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BOD - Demanda biolégica de oxigénio (Biologic Oxigen Demand)

DNA — Acido desoxirribonucléico

RNA - Acido ribonucleico

dNTP — Trifosfato de deoxinucleotideo (“2’-deoxynucleotides 5’triphosphates”)
EDTA — Acido etileno diaminoacético (“Ethylenediaminetetracetic acid”)

Tris — “Hidroximetil aminometano (“Hydroxymethyl aminomethane”)

SDS — Duodecil sulfato de sédio (“Sodium duodecyl sulfate”)

RNAase — Ribonuclease A

K2HPQO, — fosfato de potassio dibasico

KH.PO, — fosfato de potassio monobasico

MgSO.4 7H.0 — sulfato de magnésio heptahidratado

NaCl — cloreto de sddio

REP — Sequéncia Palindrémica Extragénica Repetitiva (“Repetitive Extragenic
Palindromic”)

ERIC — Seqtiéncia Consenso Intergénica Repetitiva Enterobacteriana
(“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”)
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BOX — Elemento Box

PCR — Reagédo em Cadeia da Polimerase (“Polimerase Chain Reaction”)
REP-PCR - Referente a técnica de PCR utilizando os oligonucleotideos
correspondentes as sequéncia repetitivas REP.

ITS — Espaco Intergénico Transcrito (“Intergenic Transcribed Spacer”)

UFC - Unidade Formadora de Colénia
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CARACTERIZACAO, DIVERSIDADE GENETICA E NODULAGAO EM FEIJOEIRO
(Phaseolus vulgaris) DE ISOLADOS DE RIZOBIOS DO BRASIL E DA
VENEZUELA

RESUMO - A diversidade genética de quinze estirpes de rizébios isoladas do
feijoeiro, provenientes de varias localidades do Brasil e da Venezuela, foi
determinada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. Selecionaram-se as duas
melhores estirpes de cada pais, com base em nodulagéo, produgcdo de massa seca
e de nitrogénio total em plantas de feijao, e compararam-se as suas produtividades
e nodulacao no feijoeiro, com duas estirpes comerciais, CIAT-899 e PRF-81, em um
solo Latossolo Vermelho-Escuro da regido de Jaboticabal SP. Determinou-se ainda
a diversidade genética das populacdes nativas do solo e das quatro estirpes, pelo
seqlenciamento do espacgo intergénico, entre os genes 16S e 23S rRNA.
Experimentos foram conduzidos em blocos casualizados com trés repeti¢cdes, em
casa de vegetagao, na UNESP, em 2007. O primeiro foi realizado em tubetes com
vermiculita e quinze tratamentos: sete diluicées seriadas do solo de 10" a 107, as
quatro estirpes, as comerciais e duas testemunhas com e sem nitrogénio. Das
colbnias isoladas extraiu-se o DNA genbmico e realizou-se o seqglenciamento do
espaco intergénico. O segundo experimento foi realizado em vasos contendo solo e
treze tratamentos: as quatro estirpes isoladamente e misturadas com a estirpe PRF-
81, as comerciais, a mistura delas, e duas testemunhas com e sem nitrogénio.
Houve coincidéncia entre os marcadores moleculares do gene 16S rRNA e o
espaco intergénico na identificagdo das espécies. Encontraram-se estirpes tao
produtivas quanto as comercias. A mistura com a estirpe PRF-81 ndo incrementou a
produtividade e produziu um efeito antagbnico com a estirpe LBMP-12BR. A
populagcao nativa do solo foi identificada como Rhizobium sp., sendo ineficiente na
fixacdo de nitrogénio. Ha estirpes promissoras que mostram uma resposta

diferencial quando s&o misturadas nos inoculantes.

Palavras-Chave: seqlienciamento, espaco intergénico, filogenia, Rhizobium, fixagao
bioldgica de nitrogénio, Phaseolus vulgaris.
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CHARACTERIZATION, GENETIC DIVERSITY AND NODULATION ON COMMON
BEAN (Phaseolus vulgaris) OF RHIZOBIA ISOLATES FROM BRASIL AND
VENEZUELA

SUMMARY - The genetic diversity of 15 rhizobia strains isolated from
common beans grown in Brazil and Venezuela was determined by sequencing the
16S rRNA gene. Two strains were selected from each country for further study
based on nodulation, dry weight, and total nitrogen in the common bean plants, and
productivity and nodulation on the common bean of these strains were evaluated in
Latossolo Vermelho Escuro soil of Jaboticabal SP, in comparison to two commercial
strains, CIAT-899 and PRF-81. The genetic diversity of the native soil population and
the four strains was determined by sequencing of the intergenic space between the
16S and 23S rRNA genes. In 2007, experiments were carried out under glass house
conditions at the UNESP. The first was conducted in tubs with vermiculite, and 15
treatments were examined: seven soil serial dilutions (10" to 107), the four novel
strains, two commercial strains, and two controls with and without nitrogen. From the
pure isolated colonies, DNA was extracted, and the intergenic space was
sequenced. The second experiment was conducted in pots filled with soil, and 13
treatments were examined: the four strains alone and in mixture with the PRF-81
strain, the two commercial strains alone and in mixture, and two controls with and
without nitrogen. There was coincidence between the 16S rRNA gene and the
intergenic space molecular markers for species identification. Strains that had
productivity values equivalent to the commercial strains were identified. The mixture
of PRF-81 strain to each one of the four strains did not increase productivity and
produced an antagonistic effect on the LBMP-12BR strain. The native soil population
was identified as Rhizobium sp. and was found to be inefficient in nitrogen fixation.
This study identified promising new Rhizobium strains that exhibit differential
responses in mixtures on inoculants.

Keywords: sequencing, intergenic space, phylogeny, Rhizobium, biological nitrogen

fixation, Phaseolus vulgaris.



1. INTRODUCAO

Os graos de feijao (Phaseolus vulgaris L.) representam uma importante
fonte protéica na dieta de mais de 300 milhdes de pessoas na America Latina e
Africa (KASCHUK et al., 2006). O Brasil é o maior produtor e consumidor do feijao
a nivel mundial: 3.286.282 toneladas de grdaos foram produzidas durante
2006/2007; com um rendimento médio de 859 kg ha™, considerado baixo devido,
entre outros fatores, ao baixo nivel tecnolégico empregado na cultura. Entretanto,
a cultura se desenvolve durante trés épocas de colheita, que varia segundo a
regiao geografica, e que em geral vao: a primeira colheita durante os meses de
novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e margo; a segunda colheita durante abril,
maio, junho e julho; e a terceira colheita durante agosto e setembro; sendo esta
tltima a que mostra os maiores rendimentos médios 2184 kg ha™", devido ao nivel
tecnolégico e condigbes climaticas favoraveis durante a colheita dos graos (IBGE,
2008).

Por outro lado na Venezuela, o feijoeiro constitui a leguminosa de maior
importédncia destinada ao consumo humano, e sua produtividade também é
considerada baixa, em torno de 900 kg ha', devido entre outros fatores a
presenca de doencas como Alternaria solani e Fusarium sp e de pragas como
Bemisia tabaci, e Trips palmi ( (PLACENCIO & MORA-NUNEZ. 2002). A superficie
do Feijao cultivada na Venezuela durante o ciclo 2006/2007 foi de 26.533 ha, a
qual serviu para abastecer somente 8% do consumo local (FAO, 2008)

Dentre as alternativas tecnolégicas disponiveis para incrementar a
produtividade no feijoeiro, a associacdo simbiotica com estirpes de Rhizobium &
considerada uma alternativa econémica atraente e ecologicamente sustentavel de
suprimento de nitrogénio na agricultura mundial. Pois reduz os custos econdmicos

da utilizacdo de adubos nitrogenados e contribui para evitar a contaminacao de



aquiferos, lagos e rios causados pela lixiviagdo de adubos nitrogenados na
agricultura (STRALIOTTO et al., 2002).

Para aproveitar as vantagens da biofertilizacdo de nitrogénio no feijoeiro,
varias pesquisas tém sido feitas a procura de estirpes eficientes e competitivas,
para suprir os requerimentos de nitrogénio desta importante cultura. Contudo, a
resposta a fixacdo biolégica de nitrogénio no campo tem-se mostrado instavel
(MOSTASSO et al., 2002; HAFEEZ et al., 2005; SOARES et al., 2006).

Visando obter melhor resposta do processo de fixagcdo biolégica de
nitrogénio, varias abordagens tém sido feitas, avaliando-as estirpes isoladamente
(HUNGRIA et al., 2003; SOARES et al., 2006) ou em mistura de estirpes
(HASSAN et al., 2004; HAFEEZ et al., 2005; RAPOSEIRAS et al., 2006).

Produtos das pesquisas realizadas no Brasil na area de biofertilizantes tém
sido recomendadas desde junho de 1998, duas estirpes de Rhizobium tropici: a
SEMIA 4077 (=CIAT 899) e a SEMIA 4080 (=PRF 81) para elaboracdo de
inoculantes no feijoeiro (HUNGRIA et al., 2000). Porém, a procura por diversidade
genética e eficiéncia de fixacdo de nitrogénio de novas estirpes continua sendo
objeto de pesquisa. Nesse sentido, MOSTASSO et al. (2002) e HUNGRIA et al.
(2003) avaliaram a estirpe H12 (=SEMIA 4088) e concluiram que ela era eficiente
e competitiva, com elevado potencial de rendimento.

Varios autores tém realizado estudos de competicdo e/ou de eficiéncia
agronébmica com novas estirpes de Rhizobium no feijoeiro, em diferentes
localidades do Brasil, e encontraram somente estirpes com produtividade
semelhante a CIAT-899 (RAPOSEIRAS et al., 2006; SOARES et al., 2006).

O processo de selecdo de novas estirpes implica 0 conhecimento da
estrutura e das relacdes genéticas das populacdes desses microrganismos. Neste
contexto, a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem permitido
grandes avancos na taxonomia e diversidade genética dos rizobios, possibilitando
a amplificacdo de fragmentos definidos da molécula do DNA, o que permite o
seqlienciamento e a comparacado das sequéncias de nucleotideos do DNA de
regides dos genes. Essas regides exibem variabilidade suficiente para detectar, de



maneira precisa, diferencas entre géneros e espécies como, por exemplo, a regiao
dos genes ribossomais (16S e 23S rRNA) e do espaco intergénico (16S-23S
rRNA) (LAGUERRE et al., 1996; CHUEIRE et al., 2003; GRANGE & HUNGRIA,
2004; YOUNG et al., 2004).

A regido do espaco intergénico (ITS) entre os genes 16S-23S rRNA, por ser
menos conservada do que a regido dos genes 16S e 23S rRNA, vem sendo
utilizada junto as regides dos genes ribossomais em estudos de diversidade
genética (SANTILLANA et al., 2008).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) Avaliar a diversidade genética de
quinze estirpes de rizébios isoladas do feijoeiro, provenientes de varias
localidades do Brasil e da Venezuela, pelo sequiienciamento parcial do gene 16S
rRNA. (2) Selecionar as duas melhores estirpes de cada um dos paises quanto a
nodulacao, producao de matéria seca e nitrogénio total em plantas do feijoeiro, em
condicoes axénicas em casa de vegetagdo. (3) Avaliar a produtividade e
nodulacdo, no feijoeiro, dessas quatro melhores estirpes de rizobios em
comparacgao a duas estirpes recomendadas para producao de inoculantes a CIAT-
899 e a PRF-81, em condi¢cdes de um solo Latossolo Vermelho-Escuro em casa
de vegetacao. (4) Identificar a diversidade genética das popula¢des de rizébios
nativas do solo Latossolo Vermelho-Escuro e das quatro melhores estirpes, pelo
seqlenciamento do espaco intergénico 16S-23S rRNA.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fixacao bioldgica de nitrogénio pela simbiose rizobio - leguminosa

Os organismos com habilidade para reduzir o nitrogénio atmosférico a
amoénia sdo considerados diazotroficos. As bactérias que formam associacdes
simbidticas com hospedeiros especificos e fixam nitrogénio, formando estruturas
especializadas nos hospedeiros, sdao chamadas diazotréficos simbidticos.
Entretanto, as bactérias que podem fixar nitrogénio livre de associagcdes
simbidticas e utilizar esse nitrogénio fixado para o proprio crescimento, sédo
chamadas diazotrofos de vida livre (SAWADA, et al., 2003).

A fixacao biologica de nitrogénio no feijoeiro (Phaseolus vulgaris L), assim
como em outras leguminosas da familia Fabaceae (=Leguminosae), € um
processo diazotréfico simbidtico complexo, que envolve varias etapas, incluindo
modificacbes fisioldgicas e morfoldgicas, tanto na planta hospedeira como na
bactéria. As bactérias diferenciam-se em bacteréides nos nddulos da planta
hospedeira, fixando nitrogénio pela redu¢édo de enzimas do nitrogénio atmosférico
a amdnia. Em troca, a planta supre a bactéria com fontes de energia e carbono
para sua manutencao (MERCANTE et al., 2002).

O processo de fixacao bioldgica de nitrogénio é dividido em varias etapas:
multiplicagdo do rizébio no solo e na rizosfera da planta, emissdo de sinais
quimiotaxicos entre o microssimbionte e o hospedeiro, reconhecimento do
hospedeiro, formagéao do cordao de infecgao, desenvolvimento do nédulo, fixagao
do nitrogénio e remocdo da NHj; fixada (VARGAS & HUNGRIA, 1997;
MATHESIUS, 2003).

A simbiose bactéria-planta comeca pela producdo de alguns compostos

exsudados pela planta hospedeira, como aminoacidos, agucares, acidos



carboxilicos, polifenois (flavonoides) e betainas, cuja fungdo é promover a
quimiotaxia, atraindo o rizdbio e favorecendo a adesédo da bactéria a superficie
dos pélos radiculares, desencadeando a expressao coordenada de uma série de
genes da nodulacdo, nod /nol/ noe, referidos coletivamente como genes nod; que
sdo essenciais para a infeccdo da raiz do hospedeiro e o estabelecimento do
nédulo (TAIZ & ZIEGER, 2004).

Com a ativacdo dos genes nod dos rizébios, ocorre uma troca de sinais
moleculares, onde as bactérias emitem sinais especificos para o hospedeiro, que
induz algumas modificacées radiculares, como a deformacédo e o aumento no
namero dos pélos radiculares, levando a formacdo de nddulos. Apo6s as
modificacdes radiculares, ocorre a dissolucdo das paredes celulares, formando um
cordao de infeccao que propicia a entrada das bactérias nos noédulos, as quais se
diferenciam, transformando-se em bacteréides. Atuam, entdo, as enzimas
relacionadas com a quebra da tripla ligagdo do N, e com a assimilagdo do
nitrogénio fixado (CRAWFORD & GLASS, 1998).

Na fixacao bioldgica, o N é reduzido a amdnia (NHs3) a custa de energia da
planta. O complexo enzimatico da nitrogenase € formado por duas unidades
protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-
proteina) as quais sao responsaveis pela fixacdo de nitrogénio no ndédulo
(BURRIS, 1999; TAIZ & ZIEGER, 2004).

O primeiro produto estavel contendo o N fixado é a amobnia. Esta é
imediatamente conduzida para fora do bacterdide e é incorporada ao acido
glutdmico, formando a glutamina mediada pela enzima glutamina sintetase, o
acido glutamico é exportado para a parte aérea das plantas, em espécies como a
soja e o feijoeiro, na forma de ureideos (alantoina e acido alantéico). Em outras
leguminosas, como a alfafa e a ervilha, os produtos intermediarios formados séao
as amidas (glutamina e asparagina); tanto os ureideos quanto as amidas sao
transportados para as folhas das plantas pelo xilema e degradados nelas em
amodnia para formar aminoacidos e proteinas (CRAWFORD & GLASS, 1998).



2.2. Fixacao de nitrogénio de estirpes de rizébios no feijoeiro

O processo de fixagdo biolégica de nitrogénio na cultura do feijoeiro tem
mostrado um comportamento instavel quanto a resposta na capacidade fixadora
de nitrogénio em associagdo com bactérias do género Rhizobium (STRALIOTTO
& RUMJANEK, 1999; HAFEEZ et al., 2005; LIRA et al. 2005; SOARES et al.,
2006). Contudo, produto das pesquisas, no mercado brasileiro de inoculantes,
desde junho de 1998, ha duas estirpes de Rhizobium tropici, a SEMIA 4077
(=CIAT 899) e a SEMIA 4080 (=PRF 81), recomendadas do feijoeiro, as quais
normalmente sao formuladas misturadas (HUNGRIA et al., 2000).

Para aproveitar as vantagens da biofertilizacdo de nitrogénio no feijoeiro,
varias pesquisas tém sido feitas avaliando as novas estirpes isoladamente
(HUNGRIA et al., 2003; SOARES et al.,, 2006) ou em mistura de estirpes
(HASSAN et al., 2004; HAFEEZ et al., 2005; RAPOSEIRAS et al., 2006). No
entanto, a procura por estirpes eficientes na fixagao biolégica de nitrogénio e mais
competitivas que as estirpes nativas do solo, continuam sendo objeto de pesquisa.

Nesse sentido, MOSTASSO et al. (2002) realizaram uma selecdo, no
feijoeiro, de estirpes de rizobios nas condicées dos Cerrados, a quarta maior
superficie de terras agricolas do Brasil, submetendo as estirpes a condicdes de
temperaturas 6timas (27/21 °C, dia/noite) e elevadas (37/21°C, dia/noite), em casa
de vegetacao. Além disso, avaliaram a resposta das melhores estirpes quanto a
capacidade de fixacdo de nitrogénio e competitividade no campo, em varias
condicdes de manejo. Eles encontraram que as sequéncias 16S rDNA das
estirpes mais eficientes e competitivas foram geneticamente semelhantes a
Rhizobium tropici, sugerindo que estudos com essa espécie deveriam ser
apurados em condicoes de solos acidos e nas temperaturas elevadas do Brasil e
da Africa, destacando a estirpe H12 com potencialidades para ser incluida nos
inoculantes. HUNGRIA et al. (2003) avaliaram a mesma espécie em oxissolos do
Estado do Parang, Brasil, e concluiram que ela era eficiente e competitiva, com

elevado potencial de rendimento.



RAPOSEIRAS et al. (2006) e SOARES et al. (2006) realizaram estudos de
competicdo e/ou de eficiéncia agrondmica com novas estirpes de rizébios no
feijoeiro, em diferentes localidades do Brasil e encontraram somente estirpes com
produtividade semelhante a estirpe comercial CIAT-899.

PINTO et al. (2007) realizaram uma analise de genes simbibticos e nao-
simbidticos em 15 estirpes de Rhizobium tropici, isoladas de quatro distintas
regidbes geograficas do Brasil, destacando que, quando rizobios efetivos foram
isolados de plantas do feijoeiro crescendo em condi¢cdes de campo, a maioria das
estirpes foi de R. tropici. Essa espécie mostrou combinagdes de perfis Unicos, os
quais refletem uma estratégia evolucionaria nesta espécie de maximizagcao, na
fixacdo de nitrogénio. Baseados em PCR-RFLP dos genes 16S e 23S rRNA,
observaram dois grupos de R. Tropici denominados tipo A e tipo B, destacando
que a diversidade nos genes ribossomais de ambos os tipos foi alta, sugerindo

que o tipo A poderia representar uma nova espécie.

2.3. Fatores que afetam a nodulacao

As estirpes de rizobios, para poder expressar sua capacidade de fixagao de
nitrogénio nas plantas, dependem tanto de fatores intrinsecos do processo de
simbiose bactéria-leguminosa, quanto de fatores ambientais que afetam a
sobrevivéncia da planta e da bactéria. Dentre os fatores mais relevantes,
destacam-se a efetividade e a competitividade das estirpes presentes no inéculo
ou no solo, a riqueza do inéculo em numero de células, as técnicas de inoculagdo
e os fatores ambientais (VARGAS & HUNGRIA, 1997; STRALIOTTO &
RUMJANEK, 1999).

2.3.1. Fatores intrinsecos que afetam a nodulacao

Na maioria das bactérias do género Rhizobium, um dos fatores intrinsecos
que produzem irregularidades na resposta do feijoeiro a inoculacdo, é a



instabilidade genética do simbionte. Essa instabilidade genética é decorrente de
freqUéncias elevadas de rearranjos genémicos e/ou dele¢des plasmidiais, devido
aos genes que controlam a nodulagao, a especificidade hospedeira e a fixagdo de
nitrogénio, estar localizados num plasmidio grande, chamado plasmidio
simbiético-pSym” (BANFALVI et al., 1981; HOOYKAAS et al.,1981; RAPOSEIRAS
et al., 2002). Em Bradyrhizobium, a informacao genética para a simbiose
encontra-se no cromossomo, 0 que torna as espécies desse género mais
estaveis, podendo explicar, dentre outros fatores, o éxito da biofertilizacdo em soja
(NOTI et al.,1985; VAN DEN EEDE et al., 1987).

A promiscuidade do feijoeiro é apontada como outro fator intrinseco que
afeta o processo de simbiose, ja que uma variedade de espécies de rizdbios
nodula essa leguminosa. No Brasil, tém sido reportadas simbioses com Rhizobium
tropici, R. etli, R. leguminosarum e R. giardinii, e com outras bactérias dos géneros
Mesorhizobium e Sinorhizobium (MOSTASSO et al., 2002; GRANGE & HUNGRIA,
2004).

2.3.2. Fatores ambientais que afetam a nodulacao

Dentre os principais fatores ambientais que interferem na fixacao biolégica
de nitrogénio, citam-se: Condigbes extremas do pH: no caso de solos &cidos,
essa condicdo, além de limitar o crescimento e a produtividade da cultura, origina
interagdes negativas com nutrientes como calcio, fésforo e molibdénio, que
interferem no crescimento tanto da planta quanto dos rizobios (STRALIOTTO &
RUMJANEK, 1999). Por outro lado, em solos salinos com pH elevado, originam-se
condicdes de estresse hidrico que afetam diretamente a taxa de fotossintese da
planta e 0 metabolismo do n6dulo (BOTTOMLEY, 1991).

Na Venezuela, aproximadamente 70% das terras de uso agricola possuem
limitagdes por acidez e baixa fertilidade natural dos solos (LOPEZ-HERNANDEZ
et al,, 1997). Nesse mesmo contexto, no Brasil, varios pesquisadores tém
apontado a necessidade de se fazerem pesquisas a procura de estirpes de rizdbio



para o feijoeiro voltadas para solos acidos e com temperaturas elevadas, onde
normalmente se desenvolve a cultura (HUNGRIA et al., 2000; ANDRADE et al.,
2002; CHUEIRE et al., 2003; RAPOSEIRAS et al., 2006; SOARES et al., 2006).
As temperaturas elevadas também sao apontadas como um fator ambiental
relevante da simbiose rizébio - leguminosas, afetando a sobrevivéncia do rizébio
no solo, o processo de infeccdo, a formacgao dos nddulos e a atividade de fixacao
biologica de nitrogénio (ZAHRAN, 1999). RAPOSEIRAS et al. (2002) avaliaram o
efeito da temperatura elevada sobre a capacidade fixadora de nitrogénio e a
estrutura genética plasmidial de duas espécies de Rhizobium. Os resultados
obtidos indicaram que a temperatura elevada acentuou a variabilidade no
desempenho natural entre as colbnias isoladas das estirpes testadas,
especialmente da espécie R. leguminosarum bv. phaseoli. Os perfis plasmidiais
das col6nias derivadas das estirpes de R. tropici antes e apds a exposicdo a
temperatura elevada apresentaram-se idénticos entre si e em relagdo a estirpe
original, indicando que as estirpes de R. tropici sdo mais estaveis e foram menos

afetadas pela acao da temperatura que as estirpes de R. leguminosarum.

2.3.3. Interacoes entre estirpes que afetam a nodulacao

Além dos fatores ambientais, as interagdes entre as estirpes empregadas
nos inoculantes, quando misturadas, e com os microrganismos do solo, incluindo
os diazotréficos nativos, podem originar efeitos negativos, comprometendo a
sobrevivéncia, o estabelecimento e as propriedades simbidticas dessas estirpes
de rizébios no campo (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999; MOSTASSO et al.,
2002; HASSAN et al ., 2004).

Na elaboracdo dos inoculantes para o feijoeiro, no Brasil, embora seja
incluida a estirpe SEMIA 4080 (=PRF 81), isolada no Estado do Parana,
caracterizada por ter alta capacidade de competicdo contra estirpes nativas e alta
eficiéncia de fixagdo simbiética de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2000), € provavel

que algum dos fatores apresentados anteriormente, ou a combinagao deles, esteja
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interferindo no desempenho dessa estirpe em condi¢gdes de campo que torne o

inoculante instavel na sua resposta em campo.

2.4. Estrutura e caracterizacao molecular de estirpes de rizébios

Em bactérias, o operon DNA ribossomal, € composto por trés genes
conservados funcional e evolutivamente: o gene da subunidade menor (rrs) 16S
rBRNA, seguido por um espago; o gene da subunidade maior 23S rRNA, com um
segundo espacgo, € o gene 5S rRNA. Esses segmentos entre 0s genes séo as
regides espacadoras (Espaco Intergénico Transcrito - ITS), onde podem estar
presentes também os genes tRNAs. Algumas regides dentro desses espacos sao
mais variaveis do que os proprios genes 16S ou 23S rRNA, por estar,
provavelmente, sob menor pressao de selecdo do que os genes ribossomais
(SCHMIDT, 1994).

A taxonomia e a diversidade genética dos rizébios tém sido favorecidas
pela analise da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a qual permite a
amplificacdo de sequéncias definidas da molécula do DNA, possibilitando o
sequenciamento e a comparagao das seqiéncias de nucleotideos do DNA de
regides dos genes. Essas regides exibem variabilidade suficiente para detectar, de
maneira precisa, as diferengas entre géneros e espécies, como por exemplo, a
regido dos genes ribossomais (16S e 23S rRNA) e do espaco intergénico (16S-
23S rRNA) (LAGUERRE et al.,, 1996; CHUEIRE et al., 2003; GRANGE &
HUNGRIA, 2004; YOUNG et al., 2004).

2.4.1. Filogenia de estirpes baseada no gene 16S rRNA
A homologia entre as sequiéncias que codificam o gene 16S rRNA, tém sido

o critério mais utilizado para estimar relagdes filogenéticas entre espécies de

bactérias. Uma vantagem dessa abordagem é que sequiéncias do DNA e produtos
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génicos podem ser comparadas em um contexto evolucionario (sistematica
molecular) (VAN BERKUN et al., 2000).

Na identificagdo taxonémica de estirpes de rizébios, tem sido utilizada, mais
freqientemente a homologia entre sequéncias de nucleotideos do DNA que
codifica o gene 16S rRNA ribossomal, para mostrar as relagoes filogenéticas entre
as espécies, toda vez que as sequéncias do DNA e os produtos génicos podem
ser comparados em um contexto evolucionario. Essa identificagdo tem sido
favorecida pela disponibilidade das seqUéncias de nucleotideos do gene 16S
rRNA em bancos de dados on-line. Contudo, o niumero de espécies classificadas
sistematicamente continua reduzido (AGUILAR et al., 1998; VAN BERKUN et al.,
2000; CHUEIRE et al., 2003; MENNA et al., 2006).

Em sistematica molecular, acredita-se que a evolugao de alguns genes de
bactérias se processa numa taxa constante por mutagcao e selecdo Darwiniana, e
que a histdria evolutiva do gene de 16S rRNA se aproxima da historia evolutiva do
genoma total, tornando-se, dessa forma, aceitdvel reconstruir relagbes
evolucionarias entre bactérias a partir da divergéncia das seqiéncias entre seus
genes de 16S rRNA (WOESE, 2000; VAN BERKUN et al., 2000).

YOUNG et al. (2001) analisaram 20 sequéncias de nucleotideos do gene
16S rRNA de rizébios e observaram que algumas seqiéncias podem esconder
uma ou mais possiveis novas espécies. Em trabalho posterior, YOUNG (2004),
através da andlise comparativa do mesmo gene, demonstrou a necessidade de
unir os géneros Rhizobium e Agrobacterium em um s0, ja que as diferencas
encontradas ndo deram suporte suficiente para a separagdo desses géneros,
motivando uma mudanca na classificacao taxonémica da espécie Agrobacterium
larrymoorei, para Rhizobium larrymoorei.

Embora, em alguns casos, a classificacdo taxonémica baseada somente no
gene 16S rRNA tenha sido apresentada como imprecisa, varios autores tém
reportado resultados conclusivos na identificacdo de rizobios usando esse gene.
Neste contexto, MOSTASSO et al. (2002), baseados nas sequéncias do gene 16S
rBRNA, identificaram que as estirpes de rizdbios mais eficientes e competitivas
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foram geneticamente semelhantes a Rhizobium tropici, ressaltando que a estirpe
H12 (SEMIA 4088) tinha alto potencial de fixagdo de nitrogénio em condi¢des de
solos &cidos do Cerrado Brasileiro.

CHUEIRE et al. (2003) realizaram a classificacdo taxonémica das estirpes
de rizdbios recomendadas para elaboragado de inoculantes nas culturas da soja e
do feijoeiro no Brasil, baseados no seqienciamento do gene 16S rRNA. O
sequenciamento permitiu definir que duas das estirpes recomendadas para a
cultura da soja, SEMIA 587 e SEMIA 5019 (=29w), pertencem a espécie
Bradyrhizobium elkanii, e as outras duas, SEMIA 5079 (=CPAC 15) e SEMIA
5080 (=CAPAC 7), a espécie B. japonicum. Determinaram ainda, que a estirpe
SEMIA 4080 (=PRF 81), recomendada para a cultura do feijoeiro, pertence a
espécie Rhizobium tropici.

FERNANDES et al. (2003) realizaram uma caracterizagdo genética de
rizObios nativos dos tabuleiros costeiros, eficientes nas culturas do guandu e do
caupi, usando a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) da
regido do DNA que codifica o gene 16S rRNA e da regido intergénica (16S- 23S
rBRNA), com cinco enzimas de restricdo, bem como pelo seqlenciamento parcial
da regiao do gene 16S rRNA. Eles concluiram que foi possivel classificar as
estirpes nos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, e que houve coeréncia entre
as analises envolvendo a regido do 16S rRNA; entretanto, o agrupamento com
uma das estirpes diferiu pela analise do espaco intergénico.

Estudos recentes tém mostrado resultados controversos com relagdo a
pertinéncia do gene 16S rRNA na identificagdo de espécies de rizobios.

COENYE et al. (2005) apontaram que as sequéncias do gene 16S rRNA
sao suficientes para separar géneros e espécies proximas, mas nao sao capazes
de diferenciar estirpes de uma mesma espécie.

Varios autores tém destacado que as seqiéncias de genes permitem a
construcao de arvores filogenéticas que refletem a histéria evolucionaria das
espécies, em grupos taxondmicos especificos, fornecendo uma taxonomia natural.

Porém, apontam que o problema da analise filogenética é que ela é baseada
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apenas nas sequéncias de um gene, produzindo variagdo das arvores
filogenéticas geradas quando sdo usados genes diferentes para o mesmo grupo
de organismos comparados (SICHRITZ-PONTEN et al., 2001; KURTZMAN et al.,
20083).

PINTO et al. (2007) realizaram uma caracterizacao polifasica de estirpes de
Rhizobium tropici eficientes na fixagcao de nitrogénio no feijoeiro, destacando que
os resultados do sequienciamento do gene 16S rRNA proporcionaram dados tao
consistentes quanto os oferecidos pela andlise PCR-RFLP, confirmando a
similaridade de 130 estirpes com R. leguminosarum e nenhuma das estirpes
formando grupos com R. gallicum ou R. etli.

Por outro lado, SANTILLANA et al. (2008), baseados em estudos
filogenéticos de diversidade com estirpes de Rhizobium em ervilha, concluiram
que o gene 16S rRNA nao é adequado para identificacdo de espécies dentro do
género Rhizobium, e sugeriram a existéncia de uma nova espécie putativa dentro
do grupo filogenético de R. leguminosarum.

2.4.2. Filogenia de estirpes baseada no espaco Intergénico 16S-23S rRNA

A regiao do espaco Intergénico, por ser menos conservada do que a regiao
dos genes 16S e/ou 23S rRNA, tem sido usada com sucesso para caracterizar e
identificar rizébios a nivel de género e espécie, devido as variagdes no
comprimento das sequiéncias dessas regides (LAGUERRE et al., 1996).

DEPRET et al. (2004) realizaram estudos de longo prazo, avaliando o efeito
do manejo e da rotacdo de culturas, como trigo, milho e pastagem sobre a
populagédo de Rhizobium leguminosarum biovar viciae, através de nodulos de
plantas de ervilha. Eles encontraram que o maior nivel de diversidade genética
entre os isolados foi encontrado na monocultura de trigo, € mencionaram que o
espaco intergénico (16S-23S rRNA) foi apropriado na identificacado das estirpes de

Rhizobium leguminosarum.
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A analise do espaco intergénico 16S-23S rRNA e dos marcadores atpD e
recA confirmou a identificacdo de estirpes pertencentes ao grupo | de Rhizobium
leguminosarum bv trifolii; entretanto, os grupos Il e lll foram filogeneticamente
divergentes de R. leguminosarum bv. viciae e Rhizobium etli (SANTILLANA et al.,
2008).

2.4.3. Anidlise filogenética de estirpes baseada em outros marcadores
moleculares

Devido ao elevado custo do seqiienciamento de genes, essa técnica nao
esta disponivel em todos os laboratérios. Assim, outras variagdes e combinacoes
de métodos estdo sendo utilizadas para verificar a posicdo taxonémica das
bactérias; alguns deles tém mostrado boa correlagdo com o sequienciamento do
gene 16S rRNA. Destaca-se, entre esses métodos, a analise de PCR com
oligonucleotideos especificos, como REP, ERIC e BOX, e a analise de genes
ribossomais, e 0 espaco intergénico associados ao método do RFLP, como os
métodos que tém mostrado melhor a posicao filogenética das bactérias fixadoras
de nitrogénio, quando nao ha os recursos para o sequenciamento (LAGUERRE et
al., 1996; FERREIRA & HUNGRIA, 2002; DEPRET et al., 2004; GRANGE et al.,
2007).

2.5. Classificacao taxondmica de bactérias diazotréficas simbioticas

Na atualidade, baseados nas sequéncias filogenéticas do gene 16S rRNA,
no Manual de Bacteriologia Sistematica de BERGEY (2005), s&o definidos seis
géneros de rizdbios, os quais estao distribuidos em quatro familias: Rhizobiaceae
(Rhizobium, Allorhizobium e Sinorhizobium), Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium),

Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium) e Xanthobacteraceae (Azorhizobium).
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2.6. Taxonomia e caracteristicas das bactérias do género Rhizobium

O género Rhizobium é descrito como bactérias gram-negativas, aerdbias,
com capacidade de nodular as leguminosas. Pertencem a subdivisdo alfa-
proteobactérias, que inclui as bactérias de crescimento rapido, o que as diferencia
do género Bradyrhizobium. Podem ter tanto flagelos peritriquios como subpolares
e apresentam reacdo acida em meio Extrato de Levedura Manitol Agar (YMA)
(ZAKHIA & LAJUDIE, 2001).

Na maioria das espécies do género Rhizobium, podem ser encontrados
plasmidios (GARCIA et al., 1996). Os genes responsaveis pela nodulacdo (nod) e
fixagdo simbiotica de nitrogénio (nif e fix) estdo localizados dentro do plasmidio
simbidtico pSym. Esse plasmidio, nas estirpes de Rhizobium leguminosarum
biovars phaseoli, que nodulam P. vulgaris, tem multiplas cépias do gene da
nitrogenase redutase (nifH), permitindo um grupo restrito de hospedeiros
(MARTINEZ et al., 1985). Em contraste, em R. tropici e R. gallicum bv. Gallicum, o
plasmidio pSym carrega uma simples cépia desse gene, permitindo maior grupo
de hospedeiros ( AMARGER & LAGUERRE, 1997).

No caso dos rizébios que nodulam o feijoeiro, até 1984, estava definida
uma unica espécie, Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli (JORDAN, 1984).
AMARGER (2001), baseado em um resumo da literatura disponivel, apontou que
pelo menos cinco espécies de Rhizobium tém sido reportadas como
microssimbiontes de P. vulgaris, destacando que, potencialmente poderia haver
outras espécies em simbiose com o mesmo, apresentando entdo cinco grupos
caracteristicos:

Um primeiro grupo de estirpes formado por Rhizobium etli bv. phaseoli com
ampla distribuicdo em paises como Argentina, Coldmbia e México (SEGOVIA et
al., 1993; EARDLY et al., 1995; AGUILAR et al., 1998).

Um segundo grupo representado por Rhizobium tropici presente nos solos
acidos da América do Sul (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) e alguns paises da
Africa (DIOUF et al., 2000).
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Um terceiro grupo constituido por Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
comumente encontrado na Europa, e reportado na Tunisia € na Colémbia
(EARDLY et al., 1995; MHAMDI et al., 2002).

Um quarto grupo formado por Rhizobium gallicum encontrado em simbiose
com legumes na Europa (AMARGER et al., 1997; HERRERA-CERVERA et al.,
1999), e uma estirpe do México (SESSITSCH et al., 1997), além de um quinto
grupo constituido por Rhizobium giardinii encontrado em solos da Tunisia e da
Europa (AMARGER et al., 1997; HERRERA-CERVERA et al., 1999).

2.7. Quantificacao do nitrogénio fixado

Para estimar a contribuicdo das bactérias fixadoras de nitrogénio nas
leguminosas, varias metodologias tém sido utilizadas. As mais empregadas, por
sua facilidade e economia, sdo: 0 numero e a massa de nddulos secos, a massa
de planta seca e o rendimento e seus componentes, onde a correlagdo positiva
entre as variaveis de nodulos e planta permite inferir sobre o nitrogénio fixado
(MOHR et al., 1999; FERREIRA et al., 2000). No entanto, esses parametros sé
oferecem uma evidéncia indireta da fixacao simbio6tica e ndo proporcionam uma
indicacao precisa de quanto nitrogénio é fixado (DANSO, 1985).

O teor de nitrogénio em plantas leguminosas € outra variavel importante,
por estar relacionado a producdo de matéria seca e, conseqlientemente, ao
rendimento. O nitrogénio proveniente da fixacdo bioldgica tem sido amplamente
estimado a partir da diferenga entre o nitrogénio total e o proveniente de plantas
nao - noduladas (BODDEY et al., 1983). No entanto, esse método perde precisao
quando os conteudos de nitrogénio no solo séo altos, j& que as leguminosas
noduladas também absorvem N disponivel da solugédo do solo (DANSO, 1985).

A quantificagdo do nitrogénio total normalmente é feita pelo método de
Kjeldahl, a partir do extrato obtido de 100 mg de massa seca com solucéo

digestora de acido sulfurico (H.SO4) e posterior destilacdo hidroxido de sodio
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(NaOH), titulando com H>SO4 ou HCL como descrito por SILVA & QUEIROZ
(2006).

A técnica isotdpica, que utiliza o isétopo estavel N, permite obter
informagdes precisas da dinamica do nitrogénio no sistema solo-planta, e uma vez
marcadas a fonte de interesse com N, pode-se ter melhor estimativa do
conteudo de nitrogénio, produto da fixagdo biolégica e, consequentemente, do
balanco das entradas e saidas do nitrogénio no sistema solo-planta
(AMBROSANO et al., 1997).

A técnica de reducdo de acetileno de HARDY et al. (1968) tem sido
amplamente utilizada para quantificar o nitrogénio proveniente da fixagao
biolégica, é simples, rapida e de baixo custo. Porem, seus resultados s&o
controversos devido a atividade da enzima nitrogenase ter curta duragéo, o qual
reduz as possibilidades de avaliacao das variagdes diurnas, noturnas e de épocas
de crescimento; subestimando a fixacao biolégica, em alguns casos, até 50 %
(VAUGHN & JONES, 1976; AYANABA & LAWSON, 1977).

A determinacdo do conteudo de nitrogénio na forma de N-ureideo
(alantoina e acido alantoico) tem sido amplamente empregada para entender as
variacbes metabdlicas que ocorrem devido ao microssimbionte e ao hospedeiro,
produto de alteracdes por estresses ambientais ou quando submetidas essas
leguminosas noduladas a diferentes condigdes de manejo. (YOUNG & CONWAY,
1942; VOGELS & VAN DER DRIFT,1970).



18

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostras de solo para obtencao de isolados bacterianos

Para a realizagdo deste estudo, foram tomadas amostras representativas
de solo (0- 20 cm), seguindo os procedimentos para coleta de amostra de solos
(EMBRAPA, 2005), em sete diferentes localidades geograficas do Brasil (Tabela
1) e oito da Venezuela (Tabela 2), onde foi desenvolvida a cultura do feijoeiro,
previamente, sem aplicacdo de inoculantes ou em areas de vegetacdao natural.
Obtidas as amostras de solo (aproximadamente 3 kg de cada uma), foi retirada
uma subamostra de 200 gramas para posterior analise de solo e, em seguida, as
amostras foram colocadas em sacos plasticos de 3 dm® de capacidade,
procedendo-se a semeadura de plantas - iscas de feijao (Phaseolus vulgaris, L).

3.1.2. Desenvolvimento das plantas - iscas de feijao em amostras de solo da
Venezuela

As amostras de solo da Venezuela com as plantas - iscas de feijao
desenvolveram-se em uma casa de vegetacdo do Instituto de Agronomia, da
Facultad de Agronomia de La Universidad Central de Venezuela, na cidade de
Maracay Estado Aragua, durante os meses de novembro e dezembro de 2005.
Foram semeadas trés sementes de feijdo da variedade “Montalban” de grao preto
(ORTEGA et al., 1986), previamente desinfetadas superficialmente com etanol
95% por 1 minuto, solucao de hipoclorito de so6dio a 3%, por cinco minutos, e sete

lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada (VINCENT, 1970).
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Tabela 1. Sistema de uso da terra (SUT), origem, localizacao, caracteristicas do
solo e manejo relevante, de estirpes isoladas no feijoeiro, provenientes da
Venezuela (VE), identificadas pelo Laboratério de Microorganismos e
Plantas da UNESP Jaboticabal.

ldentificacdo SUT/Municipio/Estado/Pais Coordenadas

Caracteristicas do

da estirpe Geograficas solo
LBMP-1VE  Feijao-Milho plantio 10°10' 07,28" N Acido, pH 6,3 sem
convencional, Cagua, aplicacao de
Aragua, VE. 67925'45,41" W calcéreo.
LBMP-2VE  Feijao-Batata, plantio 9243'51,11" N Acido, pH 5,5, com
convencional Sanare,
Lara, VE. 69°40'31,07" W  Aplicacao de
calcareo.
LBMP-3VE  Feijao-Milho plantio 8245'31,75" N Acido, pH 6,2 sem
convencional, Sabaneta, aplicagao de
Barinas, VE. 69255'12,36" W calcareo.
LBMP-4VE  Feijao-Milho, plantio 9°40'14,47" N  Acido, pH 5,5, com
convencional, Tarragona,
Monagas, VE. 632 50' 59,50"W Aplicacao de
calcareo.
LBMP-5SVE Feijao-Milho, plantio 9°14'5574" N Acido, pH 6,2, sem
convencional, Turén, aplicacao de
Portuguesa, VE. 69°06'17,56" W calcéreo.
LBMP-6VE  Feijao-Milho, plantio 10204'57,64" N  Acido, pH 6,5 sem
convencional, Tucutunemo, aplicagcao de
Aragua, VE. 67222'48,99" W calcéreo.
LBMP-7SVE Feijao-Milho, plantio 8°33'21,30" N Acido, pH 5,9 com
convencional, Libertad, aplicagcao de
Barinas, VE. 69°31'47,61"W calcareo.
LBMP-8VE  Feijao-Milho plantio 10207' 07,17" N Acido, pH 6,5 sem

convencional, Saman
Mocho, Carabobo, VE.

67°53'19,34" W

aplicacao de
calcareo.
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Tabela 2. Sistema de uso da terra (SUT), origem, localizacao, caracteristicas do solo
e manejo relevante, de estirpes isoladas no feijoeiro, provenientes do Brasil
(BR), identificadas pelo Laboratério de Microorganismos e Plantas da UNESP

Jaboticabal.
Identificacdo SUT/Municipio/Estado/Pais  Coordenadas Caracteristicas do
da estirpe Geograficas solo
LBMP-4BR  Milho plantio direto, 162 10'56,93" S Acido, pH 5,8, com
aplicacao de
Cristalina, GO, BR. 472 28' 30,34" W calcéreo.
LBMP-5BR  Milho plantio direto, 25°03'36,26" S Acido, pH 5,6, com
aplicacao de
Ponta Grossa, PR, BR. 50°07' 08,15" W  calcéreo.
LBMP-7BR  Cana de agucar plantio 22°01'24,91" S Acido, pH 5,8, com
direto, Sao Carlos, SP, BR. aplicagcao de
47°49'13,90" W calcareo.
LBMP-8BR  Soja-Milho plantio 12231'59,80" S Acido, pH 5,8 com
convencional, Sorriso, aplicagao de
Mato Grosso, MT, BR. 55°40'25,56" W calcareo.
LBMP-10BR Pastagem natural ndo 21°14'36,09" S Acido, pH 5,4 sem
cultivado, Lavras, MG, BR. aplicacao de
442 58'49,84" W calcareo.
LBMP-12BR Pastagem natural ndo 22°13'51,18" S Acido, pH 5,4 sem
cultivado, Pouso Alegre, aplicagcao de
MG, BR. 45° 53'19,98" W calcéreo.
LBMP-16BR Cana de agucar plantio 21°207'10,07" S Acido, pH 5,7 com
direto, Monte Alto, SP, BR. aplicacao de
48° 32'23,97" W calcéreo.
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Aos sete dias apds a semeadura, na fase de desenvolvimento V3 —
(primeira folha trifolhada) (FERNANDEZ et al., 1985), foi realizado o desbaste,
deixando-se uma plantula por saco plastico. Realizou-se 0 manejo agrondmico
apropriado para a cultura, seguindo as recomendacdes técnicas para o feijoeiro
(AIDAR et al.,, 2002), até as plantas alcancarem a fase R6 -(floracao)
(FERNANDEZ et al., 1985), aos 44 dias ap6s a semeadura.

Alcancada a fase R6, foi realizada a coleta e, em seguida, a lavagem do
sistema radicular das plantas com agua corrente, e retirada dos nédulos de cada
planta, com o auxilio de uma tesoura, de maneira a nao feri-los. Esses nodulos
foram transferidos para tubos estéreis, procedendo-se a desinfeccao superficial
dos mesmos com etanol a 95%, por 1 minuto, solugdo de hipoclorito de sédio a
3% por cinco minutos, e sete lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada
(VINCENT, 1970). Apds a desinfecgéo, os nédulos foram transferidos para tubos
Falcon estéreis contendo glicerol a 40% estéril e estocados a 20°C.

Terminado o processo de obtengéo dos nodulos, solicitou-se a Organizagao
de Protecdo Fitossanitaria da Venezuela o certificado fitossanitario, para o
traslado dos nodulos ao Laboratério de Microrganismos e Plantas (LBMP) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Jaboticabal, Brasil; para posterior
andlise. A autorizagéo foi concedida segundo consta no pedido N° 17572, de 03
de janeiro de 2006 (Apéndice A).

3.1.3. Desenvolvimento das plantas - iscas de feijao em amostras de solo do
Brasil

As amostras de solo do Brasil com as plantas - iscas de feijao
desenvolveram-se em uma casa de vegetacao do LBMP da UNESP Jaboticabal,
durante os meses de margo e abril de 2006. Foram semeadas trés sementes de
feijdo da variedade Pérola (YOKOYAMA et al., 1999), previamente desinfetadas
como descrito no item 3.1.2.
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Aos seis dias apdés a semeadura, na fase de desenvolvimento V3 foi
realizado o desbaste, deixando uma plantula por saco plastico. Realizou-se o
manejo agrondmico apropriado para a cultura, seguindo as recomendacdes
técnicas para o feijoeiro (AIDAR et al., 2002), até as plantas alcangarem a fase de
desenvolvimento R6, aos 38 dias apdés a semeadura. Nessa fase realizou-se o
processo de obteng¢do dos nédulos, como descrito para os isolados da Venezuela
no item 3.1.2., até a estocagem, a 20°C, dos nddulos em tubos Falcon contendo

glicerol a 40% estéril.

3.2. Isolamento das bactérias dos nédulos provenientes do Brasil e da
Venezuela

Todas as estirpes analisadas no presente trabalho foram isoladas a partir
de nddulos de feijoeiro, coletados como descrito previamente no item 3.1. Os
nddulos foram esmagados isoladamente com pingas estéreis e o fluido bacteriano,
distribuido com uma algca microbiolégica de platina devidamente flambada em
placas de Petri contendo meio de cultura Extrato de Levedura Manitol Agar (YMA),
constituido por manitol, 10,0 g; KoHPOy, 0,5 g; MgS04.7H20, 0,2 g; NaCl, 0,1 g;
extrato de levedura, 0,5 g; agar, 8 g; vermelho Congo, 2,5 mL (solucao estoque de
0,25g / 100 mL™), dissolvidos em quantidade suficiente para um litro de agua
destilada e pH 6,8 (VINCENT, 1970).

Em seguida, as placas de Petri foram colocadas em camara de crescimento
de demanda bioldgica de oxigénio (BOD), a 28°C, durante seis dias. A medida
que apareceram as col6nias, foram replicadas varias vezes para isola-las de
contaminantes, que foram facilmente reconheciveis, ja que eles adquiriram
coloracao vermelha na presenga do corante vermelho congo, até a obtencéo de

colbnias isoladas puras.
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3.2.1. Caracterizacao fenotipica e estocagem das coldnias isoladas puras

Obtidas as coldnias isoladas puras, procedeu-se a descricdo das colonias
isoladas, baseando-se nas seguintes caracteristicas: taxa de crescimento, medida
pelo tempo de aparecimento de colénias isoladas (rapido: 2 a 3 dias;
intermediario: 4 a 5 dias; lento: 6 a 10); didametro médio das colbnias isoladas (< 1
mm, 1 a 2 mm e > 2 mm); modificacdo do pH do meio, em meio de cultura azul de
bromotimol, produgdo de goma (baixa, média e alta) e coloragdo das colbnias
(SOARES et al., 2006). Para cada um dos isolados, também foram realizadas
diluicdes seriadas e curvas de crescimento, para definir o nimero de células
viaveis mL"' (método de unidades formadoras de colonias), seguindo os
procedimentos citados por VINCENT (1970) e HUNGRIA & ARAUJO (1994).

Cada um dos isolados foi estocado em tubos contendo 600 uL de meio de
cultura YM liquido mais 400 uL de glicerol 40%, previamente autoclavados a 120
Kgf cm® durante 20 minutos. Nos tubos foram colocadas as células de cada
bactéria crescida em YMA, com ajuda da alga microbiol6gica de platina, sendo os

frascos posteriormente estocados em freezer — 80°C, para posteriores analises.
3.3. Preparo das células e extracao do DNA genémico dos isolados

Para extracdo do DNA, os estoques dos isolados bacterianos foram
replicados em meio YMA. Posteriormente, as células das estirpes avaliadas foram
transferidas para meio Triptona Extrato de Levedura (TY) solidificado com Agar,
constituido por triptona, 5,0 g; CaCl,, 0,9 g; extrato de levedura, 3,0 g; agar, 8 g;
(BERINGER, 1974) e cultivadas em camara BOD a 28°C, e replicadas a cada
dois dias, por cinco vezes sucessivas, para diminuir o excesso de
exapolissacarideos que se apresentam como interferentes na extragcdo de DNA
(CASTELLANE, 2007). Em seguida, as bactérias foram crescidas em 50 mL de

meio TY liquido, a 28°C, sob agitagdo constante, a 120 rpm por 48 horas.



24

A partir do cultivo das bactérias em meio TY liquido, procedeu-se a
extracdo e purificacdo do DNA gendmico pelo método de SAMBROOK et al.
(1989) com algumas modificacdes. As células crescidas em TY liquido foram
centrifugadas a 12.000 g a 4°C, por 30 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, e
o pellet foi ressuspendido em 1 mL de NaCl a 0,85% e centrifugado novamente a
15.600 g, por cinco minutos. Descartou-se o0 sobrenadante, e o pellet foi
ressuspendido em solugdo salina EDTA pH 8,0 e incubado a 37°C, por 10 min.
Em seguida, colocou-se lisozima 5mg/mL (preparada em tampéao Tris 24 mM —
EDTA 10 mM — Dextrose 50 mM x 100 mL" de H,O ) e 25mL de RNAse
(25mg/ml), incubando-se a 37°C, por 40 minutos.

Percorrido o tempo da incubacédo com lisozima e RNAse, acrescentaram-se
500 pL de solugdo SDS 20%, sendo incubado novamente a 55°C, por 20 min.
Colocaram-se 500 pL de perclorato de so6dio 5M, em seguida 2,0 mL de solucao
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e incubou-se a 8°C, em agitador
orbital a 220 rpm, durante 60 min. Centrifugou-se a 12.000 g a 4°C, por 20 min.
Apéds essa centrifugacédo, retirou-se o sobrenadante para tubos limpos, e foram
colocados 2 mL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e incubada a 8°C, em
agitador orbital a 220 rpm, durante 20 min. Centrifugou-se novamente a 5.860 g a
4°C, por 20 min. Retirou-se o sobrenadante e repetiu-se o processo com
cloroférmio: élcool isoamilico.

Por ultimo, retirou-se o sobrenadante e acrescentaram-se dois volumes de
etanol a 95%, gelado, e esperou-se a precipitacdo do material. Esse processo foi
realizado a -20°C (over-night). Apos a precipitacdo, centrifugou-se a 12.000 g por
20 min, eliminou-se o sobrenadante, lavaram-se rapidamente os tubos com etanol
a 70%, gelado, e secaram-se os tubos a temperatura ambiente, o DNA foi
solubilizado em 50 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; :1 mM EDTA, pH

8,0), gelado, e transferido para tubos Eppendorf e estocados a -20°C.
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3.4. Quantificacao do DNA

Para quantificacdo do DNA, foi utilizado um biofotdbmetro (Eppendorf),
fazendo-se a leitura no comprimento de onda de 260 nm e de 280 nm para
proteina. A relacdo 260/280 foi estimada para caracterizar a pureza do DNA, ou
seja, se 0 material estava contaminado por proteinas ou fendis. Preparacoes
puras do DNA tém o valor estimado da relagcdo DO 260/280 de 1,8 (SAMBROOK

et al.,1989). A concentracdo do DNA foi calculada pela férmula:
Concentragao do DNA=leitura 260 nm x diluicdo da amostra x 50ng pL™.

A quantificagdo do DNA também foi realizada em gel de agarose a 0,8%
com o intuito de verificar a integridade do material e a contaminagdo por
moléculas de RNA de baixa massa molecular. A corrida eletroforética foi
conduzida em tampé&o TEB 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM,
pH 8,3), e a visualizagdo possivel, gracas ao brometo de etidio (0,5 pg mL™), com
uma corrida a 80V. Uma aliquota de 5 pyL do DNA mais 3uL de tampao de
carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foram aplicados
no gel. Um DNA de concentragdo conhecida pGEM (50 ng uL™) foi aplicado em
diferentes volumes para a comparagado visual da intensidade de fluorescéncia
emitida pelo brometo de etidio, para estimar a concentracdo do material.

Apos a quantificagdo dos DNAs, uma solugéo - trabalho foi preparada onde
cada um dos DNAs foi diluido em agua milli-Q, estéril, para se obter uma
concentragdo de 25 ng pL™', os quais foram armazenados a -20°C até o momento
do uso.

3.5. Amplificacao do gene 16S rRNA

As solucdes de trabalho dos DNAs dos 15 isolados bacterianos foram
amplificadas com os oligonucleotideos iniciadores FD1 e RD1 que codificam o
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gene 16S rRNA (WEISBURG et al.,1991) e amplificam um fragmento de 1.500 pb
em bactérias fixadoras de nitrogénio.

As sequéncias dos oligonucleotideos foram:
- FD1-5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'.
- RD1-5-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3'.

A reacédo de amplificacdo por PCR foi realizada com duas repeticoes em
volume final de 20 uL, contendo 12,7 pyL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore,
EUA), esterilizada; 0,4 pL da mistura de dNTPs (1,5 mmol L™ de cada); 2,0 uL de
tampao 10X; 0,6 pL de MgCl, (50 mmol L"); 1,0 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (na concentragdo de 5 pmol pL™); 0,3 pL de Taq DNA polimerase (5 U
uL™); 2,0 uL de DNA da amostra (contendo aproximadamente 50 ng).

Os ciclos utilizados para a amplificacdo por PCR foram: 1ciclo de
desnaturacgao inicial a 95°C, por 2 min; 35 ciclos de desnaturagédo (1 min a 95°C),
anelamento (1 min a 55°C) e extensdo (2 min a 72°C); um ciclo de extensao final
de 4 min a 72°C e manutengéo a 4 °C (WEISBURG et al.,1991).

3.6. Purificacao dos produtos da PCR e sequienciamento parcial do gene 16S
rRNA

Os produtos da PCR foram purificados e seqlenciados diretamente,
utilizando o ABI PRISM Big Dye Terminator kit (Applied Biosystems, EUA), de
acordo com instru¢des do fabricante, em sequenciador de DNA ABI 3700. Foram
sequenciados os fragmentos de 16S rRNA iniciados pelos oligonucleotideos FD1
(forward) e RD1 (reverse). Os ciclos de amplificacdo da PCR, citados
anteriormente, também foram usados nas reagdes de PCR - sequenciamento.

A reacao de amplificacéo foi realizada com duas repeticdes em volume final
de 10 L, contendo 2,5 pL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA), esterilizada;
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Terminator Dinamic 1,0 pL; tampdo 10X 1,0 uL; oligonucleotideo iniciador FD1 ou
RD1 1,0 pL (na concentragdo de 5 pmol puL™); 2,0 uL de DNA (produto da PCR),
contendo aproximadamente 50 ng.

3.7. Analises das seqliéncias parciais do gene 16S rRNA

Os eletroferogramas gerados foram verificados quanto a qualidade através
do software Sequencing Analysis 3.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
A andlise dos eletroferogramas foi realizada por meio dos programas "Phred,
Phrap and Consed" (GORDON et al., 1998), através do ContGEN, com um
minimo de 400 bases e qualidade "Phred" superior a 20.

As sequéncias de nucleotideos geradas (Apéndice B) foram comparadas
com outras sequiéncias previamente depositadas no banco de dados internacional
"GenBank" do National Center for Biotechonology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997).
Para o alinhamento sequencial multiplo do gene 16S rRNA, obtidos neste estudo,
e outros selecionados no banco de dados, foi utilizada a técnica de alinhamento
global com o auxilio do programa BioEdit (HALL, 1999), selecionando a opgao de
alinhamento do programa Clustal X (THOMPSON et al., 1997).

A partir das sequéncias alinhadas foi gerada uma arvore filogenética pelo
método de distancia “neighbor-joining”, usando o programa MEGA V 2.1 (KUMAR
et al., 2001) com 1.000 repeticdes do tipo “bootstraps®. Para a realizacdo da
arvore, somente foi incluida a estirpe comercial PRF-81 (=SEMIA 4080), porque a
que a sequéncia da CIAT-899 (=SEMIA 4077), nao se encontrou disponivel no
banco de dados GenBank.
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3.8. Avaliacao agron6mica dos isolados bacterianos da Venezuela

Para avaliar a capacidade de nodulacido, produgdo de matéria seca e
capacidade de fixacdo de nitrogénio em plantas de feijao, dos oito isolados da
Venezuela, foi realizado um experimento em condi¢cdes axénicas, usando como
substrato vermiculita, previamente autoclavada, em casa de vegetacédo
climatizada (28/24°C dia-noite e 60 * 5 % UR), do Departamento de Producéo
Vegetal, UNESP Jaboticabal, desde o dia primeiro de dezembro de 2006 até o oito
de janeiro de 2007.

O desenho experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com trés
repeticoes, e treze tratamentos, que foram: os oito isolados da Venezuela LBMP-
1VE, LBMP-2VE, LBMP-3VE, LBMP-4VE, LBMP-5SVE, LBMP-7SVE e LBMP-
8VE (Tabela 1), duas estirpes comerciais de Rhizobium tropici CIAT- 899 (=SEMIA
4077) e PRF- 81 (=SEMIA 4080), a mistura das duas estirpes comerciais na
propor¢ao 1:1, mais duas testemunhas ndo-inoculadas, uma sem adubagéo
nitrogenada e a outra com 70 kg ha’' de Nitrogénio, dose empregada em
experimento préevio com bons resultados (SOARES et al., 2006); a fonte foi uréia,
parcelada em cinco vezes, em intervalos de seis dias.

Os oito isolados da Venezuela e as duas estirpes comerciais, disponiveis
no Laboratério de Bioquimica e Microrganismos de Plantas (LBMP), foram
replicados em meio extrato de Levedura Manitol Agar (YMA) (preparado como
descrito no item 3.2.). Em seguida, prepararam-se os inoculantes em meio liquido
com Extrato de Levedura e Manitol (YM), a 28°C, em agitagdo de 120 rpm (em
agitador orbital), por 48 horas (VINCENT, 1970). Essas suspensbes foram
padronizadas para uma mesma densidade 6tica, utilizando-se um colorimetro
fotoelétrico, resultando numa populagdo com aproximadamente 10° células mL™
(método de Unidades Formadoras de Colbnias).

O tamanho da unidade experimental foi de trés plantas por parcela,
crescendo cada uma em um tubete. Foram semeadas duas sementes da

variedade Pérola, (desinfetadas, como descritas anteriormente) por tubete,
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deixando-se uma pléantula aos seis dias apés a semeadura, na fase de
desenvolvimento V3. Realizado o desbaste, foi aplicado 1 mL dos tratamentos
inoculantes na base das plantas. As plantas cresceram nos tubetes plasticos de
250 cm® de capacidade, os quais continham vermiculita (Figura 1), previamente
esterilizada por autoclavagem a 120 kgf cm™, durante 20 min e valores de pH de
6,8.

Realizaram-se irrigagoes freqlentes, com agua destilada esterilizada, de
maneira a manter os tubetes préximos da capacidade de campo. Todos os
tratamentos receberam solugdo nutritiva sem nitrogénio aplicada semanalmente
(GIBSON, 1987). Na fase de desenvolvimento R6 (aos 38 dias apds a
semeadura), procedeu-se a colheita das trés plantas, determinando-se o niumero
(NN) e a massa de nédulos secos (MNS) por planta, a massa da parte aérea seca
(MPAS) e o teor e 0 acumulo de nitrogénio (NPA), determinadas pelo método
semimicrokjeldahl, de acordo com SILVA & QUEIROZ (2006). Os resultados
obtidos submeteram-se a analise da variancia pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, usando o programa
Sistema de Analise da Variancia (SISVAR), (FERREIRA, 1999).

Com base nos resultados obtidos, foram selecionados os dois melhores
isolados, considerando-os novas estirpes bacterianas, para serem avaliados

posteriormente.
3.9. Avaliacao agronémica dos isolados bacterianos do Brasil

Para avaliar a capacidade de nodulagdo, producao de matéria seca e
capacidade de fixacdo de nitrogénio em plantas de feijao dos sete isolados do
Brasil, foi realizado, no mesmo local e em condi¢cées semelhantes as descritas no
item 3.8., outro experimento do dia dez de janeiro até o dia dezessete de fevereiro
de 2007. Os doze tratamentos avaliados foram: os sete isolados do Brasil LBMP-
4BR, LBMP-5BR, LBMP-7BR, LBMP-8BR, LBMP-10BR, LBMP-12BR e LBMP-
16BR (Tabela 2), duas estirpes comerciais de Rhizobium tropici CIAT 899
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(=SEMIA 4077) e PRF 81 (=4080), a mistura das duas estirpes comerciais, na
proporcdo de 1:1, e duas testemunhas ndo-inoculadas, uma sem adubacéo
nitrogenada e a outra com 70 kg ha™ de Nitrogénio (fonte uréia, parcelada em
cinco vezes, em intervalos de seis dias).

Todos os procedimentos, condicdes experimentais e variaveis medidas no
experimento com os isolados da Venezuela (item 3.8.) também foram realizados
neste experimento, razao pela qual ndo serdo descritos novamente. As plantas,
neste experimento, também foram colhidas aos 38 dias apés a semeadura, na
fase de desenvolvimento R6. Com base nas respostas dos isolados, também

foram selecionadas as duas melhores estirpes do Brasil, para posterior estudo.

3.10. Diversidade genética das estirpes selecionadas, através de ITS (16S-
23S rRNA)

Quatro estirpes de rizébios, duas do Brasil e duas da Venezuela,
previamente selecionadas (dos experimentos de avaliacdo agronémica, neste
estudo), quanto a capacidade de nodulagao e fixagcdo de nitrogénio, LBMP-4BR,
LBMP-12BR, LBMP-3VE e LBMP-4VE, foram avaliadas para identifica-las
taxonomicamente através do sequiienciamento do espacgo intergénico (16S-23S
rRNA). Além disso, identificou-se a populacdo nativa de um solo Latossolo

Vermelho-Escuro por meio da técnica assinalada.
3.10.1. Conducao experimental

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo descrita nos
experimentos anteriores, do dia vinte de fevereiro até o dia trinta € um de marco
de 2007, sendo conduzido em tubetes de plastico de 250 cm® de capacidade, os
quais continham vermiculita previamente esterilizada por autoclavagem (como

mostrado na Figura 1).



31

Figura 1. Experimento com plantas de feijao (Phaseolus vulgaris),
conduzido em tubetes plasticos de 250 cm® de capacidade,

contendo vermiculita previamente em autoclavada.

Foram avaliados quinze tratamentos: sete deles foram as diluicoes
seriadas de 10" a 107 de suspensdes do solo Latossolo Vermelho-Escuro, em
solugcdo salina estéril a 0,85%, preparadas de acordo com VINCENT (1970); os
outros oito tratamentos foram: quatro estirpes, LBMP-3VE, LBMP-4VE, LBMP-
4BR, e LBMP-12BR (Tabelas 1 e 2), mais as estirpes CIAT-899 e PRF-81,
formuladas isoladamente, mais duas testemunhas n&o-inoculadas, uma sem
adubacdo nitrogenada e a outra com 70 kg ha' de Nitrogénio (fonte uréia,
parcelada em cinco vezes, em intervalos de seis dias).

A partir das estirpes, prepararam-se os inoculantes em meio liquido com
Extrato de Levedura e Manitol (YM), a 28 °C, em agitagcdo de 120 rpm (em
agitador orbital), por 48 horas (VINCENT, 1970). Essas suspensdes foram

padronizadas para uma mesma densidade 6tica, utilizando-se de um colorimetro
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fotoelétrico, resultando numa populagdo com aproximadamente 10° células mL™
(método de Unidades Formadoras de Coldnias).

O tamanho da unidade experimental foi de trés plantas por parcela,
crescendo cada uma em um tubete. Foram semeadas duas sementes da
variedade Pérola, (desinfetadas, como descritas anteriormente) por tubete,
deixando-se uma plantula aos seis dias apés a semeadura, na fase de
desenvolvimento V3. Realizado o desbaste, foi aplicado 1 mL das diluicdes
seriadas e dos inoculantes na base das plantas. Realizaram-se irrigacdes
freqlentes, com &gua destilada esterilizada, de maneira a manter os tubetes
proximos da capacidade de campo. Todos os tratamentos receberam solugéo
nutritiva sem nitrogénio, aplicada semanalmente (GIBSON, 1987).

Na fase de desenvolvimento R6 - floracdo, procedeu-se a colheita das
plantas e foi conferida a presenca de nodulagdo, nos tratamentos de diluicdo
seriada, para a determinacdo da populagédo nativa de rizébios no solo, realizada
pelo método do nimero mais provavel, de acordo com o procedimento descrito
por VINCENT (1970).

3.10.2. Colheita dos nddulos e obtencao de coldnias isoladas puras

Os nédulos dos tratamentos das diluicbes seriadas, e das estirpes
avaliadas foram utilizados para posterior identificacdo por seqlenciamento do
espaco intergénico (ITS). Para isto, dois nddulos de cada planta foram
desinfetados superficialmente, conforme ja descrito anteriormente. Em seguida, os
nédulos foram esmagados em placas de Petri, que continham meio de cultura
Extrato de Levedura Manitol Agar (YMA) com vermelho congo (VINCENT, 1970),
sendo as placas colocadas em camara de crescimento de demanda bioldgica de
oxigénio (BOD), a 28°C, por 48 horas, e replicados até a obtencdo de coldnias
puras.

Obtidas as colénias isoladas puras dos nodulos dos tratamentos das
diluicdes seriadas, procedeu-se a separacdo delas em grupos homogéneos,
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baseando-se nas caracteristicas microbiolégicas dos isolados (como descrito no
item 3.2.1.).

Os grupos homogéneos dos isolados nativos do solo e as estirpes
avaliadas (re-isoladas) foram cultivados em meio Triptona Extrato de Levedura
(TY) solidificado com Agar (BERINGER, 1974) em céamara BOD a 28°C, e
replicados a cada dois dias, por cinco vezes sucessivas. Em seguida, as bactérias
foram crescidas em 50 mL de meio TY liquido, a 28°C sob agitagcdo constante a
120 rpm, por 48 horas.

A partir do cultivo de células em meio TY liquido, usou-se o método de
SAMBROOK et al. (1989) para extracao e purificacdo do DNA genémico (como
descrito no item 3.3.).

3.10.3. Amplificacao do espaco intergénico (16S-23S rRNA)

O DNA das bactérias nativas do solo e das quatro estirpes (re-isoladas) foi
amplificado em termociclador para PCR, com os oligonucleotideos iniciadores
FGPS 1490 e FGPS132' que amplificam um fragmento entre 450 e 700 pb, e
codificam o espaco intergénico entre os genes 16S rRNA e 23S rRNA
(LAGUERRE et al., 1996).

As sequéncias dos oligonucleotideos foram:
-FGPS 1490 5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3'
-FGPS132' 5-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3'
A reacao de amplificacao por PCR foi realizada com duas repeticoes em
volume final de 20 pL, contendo 12,7 puL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore,

EUA), esterilizada; 0,4 pL da mistura de dNTPs (1,5 mmol L™ de cada); 2,0 uL de
tampao 10X; 0,6 pL de MgCl, (50 mmol L™); 1,0 puL de cada oligonucleotideo
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iniciador (na concentragdo de 5 pmol pL™); 0,3 pL de Taq DNA polimerase (5 U
uL™"); 2,0 uL de DNA da amostra (contendo aproximadamente 50 ng).

Os ciclos utilizados para a amplificacdo por PCR foram: 1ciclo de
desnaturacéo inicial a 95°C por 3 min; 35 ciclos de desnaturagdo (1 min a 94°C),
anelamento (1 min a 55°C) e extensao (2 min a 72°C); um ciclo de extensao final
de 3 min, a 72°C, e manutencgao a 4°C (LAGUERRE et al.,1996).

3.10.4. Purificacao dos produtos da PCR e seqiienciamento do espaco
intergénico (16S-23S rRNA)

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados diretamente,
utilizando o ABI PRISM Big Dye Terminator kit (Applied Biosystems, EUA), de
acordo com instru¢cdées do fabricante, em sequenciador de DNA ABI 3700. Foi
realizado o sequenciamento completo do espago intergénico, ou seja, tanto do
oligonucleotideo iniciador “forward” FGPS 140 quanto do “reverse” FGPS 132,
para montagem posterior das sequencias consenso. Os ciclos de amplificagdo da
PCR, anteriormente citados, também foram usados nas reacdes de
sequenciamento.

A reacao de amplificacao por PCR foi realizada com duas repeticbes em
volume final de 10 pL, contendo 2,5 uL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA),
esterilizada; Terminator Dinamic 1,0 uL; tampéo 5X (400 mM Tris-HCI, pH9; 10
mM MgCl,) 1,0 uL; oligonucleotideo do iniciador FGPS 1490 ou do FGPS132' 1,0
uL (na concentracdo de 5 pmol pL™"); 2,0 pL de DNA (produto da PCR), contendo
aproximadamente 50 ng.

3.10.5. Anadlises das seqiiéncias do espaco intergénico (16S-23S rRNA)
Os eletroferogramas gerados foram verificados, quanto a qualidade,

através do programa Sequencing Analysis 3.4 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). A analise dos eletroferogramas foi realizada por meio dos programas
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"Phred, Phrap and Consed" (GORDON et al., 1998), através do ContGEN, com
um minimo de 400 bases, e qualidade "Phred" superior a 20. Os consensos das
sequéncias foram obtidos pela sobreposicdo minima de 50 pb, usando os
programas citados anteriormente.

As seqliiéncias de nucleotideos geradas neste experimento (Apéndice C),
foram submetidas e comparadas com outras sequéncias previamente depositadas
no banco de dados internacional "GenBank" do National Center for
Biotechonology Information (NCBI), usando a ferramenta BLASTN (ALTSCHUL et
al., 1997). As sequéncias foram aceitas no GenBank, recebendo seus respectivos
numeros de acessos.

Para o alinhamento sequencial multiplo dos genes de 16S-23S rRNA,
obtidos neste estudo, e outros selecionados no banco de dados, foi utilizada a
técnica de alinhamento global com o auxilio do programa BioEdit (HALL, 1999),
selecionando a opg¢ao de alinhamento do programa Clustal X (THOMPSON et al.,
1997).

A partir das sequéncias alinhadas, foi gerada uma arvore filogenética pelo
método de distancia “neighbor-joining,” usando o programa MEGA V 2.1 (KUMAR
et al., 2001) com 1.000 repeticbes do tipo “bootstraps“. Para a realizagdo da
arvore, somente foi incluida a estirpe comercial CIAT-899, porque a seqiiéncia da
PRF-81 ndo se encontrou disponivel no banco de dados GenBank.

3.11. Produtividade e nodulacao do feijoeiro das quatro melhores estirpes

Para determinar a capacidade produtiva das duas melhores estirpes do
Brasil e da Venezuela (identificadas nos experimentos de avaliacdo agrondmicas
anteriores item 3.8., e 3.9.), realizou-se um experimento em delineamento
experimental de blocos ao acaso com trés repeticbes, em casa de vegetacao
climatizada (28/24°C dia-noite e 60 * 5% UR), na UNESP Jaboticabal, durante os

meses de abril a julho de 2007.
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O experimento foi realizado em vasos plasticos com capacidade para 7,5
dm? (Figura 2), contendo um solo Latossolo Vermelho-Escuro de textura média,
sem cultura estabelecida durante os ultimos cinco anos, com valores de pH em
CaCl 5,9; H +Al 11 mmolc dm™®; Ca 30 mmolc dm™®; Mg 18 mmolc dm?®; K 2,4
mmolc dm™®; P 32 mg dm™; matéria organica 11 g dm™; Cu 0,6 mg dm™; Fe 8,0 mg
dm™; Mn 5,2 mg dm™; Zn 0,6 mg dm™; e V% 81. Com base nas caracteristicas do
solo e dos requerimentos nutricionais do feijoeiro (OLIVEIRA et al., 2002), ndo foi
necessdria a realizacdo da calagem, e aplicaram-se 200 kg ha™' da formulagao
NPK 00-20-20 antes da semeadura.

Foram avaliados treze tratamentos: as quatro novas estirpes de rizébios,
LBMP-3VE, LBMP-4VE, LBMP-4BR, e LBMP-12BR (Tabelas 1 e 2), as duas
estirpes comerciais CIAT-899 e PRF-81, inoculadas isoladamente; quatro
tratamentos contendo cada um deles a mistura de uma das estirpes do LBMP com
a PRF-81 em propor¢éao 1:1, a mistura das comerciais em propor¢ao 1:1, e duas
testemunhas, nao-inoculadas, uma sem adubacgao nitrogenada e a outra com 70
kg ha” de Nitrogénio (fonte uréia, sendo aplicada metade apés o desbaste e a
outra aos 25 dias apds a semeadura).

Os tratamentos inoculantes foram preparados, como descritos nos outros
experimentos, e aplicou-se 1 mL nas sementes, antes da semeadura. Colocaram-
se duas sementes (variedade Pérola, previamente desinfetada) por vaso,
deixando-se uma plantula aos seis dias apés a semeadura, na fase de
desenvolvimento V3. A irrigacédo foi realizada por gotejamento, com auxilio de
tensidmetros, irrigando aos 40 kPa e repondo a 4gua até a capacidade de campo

A unidade experimental foi composta por seis plantas, duas das quais
foram colhidas em R6 — floracdo, (aos 38 dias ap6s a semeadura), determinando-
se nelas o numero (NN) e a massa de nédulos secos (MNS) por planta, a massa
da parte aérea seca (MPAS) e o teor e o acumulo de nitrogénio (NPA),
determinados pelo método semimicrokjeldahl, de acordo com SILVA & QUEIROZ
(20086).
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Figura 2. Experimento com plantas de feijao (Phaseolus vulgaris),
conduzido em vasos plasticos de 7,5 dm® de capacidade, contendo
um solo Latossolo Vermelho-Escuro, com sistema de irrigacao por

gotejamento.

Na fase de desenvolvimento R9 — (maturacéo) (FERNANDEZ et al., 1985),
aos 81 dias ap6s a semeadura, colheram-se as quatro plantas restantes,
determinando-se a produtividade de grdos por planta (PG), com sua umidade
corrigida para 13%, e o teor de nitrogénio em graos (NTG). Os resultados obtidos
submeteram-se a andlise da variancia pelo teste F, e as médias, comparadas pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, usando-se o programa Sistema de
Analise da Variancia (SISVAR), (FERREIRA, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diversidade fenotipica dos isolados do Brasil e da Venezuela

Os isolados bacterianos do Brasil e da Venezuela apresentaram poucas
diferencas entre si para as caracteristicas fenotipicas avaliadas neste trabalho
(Tabela 3). Eles tiveram reacdo acida (coloracdo amarela na presenca do
indicador azul de bromotimol) (VINCENT, 1970). O tempo de aparecimento de
todas as colbnias avaliadas foi rapido (2 a 3 dias). ZAKHIA & LAJUDIE (2001)
encontraram que dentre os isolados bacterianos que avaliaram, os de crescimento

rapido corresponderam ao género Rhizobium.

4.2. Diversidade genética dos isolados do Brasil e da Venezuela

A comparacgao das sequéncias parciais de nucleotideos (Forward FD1) do
gene 16S rRNA dos sete isolados do Brasil e dos oito da Venezuela, com as
seqlUéncias do banco de dados do NCBI, atribuiu altos valores de similaridade aos
isolados (Tabela 4), permitindo afirmar que a maioria das espécies pertence ao
género Rhizobium, e somente uma delas ao género Sinorhizobium. Esses
resultados coincidem com os obtidos por COENYE et al. (2005), que relataram
que as sequUéncias do gene 16S rRNA sao apropriadas para separar em nivel de
géneros e de espécies proximas, mas nao sao capazes de diferenciar estirpes de

uma mesma espécie.
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Tabela 3. Caracterizacdo fenotipica dos isolados do Brasil (BR) e da
Venezuela (VE), baseada em (" Tempo em dias de crescimento
de coldnias isoladas; ® Diametro da coldnia (mm); © Produgéo
de goma; ¥ Alteracdo do pH do meio de cultivo; ©® Coloragéo

das colbnias.

Isolados TCD" D® pPrG® pH @ COR ™
LBMP-4BR 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-5BR 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-7BR 3 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-8BR 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-10BR 3 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-12BR 3 2mm Média  Acido Branca
LBMP-16BR 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-1VE 3 2mm Média  Acido Branca
LBMP-2VE 2 >2mm  Alta Acido Branco
LBMP-3VE 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-4VE 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-5SVE 3 >2mm  Alta Acido Amarela
LBMP-6VE 2 >2mm  Alta Acido Branca
LBMP-7SVE 3 >2mm Média  Acido Amarela
LBMP-8VE 3 >2mm  Alta Acido Branca

Houve variabilidade genética em nivel de espécies dos isolados (Brasil e
Venezuela), sendo classificados como: Rhizobium tropici (33,3%), AR.
leguminosarum (27,4%), R. etli (20,3%.), Rhizobium sp. (13%) e Sinorhizobium
sp. (6%). Esta ultima espécie foi encontrada somente entre os isolados da
Venezuela; entretanto, Rhizobium sp. foi exclusiva nos isolados do Brasil (Tabela
4). Varios autores tém evidenciado a presencga das espécies identificadas neste
estudo, nas condicées do Brasil e/ou da Colémbia (MARTINEZ et al., 1985;
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EARDLY et al.,, 1995; MOSTASSO et al., 2002; GRANGE & HUNGRIA, 2004;
PINTO et al., 2007).

A presenga de R. tropici em maior porcentagem, tanto em isolados do
Brasil quanto da Venezuela, permite suportar os resultados obtidos por
MARTINEZ-ROMERO et al. (1991), de que essa espécie parece ser originaria de
regides tropicais da América do Sul.

As seqléncias das 15 estirpes avaliadas foram comparadas com as
seqUéncias disponiveis no NCBI, e construida uma arvore filogenética (Figura 3).
Dentre as cinco estirpes identificadas como Rizhobium tropici, somente a LBMP-
4BR e a LBMP-5BR foram agrupadas dentro do mesmo grupo filogenético.
Entretanto, as outras trés estirpes nao apresentaram homologia com nenhuma
das estirpes consideradas no estudo. Além disso, a estirpe comercial SEMIA 4080
(=PRF-81) somente se agrupou com Rhizobium sp. do banco de dados NCBI,
sugerindo que houve variabilidade entre as espécies de R. tropici, como descrito
por outros autores (MOSTASSO et al., 2002; PINTO et al., 2007).

Dentre as trés sequéncias identificadas como Rhizobium etli neste estudo,
duas formaram agrupamentos significativos e diferentes, sendo que a LBMP-1VE
se agrupou com a LBMP-10BR (Rhizobium sp.), e a LBMP-7SVE, com
Sinorhizobium sp., do banco de dados NCBI.

Entretanto, nenhuma das espécies identificadas como Rhizobium
leguminosarum formou agrupamento significativo com as sequéncias dos
organismos incluidos na arvore filogenética (Figura 3).

Considerando que nove das quinze estirpes avaliadas nao formaram
agrupamentos filogenéticos com “bootstraps” maiores a 60 (Figura 3), pode- se
considerar que o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi pouco adequado
para o agrupamento filogenético a nivel de espécie, das estirpes de Rhizobium e
Sinorhizobium estudadas. Esses resultados coincidem com os reportados por
SANTILLANA et al. (2008), que afirmaram que o gene 16S rRNA nao é adequado
para identificacao, a nivel de espécie, dentro do género Rhizobium.
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Tabela 4. Resultados das sequUéncias parciais do gene 16S rRNA, dos isolados do
Brasil (BR) e da Venezuela (VE), utilizando o programa BLAST-N,

comparando com as sequéncias depositadas no NCBI.

Isolados BlastN % Similaridade
LBMP-4BR U89832.1 Rhizobium tropici 16S ribosomal 97
RNA gene, partial sequence
LBMP-5BR EU399920.1 Rhizobium tropici strain 97
CAF279 16S ribosomal RNA gene, partial
LBMP-7BR EU646529.1 Rhizobium sp. PB327_CPI- 96
534 16S ribosomal RNA gene,
LBMP-8BR DQ660317.1 Rhizobium leguminosarum 97
bv. trifolii strain V-3 16S ribosomal RNA
LBMP-10BR  AY775169.1 Rhizobium sp. CCBAU 65255 94
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
LBMP-12BR  EU145979.1 Rhizobium etli strain CCBAU 95
83475 16S ribosomal RNA gene,
LBMP-16BR DQ660317.1 Rhizobium leguminosarum 97
bv. trifolii strain V-3 16S ribosomal RNA
LBMP-1VE AY221176.1 Rhizobium etli EBRI 21 16S 94
ribosomal RNA gene, partial sequence
LBMP-2VE AF260298.2 Rhizobium tropici strain 94
PRF35 16S ribosomal RNA gene, complete
LBMP-3VE EU618030.1 Rhizobium leguminosarum 97
strain CCBAU 65761 16S ribosomal RNA
LBMP-4VE EU399935.1 Rhizobium tropici strain 94
CAF438 16S ribosomal RNA gene, partial
LBMP-5SVE AY117664.1 Sinorhizobium sp. PRF129 94
16S ribosomal RNA gene, complete
LBMP-6VE EU399935.1 Rhizobium tropici strain 93
CAF438 16S ribosomal RNA gene,
LBMP-7SVE  AY117636.1 Rhizobium etli strain PRF164 96
16S ribosomal RNA gene, complete
LBMP-8VE AY509900.1 Rhizobium leguminosarum 97

strain ATCC 14480 16S ribosomal RNA
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991 LBMP-4BR — Rhizobium tropici
991 1U89832.1 - Rhizobium tropici
B LBMP-5BR - Rhizobium tropici
71— LBMP-16BR — Rhizobium leguminosarm
LBMP- 6VE - Rhizobium tropici
LBMP- 3VE - Rhizobium leguminosarum
b — LBMP-7SVE — Rhizobium etli
{ AY117664.1 — Sinorhizobium sp
— LBMP-8BR — Rhizobium leguminosarum
— LBMP-4VE — Rhizobium tropici
— LBMP-8VE  — Rhizobium leguminosarum
LBMP 7BR — Rhizobium sp
84| gpr EUG46529.1 — Rhizobium sp
AF260274.2 — Rhizobium tropici SEMIA 4080
AY196964.1 — Rhizobium leguminosarum
99 L AY998046.1 — Rhizobium etli
—— LBMP-5SVE - Sinorhizobium sp
—— LBMP-12BR — Rhizobium etli
o7 [ LBMP-2VE - Rhizobium tropici
LBMP-10BR — Rhizobium sp
93[ LBMP-1VE  — Rhizobium etli
EU625297.1 — Sinorhizobium meliloti
AB055990.1 — Archaea Root

31

0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Figura 3. Arvore filogenética construida pelo método "Neighbour joining" das
sequéncias parciais do gene 16S rRNA, de espécies de Rhizobium
isoladas em Phaseolus vulgaris, de localidades do Brasil (BR) e da
Venezuela (VE). Os numeros acima dos ramos indicam valores de
"bootstrap” de 1000 pseudo-replicacées. Todas as sequéncias estdo
numeradas e as sequéncias do banco de dados estdo indicadas pelo

numero de acesso no GenBank.
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4.3. Resultados da avaliacao agronémica dos isolados da Venezuela e do
Brasil

Devido a identificacdo dos isolados pelo seqlienciamento parcial do gene
16S RNA, na sequiéncia, eles foram considerados estirpes. No experimento de
avaliacdo agronémica das estirpes da Venezuela (Tabela 5), as que
proporcionaram o0s maiores numero de nddulos, massa seca de plantas e
porcentagem de nitrogénio na parte aérea, foram a LBMP-3VE e a LBMP-4VE,
sendo suas respostas estatisticamente iguais a estirpe - padrdo PRF-81 (=SEMIA
4080), e superiores a CIAT-899 (=SEMIA 4077).

A auséncia de nddulos nas testemunhas ndo - inoculadas com e sem
nitrogénio foi um indicativo de que as condicbes axénicas foram mantidas ao
longo do experimento. Por outro lado, encontrou-se que a resposta da mistura das
estirpes comerciais nao foi estatisticamente superior a resposta oferecida pela
estirpe PRF-81, isoladamente (Tabela 5).

As estirpes do Brasil com as melhores respostas na avaliagdo agronémica
quanto a: numero de nodulos, massa seca de plantas e porcentagem de
nitrogénio na parte aérea foram as estirpes LBMP-12BR e LBMP-4BR (Tabela 6),
com valores estatisticamente equivalentes as estirpes comerciais (CIAT-899 e
PRF-81).

Nos experimentos de avaliagdo agronémica das estirpes, tanto da
Venezuela quanto do Brasil, em condigdes axénicas e ambiente controlado, a
mistura das estirpes comerciais CIAT-899 e PRF-81 n&do ofereceu melhor resposta
que as oferecidas pelas estirpes, isoladamente. Esses resultados diferem dos
encontrados por HUNGRIA et al. (2000) que observaram que a mistura das
mesmas estirpes comerciais nos inoculantes proporcionou resposta positiva a

inoculagdo em condigdes de campo no Brasil.
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Tabela 5. Valores médios por planta para numero de noédulos (NN), matéria seca

de nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total

da parte aérea (NTPA) em cultivar de feijao Pérola, com estirpes de

Rhizobium, isoladas da Venezuela (VE).

Tratamentos NN (N°Y MSN (mg) MSPA (mg) NTPA (mg)
LBMP-1VE 27b 147 b 1360 c 35,36 C
LBMP-2VE 20b 152 b 1380 c 38,60 c
LBMP-3VE 37a 215a 1903 b 51,38 b
LBMP-4VE 34 a 187 a 1871 b 49,76 b
LBMP-5SVE 18 b 95 ¢ 1090d 50.22 b
LBMP-6VE 26 b 128 c 1414 ¢ 32,52 ¢
LBMP-7SVE 16 b 98 ¢ 1118d 26,83 c
LBMP-8VE 21b 145b 1371 ¢c 34,28 c
CIAT-899 25Db 162 a 1400 c 37,80 c
PRF-81 37 a 176 a 1860 b 50,22 b
CIAT-899+PRF-81 28 b 152 b 1442 c 38,64 c
Testemunha SEM N 0* 0* 393 e 07,07 e
Testemunha COM N 0~ 0~ 2227 a 69,05 a
CV % 12,3 14,2 15,4 13,3

Médias na coluna seguidas por letras iguais nado diferem entre si a 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

*Na analise estatistica, ndo foram considerados os valores desses tratamentos.
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As estirpes que ofereceram as melhores respostas, em ambos o0s

experimentos de avaliacdo agron6mica, foram identificadas pelo seqlienciamento
parcial do gene 16S rRNA, como Rhizobium tropici, a LBMP-4VE e a LBMP-4BR,;
como R. leguminosarum, a LBMP-3VE; e como R. etli, a LBMP-12BR, mostrando
que ha variabilidade genética entre as estirpes fixadoras de nitrogénio em
simbiose com o feijoeiro. Essas estirpes poderiam representar alternativas
biotecnolégicas para produgao de inoculantes nesta importante cultura.
O tratamento nao - inoculado que recebeu 70 kg ha™ de nitrogénio via fertirrigacao
aplicado manualmente (em ambos os experimentos), produziu os maiores valores
de massa seca de planta e nitrogénio total, provavelmente devido a eficiéncia na
utiizacdo do nitrogénio, ja que as perdas desse nutriente acontecem
principalmente por excessos de agua de chuva e/ou irrigagcdo que causam
lixiviacao do adubo (STRALIOTTO et al ., 2002).

4.4. Diversidade genética das estirpes selecionadas, através de ITS (16S-23S rRNA)

A populacdo estimada de rizdbios nativos do solo Latossolo Vermelho-
Escuro variou de 0,64 x 10* a 4,80 x 10* células por grama de solo. Esses valores
assemelham-se aos obtidos por SOARES et al. (2006) em solo acido de Minas
Gerais, onde encontraram uma populagao de rizébios considerada por eles como
relativamente alta (1,4 x 10° a 4,2 x 10° de rizébios por grama de solo).

Os isolados nativos, provenientes dos nddulos das diluigdes seriadas do
solo Latossolo Vermelho-Escuro, produziram apenas um grupo de morfologia de
colénia. Esta apresentou uma coloragdo amarela, crescimento rapido (trés dias),
didmetro da colénia maior de 2 milimetros, alta producao de exapolissacarideos e
alteracao acida do pH do meio de cultura.
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Tabela 6. Valores médios por planta para numero de nodulos (NN), matéria seca
de nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e nitrogénio total
da parte aérea (NTPA) em cultivar de feijao Pérola, com estirpes de
Rhizobium, isoladas do Brasil (BR).

Tratamentos NN (N°) MSN (mg) MSPA (mg) NTPA (mg)
LBMP-4BR 51 a 213 a 1971 b 51,25b
LBMP-5BR 30Db 134 b 1503 ¢ 39,60 c
LBMP-7BR 35b 129 b 1238 ¢ 33,43 ¢
LBMP-8BR 30b 145 Db 1484 c 31,67 c
LBMP-10BR 18 ¢c 91 ¢ 1213 d 30.35¢c
LBMP-12BR 47 a 198 a 2002 b 56,06 b
LBMP-16BR 16¢c 98 c 1540 c 32,52 ¢
CIAT-899 44 a 182 a 1995 b 49,88 b
PRF-81 36 b 176 a 1989 b 51,74 b
CIAT-899+PRF-81 49 a 188 a 2010 b 52,56 b
Testemunha SEM N 0* 0* 270 e 04,86 d
Testemunha COM N 0* 0* 2370 a 68,19 a
CV % 19,4 11,2 17,2 16,7

Médias na coluna seguidas por letras iguais ndao diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

*Na andlise estatistica, ndo foram considerados os valores desses tratamentos.
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O sequenciamento do espaco intergénico 16S-23S rRNA permitiu identificar
a posicao taxondmica do grupo homogéneo de morfologia de coldnia (denominado
como LBMP solo-BR) e das quatro estirpes avaliadas. Estes resultados coincidem
com os reportados por DEPRET et al. (2004), que mencionaram que esse mesmo
marcador molecular foi apropriado na identificacdo de estirpes de Rhizobium
leguminosarum.

Com base nas sequiéncias do espaco intergénico submetidas ao banco de
dados GenBank, identificou-se que a estirpe nativa LBMP solo-BR (N° de acesso
EU556746) € Rhizobium sp., com similaridade de 93% com o acesso AF364839.1,
e diferente das estirpes avaliadas neste experimento (Figura 4).

Dentre as quatro estirpes avaliadas a LBMP-4BR (N° de acesso EU556742)
e a LBMP-4VE (N° de acesso EU556744) foram identificadas como Rhizobium
tropici, com 93% e 97% de similaridade com os acessos AY491966.1 e
DQ682654.1, respectivamente. Entretanto, as estirpes formaram grupos com
posicoes filogenéticas diferentes (Figura 4). A consisténcia na identificacao dessas
estirpes como Rhizobium tropici, tanto pelo espaco intergénico 16S-23S rRNA,
quanto pelo gene 16S rRNA (Figura 3), admite a idéia de que essa espécie
parece ser originaria de regides tropicais da América do Sul, como citado por
MARTINEZ-ROMERO et al. (1991).

A estirpe LBMP-12BR (N° de acesso EU556745) teve uma similaridade de
96% com o acesso AY491965.1 de Rhizobium etli, e a estirpe LBMP-3VE (N° de
acesso EU556743) foi semelhante a Rhizobium leguminosarum, com 94% de
similaridade com o acesso AY491959.1, porém, na arvore gerada neste estudo,
esta ultima ficou filogeneticamente préxima do Rhizobium etli (Figura 4). Esses
resultados obtidos, agrupando-se algumas estirpes de R. leguminosarum com R.
etli, confirmam a proximidade entre essas espécies, como citado por
SANTILLANA et al. (2008).

Varios autores tém evidenciado que a variabilidade entre espécies que
nodulam o feijoeiro, € devida, entre outros fatores, ao tipo de solo e/ou regiao
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estudada. Nesse contexto, DEPRET et al. (2004) evidenciaram uma diminuic&o de
Rhizobium leguminosarum em solo submetido a monocultura de milho. Esses
resultados poderiam explicar a presenca da espécie Rhizobium tropici no solo com
monocultura de milho, em plantio direto, utilizada neste estudo (Tabela 2). Por
outro lado, os resultados obtidos por ANDRADE et al. (2002), em relacdo a
predominancia de Rhizobium leguminosarum em solos acidos que nao receberam
calagem, coincidem com o0s encontrados neste estudo em relacdo a estirpe
LBMP-3VE, também isolada de um solo acido que nao recebeu calagem (Tabela
1).

Houve coincidéncia na identificacdo das estirpes LBMP-3VE, LBMP-4VE,
LBMP-4BR e LBMP-12BR (Figuras 3 e 4), tanto pelo seqlenciamento parcial do
gene 16S rRNA, quanto pelo sequienciamento do espaco intergénico (16S-23S
rRNA), indicando que, ambos os marcadores foram eficientes na identificacao

classificag@o a nivel de espécie.

4.5. Produtividade e nodulacao, no feijoeiro, das quatro melhores estirpes

No experimento de produtividade e nodulacdo conduzido em vasos
contendo o solo Latossolo Vermelho-Escuro, as estirpes LBMP-4BR e LBMP-
12BR foram téo produtivas e com valores de nitrogénio totais em grdos quanto as
estirpes comerciais (CIAT-899 e PRF-81), e suas respostas ndo foram
incrementadas, quando misturadas a estirpe comercial PRF-81 (Tabela 7).

Por outro lado, encontrou-se que a mistura da estirpe LBMP-12BR (R. etli)
com a PRF-81 (R. tropici) produziu um efeito antagbnico (Tabela 7). Estes
resultados coincidem com os obtidos por HASSAN et al. (2004), os quais
evidenciaram que nem sempre a mistura de estirpes nos inoculantes foi tdo boa
quanto as estirpes de inoculantes, isoladamente. HAFEEZ et al. (2005) apontaram
que esse efeito antagdnico pode ser devido a producéo de bacteriocina, proteinas
ou complexo de proteinas com atividade bactericida contra uma das espécies
diretamente relacionadas com a bactéria produtora.
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gg—| AY491966.1 — Rhizobium tropici CIAT 899
99| 1DQ682654.1 — Rhizobium tropici
78 —— EU556742 — LBM P-4BR Rhizobium tropici

94 —|—— EU556743 — LBMP-3VE Rhizobium leguminosarum
99 AY491959.1 — Rhizobium leguminosarum

AY491965.1 — Rhizobium etli

99

EU556745 — LBMP-12BR Rhizobium etli
—99|— EU556744 — LBMP-4VE Rhizobium tropici
AF364839.1 — Rhizobium sp
?' EU556746 — LBMP solo-BR Rhizobium sp

AB055990.1 Archea — Root

Figura 4. Arvore filogenética construida pelo método "Neighbour joining" das
seqUéncias completas do espaco intergénico 16S-23S rRNA, de
espécies de Rhizobium isoladas em Phaseolus vulgaris, de localidades
do Brasil (BR) e da Venezuela (VE). Os numeros acima dos ramos
indicam valores de "bootstrap" maiores de 75% de 1000 pseudo-
replicacdes. Todas as sequiéncias estdo numeradas e as sequéncias do

banco de dados estéo indicadas pelo numero de acesso no GenBank.
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Os tratamentos inoculantes que ofereceram o0s menores valores de
produtividade de graos, nitrogénio total em graos, numero de nédulos e massa da
parte aérea seca, foram as estirpes da Venezuela (Tabela 7), sugerindo uma
possivel instabilidade ambiental dessas estirpes as condigdes do solo brasileiro
estudado, ja que uma delas, a LBMP-4VE, embora identificada pelo gene 16S
rRNA e o espago intergénico como Rhizobium tropici, ndo obteve uma resposta
positiva, no solo &cido avaliado (pH 5,9), embora MOSTASSO et al. (2002),
enfatizassem que estudos com R. tropici, em solos acidos, deviam ser apurados a

procura de estirpes eficientes.

A mistura das estirpes comerciais CIAT-899 e PRF-81 nao ofereceu melhor
resposta que as oferecidas pelas estirpes isoladamente. Esses resultados diferem
dos encontrados por HUNGRIA et al. (2000), que observaram que a mistura das
mesmas estirpes comerciais nos inoculantes proporcionou resposta positiva a

inoculacao, no Brasil.

A baixa produtividade de graos, o pouco acumulo de nitrogénio em graos e
da massa da parte aérea seca, assim como a pouca nodulacdo da testemunha
sem inoculacdo e sem nitrogénio (Tabela 7), que mede a resposta da populacao
nativa do solo (identificada como Rhizobium sp.), permitem afirmar que essa
populacao foi ineficiente na fixacdo de nitrogénio, com pouca habilidade para
nodular o feijoeiro. Resultados semelhantes foram obtidos por SOARES et al.
(2006).
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Tabela 7. Valores médios por planta para numero de nodulos (NN), matéria seca
de nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio total
da parte aérea (NTPA), produtividade em graos (RG) e nitrogénio total em
grédos (NTG) em cultivar de feijao Pérola, com estirpes de Rhizobium em

casa de vegetacgao.

NN MNS MPAS NTPA PG NTG
TRATAMENTO planta? = - mg planta”  -------ee e
1. CIAT 899 95a 223b 4833c  119c 17017b 571b
2. PRF 81 81b 209¢ 4800c 125c 16140b 507b
3. LBMP-3VE 67c 190c 4433d 114b  14033c 437c
4. LBMP-4VE 63d 190c 4466d 116b  14967c 479c
5. LBMP-4BR 77b 192¢ 4800c 135c 16567b 545b
6. LBMP-12BR 58d 172¢ 4733c 134c  15733b 518b
7. CIAT-899 x PRF-81 72¢ 224b 5200b 145a 18967b 616b
8. LBMP-3VE x PRF-81  68c 195¢ 4866c 133c  18133b 585b
9. LBMP-4VE x PRF-81  61d 196¢ 4900c 132c 17867b 570b
10. LBMP-4BR x PRF-81  73c 229a 5600a 151a 19187b 613b
11. LBMP-12BR x PRF-81 47e 149e 4266d 96d  12667c 405c
12. Testemunha SEMN  30f 33f 1933e 39e  7667d 231d
13. Testemunha COMN  11g 21g 5533a 148a 23333a 799a
CV( %) 15,71 16,15 1235 112 9,16 10,47

Médias na coluna seguidas por letras iguais nao diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

() Produtividade em graos, com a umidade corrigida para 13%.
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A testemunha, com 70 kg ha de nitrogénio, inibiu a nodulagdo, tendo em vista
que este tratamento apresentou os menores numeros e massa de nédulos secos
(Tabela 7). Esses resultados coincidem com os encontrados por SOARES et al.
(2006). No entanto, este tratamento ofereceu a maior produtividade,
provavelmente devido a eficiéncia na utilizagdo do nitrogénio, ja que as perdas de
nitrogénio acontecem principalmente por excessos de agua de chuva e/ou
irrigacao, que causam lixiviagao do adubo (STRALIOTTO et al ., 2002), e neste

estudo empregou-se um sistema eficiente de irrigagéo por gotejamento.



—

33

5. CONCLUSOES

A analise dos resultados permitiu as seguintes conclusdes:

. O sequienciamento parcial do gene 16S rRNA permitiu afirmar que a maioria
das estirpes avaliadas pertence ao género Rhizobium e somente uma delas ao
género Sinorhizobium.

. As espécies Rhizobium tropici, R. leguminosarum e R. etli foram encontradas
tanto nos isolados do Brasil quanto da Venezuela.

. A espécie Rhizobium sp. foi identificada somente nos isolados do Brasil,
entretanto Sinorhizobium sp. esteve presente apenas entre os isolados da
Venezuela.

. Tanto o sequienciamento parcial do gene 16S rRNA quanto o seqglenciamento
total do espaco intergénico (16S-23S rRNA) foram pertinentes na identificagao
das estirpes LBMP-3VE, LBMP-4VE, LBMP-4BR e LBMP-12BR a nivel de
espécies neste estudo.

. Ha estirpes promissoras, como a LBMP-4BR e a LBMP-12BR, que mostraram
resposta diferencial quando misturadas nos inoculantes.

. As estirpes comerciais CIAT-899 e PRF-81 foram produtivas e a mistura delas
nao incrementou a produtividade.

. A populagédo nativa do solo Latossolo Vermelho-Escuro estudado pertence a
especie Rhizobium sp. e mostrou-se ineficiente na fixagao de nitrogénio.
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APENDICE B

Sequéncias “Forward” (FD1) do gene 16S rRNA de 15 estirpes
provenientes do Brasil (BR) e Venezuela. Obtidas com um seqtienciador de
DNA ABI 3700, no LBMP da UNESP Jaboticabal.

>LBMP_4BR_Rhizobium_tropici
TAACACACGCTGGTCGGCAGGCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTA
ACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGAAACTTGTGCTAAT
ACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGG
TAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCATCCACATTGGGACTGAGACACGGC
CCAAACTCCTATCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAACCATACCGCGT
GAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCC
CGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGA
TCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCG

>LBMP_5BR_Rhizobium_tropici
GCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAAACTT
GTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTGGCTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCAAACCAT
GCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGTTTTACTGGGC
GTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATAATGCAGGGGTGAAATCCCACCATTCAACCCTGGAACTGGGTAAGATA
CTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTG

>LBMP_7BR_Rhizobium_sp
TATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAA
GGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGLCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTG
ACCCGGGGGTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATNCGGAGAAGAAGCLCCCGGLCTA
ACTTNGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGGGAAGCGCALCGT
AGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTAAATACTNTCGATCTGGA
GTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGAGCGCGCGGAGGAACACCAG

>LBMP_8BR_Rhizobium_leguminosarum
AACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAA
CGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGA
GAAAGATTTATCGGCCCAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATAAATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAACCTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCGGGGGGT
TGTAAAGCTCTTTCACCGGNGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGTTG
CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAG
TCAGNGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATANCTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTG
AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAAACTGCAAT

>LBMP_10BR_Rhizobium_sp

CGCCCCCCCAGGAAAAACGGCCGGACGGGTGAGTATGCGCACTGGCAACGTACCTTGGGTAGGGAATAACGCA
GGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAAATTTATCGGGTAAAGGATCGGCCCGCGTTIGG
ATTACCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAACCACA
TTGGGACTGANACACGGCCCGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCT
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GATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAAAAGATAATGACGG
TATCCGGAAAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGGAA
CTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAAAGGTGAGTGGAAACCCCAAGTGTAAAGGTTAAATTCGTA
AATTTCCGGAGGGAACACCAGGGGGGGAAGGCGGCTCACTGGTTCCATTACTGACGCTTAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAACAACCAGGATTTTATCCCCGGGTATCCACCCCTTAACAATTAATTGTTTCC

>LBMP_12BR_Rhizobium_etli
CCCCGCCCTTGAGCGGATGAGCCCCGCCCCCTTCAGGTTTGGGGATCCTGCAGCGGCGAGGCGCCCCTCCAAG
GAGAAGCGGCCCACGGGTGAATATCGCGTGGGAACGTACCCTTGGCCTACCCAATAACGCAGGGAAACTTGTG
CTAATACCGTATGTGCCCTTCCCCGGAAAGACCTATCGGGTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAA
CACGGCCCGNACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGA
AGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACT
GTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAAAGGTGAAATTCGTAAATTTCCGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACCCTGAG

>LBMP_16BR_Rhizobium_leguminosarum

GCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGNAACGCGTGGGAAT
CTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTAT
CGGTCAAGGATGAGGGCCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTG
GTCTGAGAGGATGATCAGCCACNTTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
AAAGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTT
TCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTACCAGCAGGGGCGGTAATAC
GAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGNGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAA
TCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGAATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGA
GTGTAGACGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGNCGAAGGCGGCTCACTCCTCCATTACTGACG

>sLBMP_1VE_Rhizobium_etli
TGCGCACTGGCAACGTACCTTGGGTAGGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGG
GGGAAAGATTTATCNGGTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC
GACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCACCCACATTGGGACTGACACACGGCCCGGGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTA
GGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGACAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTGCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGA
TCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAAA
GGTGAGTGGAAGGCCCGAGTGTAAAGGTTAAATTCGTAAATTTCCGGAGGGAACACCGCGGGAGAAGGCGGCT
CACTGGTGCCATTACTGACGCTAAGGTGCGAAAGCGTGGGGAACAACCAGGATTGGATCCCCGGATATCCACG
CCATAACGATAA

>LBMP_2VE_Rhizobium_tropici
CTTTACCTTCAAAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAATGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCCCCTTTACCTTCAAAGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAA
AGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGG
GGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGGAGTATGGAAAAAGGTGAGTG
GAATTCCGAGTGTAAAGGTTAAATTCCGTAAATTTTCGGAGGAACACCAGTGGGGAAGGCGGCTCACTGGTCC
ATTACTGACGCTTAGGGTGGGAAAGCCTGGGGAGCAAACAGGATTTAATACCCTGGTTATTCCACACCCGTTA
AACAATTAATGTTTCCCCGTCCGGGCATT

>LBMP_3VE_Rhizobium_leguminosarum

TGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGA
ATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGTCAAGGATGAGCCC
GCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCCCGGGTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGNTATTGGACAATGGGCGC
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAA
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TGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT
GTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGCCCGGCCAGGGNTCAACCC
TGGAACTGCCTTTGATACTGTGGAACTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATT
CGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGC

>LBMP-4VE_Rhizobium_tropici
TAACACACGCTGGTCGGCAGGCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTA
ACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGG
AGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
CGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGG
TTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCA
GTCAGGGGTGCCTGACTTAAGGCCAGTCCCTGGAACTGCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTG
AGTGGACTTCCGAGTGTAGAGGTGAAATCGTAAATCTGCGCAACGACACCAGGGGCGGACGGGGGCCCTTAGG
TCCCTTATGACCCTGTGGCTGCGGGGCTTTCC

>LBMP_5SVE_Sinorhizobium_sp
GCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCNGGTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTT
GGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAN
ACACGGCCGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGACAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAG
AAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGGCG
TAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAATCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATAC
TGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCCAGTGTAAAGGTGAAATTCGTACATATCCGGAGGAA
CCCCAGGCGGNGAAGGGGGGTTCACTGGGTCCATTACTGACCCCTAAGGTTCCAAAAACCGTGGGGGAGCAAA
CAGGATTAAATTCCCTGGGTNATCCACNCCCGTAAANCNATTAATTGCC

>SLBMP_6VE_Rhizobium_tropici
GGAAAGAGCGTTACTGGGGTCTATAGTCTGAAGACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCATAC
GGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTG
TCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTGGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA
CCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATCGGACAATGGGCGCATGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGATAAGATAATGACGGTCTCCGGTATAAGAAGCCCCGGCTGACTT
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTCGTCCGTAATTACTGGGCGTACAGCGCACGTAGGC
GGATCGATCAGTCAGGCGTGAAATCCCAGGTCTCACACCTGGTACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTAT
GGAAGAGGTGAGTGTAACTCCGAGTGTCCAGGTGAAATTCGTATATATCCGGAGGTACACCACTGACGAGTGC
GGGCCCTGGTGCATTACATGATGCTGAGGTGCGATAGCTTGCCGAGCAATCTGGATTCGATACCCTGGCCACT
CCACGCCGTAATCAATGATTGTTATGCAGCCGG

>LBMP_7SVE_Rhizobium_etli
AGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACC
CTTTACTACGGAATCCCGCAGGGCCCCTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGTA
AAGGATCGGCCCGNGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCT
GAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACANCGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGGGGTAGGGTTGTANAGCTCTTTCA
CCGGAGCCGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGGGGGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAG
GGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAGGTCCC
AGGGCTCAACCCTGGAACTGCNTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATG

>sLBMP_8VE_Rhizobium_leguminosarum

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGG
GAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAA
TACCGTATGTGTCCTTCGCCAGACCGATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTAAATTAGCTAGTTGGTGGG
GTAAAGGCCTANCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGG
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGCCAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATNGCCGCC
CGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCC
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CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGCCAACTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAG
CGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTICG
ATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTC
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Seqiiéncias completas do espaco Intergénico Transcrito (ITS) das 4
melhores estirpes provenientes, duas do Brasil (BR) e duas de Venezuela;
assim como a seqliéncia de uma estirpe nativa de um Latossolo Vermelho-
Escuro (LBMP - Solo BR). Obtidas com um seqiienciador de DNA ABI 3700,

no LBMP da UNESP Jaboticabal.

>EU556742_LBMP_4BR_Rhizobium_tropici
GCCCCAGTGGGTGTAGACGGCGGGGTATGCCGATCGGCTGATGTCTTCGGACGTGCCCCGATATGAACCT
TCCCGTGCTTACTAGAACATAGATGGCACCAGTCAGGTGACCGGTCGGGACGCAATACGCCACAGTCAAA
TGCTTTGGCATTCGGATGGTACGGCGAGCCTCGCCGCTCCACGTTCCTCTTTCTTCAAGAAGACAAATAA
CCGCGTCTATCCGGATGGCTGATTGCTGTCTGGACCGGTTTGACGAGAATGGGCCCGTACCTCACTTGGT
TAGAGCACACGCTTGAGAAGCGTGGGGTCGGAAGTTCAAGTCTTCCCGGGCCCACCAGCCTTCGCCCTTT
TGGGCTATGGCTTGGCGAGCTGGGAAAAGACGGTGACGCGGAAGTTGCCTAACCCTGGTTAAGATCGGGG
CGATCGAACTGATGGGGCTGTAGCTCACCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCAGAGGTTCG
ATCCCGCTCAGCTCCACCAAATCGATTGGGGTCGAGACTGACGGAATGTGGTCTTCTGAAGAAATAAAGG
TTTTGGATCCGCCTTCGTGCCGACTGCGGTGTGCTGAATACATTGTGAAGAGCAAGATTGATCTGGAAGC
TTCCAGCTTGTTTTGAGCGACCCTAAGGTTGTTTGAAGTGTCCGAGCCCGGACCTGATGATATCGTGGAT
TGCCTAGCCGGCTGGAAACGAAGGAGGGGACGGAGCTAGGAAGGAAGCTTGTCGCTTTGGGTCGCCAGCG
TAAACTGCGTAACTGGTGTACGCGTGTCGTTTACGGTCTTTGGACTGTATCTCGACGGCGATCGGATTAC
CGTTGCCTGATCGCGCGGTACCGGATTTAATCTCGAGAAGGTGGTCTTAAAGACAGCCTGCAAGCGAGCT
GCTCGGCGTAGCTCCAGATAAGCAAGCCTTTCGCACACGTCGATGGCATTGTTGAGTAGTCTGGGTTGTA
AAAGGTAACCCGGTCTGTTGCTAGTTTCCTGACAGGAGTCGGCAACTAGATGATGAGCATTTGGCAATCA
CCACCCTCAAGTGTCGTAAGGGTATGTAATGGATGCCTCGGCATGCACAGGCGATGAAGCACGTGATACC
CTCCAGACAACCCGTGGGGGCTGCAGAATAACGACATGGCCGTTGTTACC

> EU556745_LBMP_12BR_Rhizobium_etli
CGGGTCGATCCAGTATGACTGGACCCGTTTGACGAGTATGGGCCCGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACG
CTTGATAAGCGTGGCGTCGGAAGTTCAAGTCTTICCCGGGCCCACCATTTGCATTAGTAGATGGGGCTTGG
GAATAGACGGCAGACGCGGAAAGTTGCCGAACCCAGGATATCTTGGCCGATCGAGCTGATGGGGCTGTAG
CTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCAGCGGTTCGATCCCGCTCAGCTCCACCATATC
GATTGGTGTTGAGACTGACGGTGTTGAGACTGACGGTAACCGAGCGAAGCTCGCAAGCGCGAGGCGCGTC
GCCAATCGTTTGGCGCCCCCGCGGAGCGCCTTCGGCGCGTGAGCGACGAATTTGTCTTTTGAAGAAATAA
AAGTTTGCATCGGCTTTGCGCCTGATGCCTGTTCTGCATACATTGCGAAGAGAAGATTGATATGGAGGNT
TCCAGGTIGTTTTGGCTTTGCCCGAAACGTCCGAGCCCAGTTCTGCTGATCCTATGGATGGCCTAGCCGGC
CGGAGATAAGGGGAAGCACTGGAGGTAGGAAGGGAGCTCGTICTCTATGGATCGTTTATTCTTCGGTGCCT
GTGGGCATGGTATGATGCACGATCGGATTCCCATTGCCTGACCGCGCGCTATCGGATCCAATCTCGAGCA
GCTGGTCTTAACACGCTACACGAGCGTGCTGCTCGGCGTAGCTCCAATGAAGTGATCAGATGTGGACACG
TCGATGGCATCATGAAATGATCCGGTTGTCGAAGGTCACCGGATTTTGGACTGGCCGCACGTCAATCGCA
ANGTTGTCCGGATGGTCAGATTTGGCACCCCACGAGGGCGAAAGCTCGAGTGGATAAGCTTTGCCACATC
CGTACATAGATGAG

> EU556743_LBMP_3VE_Rhizobium_leguminosarum

CTAAGGAAGCTGTGGAACTGGTAAGACGACCTTCCGACAAGTCTTTGACTTGTCTCGAGGTATGAACCTT
CCCGTGCTTTTTAGAACATAGATGGCACCAGTCAGGTGACCATCGAAACGTAATACGCCGGGATGACAAC
CCTCACGACCCTATGGCGAGCTAACGCCGTCCACGTTTCTCTTTCTTCAAGAAGACAATTCGGCGAAATA
TGCCGAGTTCCGGGAATTTGCCCGTAGCTCAGTTCGTTAGCACACGCTTGATAAGCGTGGCCTCGGAAGT
TCAAGTCAACCCGAACCCACCATTTGCATATGCGAATGAGGGTTAGGGATGATGGAATGTGGCTGATGCG
GATTGTTGCCGAACCTGCCCTTGTCCTGGGTGGTCGAGCTGGAGGGGCTGTAGCTCAGCTGGGAGAGCAC
CTGCTTTGCAAGCAGGCCGTCAGCGGTTCGATCCCGCTCAGCTCCACCAAATCGATTGGTGTTGAAGCTG



ACGGCGTAAGTCTTITTGAAGAAATAAAAGTTTTGCATCGGCTTATGGCTGATGCTTGTTCACCGGTTCCC
CGAATGCCCCCGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAAGTTCAAGTCTTC
CCGGGGAATGAGCAATGCATATGCGAATGAGCCTTACCCTGATGGAATGTGGCTGATGCCGATTGTTGCC
GAACCTGGGCTTGCTTTGATCCATAATCGAGCTGGAGCCCCTGTAGCTCAGCTGGGAGAGCTGCTTTGCA
AGCAAACCGTCAGCGGTTCGATCCCGCTCAGCTCCACCTTATCGATTGGTGTTGAAGCTGACGGCGTTIG
TCTTTTGAAGCCATAAAAGTTAAGCATCCCCTTATGGCTGATGCTTGTTCTGCATACATTCTGTTGCCGT
TCCTTTGGAACGAACAACGAGACGATGAGCAATAGACAATGAGTTCGATTAAGTGTCGTATAGGGTTTTT
GATGCGTCCAAGCCGGAACTTATGATTTCCGTGGATGGCCTAGCCAGGTTGTAAACGAGGCCGGGACCGG
CGTATGAAAGGAAACTGGTCTGTTGCCGTTCCTTTGGAACGGGCAACGAGACGATGAGGA

> EU556744 LBMP_4VE_Rhizobium_tropici
GGCTACCACAGGCTTAACCATCGGGATCACCATCGGGTTATGTCTTCGGAGGTGCCCGATATGAACCTTC
CCGTGCTTATTAGAACATAGATGGCACCAGTCAGGTGACCGGCGAGACGCAATACGCCACGTGAAATGCT
TTGGCATTCGGATGGTATGGCGAGCCTCGCCGTCCACGTTCCTCTTTCTTCAAGAAGACAAAGAACCGCG
TCGATCCGGATGGCTGATTGCTGTCTGGACCGGTTTGACGAGAATGGGCCCGTAGCTCAGTTGGTTAGAG
CACACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAAGTTCAAGTCTTCCCGGGCCCACCAGCCTTCGCCCTTTTGGGC
TATGGCTTGGCGAGCTGGGAAAANACGGTGACGCGGAATTTGCCGAACCCTGGTTAAAATCGGGGCGATC
GAACTGATGGGGCTGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGCTAAGCGGTTCGATCC
CCGATCAGCTTCCACCAAATCGATTGGCGTCGAGACTGACGGCATGTTATCTTCTGAAGAAATAAAGGTT
TTGCATCGGCCTTTTGTGCTGATTGCGTGTCCTGCATACATTGTGAAGAGAACATTGATCTGGAGGCTTC
CAAAGGTGTTTTGAGCCACCGTAAGGTTGTTTGAAGCGTCCGAGCCCGGACCTGATGATATCGTGGATGG
CCTAGCCGGCTGGAAACGAAGGAGGGGACGGAGGTAGGAAGGAAGCTTGTCGCTCTGGGTCGCCAGCGTA
AACTGCGTAAGTGGTTTACGCGTGTTGTTTACGGTCTTTGGACTGTATCTTGACGGCGATCGGATTACCG
TTGCCTGACCGCGCGGTACCGGATTTAATCTCGAGAAGCTGGTCTTAAAGACAGACTGCAAGCGAGCTGC
TCGGCGTAGCTCCAAAAAAGCAAGCCTGTCGAACACGTCGATGGCATTGTTGAGTAGGCTGGGTTGTAAA
AGGTAACCCGGTCTGTTGTTCGTTTCCTGACAGGAAACGGCAACTAG

> EU556744_LBMP-Solo-BR_Rhizobium_sp.
GGATGCCTTIGTGCATGCACAGTCGCAGAAGACACTGTGATACGTTCCACAAAACGCCGTCGGGAGGTTAC
TGTATACAGCAATTACTCCGCGAGTTTCGCGAAAAGGCCGTGGGGAGGTTTICTGTATACAGCAATTATCC
GCCAGTTATCTGAGGACTGATGCCTGTTCTGAATACATTGTGAAGAGAAGATATGTCTGGAAGCTTTCCA
GGTGTTTTGAGCCCTTIGTGGTTTGAAACGTCCGAGCCCAGTCCCAGAGACACCATGTGATGGCTTAGTCG
GCCGGCATTGGTGGAGGGATTGGAGCTAGGTAGGAAAGCTTGTCCTCGGGCATTTTTGTTIGTTTGAAGCT
TTATGCCTTCATCTGATGGGAATGCTGGATTGATGTTGCCTGACCGCGCATCACCGGATGATATCTCGAG
TAGCTGGTCTTAATGGTATGGCTTCGAGGCGATCCGGCGTACCGTCAATGAAGTCCGTACCGACACGTCG
ATGTCATCAGGAAAGACTTGATTGTAAAAGGTAATCAGTTTGCCGTTCCTTTGGAGCGGCTATGGATGAG
CATATGACGATGATAGACGAAGAAGTGCATTAAGGGCATCTTGGTGGATGCCTTGTGCATGCACAGTCGC
AGAAGACACTGTGATACGTTCCACAAAACGCCGTCGGGAGGTTACTGTATACAGCAATTACTCCGCGAGT
TTCGC
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