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RESUMO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante cultura para
paises em- desenvolvimento. No entanto, apesar de o Brasil ser o maior
produtor e consumidor mundial desta leguminosa, a sua produtividade ainda é
baixa. O feijoeiro € uma leguminosa capaz de se beneficiar de relagtes
simbidticas com bactérias do género Rhizobium, refletindo incrementos nas
taxas de Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (FBN) e conseqiiente aumento na
produtividade e reducdo do impacto ambiental decorrente da utilizagdo de
fertilizantes. Sabe-se que o feijoeiro comum possui basicamente dois centros
de origem: o Andino e o Mesoamericano. Um melhor entendimento a respeito
da historia evolutiva da associa¢do bactéria x planta & essencial para a selegéo
de novas associagbes simbidticas que resultem em interagGes mais estaveis e
produtivas, do ponto de vista da FBN. O presente trabalho visa um melhor
entendimento da variabilidade genética entre os grupos de rizébios que
nodulam feijoeiros de dois centros de origem. Os resultados obtidos indicam
que feijoeiros de origem Mesoamericana parecem estabelecer relagbes mais
estaveis com rizébios, indicando o sentido da sele¢&o para combinagGes mais

eficientes para a FBN.

viit







1. INTRGBUTAS

O estabelecimento da agricultura foi uma das maiores inovagdes tecnolégicas ja
observadas, permitindo o desenvolvimento e progresso das civilizagbes (MAARTEM,
2003). As-mudancas decorrentes desta inovacao foram tao profundas que marcaram
definitivamente a histéria da humanidade.

A agricultura & a principal base de sustentagdo de qualquer pais, sendo que
algumas culturas sao particularmente importantes para a manutengdo das
populagées de inimeros continentes. Como maior produtor e consumidor mundial,
grande importancia econdmica é atribuida ao feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris
L.) no Brasil. Trata-se de uma leguminosa. que se beneficia da fixagao biolégica do
nitrogénio (FBN), sendo capaz de estabelecer nodulagdo com bactérias
pertencentes a familia Rhizobiaceae, coletivamente chamadas de rizébios.
Anteriormente classificado como uma cultura marginal constata-se recentemente
uma mudanca no perfil do produtor nacional, com crescente utilizagdo de novas
tecnologias e ampliacao das épocas de cultivo.

Uma perspectiva capaz de contribuir para o incremento dos indices produtivos &
o conhecimento da diversidade genética das bactérias do solo. Possibilitando,
assim, a identificagdo de combinagdes simbiéticas mais eficientes com a. planta
hospedeira, para subseqiiente produgao de inoculantes comerciais. Considerando-
se o custo dos fertilizantes nitrogenados e o seu impacto. sobre 0 meio ambiente,
estudos visando a utilizagdo da inoculagdo com o rizbbio se constituem numa
alternativa para o fornecimento do nitrogénio necessario a cultura, perfeitamente
adequado ao sistema produtivo dominante destes paises. Portanto, novas linhas de:
pesquisa tém resultado num melhor conhecimento desta simbiose e novas
abordagens do problema tém buscado melhorar esta interagéo, visando aumentar a
produtividade da cultura sob condigbes simbidticas e sua adequagio ao clima
tropical.

Abre-se assim, uma real perspectiva ao nosso produtor em desfrutar de bons
resultados na lavoura, a um custo acessivel, decorrente da substituicdo dos

carissimos adubos nitrogenados e sem causar danos ao meio ambiente.



o Caracterizar morfofisiologicamente, simbiéticas e geneticamente isolados de
feijoeiro comum representativo de dois centros de origem (andino e

mesoamericano).

e Otimizar a reagao de BOX-PCR.

o Investigar a variabilidade genética de bactérias que nodulam o feijoeiro
comum dos dois centros de origem (Andino e Mesoamericano).



3. REVISAO DA LITERATURS

3.1. A CULTURA DO FEWJOEIRO

3.1.1. Historico

As leguminosas constituem um grupo de plantas.que faz parte da histéria das
civilizagbes. Os feijoes (Phaseolus vulgaris L.) estdo entre os alimentos mais
antigos, aparecendo nos primeiros. registros da histéria da humanidade (EMBRAPA,
2007), cujo vestigio arqueoldgico mais antigo encontrado foi na ldade do Bronze, na
Suicga, e no Peru a cerca de 10.000 a.C (GEPTS & DEBOUCK, 1991).

Também ha registros de cultivares no antigo: Egito, na Grécia e no Império
Romano onde, além de cultivados para alimentagao, eram cultuados como simbolo
da vida. Relata-se que nesses locais os feijdes eram utilizados em festas
gastrondmicas, para pagamento de apostas e, em algumas. situagbes, para votar,
sendo que o feijao branco representava um sim e o feijao preto um nao (BOTELHO,
2007).

Tribos indigenas do México e do Peru cultivavam o feijoeiro ha mais de 7.000
anos. Inclusive aparecendo nas tumbas destas civilizagbes, panelas de barro
decoradas com desenhos de homens e mulheres segurando milho em das maos e
feijao na outra (KAPLAN, 1965). Este fato evidencia que o feijao ja@ se constituia
numa espécie domesticada entre os nativos do Peru, sugerindo ter sido a espécie
diferenciada das formas nativas, através de sele¢ao para o cultivo (KAPLAN et al.,
1973). Acredita-se que o feijao foi levado para a Europa em 1540, livrando o
continente da fome e aumentando assim a expectativa de vida da populagéo
(VIEIRA, 1967).

A maioria dos historiadores acredita que a disseminagdo dos feijdes no
mundo ocorreu devido as guerras, pois esse alimento era parte essencial da dieta
dos guerreiros. Nas ruinas da antiga Troia encontram-se evidéncias de que os
feijdes eram o prato favorito dos robustos guerreiros troianos. Além da disseminagéo
pelas guerras, os grandes exploradores foram decisivos na difusdo da cultura do
feijao para as mais remotas regides do globo (EMBRAPA, 2007).




Scos wda B

indios brasileiros, por volta do século XVI, chamavam o feijao de “comasds”,
o qual era preparado juntamente com farinha. Os portugueses incorporaram -este
‘habito na sua refeicdo e a espatharam por todo o Brasil (BOTELHO, 2007).
Atualmente, o feijdo constitui um dos principais componentes da dieta alimentar
brasileira, sendo a principal fonte de proteinas para grande parte da populagao.

3.1.2. Origem e Domesticacdo

A origem evolutiva do feijao comum e sua diversificagdo primaria ocorreu nas
Américas (DEBOUCK, 1991), mas o local exato onde isto se deu é ainda motivo de
controvérsia (GEPTS & DEBOUCK, 1991).

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

Os primeiros vestigios arqueologicos de cultivares de feijado chegam a idades
préximas de 10.000 anos (GEPTS & DEBOUCK, 1991). A ampla area de ocorréncia
de populagbes selvagens da espécie € um dos fatores que permitiram o surgimento
de diversas ragas locais, embora também seja uma das causas da dificuldade da
localizagao exata dos locais de domesticagao desta cultura (FREITAS, 2006).

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

Anélises dos padrbes eletroforéticos da faseolina, sugerem que as variedades
atuais de feijao sao resultados de multiplos eventos de domesticagdo, com dois
centros primarios de domesticado e diversificagdo genética. O Mesoameriacano
(México, Coldmbia, América Central, Equador e Norte do Peru) e o Andino (Sul Peru,
Bolivia e Norte da Argentina). Um terceiro centro € ainda sugerido na regido da
Coldmbia (DEBOUCK, 1986; GEPTS & DEBOUCK, 1991). Além destes centros
americanos primarios, podem ser identificados varios outros centros secundarios em
algumas regides da Europa, Asia e Africa, onde foram introduzidos genétipos
americanos. No Brasil, a falta de estudos com amostras arqueolégicas locais de
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feijao dificulta a reconstituicdo da histéria regional desta -espécie, toms, =
exemplo, quais tipos ‘foram introduzidos, quando, por onde, por .quais grupos
humanos, entre outros questionamentos (FREITAS, 2006),

FREITAS (2006) verificou que os padrbes de faseolina de sementes
encontradas em sitios arqueolégicos em Minas Gerais possuiam uma maior
influéncia do centro Mesoamericano. Esses resultados também foram obtidos em
milho (Zea mays) quando o gene que codifica para a enzima &lcool -deidrogenase
foi analisado. Os resultados sdo fortes indicativos de que as sementes de feijao
comum e de milho foram introduzidas no Pais, por viagens ou migragdo, entre a
populagdo indigena brasileira e a mesoamericana no periodo pré-colonial (GRANGE
et al.,20086).

3.1.3. Importancia Socicecondmica

O feijao se constitui um importante componente nutricional na dieta alimentar
de milhdes de pessoas em todo mundo (VELAZQUEZ et al., 1988), sendo uma
importante cultura de subsisténcia e principal fonte de proteinas e aminoacidos
essenciais na alimentacdo de populagbes pobres, especialmente nas Américas,
paises africanos e asiaticos (CIAT, 1990).

Seu alto teor protéico e alto teor de lisina exercem efeito. complementares as
proteinas dos cereais (LAJOLO et al.,996). As fibras dietéticas encontradas em sua
composicdo tém importantes implicagbes terapéuticas no tratamento de diabetes e
hiperglicemia e preventiva em doengas cardiovasculares e hipertenséo arterial
(COSTA & VIEIRA, 2000). O feijao também é uma importante fonte de vitaminas,
principalmente do complexo B, as quais previnem certos defeitos fetais,
cardiovasculares e certos tipos de cancer. (COSTA & VIEIRA, 2000). Devido a estes
e outros componentes, o feijoeiro & considerado a leguminosa mais importante para
a nutricdo humana.

Além de sua importancia nutricional o feijoeiro possui grande importancia no
cenério econdmico mundial e nacional, sendo cultivado em 113 paises diferentes
(FAO, 2007).

A presente importancia histérica, cultural e social & inquestionave! na
sociedade brasileira. A intima relagdo do brasileiro com esta leguminosa coloca o
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Brasil como maior produtor e consumidor mundial, sendo responsavel por 17,6%
{3.438:530 milhdes de toneladas) da produgdo mundial, seguido da India com 16,2%
(FAO, 2007). De acordo com estatisticas divulgadas pela FAO (Food and
Agriculture Organization) em 2007, aproximadamente 90,1 % de toda a producéo
mundial ocorre nos paises em desenvolvimento e apenas 9,9 % nos paises
aproximadamente 76% da producgéo, sendo que o continente europeu é responsavel
por apenas 2% (FAO, 2007). Através destas estatisticas, percebe-se claramente a
importancia dos feijdes como cultura de subsisténcia e principal fonte nutricional
para populagées de baixa renda em todo o mundo.

Apesar de o Brasil ser o grande produtor e consumidor mundial, sua produgao
interna tem sido insuficiente para abastecer o mercado. Isto ocorre principalmente
devido a redugdo na area plantada, da ordem de quase 28%, nos Gltimos 17 anos
(CONAB, 2007). Esta redugdo pode ser atribuida a varios fatores, mas
especialmente a substituicdo desta cultura por outras mais rentaveis e voltadas ao
mercado extemo, como, por exemplo, a soja. Mesmo ocorrende um aumento de
48% na produtividade, verificado nos ultimos 17 énos, ainda assim houve uma
diminuicao de 4% na producgao, nao atendendo ainda sua demanda (CONAB, 2007).

Apesar desta insuficiéncia, a média do consumo “per capita” brasileiro chega
a 43,76 g /dia, contra apenas 7,4 g/dia de média mundial (FAO, 2007).

A cultura do feijoeiro no Brasil caracteriza-se como sendo de subsisténcia,
pouco tecnificada e com grande fragilidade agronémica da lavoura, a qual néo
resiste bem & seca, ao excesso de chuvas e ainda é faciimente acometida por
pragas e doengas (EMBRAPA, 2007). Essa instabilidade resultou em constante
oscilagdo e depreciagdo dos precos desestimulando os produtores. Apesar deste
cenario, tem-se observado nos ultimos 20 anos uma mudanca do perfil dos
produtores, com a crescente implantagdo de tecnologias avangadas, incluindo a
irrigagdo e a colheita mecanizada (TERASAWA, 2007, comunicagdo pessoal).
Atualmente, seus produtores podem ser classificados em dois grupos: os pequenos,
que ainda usam baixa tecnologia e tém sua renda associada as condigdes
climaticas, concentrando a produgdo no periodo das aguas; e um segundo grupo,
mais tecnificado, que obtém altos indices de produtividade, com plantio irrigado. por
pivd-central, concentrado nas safras da seca e do inverno (TERASAWA, 2007,
comunicagdo pessoal). Apesar do desenvolvimento crescente a produtividade



média nacional tem permanecido em torno de 700 Kg/ha (FAO, 2007), emboiz ©
potencial da cultura, sob condigbes Otimas de manejo, atinja até 5.000 Kg/ha
(EMBRAPA, 2007). Entre os fatores limitantes incluem-se: 0 cultivo -em solos
marginais, a falta de tecnologia e o fornecimento. adequado de nutriente,
principalmente de nitrogénio (N) e fésforo (P).

3.2. A IMPORTANCIA DO NITROGENIO

O nitrogénio (N) € um elemento essencial para a constituicdo da massa total
dos sistemas vivos, pois € componente indispensavel na biossintese de moléculas
fundamentais para a vida, tais como acidos nucleotideos e aminoacidos (NELSON &
COX, 2002). Aproximadamente. 78% da atmosfera terrestre € constituida- por
nitrogénio molecular (N2) ou dinitrogénio, sendo esta a fonte mais abundante deste
elemento (NELSON & COX, 2002). Mas, apesar de sua abundancia, as formas
soliveis e biologicamente assimilaveis desta molécula sdo escassas. Nenhum
animal ou planta & capaz de utiliza-lo diretamente da atmosfera, devido a tripla
ligagdo existente entre os dtomos de nitrogénio (MANYANI, 2000). Esta ligagéo e
uma das mais fortes encontradas na natureza com uma energia de ligacdo de
942kJ/mol (NELSON & COX, 2002). Assim, a quebra do nitrogénio tem uma energia
de ativagdo extremamente alta e o nitrogénio atmosférico é quase quimicamente
inerte nas condigbes normais (NELSON & COX, 2002).

Entretanto, existe, um nimero relativamente pequeno de espécies vivas
capazes de converter o nitrogénio atmosférico em formas orgénicas assimilaveis
para os demais. seres vivos, através do processo conhecido como fixag&o biolégica
do nitrogénio (FBN). Esses organismos incluem as cianobactérias e algumas
bactérias simbiontes de raizes de leguminosas, conhecidas coletivamente como
Rizébios.

O reduzido numero desses organismos faz com que o0s processos
metabélicos de todas as espécies viventes funcionem de uma forma
interdependente, de maneira a recuperar e reempregar o nitrogénio biologicamente
disponivel (NELSON & COX, 2002). Este processo de interdependéncia, faz com
que organismos capazes de incorporar nitrogénio atmosférico a moléculas organicas




interajam com outros organismos desprovidos desta condicdo para a reutilizagSo e

recuperacao do nitrogénio (Figura 01).
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Figura 1. Etapas que compdem o ciclo do Nitrogénio.

A primeira etapa do ciclo é conhecida como fixacdo (ou reducéo) e consiste
na quebra deste gas atmosférico por bactérias fixadoras de nitrogénio. O produto
resultante da fixacdo é a amodnia (NHs ou NHa*), que pode ser utilizada pelos
vegetais, mas pela grande abundéancia de bactérias do solo, a aménia é convertida
por oxidacao em nitrito (NO2 ) pelo processo de nitrosacdo e, em seguida em nitrato
(NO3 ) pelo processo de nitracdo. Tanto a ambnia, quanto 0 nitrito podem ser
absorvidos pelos organismos vegetais, mas a maioria emprega o Nitrato na sintese
de aminoacidos e, posteriormente, de proteinas e acidos nucléicos. Ocorrendo a
morte dos organismos sua degradacdo pela acdo dos microrganismos, devolve a
ambnia ao solo, aonde as bactérias nitrificantes irdo converté-lo novamente em
nitrito e nitrato. Para que o equilibrio entre nitrogénio fixado e nitrogénio atmosférico

seja mantido, bactérias anaerébicas do solo convertem 0 nitrato novamente em
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nitrogénio atmosférico. Esse processo € conhecido como desnitrificagdo (NELSON.&
COX, 2002).

Os principais compostos nitrogenados encontrados no solo sdo: a aménia (ou
o ion amdnio) e os ions nitrato. Estima-se que cerca de 10% do nitrogénio
atmosférico que é trazido para o solo, sob a forma de NO3~ ou NH,", foi convertido a
tais formas principalmente pelos processos de combustdo industrial, atividade
vulcanica, queima de florestas e chuva &cida. Além disso, o N, pode ser fixado pela
industria (fertilizantes) ou por organismos procariontes (fixagdo biolégica) como visto
anteriormente (Figura 1).

Os fertilizantes contribuem com aproximadamente 15% do nitrogénio
atmosfeérico colocado no solo, enquanto que o processo bioldgico se encarrega de
obter os 75% restantes. Portanto, a fixagdo biolégica é de vital importancia para a
nutricdo nitrogenada dos solos (FOSKET, 1994). Devido a estabilidade da molécula
de nitrogénio este elemento constitui, juntamente com a agua, um dos principais
fatores limitantes da produgdo agricola mundial (MANYANI, 2000).

3.3. FIXAGAO INDUSTRIAL DO NITROGENIO

Os teores de nitrogénio encontrados em solos brasileiros n3o s3o
significativamente elevados, situando-se na faixa de 0,03% a 0,05%. Com o
crescimento da agricultura ha um aumento na reducdo dos teores de nitrogénio dos
solos, caso estes ndo sejam repostos (HUNGRIA et al, 1994).

Geralmente, a reposicdo do nitrogénio nos solos ¢ feita através da utilizagao
de fertilizantes nitrogenados. A aménia é produzida industrialmente pelo processo de
Haber (de Fritz Haber, seu inventor) que, para obter a energia de ativagdo
necessaria para a quebra da tripla ligagdo entre os atomos de nitrogénio, emprega
uma mistura de Hz (derivado de gas de petrdleo) e N2 submetidos a temperaturas de
400 a 500°C e a pressdes de dezenas de milhares de quilopascals (200 a 800 atm)
(NELSON & COX, 2002). Assim, os custos para a sintese quimica de produtos
nitrogenados sdo extremamente elevados, principalimente devido a utilizacdo de
componentes provenientes de petréleo. Além do que, a lixiviagdo dos fertilizantes,
particularmente do nitrato, eleva a poluicdo de rios e lengodis freaticos. Mas, apesar
dos custos elevados dos fertilizantes e das conseqiéncias drasticas que seu uso



causa ao meio ambiente, a sua utilizacdo vem aumentando gradativamente. No
periodo de janeiro a agosto de 2007, segundo dados da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), as entregas de fertilizantes no Brasil somaram 14,50
milhBes de toneladas, superior em 44,8% do volume de igual periodo do ano
passado. Estima-se que as entregas totais deste ano alcancardo o volume
historicamente jamais registrado, podendo chegar a 24,0 milhdes de toneladas, ou
5,3% superior aos 22,8 milhdes de toneladas entregues em 2003 (CONAB, 2007).
Neste contexto adquire grande importancia a FBN, pois as tecnologias baseadas
neste processo refletem um baixo custo de producdo e contribuem de maneira

significativa para preservacdo ambiental.

3.4. TAXONOMIA DOS RIZOBIOS

Dentre os poucos organismos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico
encontram-se algumas bactérias simbiontes presentes nas raizes de plantas
leguminosas pertencentes a familia Rhizobiaceae, coletivamente chamadas de
rizbbios (TIGHE et al, 2000). Essas bactérias sdo capazes de formar estruturas
altamente especificas nas raizes da planta hospedeira, conhecidas como nddulos,
onde ocorre a conversao de nitrogénio atmosférico a aménia (Figura 02). O
processo de quebra da tripla ligacdo da molécula de nitrogénio é possivel gracas a

acao de um complexo enzimatico chamado de dinitrogenase (HUNGRIA et al, 1997).

Figura 02. Nodulos de raizes de Feijao Comum (Phaseolus vulgaris L.)
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Devido a sua ampla distribuicdo geografica e a sua longa histéria -evolutiva,
existe uma enorme diversidade genética entre as bactérias da familia Rhizobiacea
(PINERO et al,. 1988). Uma amostra da diversidade -e heterogenidade deste
agrupamento pode ser constatada quando uma mesma leguminosa atrai
geneticamente varios simbiontes ou quando um mesmo rizébio € capaz de nodular
diferentes leguminosas. Gragas a essa diversidade a classificagdo destes
organismos tem sido bastante dindmica ao longo dos anos. Inicialmente os rizdbios
foram agrupados em dois grandes grupos: Rizobios de crescimento rapido e lento,
dando origem a dois grandes géneros Rhizobium e Bradyrhizobium,
respectivamente (JORDAN, 1984). Mais tarde quatro novos géneros foram incluidos:
Sinorhizobium (CHEN et al, 1998; LAJUDIE et al, 1994), Azorhizobium (DREYFUS et
al, 1988), Mesorhizobium (JORDAN, 1994; JARVIS et al, 1982; NOUR et al., 1994,
LINDSTROM et al.,1995) e Allorhizobium ( LAJUDIE et al, 1998).

Atualmente os géneros s3o separados baseados em seqiéncias do gene 16S
rDNA. Mas, segundo YOUNG & HAUKKA (1996) o agrupamento rizébio nao forma
um grupo coerente devido a miscigenagdo que estes organismos sofrem com outras
bactérias nao simbiontes e também ao pouco conhecimento acumulado a respeito
desses tipos de bactérias.

Sabe-se que existem no mundo 750 géneros de leguminosas, contendo
16000-19000 espécies, mas um pequeno numero dessas s3o economicamente
exploradas e crescem em grandes areas, sendo que um percentual pequeno de
bactérias que nodulam estas leguminosas foram estudados (ELKAN, 1992).
Acredita-se que somente 15% das espécies foram analisadas quanto a sua
capacidade nodulatéria (ALLEN & ALLEN, 1981).

Existem trés espécies, cuja posicdo filogenética ndo esta suficientemente
esclarecida, as quais podem constituir dois. novos géneros em potencial: um
representado por Rhizobium galegae (LINDSTROM, 1995) e Rhizobium huautlense
(WANG et al.,1998) e um segundo representado por Rhizobium giardinii (AMARGER
et al., 1997),

Mesmo com a utilizagdo de analises moleculares, a taxonomia rizobial néo
reflete suas caracteristicas simbiontes, particularmente quando trata-se da variedade
da planta hospedeira que determinado rizébio & capaz de nodular. A dificuldade na
andlise das caracteristicas simbidticas ocorre devido a complexidade dos
mecanismos moleculares envolvidos com a especificidade do hospedeiro. Assim, a
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classificag@o requer um incremento nos testes de nodulagdo e uma otimizagao das
condi¢bes de crescimento da planta (LAGUERRE et al.,2001).

Atualmente, pesquisadores tentam classificar os rizobios baseando- se nao
-apenas em genes cromossomicos estruturais, como o 16S rDNA, mas também em
genes especificos encontrados nos rizébios que refletem suas caracteristicas
simbiontes, um exemplo € o gene de nodulagcdo (genes nod) e o gene de
codificagdo do complexo dinitrogenase (genes nif). Mas comparagbes entre as
arvores filogenéticas obtidas das analises destes genes apresentam inumeras
incongruéncias. Muitas delas devem - se a grande instabilidade genémica dos
rizdbios, visto que os genes nod e nif estio frequentemente localizados em
elementos transmissiveis, como plasmideos ou transposons. Isto permite um intenso
intercambio entre rizébios e outras bactérias ndo nodulantes, resultando numa
enorme variedade genotipica (YOUNG & HAUKKA, 1996).

As bactérias do género Rhizobium que nodulam feijoeiro foram classificadas,
em um primeiro momento, como Rhizobium phaseoli, porém 50 anos mais tarde,
com uma melhor caracterizagao fisiolégica, bioquimica e genética, tais bactérias
foram reclassificadas na espécie Rhizobium lequminosarum bv. phaseoli (JORDAN,
1984). Com os avangos das técnicas moleculares constatou-se que tais bactérias
apresentavam caracteristicas genéticas e fisiologicas distintas, sendo divididas em
dois grupos: Tipo | e Tipo lIl. Em 1991 as estirpes do Tipo Il foram elevadas a
categoria de espécie, sendo denominadas Rhizobium tropici. As bactérias
pertencentes a esta nova espécie sdo aerébias, gram- negativas, com pH 6timo para
crescimento variando entre 5 e 7 e crescendo em temperatura de até 40°C. Esta
espécie ndo nodula exclusivamente Phaseolus vulgares, podendo ser isolada de
outras leguminosas como Leucaena esculenta e L. leucocephala. Mais tarde ocorreu
a divisdo desta espécie em dois subgrupos: llA e IIB. Sendo que a estirpe padréo
para llA é a CIAT899 (SEMIA 4077) e para a lIB € a CFN299 (ELKAN, 1992).

Em 1993, isolados americanos obtidos de feijoeiro passaram a constituir uma
nova espécie, denominada Rhizobium etli (SEGOVIA et al.,1993), a qual possui
pelo menos um biovar, Rhizobium etli bv. phaseoli. Essa nova espécie foi descrita
como aerébica, gram-negativa, com temperatura maxima de crescimento de 35°C.
Segundo que esta espécie nodula apenas Phaseolus vulgaris e possui como estirpe
padrao a CFN42 (USDA 9032). Existem ainda outras espécies e biovares descritas
como sendo rizébio de feijoeiro: R.gallicum bv.gallicum e R.giardinii bv.giardinii. Mas
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com as constantes mudangas que vem ocorrendo na classificagdo destas bactérigs,
outras estirpes sem posigdo taxondmica podem representar novas espécies.

3.5. DIVERSIDADE GENETICA EM RIZOBIOS QUE NODULAM O FEIOEIRO
COMUM.

O feijdo comum.é uma leguminosa que possui uma grande habilidade de
perceber sinais de nodulagéo de diferentes tipos de rizbio. Assim diferentes tipos
de rizébios podem ser isolados do feijao comum, incluindo R. leguminosarum,
R. tropicii R. etli (MARTINEZ-ROMERO, 2003; GRANGE & HUNGRIA, 2004),
R. giardinii (MOSTASSO et al., 2002), Sinorhizobium spp., Mesorhizobium spp.
(STRALIOTTO et al, 1999; GRANGE & HUNGRIA, 2004), e Bradyrhizobium
(HUNGRIA et al., 1993), bem como outras estirpes que podem representar novas
espécies (MOSTASSO et al., 2002; GRANGE & HUNGRIA, 2004). No entanto, essa
grande promiscuidade ndo se reflete numa alta eficiéncia na FBN, especialmente
com rizobios de origem indigena, como Rhizobium tropici (MICHIELS et al, 1998;
HUNGRIA et al., 2000; MARTINEZ-ROMERO, 2003).

De todos os microsimbionte capazes de estabelecer relagdo simbiética com o
feijoeito, R. etli &€ a espécie dominante em ambos os centros de diversificagdo. Em
contraste, R. tropici, originalmente resgatado de feijdes da Coldmbia, € a espécie
predominante em nodulagdo & campo de plantas brasileiras (GRANGE et al., 2006).

Estudos recentes realizados por GRANGE et al.(2006) sugerem que R. tropici
pode ter sido introduzido no Brasil em solos mais antigos ou pode ser um simbionte
de alguma espécie de legume indigena que devido a sua tolerancia a solos acidos e
condigbes de alta temperatura transformou-se no microsimbionte predominante de
feijdo comum.

As altas concentragdes de R. tropici em nédulos isolados em condigcdes de
campo, nido sdo observada quando o solo é diluido, sendo nesta condicdo R. etli a
populacdo predominante (GRANGE & HUNGRIA, 2004). Essas diferengcas podem
ser explicadas por estudos realizados por ALBERTON et al. (2006) que
evidenciaram uma clara diferenca entre as concentragbes de rizobios encontrados
em condig8es de campo e rizobios encontrados em diluicdes de solo. Essa diferenca
de concentragdes entre os microsimbionte nessas duas condigdes, demonstra que



14

R. tropici pode bloquear a nodulagdo de R.etli sendo que este bloqueio pode ser a

causa da baixa eficiéncia na FBN observada nos trépicos.

3.6. ESTRUTURA GENETICA DO RIZOBIO

Diversos genes de rizobios sao descritos, sendo os mais importantes os
genes de nodulagéo (nod, nol e noe) e os genes de fixagdo do nitrogénio (nif e fix).
Os genes nif e fix apresentam as mesmas fungdes, ou seja, sintese e regulagdo da
enzima dinitrogenase. Existem também outros genes envolvidos com a superficie
das bactérias e que alteram o processo de nodulagdo, como os genes: exo
(exoopolysaccharides), /ps (lipopolysaccharides) e ndv (1,2-B-glucans, nodule
development), além dos genes hem (heme) relacionados com a sintese de
hemoglobina (HUGHES, 2000).

O genoma de bactérias do género Rhizobium é constituido de um
cromossomo e plasmidios de alto peso molecular. O plasmidio pode estar presente
em numero de um a seis e pode, ainda, conter até 25% do DNA total da bactéria
(BROM et al., 2002)

Apesar de algumas bactérias deste género possuirem mais de um plasmidio,
observa- se que os genes estruturais da enzima dinitrogenase e grande parte dos
genes determinantes da nodulagdo encontram- se sempre em um unico plasmidio,
chamado plasmidio simbiético (pSym), sendo que os demais plasmidios, quando
presentes, sdo chamados plasmidios cripticos (MARTINEZ et al, 1990). Nas
estirpes dos géneros Bradyrhizobium e Azorhizobium as informagdes, de modo
geral, as informagoes estao contidas do DNA cromossomal (NOTI et al., 1985)

O genoma de Rhizobium pode apresentar sequéncias reiteradas de DNA, que
sdo regibes gendmicas onde ocorre uma cépia de um gene inteiro ou parte deste.
Essas copias podem ser necessarias para a express&o e efetividade do processo de
FBN, mas também podem representar sitios de recombinagdo genética. Este
processo de recombinacdo foi observado na construgéo de um mapa fisico de R. etli
(CFN42), no qual foram encontrados 700 elementos reiterados pertencentes a 200
familias diferentes (GIRARD et al,1991).

A recombinagdo pode ter indmeras conseqiéncias como: amplificagdes,
delegdes e co-integragdo de plasmidios (HUNGRIA et al, 1997). Estes rearranjos



15

génicos significam a base da variabilidade e, em alguns casos, da perda da
capacidade de nodular e/ou fixar o N2 (MARTINEZ-ROMERO, 1994).

A dinamicidade gendmica pode também possibilitar algumas vantagens como,
por exemplo, melhor adaptacao frente a alteragcdes do meio e incrementos nas taxas
de FBN (ROMERO et al., 1988)

3.7. INFECCAO E NODULAGCAO DAS RAIZES DE LEGUMINOSAS

A relagdo existente entre a planta hospedeira e o rizébio é de mutualismo ou
simbiose. Nesta relacdo ambas as espécies sdo beneficiadas com a associacdo. No
entanto, é essencial que ambas sofram mudancas prévias necessarias para 0
estabelecimento de uma associacdo benéfica. As mudancas na bactéria visam o
recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para prover ATP e poder
redutor para a fixacdo do nitrogénio. J4 as mudancas na planta hospedeira visam
assimilar a amobnia produzida pelas bactérias. A formacdo e 0 estabelecimento do
nédulo é um processo muito complexo, que ocorre em Varias etapas e que requer
uma ampla troca de sinais entre ambos os organismos (HUNGRIA et al., 1994)

(Figura 03).

Figura 3. Infeccdo e Nodulacéo de raizes de Leguminosas.
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Inicialmente, a planta hospedeira excreta sobre o rizébio compostos de agéo
quimiotatica (agucares, aminodcidos e acidos dicarboxilicos) que facilitam a
colonizacdo rizosférica e estimulam o crescimento bacteriano (HUNGRIA &
STACEY, 1997). Estes compostos atraem as bactérias até as raizes da planta
hospedeira que, em seguida, aderem- se aos pélos radiculares em um processo
estavel e irreversivel. O processo de aderéncia aos pélos radiculares da planta
ocorre em duas etapas. Na primeira as células bacterianas isoladamente aderem-se
a superficie radicular, provavelmente a sitios especificos. Em seguida, outras
bactérias aderem- se as que ja estdo presas aos pélos radiculares.
Simultaneamente & adesdo das bactérias inicia- se uma troca de sinais moleculares
entre os dois organismos (HUNGRIA et al.,1997). A planta hospedeira libera sinais
(principalmente, flavondides) que sao responséaveis pela ativacdo de genes rizobiais
de nodulacdo, nod, nol e noe (HUNGRIA et al., 1994). Assim, inicia-se a transcricédo
dos genes de nodulagdo na bactéria, que produzem sinais especificos para cada
planta hospedeira. Estes sinais produzidos pelas bactérias e codificados pelos
genes de nodulacdo foram identificados como oligossacarideos lipo-quitinicos
(LCO), denominados genericamente de fator “Nod” ou molécula sinal. As moléculas
sinal estimulam modificacbes radiculares como: deformacdo, aumento e
encurvamento dos pélos radiculares, formacdo de raizes curtas e grossas.
(HUNGRIA et al., 1994)

Em seguida, pela da extremidade do pélo radicular, ocorre a invaginacao da
membrana plasmatica e a posterior penetracdo dos rizébios na raiz. Ao redor do
local de penetragdo ocorre deposicdo de um material semelhante & parede celular,
chamado cordao de infeccdo sobre o qual bactérias proliferam-se (HUNGRIA et al,,
1997),

FIGURA 4 a. Pélo radicular sendo infectado por Rhizobium
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ApOs o0 estabelecimento dos ndédulos as bactérias transformam-se em
bacteridides (HUNGRIA et al.,, 1997), que sdo bactérias sem parede celular, com
maior volume e com uma membrana peribacteroidal, que controla o Intercambio de
metabdlitos entre as bactérias e a planta. Na seqléncia, genes de fixacdo sao
ativados, produzindo as enzimas relacionadas com a quebra da tripla ligagdo do
nitrogénio, iniciando-se efetivamente o processo de FBN (HUNGRIA et al., 1997),

A troca de sinais moleculares entre planta hospedeira e a bactéria constitui
um processo intenso e complexo, carecendo de uma ampliacdo do seu
entendimento para o desenvolvimento de novas tecnologias relacionadas a area de

Rizobiologia.

3.8. FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

A fixacdo biologica do Nitrogénio envolve uma complexa rede de reacles
quimicas (Figura 4). A nitrogenase ou dinitrogenase é o complexo enzimatico
responsavel por estas reacfes, ou seja, pela reducdo do N2 a ambnia (NELSON &
COX, 2002).

Figura 4b. Complexo Nitrogenase e a Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio.

Em Rhizobium e Bradyrhizobium foram encontradas dinitrogenases-molibdénio
(HUNGRIA, 1994). Este complexo enzimatico é formado por dois componentes. O

componente | é conhecido como redutase da dinitrogenase (proteina Ferro), sendo
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formada por um dimero de subunidades idénticas (y2). Estas subunidades sé&o
codificadas pelo gene nifH (EADY, 1991).

O componente Il é um tetrdmero a2&2, que possui 2 atomos de molibdénio, 30
de ferro e 30 de enxofre por tetrdmero. As subunidades a sdo codificadas pelo gene
nilD e a S pelo gene nifK (EADY, 1991). O componente Il é também conhecido como
dinitrogenase (proteina Mo-Fe).

Estima-se que sdo fixados anualmente no mundo cerca que 44-66 milhdes de
toneladas de N2, sendo que quase a metade € utilizada na agricultura (ALBERTON
et al.,2006). Diante do contexto atual, a FBN e a utilizacdo de tecnologias
relacionadas a este processo sdo de essencial importancia para a preservacao

ambiental e para o desenvolvimento de uma economia sustentavel.

3.9. A UTILIZACAO DE INOCULANTES

Umas das tecnologias baseadas na FBN é a utilizacdo de inoculantes em
diversas culturas de leguminosas. Este corresponde a todo o material contendo
microrganismos que atua favoravelmente no desenvolvimento das plantas
(EMBRAPA, 2007). Os inoculantes contém bactérias especificas para cada espécie
de leguminosa. Por este motivo, o produto preparado para uma leguminosa nédo
pode ser utilizado em outras espécies. Como 0 nitrogénio é um dos elementos
essenciais para o crescimento das plantas, a utilizagdo destes produtos atua de

maneira a aumentar a produtividade da cultura (Figura 5).

Figura 05. Planta a esquerda inoculada com bactérias do género Bradyrhizobium e planta a
direita sem inoculacédo. (Foto cedida por Lygia Galli Terasawa).
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O mercado brasileiro de inoculantes com estirpes de rizobio & um dos maiores do
mundo, tendo sido comercializados na safra 2001/2002, 14 milhdes de doses, sendo
que mais de 95 % destinados para a cultura da soja e cerca de 4 % para a cultura do
feijoeiro (CHUEIRO et al.,2003). Além do aumento da produtividade a utilizagio de
inoculantes promove outros beneficios, tais como: melhoria da qualidade dos solos,
redugao de custos, redugdo da quantidade de adubos nitrogenados e, conseqilente,
preservacdo ambiental (EMBRAPA, 2007)

3.10. BOX- PCR

A técnica da PCR (do inglés polimerase chain reaction) é um advento
relativamente recente na histéria da biologia molecular representado um dos
maiores passos das Ciéncias Biolégicas durante o século XX. Esta técnica é tao
importante que, em 1994, seu inventor ganhou o prémio Nobel, pois seu. feito
possibilitou o sequenciamento de genomas, a expressdo de genes recombinantes,
estudo de genética molecular, entre outros (MICKLOS et al, 2005). A técnica foi
desenvolvida por Mullis, et al. em 1987, que conseguiu desenvolver um mecanismo
que permitia obter copias especificas de segmentos especificos. Mullis conseguiu
essa especificidade introduzindo o conceito de primer de PCR e na utilizagao de
uma DNA polimerase termoestavel. A DNA polimerase escolhida foi a “Tag™
polimerase uma enzima termoestavel isolada de bactérias de fontes termais
Thermus aquaticus. Esta consegue manter- se estavel em temperaturas de até
117°C, com temperatura otimas de 72°C. Os primers, por sua vez, sao
oligonucleotideos, normalmente, de 20 pares de bases que s&o sintetizados in vitro.
Estes primers sio complementares as extremidades da regido de DNA que se
pretende amplificar, sendo, portanto, utilizados para iniciar a sintese de DNA nas
fitas simples geradas pelo aquecimento do DNA do genoma inteiro. (MATIOLI &
PASSOS-BUENO, 2003)

Em 1989 desenvolveu-se o termociclador automatico. A invengdo deste
equipamento trouxe maior agilidade e eficiéncia a teécnica.

A idéia basica da técnica de PCR é bastante simples. Trata-se de uma
metodologia in vitro que possibilita a reprodugdo de milhares de copias de um
determinado fragmento de DNA. Através desta técnica, uma seqliéncia particular de
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‘interesse pode ser amplificada, ‘tornando-se majofitaria na -amosis o8 THL
{MATIOL1 & PASSOS-BUENO, 2003).

A PCR permite que o DNA de uma regido selecionada do _genoma seja
amplificado um bithd3o de vezes. Cada ciclo duplica a quantidade de DNA do ciclo
anterior (crescimento exponencial). Apés cada ciclo da sintese de DNA os
fragmentos novos gerados servem como molde e, dentro.de poucos. ciclos o produto
predominante € uma unica espécie de fragmento de DNA, cujo comprimento
corresponde & distancia entre os dois iniciadores originais. Aproximadamente 20 a
30 ciclos de reag@o sdo suficientes para a amplificacdo efetiva do DNA. Estima-se
que ao final de 30 ciclos de amplificagdo existem, tipicamente, um milhdo de
moléculas do DNA de interesse para cada molécula molde original da amostra inicial
{(MATIOLI & PASSOS-BUENO, 2003).

A multiplicacdo destes trechos especificos se da aiternando- se a temperatura
entre: a desnaturagdo das cadeias de DNA genémico, anelamento. dos primers e
temperatura 6tima especifica da enzima: (72°C).

A analise genética por meio de PCR utilizando “primers” especificos. na
rizobiologia tem desempenhado importante papel nos estudos de diversidade
genética. Seqgiiéncias repetitivas intergénicas, de consenso, dispersas no genoma
bacteriano, conhecidas como ERIC, REP e BOX, geram padrdes altamente
caracteristicos. quando separados em gel de agarocse (DE BRUIJN, 1992,
VERSALOVIC at al, 1994). As sequéncias BOX possuem aproximadamente 154
pares de base, parecendo estar envolvidas na duplicagdo do DNA. Sua agao seria
com a DNA girase e terminagdo da transcricdo (MEHTA, 2000). Os padrbes de
amplificacdo sdo menos. complexos. que os obtidos com REP/ERIC, mas permitem
uma boa discriminagdo ao nivel de estirpe (OLIVE & BEAN, 1999).

A BOX-PCR é mais umas das variagdes que baseiam-se nos conceitos basicos
da PCR. Esta técnica utiliza-se de apenas um “primer” (como no RAPD), mas de
sequéncia conhecida. O resultado é a obtengio de varios padrées de bandas. e de
“fingerprints" gendmicos de individuos, variedades e populacGes. A analise dos
produtos da BOX-PCR permite estabelecer as relagdes filogenéticas entre diferentes

espécies.
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4. MATERIAL £ #2735

4.4, ‘MEIOS DE CULTURA

4.1.1. Meio YMA (VINCENT, "1970)

Manitot 10,00
K2HPO4.3H20 0,5¢g
NaCl 0,1g
MgS04 0.2g
Extrato de Levedura 1,0g
Agar 15.0g

Completou-se o volume para 1000mL com &gua destitada. O pH foi ajustado entre
6,7-6,9 com NaOH 1 mol/lL elou HCI 1IN conforme a necessidade. O meio foi
autoclavado e armazenado a temperatura ambiente. '

4.1.2. Meio YMA- Vermelho Congo

Adicionou-se ao Volume final de 1000 mL do Meio YMA 2,5 mL do corante
Vermelho Congo (1%). O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e 0 meio foi autoclavado e
armazenado a temperatura ambiente.
4.1.3. Meio YMA-Azul de Bromotimol

Adicionou-se ao Volume final de 1000 mL do Meio YMA 5 mL do corante Azul

de Bromotimol (0,5%). O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e o meio foi autoclavado e

armazenado a temperatura ambiente.
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4.14. Neio YMA-RosadeBesis

Adicionou-se do Volume final de 1000 mL do Meio YMA 0,003 g do fungicida
Rosa de Bengal. O pH foi ajustado entre 6,7-6,9 e o meio foi autoclavado e
armazenado & temperatura ambiente.

4.2. SOLUCOES E REAGENTES
422 NaCl025M

NaCl 14,619
Agua Milli-Q p/1000 mL
A solucao foi autoclavada e mantida.a 4 °C.

-4.2.3. Acetato.de Sédio 0,3 M

Acetato de Sédio Anidro 24,639
Agua Milli-Q p/1000 mL
A solugao foi autoclavada e mantida a 4 °C.

4.24. SDS 10%

Dodecil sulfato de sédio 10g
H20 Milli-Q p/100mL
A solucdo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.

4.2.5. Solugdo Salina 0,85%
NacCl 859

Agua Destilada. p/ 1000mL
A solucio foi autoclavada e mantida a 4 °C.
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37,22g

P20 e

Ajustou-se o para pHi 8,0 com a adicdo de NaOH 1h.

4.2.7. Tris HCI-EDTA (TE) 10:1

Tris-HCI 1M pH8,0
EDTA 0,5 M pH8,0
Agua Milli-Q

4.2.8. Tris HCI-EDTA (TE) 50:20
Tris-HCI 1M pH8,0
EDTA 0,5 M pH8,0
Agua Milli-Q
4.2.9. Tris HCI-EDTA (TE) 100:50
Tris-HC! 1M pH8,0
EDTA 0,5 M pH8,0
Agua Milli-Q
4.2.10. PBS
NaCl

Na2HPO4 anidro
Agua Destilada

imL
0,2mL
p/98.8 mL

SmL
4mL
p/ 91 mL

10mL
10mL
p/ 80 mL

1,745g
0,568q
p/ 100 mL

Ajustou-se o pH para 7,4 com HCI 1M. A solugdo foi autoclavada e mantida a 4°C.




A-enzima Taq DNA polimerase ulilizada nas rea¢bes de amplificagdo foi da

marca Invitrogen, na concentragdo de SU/ul.
4.2.12dNTPs

Os quatro -desoxirribonucleotideos (dAPT, dTTP, dGTP, dCTP) estoques
(100mM), foram diluidos em agua ultra pura a 2,5mM (solugdo de uso). Nas reacgdes
de amplificacao, a concentragao final utilizada foi de 0,2mM de cada dNTP.

4.2.13. Gel de Agarose (0.8%)

Agarose 0.8g
Tampao TBE1x 100mL

4.2.14. Gel e Agarose (1,5%)

Agarose 1.5g
Tampao TBE 1x 100mL

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

O marcador de peso molecular foi diluido no momento do uso na proporgao
de: 1ul de marcador : 1ul do tampsio da amostra : 4 pL de agua Milli-Q

autoclavada.

4.2.16. Marcador de peso molecular (DNA de fago lambda clivado com Hind Ili
Gibco)

O marcador de peso molecular foi diluido no momento. do uso na proporgao
de: 1uL de marcador : 1uL do tampdo da amostra : 4 ulL de agua Milli-Q

autoclavada:

J




4.2.17. Sotugdo de Brometo de Etidio (SAMBROTK s 3¢, 38223
De acordo com SAMBROOK et al. (1998), foram dissolvidos 1,0% (p/v) de
brometo de etidio em &gua destilada, agitando-se por varias horas. A solugéo foi

estocada a temperatura ambiente. Para revelagdo, diluiu-se S5yl em 100pL de agua
destilada.

4.2.18. Tampao de Corrida TBE 10x pH 8,0

Trizma base 544
Acido Bérico (H;BO3) 27.5g
EDTA 4,659
H.0 Milli-Q p/ 500mL

4.2.19. Tampao de Corrida TBE 1x pH8,0

TBE 10x 100 mL
Agua Milli-Q p/ 800 mL
4.2.20. RNAse

Foi preparada na concentragao de 10 mg/mL de Tris-HCL (pH 7,5) e 15 mM
de Na Cl, aquecida a 100°C por 15 minutos e estocada a.-20°C.

4.2.21. Proteinase K (20 mg/mL)

Adicionou-se- 200 mg de Proteinase K a 10 mL de Agua Milli-Q. A solugso foi
estocada a -20°C.




Adicioiou-se 5 mg de Lisozima & 1mbL de Tampao TE 100:50. A solugao foi
‘estocada a -20°C.

4.2.23. Solugao Nutritiva Livre de Nitrogénio

Solugdes estoques

1. CaCi2. 2H20 14,05¢g
Agua Destilada p/1000mL
2. KH2PO4 68,05g
Agua Destilada p/1000mL
3. Fe-EDTA 3,679
MgS04.7H20 61,65g
K2S04 43,50g
MnSO4.H20 0,169g
Agua Destilada p/1000mL
4. H3PO3 0,124g
ZnSO4.7H20 0,144g
CuSO4. 5H20 0,05g
NaMo04.2H20 0,0553¢g
Agua Destilada p/1000mL

Adicionou-se 1,0 mL de cada solugdo estoque para um volume final de
1000mL de Agua destilada. O pH foi ajustada para 6,8 e a solugao foi autoclavada.

4.3 EXPERIMENTO A CAMPO

Utilizou-se variedades de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cv Goiano
Precoce (GP) e o cv Diamante Negro (DN), de origem andina e mesoamericana,
respectivamente. O plantio foi realizado na empresa de melhoramento Semilia —

Genética e Melhoramento, localizada em Bateias, Campo Largo, PR.




O ciltivo a campo foi feito com desinfestagao prévia das semantes, ¢hisasns
alcool comercial {3 minutos), hipoclorito de sédio a 10%(1 minuto) e agua deionizada
esteril (6 lavagens), conforme VINCENT (1970). Foram realizadas trés épocas de
plantio, com intervalo de uma semana, para escape de geadas extemporaneas. e
periodos de baixas temperaturas, que afetam tanto o desenvolvimento das plantas
quanto a nodulagao.

O plantio das sementes foi distribuido em duas linhas de 4,0 m para cada
uma das duas variedades, contendo uma planta a cada 20 centimetros, totalizando
20 plantas por linha. Cerca de quarenta dias apés o plantio, foram coletadas as
raizes das plantas para o isolamento dos rizébios a partir de 50 nodulos destacados
ao acaso, por variedade, compondo a primeira colegdo de isolados ICA (isolados de
campo).

4.4 EXPERIMENTOS EM VASOS CONTENDO SOLUCAO NUTRITIVA ISENTA i
NITROGENIO

4.4.1 NMP (NUmero mais Provavel)

Para a montagem desse experimento utilizaram-se vasos com capacidade
para 500mL, preparados com solugdo nutritiva estéril isenta de nitrogénio (Itern
4.2.23), papel absorvente poroso utilizado como suporte para a planta, papel
aluminio para cobertura. Apés a montagem os vasos foram esterilizados a 121°C e
1,5 atm, durante 20 minutos (Figura 06) (ANDRADE & HAMAKAWA, 1984).

As sementes foram desinfestadas utilizando alcool comercial, hipoclorito de
s6dio a 10% e agua deionizada estéril, conforme VINCENT (1970) e mantidas em
estufa a 22°C por trés dias. Apds a pré-germinagdo as sementes foram transferidas
para 0s vasos vasos.

Figura 06. Vasos contendo solugdo nutritiva isenta de Nitrogénio
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Para a diluigdo seriada de solo para produgao de inéculo, foi amostrads ©
eSS4 do -experimento a .campo (item 4.3). Para tanto se preparou uma
suspensdo com 10 g da amostra de solo diluida.em 95 mL .de solugado de NaCl a
0,85% que, -apbs agitacdo por 30 minutos, seguiu -a série de diluicdo até 103

A inoculagao foi realizada aproximadamente 5 dias apés a transferéncia das
sementes. pré-germindas para 0s vasos. De cada passo da série de diluicdes foi
retirada uma aliquota de 500uL que foi inoculada na regido da radicula de cada
planta. Cada fator de diluicdo teve quatro repeticdes para cada uma das duas
variedades representantes de cada centro de origem (Andino e Mesoamericano),
resultando num total de 64 vasos (dois centros de origem x oito fatores de diluigdo x
quatro repeticdes). Os vasos foram mantidas em casa de vegetacdo na Empresa
Semilia —~Genética e Melhoramento.

A diluicdo em série deste solo permitird quantificar a populagdo bacteriana
presente usando o metodo NMP, numero mais provavel (SOMASEGARAN &
HOBEN, 1985).

4.4.2. Vasos de Leonard

Para a montagem dos vasos foram utilizadas garrafas de vidro com volue
de aproximadamente 1000 mL, solugdo nutritva isenta de nitrogenio (item 4.2.23),
mistura de areia e vermiculita(1/2, vi), papel aluminio e gases. Depois de
preparados os vasos foram esterilizados por 121°C e 1,5 atm, durante 20 minutos
(Figura 06) (ANDRADE & HAMAKAWA, 1994) (Figura 07).

Em cada vaso foram plantadas duas sementes dos cv Goiaino Precoce
(andino) e cv Diamante Negro (mesoamericano), desinfestadas com aicool comercial
(3 minutos) e hipoclorito de sédio a 10% (1 minuto) e agua deionizada estéril (6
lavagens). Para a diluicdo seriada de solo para o inéculo das duas variedades da
feijoeiro, foi amostrado o mesmo solo do experimento a campo (ltem 4.3).
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Figura 07. Montagem dos vasos de Leonard

Preparou-se uma suspensao com 10 g da amostra de solo diluida em 95mL
de solucdo de NaCl a 0,85% que, ap6s agitacdo por 30 minutos com pérolas de
vidro, seguira a série de diluicdo até 10*\

A inoculacédo foi realizada aproximadamente 10 dias apds o plantio, quando
as sementes ja haviam emitido a sua parte aérea. Nos vasos foi inocutado 1 mL por
semente da cultura de cada tratamento. Para este experimento utilizou apenas os
fatores de diluicdo 10'2e 10™

Cada fator de diluicdo teve duas repeticdbes para cada uma das duas
variedades representantes de cada centro de origem (Andino e Mesoamericano),
resultando num total de 16 vasos (dois centros de origem x quatro fatores de diluicdo
x duas repeticdes). Os vasos foram mantidas em casa de vegetacdo na Empresa
Semilla-Genética e Melhoramento, sendo que a solugdo nutritiva (item 4.2.23) era

reposta a cada sete dias.

4.5. ISOLAMENTO

Os nodulos foram destacados das raizes das plantas com pincas e, em
seguida, lavados sob agua corrente. Em uma placa de ELISA, os ndédulos foram
desinfestados com hipoclorito de so6dio a 10% (1 minuto), alcool comercial (3

minutos) e dgua deionizada estéril (6 lavagens) (Figura 08).



c 0? Desinfestacio dos nédulos coletados. As setas indicam os nédulos.

Na ultima lavagem com agua deionizada estéri! os nddulos foram mascerados
e transferidos para uma placa contendo meio YMA- Rosa de Bengal e cultivados
durante cinco dias a 28°C. As placas que apresentassem crescimento bacteriano,
livre de contaminacédo, tiveram suas bactérias transferidas para placas contendo
meio YMA-Vermelho Congo. Apds a confirmacdo do isolamento de bactérias do
género Rhizobium, pela analise da ndo absorcdo do corante vermelho Congo a

colecédo foi montada.

4.6. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS COLONIAS

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

cada litro), que é indicador de pH.

4.6.1. Coloracdo de Gram

Todo material isolado foi submetido ao teste de Gram a fim de verificar, sob
MO (microscépio Optico), a morfologia de bacilos Gram-negativos, caracteristica
deste grupo de bactérias.
¢ Preparo do esfregaco (diluido em uma gota de agua destilada) em
lamina.
e Esperar Secar

* Fixar trés vezes na Chama
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o Cobrir 0 esfregago.com Violeta de‘Genciana por 2 ssifssss
o ‘Escorrer o excesso e cobrir com lugol por 1 minuto

o ‘Lavar para retirar o excesso de corante

o Descorar com alcool comercial por 15 segundos

o Lavar e cobri com Fucsina basica por 4 minutos.

« Lavar.e-deixar secar ao ar

« Observar em Microscopio Optico em Objetiva de Imersao.

4.7 EXTRAGCAO DO DNA.TOTAL

O DNA dos isolados foi extraido como descrito por KASCHUK et al.(2005),
com algumas modificagfes. As bactérias foram crescidas em tubos de 2,0 mL
contendo meio liquido YMA e mantidas sobre agitacdo durante trés dias a 28°C.
Apés o crescimento a cultura de bactérias foi centrifugada a 15000rpm por 20
minutos e, lavadas por trés vezes com PBS. Apds a ultima lavagem o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 500uL de TE 50:20 (50
mM de Tris, pH 7,5; 10 mM de EDTA, pH 8,0)

Em seguida, adicionou-se 50ul. de SDS 10%, 10pL de Lisozima (5mg/mL de
agua, mantida no congelador), 5ulL de Proteinase K (20mg/mL de agua, mantida no
congelador) e 1pL de RNAse (10mg/mL). A mistura foi homogenizadas e e seguia a.
incubagdo a 37°C por uma hora (até clarear). Apés a incubagcdo, com uma
micropipeta de 1000uL homogenizou-se a mistura, com movimento de
succ¢dofliberacdo a fim de retirar a viscosidade. A seguir foi acrescentado 30ul de
NaCl 0,25M e 60 pL de AcNa 0,3M. As amostras foram bem homogeneizadas e
deixadas em repouso por 1 hora a 4°C

Em seguida, centrifugou. a 12000rpm por 15 minutos e recolheu-se o
sabrenandante, que foi transferido para tubos de 1,5 mL noves e adicionou-se 2
vezes a volume de Etanol 95% (a frio). Incubou-se a. -20°C ovemight. No dia
seguinte, apés as amostras serem centrifugadas novamente a 12.000 rpm por 15
minutos, o etanol foi descartado e-os precipitados colocados para secar em estufa. a
37°C por 30-40 minutos e, em seguida, ressuspensos em TE 10:1. O DNA extraido
foi estocado a -20 °C. Todas as solucdes foram previamentes autoclavadas.




O DNA obtido foi quantificado e sua integridade verificada por eletroforese-em
2 7o ‘agarose 0,8% (ltem 4.2.13), e visualizada com brometo de etideo (ltem

=

4.2.17.) sob luz uitra-violeta e fotografados com aparato Kodak Digital Science 120.

4.8. OTIMIZACAO DA BOX-PCR

A caracterizacdo gengética foi realizada através da amplificagdo por PCR,
Invitrogen™).

Para a otimizacao da BOX-PCR, tanto as concentracdes de DNA, como de
dNTP e primers foram testadas. Os ciclos utilizados também foram testados até se
condicdes descritas por KASCHUK et al. (2005), contendo: 50ng da DNA, tampao
PCR 1x, 0,3 U de Tag DNA polimerase, 0,1 mM de primers, 0,5 mM de cada dNTP,
24 mM de MgCl: e um volume final de 25 pl. A amplificagdo seguiu uma
desnaturagao inicial a 95° C por 7 minutos; 35 ciclos de 1 min-a 94° C, 1 minuto a_
53° C, e 1 minuto a 72° C; e extens3o final de 4 minutos a 72° C. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese a 98V em gel de agarose 1,5%
(4.2.14), em tampdo TBE 1 X que, apés 3 horas, foi corado com brometo etidio
(4.2.17) e visualizado em um transluminador com ldmpada- UV. Os geis foram
- fotografados por uma camera digital Kodak Digital Science 120.

4.9. ANALISE DE CLUSTER

As andlises de “cluster” dos produtos de amplificacdo com BOX-PCR serao
submetidas ao programa de analise Bionumerics (Applied Mathematic, Kortrijk,

Group Methad, Método de agrupamento de Médias Aritméticas) e com o coeficiente
de Jaccard (J) (SNEATH & SOKAL, 1973), com uma tolerancia de 2%.

4.10. DIVERSIDADE GENETICA

indices de diversidade (SHANNON & WEAVER, 1949) e de riqueza
(MARGALEF, 1958), serdo estimados baseados no nuimero de isolados
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pertencentes ao grupo de perfis BOX-PCR, considerando 70%_de similaridade na
analise do cluster com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard (J).

4.11. MATERIAL BIOLOGICO.

O material bioldgico utilizado neste trabalho compreende uma colegdo de 88
isolados de bactérias isoladas feijoeiro comum do género Rhizobium, e quatro
estirpes de referéncia. A colegdo foi montada a partir dos isolados do solo no
experimento a campo (ICA) e conservadas a 4° C em tubos contendo meio YMA
(Tabela 01).

TABELA 1: CODIGO.DAS. LINHAGENS E ORIGEM.

Cddigo Origem Total

Diamante Negro Mesoamericana 48
£N2, DN3, DN7, DN8, DNS, DN10, DN11, DN12,
DN15, DN16, DN18, DN19, DN20, DN21, DN23,

DN24, DN33, DN35, DN36, DN38, DN42, DN44, SEMILIA- Genética e
DN45, DN49, DN5S0, DNS1, DN52, DN53, DN51, Me'm'a'ge,g;?;’ Parang-

DNS2, DN53, DN54, DN44, DN56, DN58, DNS9,
DN60, DN61, DN62, DN 63, DN. 65, DN66,
DN67, DN70, DN71, DN72, DN 74, DN75.

Goiano Precoce Andina 40
GP1, GP2, GP3, GP4, GP5, GP7, GP8, GP9,

' GP10, GP11, GP12, GP13, GP14, GP15, GP17,
GP18, GP19, GP20, GP22, GP23, GP24, GP25, SEMILIA-Genética e
GP26, GP27, GP28, GP29, GP31, GP32, GP33, Melhoramento/ Parana-Brasil_
GP34, GP35, GP36, GP40, GP41, GP42,GP43,
GP44, GP45, GP46, GP47

Linhagens Referéncia’ 04

Rhizobium tropici type B CIAT 8399 Colémbia_

Rhizobium tropici type A CFN 299 Méx¥en

Rhizobium tropici PRF 81 Brasil

Rhizobium etli bv phaseoli CFN 42 México

Total B} 92

Linhagens gentilmente cedidas pela Embrapa Soja-Londrina/Pr
Fonte: A autora. g



34

5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO A CAMPO

O primeiro plantio a campo foi realizado no més de Agosto, coincidindo com o
inverno (Figura 09). Por este motivo muitas das plantas ndo sobreviveram, resistindo
apenas algumas plantas da cv Diamante Negro. No segundo e terceiro plantios foi
montada uma estrutura em forma de arco coberto com um material plastico, com o
objetivo de proteger as plantas das geadas, que funcionava como uma estufa
(Figura 09). Esse procedimento foi bastante favoravel, pois as plantas
apresentaram-se mais vigorosas e suas raizes desenvolvidas com bastante nédulos.
De modo geral, as variedades de feijao Diamante Negro apresentavam mais nédulos

que as variedades de Goiano Precoce.

Figura 09. Primeira (A) e segunda(B) época de Plantio.

Figura 10. Coleta dos Nodulos
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5.2. NMP (NUmero mais proséfirs?/

A montagem desse experimento ocorreu no més de Outubro, coincidindo com
um periodo de elevada temperatura. As sementes pré-germinadas demoraram mais
tempo que o esperado (7 dias) para emitir as plantulas. Apés sete dias do plantio, os
vasos foram retirados da casa de vegetacao e colocados no laboratorio da Semilia-
Melhoramento e Genética, onde a temperatura estava mais adequada em torno de
22°C (Figura 11).

Figura 11. Transferéncia do experimento da casa de Vegetacao (a esquerda) para o
Laboratorio (a diTeada)

ApOs as transferéncias as plantas iniciaram o crescimento, mas apos 10 dias
observou-se uma grande debilidade das plantas e uma evidente deficiéncia de
Nitrogénio (Figura 12). As poucas plantas que resistiram foram coletadas e suas

raizes ndo apresentaram nodulo (Figura 12).

Futura 12. Planta com evidente deficiéncia de Nitrogénio e auséncia de nédulos nas raizes.
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5.3. VASOS DE LEONARD

Os vasos de Leonard, como os de NMP, também foram mantidos
inicialmente em casa de vegetacdo e apods transferidos para um ambiente com
temperatura mais estavel. Inicialmente as plantas se desenvolveram bem, mas a
partir do 15 dias comecaram a apresentar uma nitida deficiéncia de nitrogénio, com
amareliddo das folhas (Figura 13). As plantas que resistiram foram coletadas e nao

apresentavam nodulos.

Hgura 13. Plantas com deficiéncia de nitrogénio em Vasos de Leonard
5.4. ISOLAMENTO
Apenas nodulos do experimento a campo (ICA) foram coletados devido a
auséncia de nbédulos nos experimentos em Vaso (ISN). Foram coletados
aproximadamente 120 nédulos, sendo que apenas 88 isolados foram resgatados,
dando origem a colecédo apresentada na TABELA 01.

5.5. CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Todos os isolados apresentaram crescimento rapido, com periodos variando

de dois a cinco dias (Figura 14).

Figura 14. Isolados de Rhizobium de Diamante Negro no Segundo dia de Cresorrterfc
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As bactérias foram analisadas quanto a morfologia colonial (cor, mucosidatte,
transparéncia, diametro, forma, bordo e elevacdo), capacidade de acidificar ou
basificar o meio e coloracdo de Gram. As bactérias apresentaram-se bastante
homogéneas na caracterizacdo morfolégica, sendo que a amplitude de variacdo do
didmetro das colbénias variou entre 0,3cm a 2,2cm. Todas apresentaram-se
esbranquicadaa e opacas, com formato circular, bordos lisos, consisténcia cremosa.
A elevacao das colbnias variou de convexa baixa a convexa elevada, e a producéo

de goma de moderada a alta (Figura 15)

Rfjsra IS. Morfologia Colonial
Todos os isolados acidificaram o meio e foram identificadas como bacilos e

Gram Negativos (Figuras 16)

Figura 16. A esquerda Bradirhizobium, no centro controle e a direita isolado de Rhizobium.

A cor verde indica pH Neutro, a azul pH bésico e a amarela pH acido.

ngsra 17. Bacilos Gram Negativo



5.6 EXTRACAO OEt»EA

O DNA de todas as amostras foi extraido, quantificado e sua integridade
verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (item 4.2.13), conforme mostra

as FIGURAS 18,19, 20e21.

M 234567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 M

Figura 18. Gel de Quantificacdo. M: marcador de peso molecular DNA X/Hind\\. Amostras
do 1-26 isolados de Diamante Negro.

Figura 19. Gel de Quantificagdo. M: marcador de peso molecular DNA )JHind\\\. Amostras
do 1-26 isolados de Diamante Negro, amostras do 9-28 isolados de Goiano Precoce.

M I 7 34567 8 9 101117 1314151617 18197071 77 737475267778 M

Figura 20. Gel de Quantificacdo. M: marcador de peso molecular DNA KJHind\\. Amostras
do 1-21 isolados de Goiano Precoce, amostras do 22-28 isolados de Diamante Negro.

M1237167~S o 10 1122 m J

Figura 21. Gel de Quantificacdo. M: marcador de peso molecular DNA X/HincM. Amostras
do 1-8 isolados de Diamante Negro. 9) CIAT 899,10)CFN 299, 11)PRF81 e 12)€F!*41.



5.7 OTIMIZACAO OA BOa f*CR

5.7.1 Teste da Diluicdo do primer BOX-AIR

Com o objetivo de otimizar a reacdo de amplificacdo, testou-se qual a
diluicbes do primer BOX-AIR seria mais adequada. Foram testadas as diluicbes

2pM e 4 pM. A diluicdo de 2pM promoveu a amplificacdo das amostras (Figura 22).

L1234567 89B1234567 89BM

2pM 4pM

Figura 22. Ladder: marcador de peso molecular Ladder de 100pb. Amplificacdo das
amssé&as quando utilizado primer diluido em 2pM.

5.7.2 Teste da Diluicdo do DNA

Como observado nos géis de quantificacdo de DNA (Figura 18 a 21) existem
diferentes padrdes de bandas. Foram identificados cinco padrBes basicos de
bandas: bandas muito fortes, bandas Moderamente fortes, bandas pouco Fortes,
bandas Fracas e auséncia de banda. Partindo das analises dos géis de
quantificacdo realizou-se uma BOX-PCR com trés diluicbes diferentes de cada

padrdo de Banda (Figura 23).
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L B12 3456 7891011121314151617181920 BL

Figura 23. L. marcador de peso molecular Ladder de 100pb. B: Branco; 1)DN50 1/20; 2)
DN50 1/50; 3) DN50 1/100; 4) GP1 1/5; 5) GP1 1/10; 6) GP1 1/20 7) DN57 conc.; 8)DN57
1/5; 9) DN57 1/10; 10) DN12 1/100; 11) DN12 1/200; 12) 1:300; 13)DN34 1/50, 14)DN34
1/100; 15) DN 34 1/200; 16)DN2 1/20; 17)DN2 1/50; 18)DN2 1/100;19)GP8 1/20 e GP8 1/50.

5.8. BOX-PCR

A partir das andlises dos testes e da otimizagdo, realizou-se duas
reacbes de BOX-PCR. As amostras que ndo continham bandas nos géis de
quantificacdo de DNA e ndo amplificaram nas Box-PCR testes foram
descartadas das demais analises.

As reacbes de amplificacdo correspondem a cada um dos centros de
origem, Andino e Mesoamericano. Cada reacdo de amplificacdo possuia dois
conjuntos das linhagens de referéncia (Figura 24 e 25). Devido ao primer BOX
AIR utilizado ser muito velho percebe-se um rastro nos géis resultantes da

amplificacdo por PCR.
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Hogura 25. Padrbes ¢ Bandas obtidos par BOX-PCR @ isolados @& Diamante Nego (C.O.Mesoamericano). L marcador & peso
molecular Ladder c¢ 100pb. B Branco; R1) AT 899; R2) FRF 81; R3) N 42, R4) (N 299; 1a £ isolados @ solo.



5.9 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Para andlise da diversidade genética foram utilizados os programas
NTSys, Arlequim e Bood. Os dendogramas obtidos estdo representados
pelas FIGURAS 26 e 27.
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Figura 26 . Dendograma mostrando linhagens de rizdbios isolados de feijdo
comum Goiano Precoce (C.0.AndinO), depois da andlise de cluster dos produtos
usando UPGMA algoritimo e coeficiente de Jaccard.
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Figura 27. Dendograma mostrando linhagens de rizobios isolados de feijdo
comum Diamante Negro (C.0.Mesoamericana), depois da andlise de cluster dos
produtos da usando UPGMA algoritimo e coeficiente de Jaccard..




6. DISCUSSAG

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de feijao comum, a
sua produtividade ainda é baixa. Um melhor entendimento da relacéo
simbiética entre estirpes de rizdbios e as variedades da planta hospedeira,
pode contribuir com uma_diminuicdo de custos e com o _desenvolvimento
de uma economia sustentavel (GRANGE et al, 2006). Assim, a busca por
interagbes mais estaveis e eficientes pode aumentar a produtividade da

O isolamento dos rizébios colonial evidenciou homogeneidade das
caracteristicas  morfofisiolégicas das estirpes, confirmando o esperado,
uma vez que pertencem ao mesmo género de bactérias..

Os resultados deste trabalho, com os experimentos em vaso,
estavam sendo_nutridas_apenas com uma solugao nutritiva isenta de
nitrogénio, a unica fonte possivel de fornecimento desta molécula seria a.
associacao simbidtica com rizobios presentes na diluicdo do solo. Apesar
da inoculagdo, as plantas continuaram a apresentar d_e_ﬁciénci_aﬂ em seu
desenvolvimento, indicando que provaveimente a concentragao de rizébio
do solo coletado € muito baixa. Assim quando ocorreu a diluicdo do solo,.
para a producdo de inoculo, reduziu-se ainda mais o numero de bactérias
capazes de atingir o sitio nodular. De fato a quantidade de nédulos
resgatados a campo, foi de baixa freqiéncia (média de 1,5nédulo/planta).
Como resultado esperado nao houve a resposta nodulatdria em vasos de
Leonard.

O estudo da diversidade genética, por meio_analise de cluster des
perfis gerados por BOX-PCR, apresentou resultados contrastantes entre
importante salientar que tais. diferengas ndo correspondem ao tratamento
metodolégica a que foram submetidas, pois estas condi¢cdes foram
idénticas a ambos_os centros de origem. A diferenca reside na origem
evolutiva das plantas representativas de cada centro.



A BOX-PCR de 42 isolados do centro Mesoamericano gerou :um
dendograma com um valor de confiabilidade superior a 70%, mostrando
que 40 dos 42 isolados agruparam-se com 67,22% de similaridade.
Interessante notar que nenhuma das linhagens de referéncia (CFN 41,
CFN. 299 e CIAT 899) localizou-se no mesmo agrupamento da linhagem
indigena (PRF 81). Ainda observa-se a formac&o de trés grandes grupos:
o primeiro contendo todos os padrdes exoéticos e mais 12 isolados
agrupados com um nivel de similaridade de 60,10%; um segundo.
contendo 19 isolados associados ao primeiro com um.nivel de similaridade
de 50,19%; e um terceiro grupo contendo o padrao_autoctone e mais 5
isolados agrupados com nivel de similaridade de 60,10%. Este ultimo
grupo_associou-se aos outros dois com um nivel de similaridade de
67,22%.

Por outro lado, a BOX-PCR de isolados do Centro Andino gerou um
dendograma com um valor de confiabilidade de 67,76%. Este valor
impossibilita inferir hipéteses a respeito da relagdo entre os isolados,
podendo ser um indicativo de uma_ alta variabilidade genética entre os.
isolados de plantas representantes deste centro de origem. O presente
resultado impossibilita a associagao destes em agrupamentos confiaveis..

Analisando-se comparativamente os dendogramas obtidos em cada
centro de origem pode-se dizer que os isolados do centro de origem
mesoamericano_apresentam-se mais homogéneos do que os isolados_ do.
centro de Origem Anding.

ALBERTON et al.(2006) realizou um experimento com o objetivo de
avaliar a diversidade genética de isolados do feijoeiro IAPAR 81 (C.O.
Mesoamericano) por meio de dois tratamentos diferentes: isolados do solo.
e isolados de vasos contendo solucéo nutritiva isenta de nitrogénio (Vasos.
de Leonard), inoculados com solo diluido com fator 10?‘ . A anadlise
comparativa dos resultados evidenciou que existe uma maior variabilidade
genética nos_isolados dos vasos do que nos do solo. Isso € explicado.
devido a menor concentracdo de bactérias competidoras encontradas no
inéculo, como_R. tropici que bloqueia a nodulag@o de outras estirpes de_
rizébios. O dendograma obtido por ALBERTON et al. (2008), por meio da

ity




analise de cluster dos perfis gerados por BOX-PCR dos isolados de vaso €
muito semelhante ao dendograma obtido neste trabalho para a mesma_

dendograma, tal como no obtido para isolados de Diamante Negro
(C.O.M), nenhuma das linhagens de referéncia localizou-se no mesmo
agrupamento da linhagem indigena (PRF 81).

Gengtic Distance (BOX-PCR)
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Figura 28. Dendograma extraido do trabalho de ALBERTON et al. (2006)
mostrando linhagens de rizébios isolados de feijdo comum IAPAR 81
(C.O.Mesoamericano), isolados de vasos inoculos com diluicdo de solo10™ |
depois da anilise de cluster dos produtos da usando UPGMA algoritimo e
coeficiente de Jaccard.



Partindo do pressuposto de que a concentragdo de rizébios -dos
solos utilizada para a produgdo de inéculos neste experimento é muito
destas bactérias encontradas na diluicdo de solo 10 dos experimentos de
ALBERTON et al. (2006).

Assim, pode-se dizer que para uma mesma concentragdo de
bactérias, os isolados do feijoeiro de C.O. Andino (C.O.A.) expressam
maior djvg[sidade_genética do que os isolados do C.O Mesoamericano
(C.0.M.). Neste trabalho a cv Diamante Negro (C.0.M), demonstra possuir
maior especificidade na relagdo simbidtica. com os isolados do que a cv
Goiano Precoce (C.0.A), que demonstra ser mais promiscuo..

Como ja discutido a manutengdo da simbiose esta intimamente
relacionada a associja¢des estaveis da planta x bactéria. Assim, estudos
mais aprofundados a respeito da maior especificidade de feijoeiros
implicariam numa maior estabilidade simbiética.

O resultado encontrado neste estudo indicou que os feijoeiros do
C.0.M. seriam mais _indicados para trabalhos de seleg¢do de estirpes, em
funcado de sua maior estabilidade e consequente beneficio da FBN. Este se
reflete através de incrementos nos indices de produtividade associados a
reducdo de custos para a manutengao e viabilizagéo da cultura do feijoeiro.
no Brasil.

£

29
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7. CONCLUSAO

A otimizacdo da BOX-PCR foi eficiente, permitindo a amplificacao

das amostras isoladas.

» Os.isolados de feijoeiro comum de dois centros de origem diferentes
apresentam caracteristicas morfofisiolégicas homogéneas..

e A concentragcdo de rizobios presentes no solo utilizado neste
simbidtica.com plantas isca quando. o mesmo é diluido.

e Ocorreu uma maior variabilidade genética de rizébios que nodulam.
feijoeiros de origem Andina.

o Feijoeiros de origem Mesoamericana parecem estabelecer relagbes

mais estaveis com rizébios, indicando o sentido da selegao para

combinagbes mais eficientes para a FBN..
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