla et al., 2002). Em um
estudo realizado com os isolados de nddulos de Acaciella angustissima, foi
verificada a presenca das bactérias Sinorhizobium mexicanum, Rhizobium
tropici, Mesorhizobium plurifarium e Agrobacterium tumefaciens e que a
eficiéncia simbidtica destas bactérias com seu hospedeiro de origem foi
altamente varidvel (Rincén-Rosales et al., 2009).

Mesmo para outras espécies de Sesbania, como S. sesban, os estudos
mostram que esta pode ser planta hospedeira de BNL dos géneros Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium (Bala et al., 2002). Em um outro estudo, foram
isoladas espécies de S. saheli, S. meliloti e R. huautlense, de nédulos das
espécies S. sesban, S. aegyptica e S. rostrata (Sharma et al., 2005). No caso de
S. virgata, em um estudo realizado recentemente no Uruguai, foram
identificadas as espécies Rhizobium etli e Azorhizobium doebereinerae em

nodulos desta leguminosa (Blanco et al., 2008).

Considerando as caracteristicas de alta similaridade simbidtica e
fenotipica por SDS-PAGE de proteinas totais apresentada pelos isolados de
nodulos de S. virgata oriundos do Sul do estado de Minas Gerais, este trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade genética pela técnica do
Rep-PCR empregando o primer BOX e utilizar testes fenotipicos, como
tolerancia a altas temperaturas e concentracfes salinas, a valores extremos de pH
e a diferentes tipos de antibidticos, para tentar discriminar esses isolados.
Estirpes referéncia representantes dos principais géneros de BNL, também foram

incluidas neste estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das estirpes

Foram utilizadas 72 estirpes que apresentaram caracteristicas culturais
em meio 79 (Fred & Waksman, 1928), também denominado YMA (Vincent,
1970) contendo azul de bromotimol e pH 6,8, similares a A. doebereinerae,
como crescimento rapido, alcalinizacdo do meio e escassa producdo de
exopolissacarideos. Essas estirpes foram isoladas de amostras de solos coletadas
préximas do sistema radicular de plantas de S. virgata, no sul de MG, utilizando
a mesma espécie vegetal como planta-isca (Florentino & Moreira, 2009). No
presente estudo, foram incluidas, ainda, estirpes representantes dos principais
géneros de bactérias noduliferas em leguminosas, conforme descrito na Tabela
1.
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TABELA 1 Identificacdo das estirpes de BNL utilizadas nesse estudo

Hospedeiro de

Caracteristicas

Estirpes Identificagao origem culturaisem meio 79 Referéncia
g ACIE pHZ EPS’

72

estirpes

isoladas Sesbania Florentino

de viroata 3 Al Escassa & Moreira

nédulos g (2009)

de S.

virgata

ORS Azorhizobium Dreyfus et

5717 caulinodans S. rostrata 3 Al Bscassa (1988)

T A . Moreira et

BR 5401 doebereinerae S. virgata 3 Al Escassa al. (2006)
Rhizobium Martinez-

g;g}-r tropici SSIa?r?lus 3 Ac Alta Romero et

g al. (1991)
Lacerda et
UFLA Bradyrhizobium  Vigna - al. (2004);
03-84 sp. unguiculata ! Al Média Moreira
(2005)

BR 3804 Mesprhl_zoblum Chgmaegrlsta 4 Ac Alta Moreira et
plurifarium ensiformis al. (1993)
Sinorhizobium Pithecellobium Moreira et

BR 6806 sp. dulce 4 Ac Alta al. (1993)

BR34os Durkholderia — Mimosa o, Ac wisdia  Faria (1997)
caribensis caesalpiniifolia

LMG Cupriavidus . . Chen et al.

194247 taiwanensis M. pudica 3 Al Baxa (2001)

Tempo, em dias, para o aparecimento de col6nia isolada, * reacdo do meio de cultivo

ap6s crescimento de coldnias, *producéo de exopolissacarideos

4.2 Diversidade genética das estirpes (BOX-PCR)

A diversidade genética das estirpes foi analisada pela técnica do Rep-
PCR, utilizando o primer BOX (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’)
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(Versalovic et al., 1994). Para a extracdo do DNA bacteriano, coldnias isoladas
das bactérias foram introduzidas em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL de
agua ultrapura estéril e aquecidas, por 10 minutos, a 95°C.

A reacdo de amplificagdo (20 pL) foi realizada com os seguintes
volumes (pL): dgua milli-Q estéril, (9,45), dNTPs, (1,25), tampdo Gitschier 5X
(5,0), BSA (0,4), DMSO (2,5), primer (1,0), Taq (0,4) e DNA (5,0). Os ciclos de
amplificacdo consistiram de: um ciclo de desnaturagdo inicial a 95°C, por 7
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo (1 minuto a 94°C), anelamento (1 minuto a
53°C) e extensdo (8 minutos a 65°C); um ciclo de extens&o final a 65°C, por 16
minutos; manutencdo a 4°C. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese a 70 VV em gel de agarose a 1,5%, de 20 x 20 cm, em tampédo TAE,
0,5 X por 16 horas, a temperatura ambiente. Utilizou-se como peso molecular o
marcador 1 kb plus DNA Ladder (InvitrogenTM). Em seguida, o gel foi corado
com brometo de etidio e fotografado.

A diversidade genética das estirpes foi analisada pela observacdo da
presenca ou da auséncia de bandas polimérficas no gel. Para a presenca ou a
auséncia das bandas, atribuiram-se respectivamente, os valores 1 e 0, para a
construcdo de uma matriz. Os dados da matriz foram agrupados utilizando-se o
algoritmo unweighted pairgroup mean arithmetic method (UPGMA) e o

coeficiente de Jaccard do programa NTSYS-pc versdo 2.10.

4.3 Ensaios fenotipicos

Antes da exposicdo das estirpes as condigdes de altas temperaturas e
concentracdes salinas e a valores extremos de pH, estas foram cultivadas em
meio liquido. O meio 79 foi utilizado para o cultivo das estirpes referéncias
representantes dos principais géneros de BNL e o meio LO, para o cultivo das
estirpes do género Azorhizobium e para os demais isolados de nddulos de S.

virgata. O cultivo das bactérias foi realizado sob agitacdo, a 120 rpm, por 72
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horas, tempo suficiente para que as células atingissem a fase logaritimica de
crescimento. Apos esse periodo, procedeu-se a lavagem das células com solugao
salina (0,85%), objetivando a remocdo de residuos do meio de cultura do
inéculo, que poderiam resultar num falso crescimento positivo (Trannin et al.,
2001; Nobrega et al., 2004). Aliquotas de um 1,0 mL de cada cultura bacteriana
contendo 10° células foram transferidas para microtubos esterilizados, com
capacidade de 1,5 mL, para centrifugacdo a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 1,0 mL de
solucdo salina (0,85%) estéril e recentrifugadas. O processo de descarte do
sobrenadante, ressuspensdo das células e centrifugagdo foi repetido por trés

vezes.

4.3.1 Tolerancia a salinidade

Para o teste de tolerancia as diferentes concentracfes salinas, aliquotas
de 0,1 mL dessas suspensdes de bactérias foram inoculadas e espalhadas, com
alca de Drigalsky, em placas de Petri com os meios de cultura 79 (utilizado para
o cultivo das estirpes representantes dos principais géneros de BNL) e LO
(utilizado para o cultivo das demais estirpes), contendo NaCl nas seguintes
concentracgdes: 0; 1; 3; 5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20 g.L'l. O experimento foi feito
em triplicata. Para avaliar a tolerancia das bactérias nas diferentes concentragdes
de NaCl, foi observada a presenca (+) ou a auséncia (-) de crescimento no meio

de cultura, apés 72 horas de incubacdo a 28°C.

4.3.2 Tolerancia a valores extremos de pH
As estirpes foram avaliadas quanto & capacidade de tolerar valores
extremos de pH (4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e 9,0) nos meios de cultura 79 (utilizado para

o cultivo das estirpes representantes dos principais géneros de BNL) e LO
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(utilizado para o cultivo das demais estirpes). Como tratamento-controle, foi
utilizado o meio de cultura a pH 6,8. Para as etapas de inoculagdo, tempo de
incubacdo e avaliacdo do crescimento das bactérias nos meios contendo os
diferentes valores de pH, seguiu-se 0 mesmo procedimento adotado no teste de

tolerancia a salinidade.

4.3.3 Tolerancia a diferentes temperaturas

As estirpes foram avaliadas quanto a capacidade de tolerar diferentes
valores de temperatura: 27°, 35° 40° 45° e 50°C, nos meios de cultura 79
(utilizado para o cultivo das estirpes representantes dos principais géneros de
BNL) e LO (para o cultivo das demais estirpes). O valor de pH desses meios foi
ajustado para pH 6,8. Como tratamento-controle, foi utilizado o crescimento das
estirpes a temperatura de 28°C. Para as etapas de inoculacdo e avaliacdo do
crescimento das bactérias nos meios, seguiu-se 0 mesmo procedimento adotado

no teste de tolerancia a diferentes concentracoes salinas e valores de pH.

4.3.4 Tolerancia a antibioticos

Para o teste de tolerdncia aos antibioticos, foi utilizado o método de
difusdo dos discos impregnados e testados os 13 tipos de antibiéticos em discos
nas seguintes concentracdes: (ugL™): amoxicilina - AMO (10), ampicilina -
AMP (10), estreptomicina - EST (10), gentamicina - GEN (10), azitromicina -
AZI (15), claritromicina - CLA (15), eritromicina - ERI (15), &cido nalidixico -
NAL (30), cloranfenicol - CLO (30), kanamicina - KAN (30), rifamicina - RFM
(30), vancomicina - VAN (30) e sulfonamidas - SUL (300).

Para esse teste, todas as bactérias foram cultivadas em placas de &gar
nutriente. O indculo foi diluido em solucédo salina NaCl (0,85%), até obter uma

turbidez equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland. Essas suspensdes foram
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transferidas para placas contendo os meios de cultura 79 (para o cultivo das
estirpes representantes dos principais géneros de BNL) e LO (para o cultivo das
demais estirpes) com o auxilio de swabs de algoddo. Posteriormente, foram
inseridos quatro discos de antibidticos por placa. Estas foram incubadas a 28°C,
por 72 horas. O experimento foi desenvolvido em duplicata e avaliou-se a
presenca ou a auséncia de halo de inibicao.

Foram avaliadas, no total, 35 caracteristicas fenotipicas, constituidas
pela tolerdncia das bactérias a altas temperaturas e a concentra¢des salinas, a
valores extremos de pH e a diferentes antibi6ticos. Todos esses testes foram
avaliados quanto a presenca ou a auséncia de crescimento bacteriano. Para esses
parametros, foram atribuidos, respectivamente, os valores 1 (presenca) e 0
(auséncia de crescimento), para a construcdo de uma matriz. Os dados da matriz
foram agrupados utilizando-se o algoritmo unweighted pairgroup mean
arithmetic method (UPGMA) e o coeficiente de Jaccard do programa NTSYS-pc

versao 2.10.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética

Por meio da utilizagdo da técnica do Rep-PCR utilizando o primer
BOX-PCR, foi estudada a diversidade genética de 72 isolados de nddulos de S.
virgata e de oito estirpes referéncia representantes dos principais géneros de
BNL. Na Figura 1 observam-se os padrbes de bandas de DNA amplificados e,
na Figura 2, o dendrograma formado a partir da analise desses padrdes de bandas
de DNA amplificados com essa técnica, que proporcionou a formacdo de 33
grupos a 80% de similaridade. Destes, as estirpes utilizadas como referéncia,
ORS 571" (A. caulinodans), LMG 19424T (C. taiwanensis), UFLA 03-84
(Bradyrhizobium sp.), CIAT 899" (R. tropici), BR 3405 (B. caribensis), BR
3804 (M. plurifarium) e BR 6806 (Sinorhizobium sp.), formaram seis grupos
distintos.

As 72 estirpes isoladas de nddulos de S. virgata foram agrupadas em 26
grupos de diversidade genética, cuja similaridade variou de 38% a 100%. A
estirpe BR 54017 (A. doebereinerae) foi incluida em um desses grupos. Este
resultado sugere que os isolados de nddulos de S. virgata apresentaram alta
diversidade genética, indicando que esta técnica, Rep-PCR com o primer BOX,
permite uma boa distin¢do entre isolados de nodulos de S. virgata.

Resultados similares foram encontrados por outros autores que,
utilizando essa mesma técnica, porém, com outro primer, REP, conseguiram boa

distingdo entre isolados de nddulos dessa leguminosa (Moreira et al., 2006).
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FIGURA 1 PadrBes de bandas de DNA amplificados com o primer BOX das
estirpes de bactérias noduliferas representantes dos principais
géneros, LMG 19424T (Cupriavidus taiwanensis); BR 5401"
(Azorhizobium doebereinerae); ORS 571" (A. caulinodans); BR
3405 (Burkholderia caribensis); UFLA 03-84 (Bradyrhizobium
sp.); BR 3804 (Mesorhizobium plurifarium); BR 6806
(Sinorhizobium sp.); CIAT 899" (Rhizobium tropici) e dos 72
isolados de nddulos de Sesbania virgata.
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FIGURA 2 Dendrograma de diversidade genética das estirpes isoladas de
Seshania virgata e estirpes representantes dos princiapis géneros
de bactérias noduliferas em leguminosas, ap6s a analise de
agrupamento dos fragmentos obtidos pela amplificagdo do DNA
por PCR com o primer especifico BOX (Versalovic et al., 1994).
Andlise realizada com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de
Jacard. 1 — estirpes isoladas de S. virgata; 2 — BR 5401,
Azorhizobium doebereinerae; 3 — ORS 571", A. caulinodans; 4 —
LMG 19424" Cupriavidus taiwanensis; 5 — UFLA 03-84,
Bradyrhizobium sp.; 6 — CIAT 899", Rhizobium tropici; - 7 - BR
3405, Burkholderia caribensis; 8 - BR 3804 — Mesorhizobium
plurifarium; 9 — BR 6806 — Sinorhizobium sp.

byt

5.2 Testes fenotipicos
Na Tabela 2 sdo mostrados os resultados dos 35 testes fenotipicos de 11
isolados de nddulos de S. virgata e das 8 estirpe referéncia representantes de 7

géneros de BNL: Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
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Azorhizobium, Burkholderia e Cupriavidus. Esses resultados foram agrupados
em um dendrograma (Figura 3).

Analisando-se o dendrograma, observa-se que os onze isolados de
nddulos de S. virgata, UFLA 01-65, UFLA 01-659, UFLA 01-661, UFLA 01-
623, UFLA 01-660, UFLA 01-663, UFLA 01-622, UFLA 01-662, UFLA 01-
664, UFLA 01-657 e UFLA 01-658, formaram nove grupos, a 81% de
similaridade.

Dentre as estirpes utilizadas como referéncia, a BR 5401" foi a que
apresentou comportamento com maior similaridade com os isolados de nddulos
de S. virgata, se agrupando com estes a 73%. As estirpes ORS 571" e LMG
194247 se agruparam com os isolados de nddulos de S. virgata e com a estirpe
BR 54017, a 69% de similaridade. As estirpes representantes dos outros géneros
de BNL formaram grupos distantes.

Em relagdo a tolerancia a temperatura, ndo foi observado crescimento
bacteriano nas temperaturas de 45° e 50°C. J& na temperatura de 40°C, das
estirpes utilizadas como referéncia, somente a UFLA 03-84, representante do
género Bradyrhizobium, ndo apresentou crescimento, quando submetida nesta
condicdo. Para os isolados de nédulos de S. virgata, seis dos onze testados,
UFLA 01-623, UFLA 01-660, UFLA 01-622, UFLA 01-662, UFLA 01-663 e
UFLA 01-664, também ndo apresentaram crescimento nesta temperatura.

A méxima concentragdo salina tolerada pelos isolados de S. virgata foi
de 17,59 L* em meio L.O. Dos onze isolados testados, dez toleraram as mesmas
concentracdes salinas que a estirpe A. doebereinerae (BR 54017), 15 g.L™". O
isolado UFLA 01-657 foi o unico que tolerou maior concentragcdo de NaCl que
0s demais, 17,5¢ L, sendo semelhante ao comportamento da estirpe A.
caulinodans (ORS 571"). No presente estudo, os isolados de S. virgata

apresentaram menor tolerancia a salinidade quando comparados aos resultados
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de um estudo em que cerca de 40% de isolados desta leguminosa toleraram até
20 g.L* (Frioni et al., 2001).
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TABELA 2 Resultados dos testes fenotipicos

0T

Estirpes Temp. (°C) pH NaCl (g.L ™) Antibiéticos (ug)
27-35 40 45-50 4-5 6-9 0-5 10-15 17 20-40 1 2 34 5 6 7 8 910 11) 12 13
ORS 5717 + + - - + + + + - + 4+ - -+ o+ - + - + o+
LMG 194247 + + - + o+ + + + - e + o+ o+
CIAT 899" + + - + 4 + + + - -+ -+ -+ o+ - -+
3804 + + - + + + + + - -+ - + 4+ o+ - - - - -
6806 + + - + + + + + - -+ -+ o+ o+ o+ - - - -
BR 3405 + + - + + - - - - - - - - - - - -
54017 + - - - + + + - - ¥ - - - - -+ o+ + - -
0384 + - - + + + - - - + + o+ o+ o+ o+ o+ + + o+ o+
01656 + + - - + + + - - + o+ - - - + +
01657 + + - - + + + + - + - - - - - - + - -+
01659 + + - - + + + - - + o+ - - - - - + - -+
01623 + - - - + + + - - + o+ - - -+ - + - -+
01660 + - - - + + + - - + o+ - - -+ - + - -+
UFLA 01661 + + - - + + + - - + o+ - - -+ - + - -+
01622 + - - - + + + - - + + -+ -+ - + - -+
01662 + - - - + + + - - + o+ - - - - - + - - -
01663 + - - - + + + - - + o+ - - -+ - + - -+
01664 + - - - + + + - - + o+ - - - - - + - -+
01658 + + - - + + + - - + - - - - - - + - - -

Antibidticos concentragdes (lg): 1- vancomicina — VAN (30); 2- eritromicina—ERI (15); 3- kanamicina — KAN (30); 4- rifamicina —
RFM (30); 5- estreptomicina — EST (10); 6- azitromicina—AZI (15); 7- claritromicina — CLA (15); 8- &cido nalidixico — NAL (30); 9-
amoxicilina — AMO (10); 10- ampicilina — AMP (10); 11- sulfonamidas — SUL (300); 12- gentamicina — GEN (10); 13- cloranfenicol
—CLO (30)
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FIGURA 3 Dendrograma representando a tolerancia de onze bactérias isoladas
de nddulos de S. virgata e de oito estirpes de BNL representantes
dos géneros Rhizobium (CIAT 899"), Bradyrhizobium (UFLA 03-
84), Mesorhizobium (BR 3804), Sinorhizobium (BR 6806),
Azorhizobium (ORS 571" e BR 5401"), Burkholeria (BR 3405) e
Cupriavidus (LMG 19424"), quando submetidas aos testes de
tolerancia as altas temperturas e concentraces salinas, valores
extremos de pH e a 13 tipos de antibidticos. Andlise realizada com
0 algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jacard.

A maioria das estirpes referéncia cultivadas em meio 79, CIAT 899",
LMG 19424", BR 3804 e BR 6806 tolerou a concentragio maxima de 17,5 g.L™
de NaCl em meio 79. As outras duas, UFLA 03-84 e BR 3405, apresentaram
crescimento apenas nas concentracdes de 5 g.L™.

Neste trabalho, o nivel tolerado pelas estirpes foi menor que o descrito
para algumas espécies de BNL, como Rhizobium, Bradyrhizobium,
Agrobacterium e Burkholderia, que toleraram até 45g L™ de NaCl (Hung et al.,
2005).
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Em relacdo ao teste de tolerancia a valores extremos de pH, observa-se
que os onze isolados de nddulos de S. virgata, juntamente com as duas espécies
de A. caulinodans e A. doebereinerae, apresentaram crescimento nos valores de
pH de 6,0 a 9,0, ndo apresentando crescimento em valores de pH 4,0 e 5,0. A
sensibilidade a acidez por essas duas espécies do género Azorhizobium foi
também observada em outros trabalhos (Silva, 2008; Guimardes et al., 2009),
indicando que o género Azorhizobium é sensivel a acidez, o que pode limitar a
sua sobrevivéncia em solos com estas caracteristicas.

A auséncia de crescimento dos onze isolados de nodulos de S. virgata
nos valores de pH de 4,0 e 5,0 pode ser explicada pelo fato de essas bactérias
terem sido isoladas de amostras de solos que apresentavam valores médios de
pH igual a 8,0 (Florentino, 2005; Florentino & Moreira, 2009).

No teste de tolerancia aos 13 tipos de antibioticos, todos os isolados de
nodulos de S. virgata foram sensiveis a RFM, NAL, GEN, KAN, SUL e AZl e
tolerantes a VAN, AMO e AMP. Em relacdo aos outros antibi6ticos, as estirpes
apresentaram comportamento variavel. Nesse teste, foram formados cinco
grupos de tolerdncia a estes compostos, constituidos por representantes que
apresentaram tolerancia a trés, quatro, cinco, seis e sete tipos de antibioticos. O
grupo que apresentou tolerancia a trés tipos de antibi6ticos, grupo mais sensivel,
foi constituido pelo isolado UFLA 01-658. J& 0 grupo que apresentou tolerancia
a sete tipos também foi constituido por um isolado, UFLA 01-622.

Neste estudo, a variabilidade em relagdo a tolerancia aos antibioticos
também foi observado para as estirpes utilizadas como referéncia. Na literatura,
tem sido relatado que estirpes de crescimento lento apresentam maior tolerancia
a diferentes tipos de antibidticos, quando comparadas as estirpes de crescimento
rapido (Dowdle & Bohlool, 1985). No presente estudo, foram encontrados
resultados semelhantes, em que a estirpe UFLA 03-84, de crescimento lento e

identificada como pertencente ao género Bradyrhizobium, foi tolerante a todos
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os antibiGticos testados. As outras estirpes apresentaram comportamento
variavel.

A estirpe BR 5401" foi tolerante a cinco tipos de antibidticos, VAN,
AMO, NAL, AMP e SUL. J4 a estirpe ORS 571" foi tolerante a oito tipos de
antibidticos, VAN, ERI, AZI, CLA, AMO, AMP, GEN e CLO.

Os estudos fenotipicos visando avaliar a tolerancia de bactérias isoladas
de nddulos de diversas leguminosas a condi¢des ambientais tém sido
desenvolvidos em vérios trabalhos cientificos (Odee et al., 1997; Sylla et al.,
2002; Freitas et al., 2007; Fall et al., 2008). Esses testes, além de permitirem
caracterizacdo fenotipica dos isolados, apresentam também grande importancia
no processo de selecdo de estirpes inoculantes adaptadas a diversas condices.

Neste estudo, dentre os onze isolados estudados, observou-se a presenca
de alguns que se destacaram na presenga de altas temperaturas, concentracoes

salinas e diferentes tipos de antibioticos.
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6 CONCLUSOES

A andlise de diversidade genética, juntamente com os testes fenotipicos,
proporcionou boa distin¢do entre os isolados de nddulos de S. virgata.

Dentre esses isolados, alguns se destacaram por apresentar maior
tolerancia a altas temperaturas, concentracfes salinas e diferentes tipos de

antibioticos.
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