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SELECAO DE RIZOBIOS E EFEITO DO NITROGENIO NA
SIMBIOSE COM ALFAFA E CORNICHAO'

Autor: Marcos Roberto Dobler Stroschein

Orientador: Prof. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

As espécies forrageiras alfafa e cornichdo sdo importantes plantas utilizadas
durante o periodo hibernal nas pastagens do Rio Grande do Sul, reunindo
caracteristicas desejadas, como alto valor nutritivo, elevada producdo de
forragem, boa aceitabilidade e digestibilidade. No entanto, no Brasil, existe uma
caréncia de trabalhos que visem a selecdo e caracterizagdo de estirpes de
rizobio em alfafa e cornichdo que sejam mais competitivas e tenham alta
capacidade de nodulacgéo e fixagdo de nitrogénio. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi selecionar rizébios eficientes na fixagcao bioldgica de nitrogénio em
simbiose a Lotus corniculatus e Medicago sativa. Especificamente, os objetivos
sao: (a) isolar e caracterizar genética e fenotipicamente rizébios isolados de
alfafa e cornichdo; (b) avaliar a producéo de acido indol-acético e sua influéncia
na germinagao de sementes de arroz; (c) selecionar rizébios mais eficientes em
alfafa; (d) selecionar a campo rizobios para cornichdo; (e) avaliar o efeito do
nitrogénio na simbiose de rizébio e alfafa. Foram realizados experimentos, em
casa de vegetacao, em laboratério e a campo, com plantas de L. corniculatus e
M. sativa. Os rizbbios isolados de alfafa foram identificados como pertencentes
as espécies de Sinorhizobium meliloti e Rhizobium sp. Alguns isolados de
alfafa foram capazes de produzir acido indol-acético e estimular o crescimento
de sementes de arroz. Os isolados UFRGS Ms98, Ms63, Ms208 e Ms204
apresentaram indice de eficiéncia relativa da fixagdo de nitrogénio superiores
aos das estirpes recomendadas para inoculagdo de M. sativa, indicando um
bom potencial destes isolados para estudos a campo. O isolado de rizébio
nativo UFRGS Lc322 e a estirpe U510 foram mais eficientes na fixacao
bioldgica de nitrogénio, em condicbes de campo, do que a estirpe SEMIA 816,
recomendada para cornichdao no pais. O aumento da dose de nitrogénio afetou
a interacdo entre rizébios e alfafa, no entanto foi possivel selecionar o isolado
UFRGS Ms208 como mais tolerante ao nitrogénio mineral.

! Tese de doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (140 p.)
Abril, 2011. Trabalho realizado com apoio financeiro da CAPES e do CNPq.

Vi1



RHIZOBIA SELECTION AND NITROGEN EFECTS
IN THE SYMBIOSIS WITH ALFAFA AND BIRDSFOOT'

Author: Marcos Roberto Dobler Stroschein

Adviser: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT

Alfalfa and birdsfoot forages are important plants used during the pastures’
hibernal period of Rio Grande do Sul, gathering desired traits such as high
nutritional value, high forage production, good acceptability and digestibility.
However, in Brazil, there is a lack of studies aiming the selection and
characterization of Rhizobium strains in alfalfa and birdsfoot that are more
competitive and have high capacity for nodulation and nitrogen fixation. Thus,
the objective of this study was to select Rhizobia efficient in biological nitrogen
fixation in symbiosis with Lotus corniculatus and Medicago sativa. Specifically,
the objectives were: (a) to isolate and characterize genetically and
phenotypically Rhizobia from alfalfa and birdsfoot; (b) to evaluate the production
of indole acetic acid and its influence on germination of rice seeds; (c) to select
the most efficient Rhizobia in alfalfa; (d) to select Rhizobia for birdsfoot in field:;
(e) to evaluate the effect of nitrogen in the symbiosis of Rhizobium and alfalfa.
Experiments were performed, in a greenhouse, in laboratory and in field
conditions, with L. corniculatus and M. sativa. The Rhizobia isolated from alfalfa
were identified as belonging to the species of Sinorhizobium meliloti and
Rhizobium sp. Some strains of alfalfa were able to produce indole acetic acid
and stimulate the growth of rice seeds. The isolates UFRGS Ms98, Ms63,
Ms208 and Ms204 showed efficiency index for nitrogen fixation higher than the
strains recommended for inoculation of M. sativa, indicating a good potential of
these isolates for field studies. The isolated of the native Rhizobium UFRGS
Lc322 and the strain U510 were more efficient in nitrogen fixation in field
conditions than SEMIA 816 strain, recommended for birdsfoot in the country.
The increasing in the nitrogen dose affected the interaction between Rhizobia
and alfalfa, but it was possible to select UFRGS Ms208 isolate as the most
tolerant to mineral nitrogen.

" Doctoral thesis in Soil Science. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia do Solo, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (p. 140) April, 2011.
Work performed with financial support from CAPES and CNPg.
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1. INTRODUCAO GERAL

A diversidade dos micro-organismos tem sido explorada ha muitos
anos, visando a obtengao de diversos produtos biotecnoldgicos, destacando na
agricultura a fertilizagcdo de solos através da fixacao biolégica de nitrogénio
atmosférico, acdo de fungos micorrizicos e a atividade de micro-organismos
promotores de crescimento vegetal. Dentro dos micro-organismos capazes de
realizar a fixacao bioldgica de nitrogénio, destaca-se o grupo dos rizdbios que
estabelecem simbiose com leguminosas. A fixacdo biolégica do nitrogénio
atmosférico € um dos processos microbianos mais bem estudados e
explorados tecnologicamente relacionados a agricultura.

A inoculagdo de sementes de leguminosas com bactérias
diazotroficas é pratica comum em varios paises. No Brasil, a inoculacao da soja
(Glycine max L. (Meril.)) com estirpes de Bradyrhizobium japonicum propicia
economia em fertilizantes nitrogenados. Esta eficiéncia na fixacao biolégica de
nitrogénio por esses micro-organismos se deve em boa parte ao melhoramento
vegetal direcionado e de diversos trabalhos de selecao de rizobios adaptados
as condicdes dos edafo-climaticas brasileiras. Outra vantagem da fixagéao
bioldgica de nitrogénio esta relacionada com a questdo ambiental. A reducéo
da aplicagdo de nitrogénio no solo também diminui a poluicdo dos recursos
hidricos, principalmente com nitrato. Além disso, a fabricagao de fertilizantes
nitrogenados industriais & energeticamente muito dispendiosa, pois depende da
queima de combustiveis fosseis, para a obtencdo de elevadas pressdes e
temperaturas.

Além da cultura da soja, a inoculacdo de outras espécies
leguminosas com diferentes fins agricolas é realizada em nosso pais,
destacando-se as espécies utilizadas no plantio de pastagem para alimentacao
animal. As espécies de cornichdo (Lotus corniculatus L.) e alfafa (Medicago
sativa L.) sdo utilizadas para o melhoramento de campo nativo e cultivo

destinado a producao de feno e pastagem. No entanto existem cinco estirpes
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de rizébios selecionados para a producdo de inoculantes para estas espécies
forrageiras, sendo SEMIA 806 e SEMIA 816, indicados para inoculagédo de
cornichdao e SEMIA 116, SEMIA 134 e SEMIA 135, usados para alfafa. Este
baixo nimero de estirpes recomendadas indica que existe uma caréncia de
trabalhos que visam a selecédo de estirpes de rizobio em alfafa e cornichao.
Além disso, a selecdo de rizébios mais eficientes na fixagdo biolégica de
nitrogénio pode beneficiar diretamente o desenvolvimento dos animais. O
nitrogénio fixado pelas bactérias fara parte de aminoacidos, proteinas e outros
compostos nitrogenados dos vegetais e, uma vez consumido pelos herbivoros,
seguira na cadeia tréfica. Leguminosas forrageiras sdo importantes fontes de
proteina para os animais, e o0 nitrogénio destas plantas pode ser totalmente
oriundo da fixagao biolégica, ao invés de aplicacdes de fertilizantes.

Em virtude de novas descobertas dos potenciais biotecnolégicos dos
rizobios, novas caracteristicas vém sendo atribuidas e sua avaliagdo torna-se
necessaria no processo de selecdo. A selecdo de micro-organismos tolerantes
a diferentes caracteristicas edaficas que possam interferir no processo de
simbiose entre o rizébio e a leguminosa, como encontrado nos solos com
elevados teores de nitrogénio, ndo sdo considerados nos atuais programas de
selecdo de rizbbios e tornam-se importantes caracteristicas a serem
selecionadas. Além disso, a tolerancia a acidez é outro fator a ser analisado na
selecao de rizébios destinados a inoculacdao em leguminosas forrageiras, pois
afeta a bactéria, a planta e a simbiose entre esses organismos. Outras
caracteristicas importantes a serem avaliadas na selecdo de rizébios estao
associadas a promocao de crescimento em plantas realizada por essas
bactérias. O rizébio pode atuar no desenvolvimento vegetal pela producéao de
hormbnios de crescimento, como o acido indol-acético, e na solubilizagdo de
fosfato. Essas caracteristicas vém sendo observadas em rizébios isolados de
diferentes espécies de leguminosas e promovendo o crescimento em diferentes
tipos de plantas, como gramineas, tornam-se importante na inoculacao de
leguminosas forrageiras a serem consorciadas com outras espécies vegetais,
que poderiam auxiliar em seu crescimento. Além disso, o potencial
biotecnolégico na promocdo do crescimento proporcionado pelo micro-
organismo poderia ser usado na inoculacao de gramineas produtoras de graos,

COMmoO No arroz.
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Além do interesse biotecnolégico, outra etapa importante na selecéao
€ a caracterizacao e identificagdo dos micro-organismos. A identificacdo e a
caracterizacdo de estirpes de rizobio tém sido feitas, tradicionalmente,
baseadas nos resultados de especificidade por hospedeiro, analise da
morfologia de col6nias, tempo de formacao de colbnias isoladas, alteracdo do
pH do meio de cultura com azul de bromotimol como indicacao de diferencas
fisiolégicas. A tolerancia a acidez e aluminio tdxico, a capacidade de solubilizar
fosfatos e de sintetizar acido indol-acético também podem ser usadas na
caracterizacao dos rizébios, bem como o estudo genético.

A biologia molecular tem ajudado o desenvolvimento de métodos
para realizacdo da caracterizacdo microbiana. As técnicas baseadas no
sequenciamento da regidao 16S DNAr sdo usadas na identificacdo de isolados
de rizobio em género e espécie, tendo sido utilizado para a identificacdo de
rizObios isolados de alfafa e cornichdo. No entanto a distincao entre isolados e
estirpes de rizobio é realizada por diferentes técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que utilizam oligonucleotideos que amplificam sequéncias
repetitivas dispersas no genoma de eubactérias. Ao serem separadas em gel
de agarose criam padrées de bandas caracteristicos e produzem uma boa
discriminagao das estirpes.

Dessa maneira, o trabalho tem como objetivo selecionar rizébios
eficientes na fixagcao biolégica de nitrogénio em simbiose a Lotus corniculatus e
Medicago sativa. Especificamente, os objetivos séo: (a) isolar e caracterizar
genética e fenotipicamente rizobios isolados de alfafa e cornichéo; (b) avaliar a
producédo de acido indol-acético e sua influéncia na germinagcao de sementes
de arroz; (c) selecionar rizébios eficientes em alfafa; (d) selecionar a campo
rizdbios para cornichdo; (e) avaliar o efeito do nitrogénio na simbiose de rizébio
e alfafa.
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2. CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O estudo da simbiose entre leguminosas e bactérias diazotréficas
fixadoras de nitrogénio atmosférico € de grande importancia para o
desenvolvimento de tecnologias que facilitem a adaptagédo de novas espécies,
aumentem a produtividade, reduzam os custos de producdo, com 0 minimo

risco de degradacao do solo e do ambiente.

2.1 Leguminosas forrageiras de clima temperado: alfafa e

cornichao.

A baixa disponibilidade de pastagem durante a estacao fria no sul do
Brasil caracteriza um dos problemas mais sérios enfrentados pelos pecuaristas.
Uma das alternativas para resolver esse problema é a utilizacdo de espécies
de clima temperado. A alfafa e o cornichdo sdo duas espécies de leguminosas
forrageiras que possuem grande potencial de uso durante as estagdes frias,
fornecendo altos teores de proteina bruta para a alimentacdo animal. A alfafa
(Medicago sativa L.) é originaria da Asia, tendo o Ird como centro geogréafico de
origem (BRONDANE, 2009) e difundiu-se com sucesso pelo mundo em fungéo
de sua qualidade forrageira e adaptacao. No Brasil, chegou aproximadamente
no século XIX, entrando pelo Rio Grande do Sul, de onde se difundiu aos
demais estados, principalmente Santa Catarina e Parana (NUEMBERG et al.,
1992).

A alfafa possui grande capacidade de adaptacdo a diferentes
ambientes, sendo considerada cosmopolita por alguns autores, vegetando
areas de deserto até tundras (HADADD & CASTRO, 1999). A alfafa possui
maior tolerancia a seca do que as espécies de trevo vermelho (Trifolium
pratense L.) e cornichdo (Lotus corniculatus L.) devido ao sistema radicular
pivotante e profundo (PETERSON et al., 1992). Além disso, € uma das
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principais espécies de leguminosas forrageiras cultivadas no mundo, devido ao
namero de regides que € possivel o seu cultivo, pela qualidade forrageira
aliada aos altos teores de proteina bruta e a capacidade de fixar grandes
quantidades de nitrogénio atmosférico (RASSINI et al., 2008). As quantidades
de nitrogénio fixado biologicamente podem variar entre 120 a 250 kg.ha.ano™
nos Estados Unidos (ZHU et al., 1998) e 650 kg.ha-ano™ em pastagens na
Argentina (RACCA et al., 1998). A fixacao biolégica de nitrogénio ocorre pela
simbiose com bactérias do género Sinorhizobium meliloti (de LAJUDIE et al.,
1994) e S. medicae (TALEBI et al., 2008).

A espécie Lotus corniculatus L. é uma leguminosa forrageira perene
hiberno - primaveril, de origem européia e mediterranea (SOSTER et al., 2004),
com excelente adaptacao no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile. No Rio
Grande do Sul, foi desenvolvido uma cultivar denominada Sao Gabriel, a partir
de pesquisas entre 1955 e 1965 na Estacdo Experimental deste municipio
(PAIM, 1988). Esse cultivar € caracterizado pela boa produtividade, elevada
qualidade de forragem e capacidade de ressemeadura natural. Contudo
apresenta problemas de persisténcia, devido ao seu habito de crescimento
ereto, nao suportando pastejo intenso. O cornichdo € uma espécie
recomendada como planta forrageira pela sua capacidade de manter-se em
solos relativamente acidos, pouco férteis, onde normalmente outras
leguminosas ndo se estabelecem ou tem pouca persisténcia (PRESTES &
JACQUES, 2002). A espécie L. corniculatus normalmente estabelece
associacdes efetivas com Mesorhizobium sp. (BARAIBAR et al., 1999;
LABANDERA, 2004)

2.2 Fixacao Biolégica em pastagens de clima temperado

A fixacao biolégica de nitrogénio é caracterizada pela utilizacao do
nitrogénio gasoso da atmosfera (N2) como fonte de nitrogénio para o
metabolismo de um grupo seleto de seres vivos, que inclui algumas espécies
de micro-organismos procariéticos. Estes micro-organismos possuem o
complexo enzimatico chamado nitrogenase, necessario para transformar o N
em aménia, subseqientemente assimilada em aminoacidos e proteinas
(NEVES & RUMJANEK, 1998). A capacidade diazotréfica esta restrita a
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Bacteria e Archaea, incluindo cianobactérias e bactérias Gram positivas e
Gram negativas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). As bactérias denominadas
rizobio sdo consideradas o principal grupo de diazotroéficos, por sua importanica
agrondmica e pela fixagao de nitrogénio. Estes micro-organismos sao bactérias
Gram negativas, aerdbicas nao esporulantes, pertencentes ao filo alpha-
Proteobacteria, os quais sao genericamente identificados como rizébio,
estando hoje distribuidos em seis géneros (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium,  Sinorhizobium/  Ensifer, Allorhizobium e Azorhizobium)
(ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001; WILLEMS, 2007).

O processo de fixacado bioldgica de nitrogénio é a principal forma de
entrada do nitrogénio no sistema solo, tendo sido estimado em sistemas de
pastagem quantidades de até 180 kg ha™' ano™ de N, sendo que 70 a 90%
estdo presentes na parte aérea das plantas (THOMAS, 1995). Este nitrogénio
fixado pode proporcionar incrementos na produgdo de outras espécies em
consoércio ou sucessao (THOMAS, 1995). A liberacdao do nitrogénio fixado
biologicamente respondera em grande parte pela manutencao da produtividade
da graminea. A velocidade desta liberacdo interfere na participacao da
graminea e da leguminosa na consorciagao. O sistema de cultivo de pastagem
permite o retorno de grande parte do nitrogénio fixado, voltando ao sistema,
permitindo o desenvolvimento das gramineas (THOMAS, 1995).

No entanto, condi¢cbes de acidez do solo, salinidade, deficiéncias ou
excesso de minerais, estresse hidrico, variagdes na temperatura, a quantidade
de nitrogénio inorganico no solo podem afetar a interagdo entre rizébio e
leguminosa, interferindo o fluxo de nitrogénio neste sistema de pastagem,
inibindo o desenvolvimento de gramineas consorciadas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Assim, a identificagdo destas caracteristicas em isolados de
rizobio com elevada capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio é importante

para selecao destes micro-organismos.

2.3 Selecao de estirpes nativas de rizébio para uso em

leguminosas

Os principios basicos que devem orientar a selecao de estirpes de
rizobio com o objetivo de aplicacao pratica na inoculacao de leguminosas tém
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sido objeto de muitos estudos (NEVES et al., 1998; HUNGRIA et al., 2001). A
selecdo deve objetivar identificacdo de estirpes eficientes, adaptadas as
condicbes prevalecentes no local de emprego e competitivas frente a
populacdo nativa. Varios aspectos agronémicos e culturais devem ser
observados, tais como potencial de nodulacado, fixacdo de nitrogénio, bem
como a identificacdo de alguns parametros fisiolégicos relacionados com a fase
inicial da fixacao de nitrogénio na planta.

A diversidade de rizdbios existentes dentro da populacao de rizébio
no ambiente natural é uma fonte de prospeccdo de micro-organismos
superiores (SIKORA & REDZEPOVIC, 2003). Isto ocorre devido a rapida
reproducdo, variagcdes, mutacdes e aos processos naturais de transferéncia
genética. A busca de melhores estirpes deve comecar pela mais ampla
possivel avaliagdo do material genético existente ja adaptado de preferéncia as
condicbes ambientais locais. A variabilidade genética a que € sujeito o
microrganismo, faz com que as caracteristicas, ditas desejaveis em rizobio,
como efetividade, competitividade, sobrevivéncia no solo, tenham carater
transitério e que possam ser sujeitas a selecdo e melhoramento. Da mesma
forma, certas caracteristicas mais especificas, como tolerancia a baixa ou alta
temperatura, baixa umidade, salinidade, acidez e toxidade ao aluminio e teores
de nitrogénio mineral podem também ser sujeitas a selecao para obtencao de
mutantes ou variantes espontaneos ou pela adaptacao dirigida (VARGAS &
HUNGRIA, 1997).

A maior parte dos trabalhos de selecdo de estirpes avalia apenas a
efetividade. No entanto, hoje os atuais programas de selecao de rizébios visam
encontrar caracteristicas desejaveis, como a tolerancia a estresse ambiental,
promocgao de crescimento e caracteristicas que possibilitem uma vantagem
competitiva no solo (VARGAS et al.,, 2009). Os rizdbios podem atuar no
crescimento através da sintese de fitohorménios, sintese de algumas enzimas
gue modulam o nivel de horménios da planta, a fixacdo de nitrogénio, assim
como a solubilizacao de fosfato inorganico e mineralizacao de fosfato organico,
que torna o fésforo disponivel para as planta (VESSEY, 2003; HARA &
OLIVEIRA, 2004). Dentre os géneros de bactérias capazes de influenciar
positivamente na fisiologia de plantas, destaca-se a familia Rhizobiaceae pela
capacidade de fixacdo de nitrogénio e solubilizar compostos de fosfato
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inorganico (HAMEED et al., 2004). A deteccgéao visual e a estimativa quantitativa
da capacidade de estirpes de rizobio em solubilizar fosfatos pouco soluveis tém
sido possivel usando métodos em placa de Petri com meio de cultura para
solubilizadores, no qual mostra uma zona translicida ao redor da colénia em
meio contendo fosfato mineral insollvel (principalmente fosfato de calcio ou
fosfato de aluminio) como Unica fonte de fosforo (HAMEED et al., 2004; HARA
& OLIVEIRA, 2004).

Bactérias da rizosfera podem influenciar no crescimento de plantas
pela contribuicdo com a producdo de fitohormdnios, tal como as auxinas. A
principal auxina € o acido indol-acético (AlA), tendo aplicagdo pratica como
promotor no crescimento vegetal. Existe ampla evidéncia que numerosos
micro-organismos do solo estdo ativamente envolvidos na sintese de auxinas
em meio de cultura e no solo (HAMEED et al., 2004;). O L-tryptofano, como
aminoacido, serve como um precursor fisioldégico para a biossintese de auxinas
em plantas e em micro-organismos (KHALID et al., 2004). Exsudados de raizes
sdo naturalmente fonte de triptofano para os micro-organismos aumentando a
biosintese de auxina na rizosfera. A producdo de AIA por rizébio tem sido
estudada pelo seu efeito na formacao de raizes e nodulos em leguminosas
(VARGAS et al., 2009). Os testes para a producao de AIA em meio de cultura
foram positivos para algumas estirpes de rizobio testadas por BISWAS et al.
(2000), sugerindo um mecanismo potencial pelos quais essas bactérias podem
regular o crescimento das plantas. E muito provavel que auxinas de origem
microbiana na rizosfera de plantas possam proporcionar uma resposta
fisiolégica positiva nas plantas hospedeiras. Assim, a avaliacdo de rizébio a
partir da avaliagéo “in vitro” da producao de AIA pode proporcionar uma base

segura para selecionar isolados de rizébio efetivos.

2.4 Fatores que interferem na interacao rizébio e leguminosa

Dentre os principais fatores que restringem a simbiose entre rizébio
e leguminosas, destacam-se a acidez do solo e fatores nutricionais
relacionados, competicdo por sitios de nodulagdo entre as estirpes presentes
no inoculante e as ja estabelecidas no solo e grande mortalidade de células
aderidas a semente durante a semeadura em periodos de alta temperatura e
baixa umidade do solo (HUNGRIA & VARGAS, 2000). Solos acidos e com
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baixa fertilidade sdo comuns nas areas de producdo de forragem e
frequentemente apresentam concentragdes téxicas de aluminio e, em alguns
casos, de manganés (LAL, 1993). Tais condicoes de solos acidos podem
determinar problemas para a planta, bactéria e simbiose (ZAHRAN, 1999). No
entanto existe variacdo entre espécies de leguminosas quanto a tolerancia ao
aluminio téxico e acidez (HUNGRIA & VARGAS, 2000).

A temperatura € outro importante fator que interfere na fixacao
biolégica do nitrogénio. Temperatura de solo situada em 25°C é apontada
como adequada para boa nodulacao e fixagcdo do nitrogénio em leguminosas
tropicais (HUNGRIA & VARGAS, 2000). Temperaturas de solo superiores a
35°C determinam baixa nodulacéo, principalmente se as estirpes utilizadas nao
sao aptas para tal condicdo (HUNGRIA & VARGAS, 2000). O estresse hidrico
€ outro importante fator de interferéncia na fixagéo bioldgica de nitrogénio. O
estresse hidrico interfere no crescimento e sobrevivéncia do rizdbio, na
formagado e longevidade dos nddulos, na sintese de leghemoglobina e nas
fungdes do nodulo. Estresse severo por falta da agua pode levar a interrupcao
irreversivel da fixagdo do N2 (HUNGRIA & VARGAS, 2000).

Alem desses fatores edaficos, o excesso de nitrogénio mineral
interfere na nodulacdo das leguminosas, devido a reducdo da demanda
nutricional da planta. Em ambientes de alto teor de matéria organica, espécies
leguminosas apresentam um menor numero ou até auséncia de nodulos nas
plantas, ocorrendo em fungao do incremento do teor de nitrogénio mineral pela
mineralizacdo da matéria organica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

No entanto, os efeitos do nitrogénio na interacao entre rizobio e
leguminosa ainda nao sdao bem conhecidos. Em presenca de nitrogénio, tem
sido observada uma diminuicdo do numero de nédulos e massa seca de
nddulos, na atividade da nitrogenase, bem como a aceleragdo da senescéncia
do nédulo ou sua desintegracdo (STREETER, 1988). Observou-se que a acao
do nitrato na planta hospedeira, ndo apresenta efeito sobre 0 metabolismo do
rizobio (CARROLL & MATHEWS, 1990). Algumas hipéteses vém sendo
propostas, como a reducdo dos carboidratos nos nédulos (STREETER, 1988;
VESSEY & WATERER, 1992), inibicdo de metabdlitos intermediarios do ciclo
do nitrato, como glutamina (NEO LEYZELL, 1997) ou asparagina
(BACANAMWO & HARPER, 1997), e diminuigdo da difusdo do oxigénio nos
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nddulos, restringindo a respiragcdo dos bacterioides (SHULLER et al., 1998;
VESSEY et al., 1998; GORDON et al., 2002).

Concentragdes mais elevadas de nitrogénio mineral no solo
interferem o complexo sistema de comunicacao bioquimica existente entre
leguminosa e rizobio. A presenca de concentragdes inibitdérias de nitrogénio
afeta a producéo de polissacarideos e lectinas, que irdo auxiliar no processo de
adesdo sob o pelo radicular (GAGE, 2004). A sintese de flavonoides pela
leguminosa € prejudicada, ndo induzindo a produgdo dos fatores Nod nos
rizébios (GUERTS, 2005). A sintese dos fatores Nod identificados como
lipoquitooligossacarideos (LQQO) sédo importantes por induzirem o processo de
infeccdo na planta hospedeira (GAGE, 2004). Consequentemente a isso, na
presenca de concentracoes mais elevadas de nitrogénio, o encurvamento do
pélo e a formagédo do cordao de infeccdo nao ocorrem, inibindo a formacao do
nédulo (Figura 2.1). Devido a isso, o conhecimento do efeito do nitrogénio na
interagcao rizobio e leguminosa em um ambiente de pastagem torna-se uma
importante caracteristica a ser estudada em funcdo do acumulo de nitrogénio

encontrado neste ambiente.
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FIGURA 2.1. Etapas da formacao dos noédulos em leguminosas por rizébios e
influéncia do nitrogénio mineral. Adaptado de GUERTS, 2005.
Porto Alegre, 2011.
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2.5 Grupo rizébio

As plantas da familia Leguminoseae, composta por
aproximadamente 750 géneros, destes 250 cultivaveis (FREIRE, 1992),
possuem uma interacdo simbidntica com bactérias da ordem Rhizobiales, que
se caracterizam pela formagdo de estruturas hipertréficas, nas raizes e,
excepcionalmente, no caule, denominadas nédulos. A capacidade de fixagao
biolégica de nitrogénio destes micro-organismos ocorre devido ao complexo
enzimatico nitrogenase, que converte o nitrogénio atmosférico em aménia e
assim disponibiliza nitrogénio para as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Estes micro-organismos sado bactérias Gram negativas, aerdbicas nao
esporulantes, pertencentes ao filo alpha-Proteobacteria, os quais séo
genericamente identificados como rizébio (ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001). A
classificacdo destes micro-organismos, nos ultimos vinte anos, esteve em
constante alteracao, sendo descobertos novos géneros, alterando a taxonomia
(WANG et al., 2006).

No estudo taxonémico inicial de rizébio, todas as bactérias
formadoras de ndédulos em leguminosas eram classificadas no género
Rhizobium (WANG et al, 2006), apresentando seis espécies: R.
leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. japonicum.
Nesta classificacdo, o circulo de hospedeiros era o fator mais importante na
definicio destas espécies, embora tenham sido descritas também
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas (WANG et al.,, 2006). Com o
prosseguimento das pesquisas, 0 uso da especificidade do hospedeiro como
principal critério de classificacdo de rizébio foi abandonado por apresentar um
grande numero de excec¢des dentro destes grupos (WANG et al., 2006).

Em seu trabalho, JORDAN (1982) modificou a taxonomia de rizébio,
dividindo-os em dois géneros: Bradyrhizobium e Rhizobium. O primeiro género
correspondia as cepas de crescimento lento, de reacdo basica em meio de
cultura LMA (Levedura Manitol Agar) (VINCENT, 1970), com diametro menor
ou igual a 1 mm e crescimento em 5 a 7 dias, designando somente uma
espécie Bradyrhizobium japonicum, que incluiu também a espécie R. lupini por
apresentar caracteristicas semelhantes. No género Rhizobium alocaram-se trés
espécies: R. leguminosarum, R. meliloti e R. loti. Na primeira espécie foram

considerados trés biovares: R. leguminosarum bv. viciae, bv. trifolli e bv.
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phaseoli. Os trés biovares constituiram o mesmo grupo na taxonomia numérica
e na hibridizacdo DNA-DNA, mas corresponderam a diferentes grupos de
nodulacao cruzada (WANG et al., 2006).

Em estudos posteriores, outro grupo de bactérias de crescimento
rapido foi coletado em solos na China e identificado, tanto a partir do solo como
de nodulos de soja, cujas caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas indicavam
uma posicdo taxondmica intermediaria entre Rhizobium e Bradyrhizobium
(KEYSER et al., 1982). Desta maneira, se propds a criacdo de uma nova
espécie, Rhizobium fredii, baseados principalmente em experimentos de
hibridizacao de DNA (SCHOLLA & ELKAN, 1984).

Atualmente, a taxonomia do grupo rizébio esta sendo modificada. A
principal alteracdo ocorreu no género Rhizobium, ao qual foram incluidas todas
as espécies de Agrobacterium e Allorhizobium undicola , combinando as novas
espécies: Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola e R. vitis
(WANG et al., 2006; WILLEMS, 2007). Outra mudanca aconteceu ao género
(Tabela 2.1). Sinorhizobium, de acordo com YOUNG (2003), os géneros
Sinorhizobium e Ensifer sao similares e segundo o “Bacteriological Code” o
género Sinorhizobium deve ser transferido para Ensifer por ter sido descrito
posteriormente. Assim, hoje sdo consideradas quatro familias (Rhizobiaceae,
Bradyrhizobiaceae, Phylobacteraceae e Xanthobacteraceae), seis géneros
(Rhizobium,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Sinorhizobium/  Ensifer,
Allorhizobium e Azorhizobium) e 46 espécies validadas pelo IJSEM
(International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) (WILLEMS,
2007).

Outras espécies que apresentam a capacidade de formar ndédulos e
fixar nitrogénio, ndo pertencentes ao grupo rizobio, isoladas de diferentes
leguminosas. Dentro do Filo a-Proteobacteria foram descritos o género
Blastobacter (B. denitrificans) isolado a partir de nédulos de Aeschynomene
indica (van BERKUN et al, 2002), Methylobacterium (M. nodulans) de
Crotalaria spp. (JOURAND et al., 2004), Devosia (D. neptuniea) de Neptunia
natans (RIVAS et al., 2002) e Ochrobactrum (O. lupini) de Lupinus onoratus
(TRUJILLO et al., 2005).

No Filo B-Proteobacteria foi isolado o género Ralstonia (R.

taiwanensis) a partir de ndédulos de Mimosa spp. por CHEN et al. (2001),
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enquanto VANDAMME et al. (2002) reportaram o género Burkholderia,
abrangendo quatro espécies (B. tuberum, B. phymatum, B. caribensis, B.
cepacia) isoladas de cinco leguminosas tropicais. Essas descobertas indicam
que a diversidade de procariotos capazes de estabelecer simbiose com
leguminosas pode ser muito mais ampla que o previsto e certamente
conduzirdo a avangos significativos no conhecimento da origem e evolucao da

fixacao bioldgica de nitrogénio, assim como sua manipulagao pelo homem.

Tabela 2.1. Diferentes familias e géneros de rizébio fixadores de
nitrogénio descritos (WILLEMS, 2007). Porto Alegre,

2011.
Familia Género NuUmero de
Espécies
Rhizobiaceae Rhizobium 16
Sinorhizobium/ 13
Ensifer
Bradyrhizobiaceae  Bradyrhizobium 5
Phylobacteraceae = Mesorhizobium 10
Xanthobacteraceae Azorhizobium 2

2.6 Caracterizacao genética de rizébios

A caracterizacdo de rizobios utiliza tradicionalmente testes
morfoldgicos, bioquimicos, enzimaticos e simbibticos para classificacdo e
caracterizacao dos rizébios (VINCENT, 1970). Recentemente, técnicas de
biologia molecular tém facilitado o estudo e identificacdo destas bactérias
(MENNA et al., 2006). A técnica de Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR) é
a mais utilizada atualmente, pois esta permite a amplificacdo de sequéncias
definidas na molécula de DNA (CHUEIRE et al.,, 2000; LAGUERRE et al.,
2001).

Varios sao os relatos sobre a utilizacao desta tecnologia nos estudos
de ecologia, genética e taxonomia de rizébios (LAGUERRE et al., 2001;
TONON, 2008), e de comparacdes genéticas entre estirpes de Rhizobium e
Bradyrhizobium (LAGUERRE et al., 2001). Para a caracterizacdo da
variabilidade das espécies existem muitas variacées da técnica de PCR, que
gera perfis diferenciados, e facilita o estudo dos isolados (STRALIOTO, 2005).
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Algumas das técnicas mais utilizadas sdo: comparacao e sequenciamento dos
nucleotideos dos genes, em especial, o gene 16S rDNA, considerado
conservado nas bactérias, mas que contém variagdes significativas dentro do
gene, capaz de mostrar relacdes filogenéticas entre espécies (WILLEMS,
2007).

A técnica de Rep-PCR amplifica regides altamente conservadas e
repetitivas no genoma bacteriano (CHAPAVAL et al., 2010), com as variacdes
Rep-PCR REP (repetitive extragenic palindromic. Sequéncias repetitivas
extragénicas palindromicas) Rep-PCR ERIC (enterobacterial repetitve
intergenic consensus Sequéncias repetitivas intergénicas consenso) e Rep-
PCR BOX (enterobacterial repetitive sequences. Sequéncias repetitivas de
enterobactérias) amplificam regides altamente conservadas e repetitivas
(CHAPAVAL et al., 2010) e permitem a diferenciacdo das estirpes estudadas
(TONON, 2008; STROSCHEIN et al, 2010). Alguns trabalhos que estudaram a
variabilidade dos rizobios usando técnicas de biologia molecular foram
descritos por GRANGE & HUNGRIA (2004) e GIONGO (2007) que utilizaram a
amplificacdo e sequenciamento do rDNA 16S e Rep-PCR ERIC; e
STROSCHEIN et al. (2010) utilizou Rep-PCR BOX para a caracterizacdao de

seus isolados bacterianos.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ISOLADAS DE NODULOS DE

ALFAFA DE DIFERENTES REGIOES DO RIO GRANDE DO SUL
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3.1 INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul é uma regido tradicional do cultivo de alfafa,
sendo o primeiro estado brasileiro a ser implantada essa cultura (MOREIRA et.
al., 2007). Devido a capacidade de adaptacdo a diferentes condicbes
climaticas, a alfafa é utilizada em diversas regides do estado do Rio Grande do
Sul, principalmente em areas de producao de leite (MOREIRA et. al., 2007).
Associado ao alto valor nutricional que esta leguminosa possui, também
apresenta a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico quando em simbiose
com rizébios, sendo observados valores variando entre 120 a 250 kg.ha'.ano™
nos Estados Unidos (ZHU et al., 1996) e até 650 kg.ha'.ano™ em pastagens na
Argentina (RACCA et al., 1998). A espécie M. sativa estabelece associagcdes
efetivas com isolados das espécies Sinorhizobium meliloti e S. medicae (de
LAJUDIE et al., 1994). No entanto, no Brasil existe uma caréncia de trabalhos
visando selecionar e caracterizar estirpes de rizébio em alfafa que sejam
competitivas, tendo alta capacidade de nodular as raizes e fixar nitrogénio.

O principio basico que deve orientar a selecédo de estirpes de rizdbio
com proposito da pratica de inoculagcdo em leguminosas tem sido objeto de
muitos estudos (HARA & OLIVEIRA, 2005; ZAMAN-ALLAH et al., 2007). A
selecdo deve objetivar estirpes eficientes e adaptadas as condigdes
prevalecentes no local de emprego, como os solos acidos ou ao acumulo de
matéria organica encontrado nos sistemas de pastagens no Rio Grande do Sul.
Além disso, devem ser competitivas frente a populacao nativa e apresentarem
varios aspectos agrondmicos e culturais, tais como potencial de nodulacao,
fixacdo de Nz e crescimento da planta hospedeira (LIMA et al., 2005; ZILLI et
al., 2006), além das caracteristicas fisioldgicas como a capacidade de
solubilizacao de fosfatos, producado de melanina e de fitohormdnios como acido
indol-acetico (THAKURIA et al., 2004). Contudo, a avaliacao das caracteristicas
culturais € o primeiro passo da caracterizacao e identificacdo de micro-
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organismos, sendo que essas caracteristicas podem indicar diferencas
morfoldgicas e fisioldégicas importantes entre micro-organismos, que podem ser
detectadas posteriormente mediante estudos mais avancados. Dessa maneira,
objetivou-se isolar e caracterizar rizébios obtidos de nddulos de alfafa quanto

as caracteristicas genéticas e fenotipicas.
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3.2MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta de solo

As amostras de solo foram coletadas em 13 localidades do Rio
Grande do Sul, abrangendo as principais regides do estado, com vistas a
obtencdo do maior numero possivel de isolados de rizdbios autéctones
capazes de nodular M. sativa. Procurou-se realizar a coleta em areas de
pastagens cultivadas com M. sativa. Quando isto nao foi possivel, realizou-se a
coleta de solo adjacente de outras leguminosas forrageiras nativas, na tentativa
de se obter rizdébios que pudessem estar vivendo na rizosfera destas
leguminosas. Os pontos de coleta de solo foram georreferenciados (Anexo |) e
as amostras enviadas ao Laboratério de Andlise de Solo da Faculdade de
Agronomia da UFRGS para determinacéo das caracteristicas quimicas (Tabela
3.1). Dados do relevo, vegetacao e histérico dos locais de coleta também foram

coletados.

TABELA 3.1. Andlise das caracteristicas quimicas das amostras de solo das
diferentes regides do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, 2011.

. Argila pHAgua MO P K
Local de coleta Tipo de solo % H,0 % - mg dm®-
Erechim Latossolo 42 6,6 3,8 100 203
Passo Fundo Latossolo 52 5,2 2,8 23 347
Santa Rosa Latossolo 56 5,9 4,3 5 60
Roque Gonzales Latossolo 60 6,1 3,6 5 45
S3o Luiz Gonzaga Latossolo 60 6,0 3,0 12 83
Bom Jesus Cambissolo 60 5,3 6,5 15 192
Caxias do Sul Cambissolo 24 6,6 3,7 100 249
Santa Maria Argissolo 22 5,7 2,1 3 103
Nova Petropolis Chernossolo 43 6,3 3,5 40 299
Cangucu Argissolo 13 4,6 2,1 3 89

Dom Pedrito Gleissolo 22 5,6 3,4 18 112
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3.2.2 Obtencao dos isolados

A obtencdo dos nddulos a partir de amostras de solo foi feita pelo
cultivo de plantulas de alfafa, cujas sementes foram previamente desinfestadas
e pré-germinadas em estufa a 28°C por 24 horas, em vasos contendo uma
mistura de vermiculita e areia (2:1), esterilizada em autoclave. Ap6s 7 dias,
uma suspensao contendo 10 g de solo misturado &4 90 mL de agua foi usado
como fonte de inoculo para as plantas de alfafa. As plantas foram cultivadas
por 40 dias, e durante esse periodo foi realizada a irrigacdo com 100 mL de
solugcao nutritiva isenta de nitrogénio, a cada 3 dias (Sarruge, 1975).

Em laboratério, os ndédulos radiculares foram destacados e
desinfestados por lavagens sucessivas com etanol (70%) por 45s, seguido de
hipoclorito (1%) por 30s e, cinco lavagens com agua destilada e esterilizada.
Em seguida, cada nédulo foi macerado com uma pinca estéril em tubos de
microcentrifuga contendo 100 uL de agua destilada e esterilizada, a suspensao
obtida foi inoculada pela técnica de esgotamento por estrias em placas de
Petry contendo o meio agar Levedura Manitol (LM) (Vincent, 1970) com
Vermelho Congo (25 mg/L) e incubadas em estufa a 28°C até o aparecimento
de crescimento bacteriano. Os rizobios obtidos foram purificados utilizando-se
a técnica de esgotamento de indculo por estriamento em placas de Petry com
meio agar LM, até a obtencdo de colbnias isoladas, homogéneas e com
caracteristicas persistentes. As colbnias obtidas foram preservadas em tubos
de dois mL contendo glicerol 50% e mantidos em ultra freezer a 80°C.

Para a certificacdo dos isolados obtidos, estes foram inoculados em
plantulas de alfafa crescidas em tubos de ensaio contendo solugédo nutritiva
(Sarruge, 1975) isenta de nitrogénio. Os tubos foram mantidos em lampadario
com 12 horas diarias de luz. A avaliacao visual da nodulacao foi realizada ao
longo de 45 dias, sendo descartados os isolados que nao formaram nédulos
nesse periodo. As estirpes de Sinorhizobium meliloti SEMIA 116, 134 e 135,
fornecidas pelo Centro de Fixacdo Biolégica de Nitrogénio da Fundacao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria, RS, Brasil, foram usadas como estirpes-
referéncia para a selecao de rizdbios em alfafa.
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3.2.3 Caracterizacao morfolégica dos rizobios

A avaliacao do diametro médio das col6nias, da modificagdao do pH
do meio foi realizada em meio LMA com azul de bromotimol. E a producéao de
goma, coloracdo das colbnias e o tempo de crescimento das colbénias foram
avaliados mediante a inoculacao das estirpes em meio LMA (VINCENT, 1970)

e incubacao a 28°C por 10 dias.

3.2.4 Resisténcia dos rizobios a acidez

A resisténcia dos rizdbios a acidez (pH 4,2) foi avaliada pela
quantificacao do crescimento em meio liquido utilizando-se 0 meio minimo de
WOOD & COOPER (1985) modificado (meio MWC) (SA, 2001). A composicéo
do meio foi modificada substituindo-se a fonte de Fe na forma de Fe-EDTA por
FeClI3. O crescimento dos rizébios foi avaliado a pH 4,2 e pH 6,8. O indculo foi
preparado com culturas crescidas em meio liquido triptona levedura
(SOMASEGARAN & HOBEN, 1994), em agitador orbital por sete dias a 28°C.
Ao final deste periodo, uma aliquota de 200uL foi retirada de cada frasco e o
numero de células foi contado em uma cémara de Neubauer em um
microscépio 6ptico (Olympus — CX31) e os indculos foram padronizados por
diluicdo para a concentracdo de 1x10* cel./mL.

As culturas foram inoculadas em frascos contendo 5 mL meio MWC
liquido, previamente esterilizados em autoclave a 120°C por quinze min., e
incubadas com agitacao orbital constante de 100rpm por sete dias a 28°C.
Apos, determinou-se o numero de células viaveis usando-se o método de
diluicdo sucessiva e inoculacdo em placas com meio LMA com vermelho congo
com o método de gotas. A contagem do numero de colbnias formadas foi
realizada apds 4 dias de incubagdo em estufa a 28°C. Foram realizadas trés
repeticdes por tratamento e considerados como resistentes a acidez as culturas
dos rizébios que apresentaram numero de células vidveis, no minimo, mil

vezes maior do que o inéculo.
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3.2.5 Resisténcia dos rizobios a aluminio toxico

Esta avaliacdo foi realizada utilizando-se a mesma metodologia
empregada para a avaliacao da resisténcia a baixo pH, descrita no item 3.1. O
meio MWC foi preparado a pH 4,2 com posterior adicdo da solugdo de
AIK(SO4)2.12H20 5mM para manter uma concentracéo final de 50uM de Al*3,
A solucao de AIK(S04)2.12H20 foi preparada em agua ultra pura, previamente
acidificada a pH 3,0 com HCI, e esterilizada por filtracdo em membrana
0,22um. Foram empregados trés tratamentos: um com meio MWC liquido a pH
4,2 sem Al*®* | com meio MWC liquido a pH 4,2 e 50uM de AI** e outro com
meio MWC liquido a pH 6,8 sem Al3+. Assim como na avaliagdo anterior, foram
realizadas trés repeticoes por tratamento e considerados como resistentes a
aluminio téxico os rizébios que apresentaram numero de células viaveis, no

minimo, mil vezes maior do que o in6culo.

3.2.6 Producao de melanina

A producao de melanina foi avaliada conforme metodologia proposta
por CUBO et al. (1988). Os isolados foram inoculados em frascos contendo
meio TY (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994), incubados a 28°C, sob agitacao
constante a 120 rpm, durante 48 horas. Apés, foram inoculados em placas de
Petri contendo meio TY sélido, acrescido de L-tirosina (600 pg.mL™) e sulfato
de cobre (40 pg.mL™), e incubados a 28°C, durante quatro dias. Em seguida,
as colbnias receberam tratamento com 50 uL de SDS (dodecil sulfato de sédio)
10%. Como controle negativo foi utilizada a estirpe padrdo CIAT 899,
conhecida como nao produtora de melanina (CUBO et al., 1988; GAO &
BORTHAKUR, 1995) e como padrao positivo, os isolados UFRGS Lg 111 e Lg
121, riz6bios isolados de Lotus glaber (FONTOURA, 2007).

3.2.7 Solubilizacao de fosfatos

A capacidade de solubilizagdo de fosfato foi determinada em placas
de Petri contendo meio LMA (Vincent, 1970), sem a adicdo do K.HPO, e
suplementado com 0,1% de Cas(PO4).. Para a inoculagéo, os isolados foram
crescidos em meio LM e mantidos em agitacdo constante a 120 rpm, por 24
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horas a 28°C. A inoculagdo nos meios de cultura foi por gotas de 20uL, com
trés repeticées por isolado.

As placas foram incubadas em estufa a 28°C por sete dias. Apos
este periodo a formagdo de um halo transparente indicou a solubilizagdo do
fosfato pelo isolado. Foram determinados os didmetros das col6nias e dos
halos formados para estimar o indice de solubilizacao de fosfato (ISF) pelos
rizébios, de acordo com a equacgao abaixo.

ISF (%) = (D colbnia/ @ halo) x 100
ISF(%): indice de Solubilizagao de Fosfato;
@ col6nia: Diametro de coldnia;
@ halo: Diametro do halo formado.

3.2.8 Producgao de acido indol acético

A produgéo de &cido indol-acético pelos rizdbios foi avaliada usando-
se a metodologia proposta por ASGHAR et al. (2002). Os micro-organismos
foram crescidos em caldo levedura manitol (LM) (SOMASEGARAN & HOBEN,
1994), suplementado com 50 mg.L™ de triptofano. Depois de 48 h, as culturas
de bactérias foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min. Uma aliquota de 60
UL do sobrenadante foi colocada em microplacas de poliestireno para reagirem
com 40 pL da solucdo de Salkowski. A mistura foi mantida no escuro por 30
min. s a temperatura ambiente. As amostras que apresentaram coloracao rosa
foram consideradas como resultado positivo e classificadas de acordo com a
Figura 3.1, em funcdo da coloracao rosa obtida pela oxidacdo dos compostos
indélicos pelos sais de ferro (ASGHAR et al., 2002).

- + + +

FIGURA 3.1. Producao de acido indol-acético por rizébios isolados de alfafa em

pocos de microplacas de poliestireno. Porto Alegre, 2011.
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3.2.9 Caracterizacao genética dos rizébios estudados.

Para a caracterizagdo genética dos rizébios isolados de alfafa, o
DNA total das bactérias foi extraido usando o Wizard kit (Promega), de acordo
com as instrucbes do fabricante. A reacao de rep-PCR foi realizada usando-se
o oligonucleotideo iniciador BOX A1 [5° CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3’
(VERSALOVIC et al, 1994)] e os oligonucleotideos ERIC1-R
(ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) e ERIC-2R
(AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG) (BRUIJUN, 1992). Para a reacéo de PCR
utilizou-se um volume de 25-ul, contendo 50 ng de amostra de DNA, 1 U Taq
DNA polimerase, 1 X tampao de Taq DNA polimerase, 15 mM MgCI2, 200 mM
dNTPs e 10 pmoles de cada oligonucleotideo. A reacao foi realizada num total
de 37 ciclos, como segue: um ciclo inicial de desnaturacdo em 95°C por 7 min.
35 ciclos de desnaturagdo em 94°C por 1 min. , anelamento em 53°C por 1 min.
, € extensdo em 65°C por 8 min. e um ciclo final da extensdo em 65°C por 16
min.

As reagbes foram realizadas em um termociclador (TECHNE TC —
512) e os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em cuba horizontal com tampao de TBE 0,5X (SAMBROOK et al.,
2001). Como padrdo de peso molecular foi utilizado o DNA do fago lambda
clivado com as endonucleases de restricdo EcoRI e Hindlll. As amostras foram
coradas com Blue Green (LGC Biotecnologia) e visualizadas sob Iluz
ultravioleta e documentadas com equipamento de fotografia digital Kodak
G2200. As bandas foram analisadas pelo programa Gelpro-3.2 (Media
Cybernetics). O perfil de bandas no gel de agarose de BOX-PCR e de ERIC-
PCR foi transformado em uma matriz binaria bidimensional, onde 0 indica a
auséncia da banda e 1 a presenca. O agrupamento foi realizado pelo programa
PAST 1.69 (Palaeontological Statistics), usando o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with arithmetic mean) e o coeficiente de
Jaccard.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Isolamento de rizobios simbiontes em alfafa

Foram obtidos rizobios isolados a partir de nédulos de Medicago

sativa em amostras de solos de 10 localidades do Estado do Rio Grande do

Sul. Foram obtidos 143 isolados de rizébios autéctones. Apbés o teste de

autenticacao dos isolados, 116 bactérias apresentaram a capacidade de formar

nédulos em M. sativa, sendo que em

105 observou-se a coloragao

avermelhada nos ndédulos, indicando a producdo de leghemoglobina e a

capacidade de fixacao biologica de nitrogénio (Tabela 3.2).

TABELA 3.2. Numero de isolados de rizébios obtidos de ndédulos de plantas de

Medicago sativa inoculadas com amostras de solos de diferentes
localidades do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, 2011.

Local de coleta

Numero de Isolados

Cobertura Vegetal

Santa Rosa
Erechim

Roque Gonzales
Bom Jesus
Caxias do Sul

Passo Fundo

Sao Luiz Gonzaga
Dom Pedrito
Santa Maria

Nova Petrépolis

Alfafa
Alfafa
Alfafa

Campo Nativo
Alfafa

Campo Nativo
Alfafa
Campo Nativo
Campo Nativo
Alfafa
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Deve-se salientar que cerca de 70% dos isolados foram obtidos de
amostras de solos de areas com cultivo de alfafa (Tabela 3.2). No entanto, 30%
dos isolados de rizébios capazes de nodular alfafa foram obtidos de amostras
de areas de campo nativo, sem histérico de cultivo anterior (Tabela 3.2).
Entretanto, este fato nao invalida trabalhos de selecdo de estirpes mais
eficientes a partir de populacéo de rizébios j4 adaptadas as condi¢cdes destes
solos com o cultivo de alfafa, o que torna possivel encontrar populacdes de
rizobios distintos dos introduzidos em areas com prévio histérico de cultura de
leguminosa (GIONGO et al., 2007).

3.3.2 Morfologia de coldénia e alteracido do pH do meio de

cultura

A caracterizacdo da morfologia colonial e da reacdo em meio de
cultura possibilitou a formacdo de 10 grupos fenotipicos, 0s quais
apresentaram como caracteristica comum a formagcdo de coldénias gomosas
com crescimento rapido e produtoras de acidos em meio de cultura. As
caracteristicas de coloracao de coldnia variaram entre rosada e branca, sendo
as rosadas translicidas e as brancas opacas. Com relagdo ao tamanho de
colbnia, os isolados apresentaram colénias com variacao de diametro de 2 a 8
mm, predominando as com diametro entre 3 a 5 mm (48%) e acima de 5 mm
(35%). Estas caracteristicas estao associadas aos géneros de Sinorhizobium
(WANG et al.; 2002) e Rhizobium (de LAJUDIE et al.; 1994; TAN et al.; 2001),
podendo ser encontradas também em isolados de Mesorhizobium loti (JARVIS
et al.; 1997), desta forma torna-se necessario um estudo filogenético mais
aprofundado para identificar os micro-organismos isolados.

3.3.3 Selecao de rizébios promotores de crescimento.

Os isolados de rizébio foram avaliados em relacdo a producao de
acido indol-acético e solubilizacdo de fosfato (Tabela 3.5). Encontraram-se
isolados com reacdes positivas para estas duas caracteristicas, confirmando o
potencial destes micro-organismos como promotores de crescimento de

plantas. Em quase todas as amostras de solo foram encontrados micro-
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organismos com essas caracteristicas de promocgdo de crescimento, com
excegao das coletadas em Dom Pedrito, onde foram observados apenas
isolados produtores de acido indol-acético. Neste estudo observou-se que 89%
e 73% das bactérias eram rizdbio produtores de acido indol-acético e/ou
solubilizadores fosfato, respectivamente.

TABELA 3.3. Numero de isolados obtidos nos locais de
coleta formadores de melanina, solubilizacao
de fosfato (SF) e produtores de auxinas por
isolados de rizdbio de alfafa. Porto Alegre,

2011.

Melanina SF Auxinas
Local de coleta

Isolados Isolados Isolados
Erechim 3 15 13
Passo Fundo 0 7 7
Santa Rosa 16 15 18
Roque Gonzales 7 13 9
Sao Luiz Gonzaga 1 3 6
Bom Jesus 10 11 9
Dom Pedrito 0 0 5
Santa Maria 1 6 6
Caxias do Sul 5 4 7
Nova Petrépolis 0 4 4
Isolados (%) 40 73 89

A avaliagao destes resultados sugere que para este grupo de micro-
organismos a capacidade de produzir acido-indol acético e de solubilizar
fosfato € comum (RODRIGUEZ & FRAGA 1999). Estes dados colaboram com
os encontrados por ANTOUN et al. (1998), que trabalhando com um numero
similar de isolados de rizébios, verificaram que 58% dos isolados foram
produtores de &cido indol-acético e 54% eram solubilizadores de fosfato.
VARGAS et al. (2009) estudando uma populagdo de rizébios isolados de
Trifolium repens e T. vesiculosum, encontrou um predominio de rizdbios
solubilizadores de fosfato e uma baixa frequéncia de bactérias produtoras de

auxina.
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3.3.4 Producao de melanina

Além das caracteristicas de morfologia colonial e alteracao do pH do
meio de cultura, os isolados foram caracterizados quanto a producao de
melanina. Dentre os 105 isolados de rizdbio estudados, 41% das bactérias e a
estirpe SEMIA 116 foram capazes de produzir melanina em placas com meio
TY suplementado com L-tirosina e CuSO, (Tabela 3.4). A producao de
melanina € uma caracteristica que vem sendo descrita no grupo rizébio e
observada no isolamento de rizobios de alfafa, como encontrado por DEL
PAPA et al. (1999), que relata a presenca de 62% de rizdbios com esta
caracteristica. HUNGRIA et al. (2001) observou que 53% dos rizébios isolados
de noédulos de soja tinham a capacidade de produzir melanina em meio de
cultura. O maior numero de isolados de rizobios produtores de melanina foi
encontrado nas amostras de solo de Bom Jesus e Santa Rosa, com 91% e
76% dos rizébios isolados, respectivamente, apresentaram esta caracteristica
(Tabela 3.4).

3.3.5 Resisténcia dos rizobios a pH 4,2 e a aluminio toxico

Além da avaliagao da resisténcia ao estresse salino e antibitticos, foi
avaliada a resisténcia dos isolados a pH 4,2 e a aluminio toxico. Entre os 52
isolados de Medicago sativa estudados, 5 deles (UFRGS Ms52, UFRGS Ms67,
UFRGS Ms92, UFRGS Ms98, UFRGS Ms204) foram resistentes a pH 4,2 em
meio de cultura.Dois desses cinco isolados (UFRGS Ms67 e UFRGS Ms92)
foram também resistentes a concentracao de 50 uM de aluminio em meio de
cultura, produzindo populagdes, ao final do periodo de incubacgéao de sete dias,
da ordem de 10" UFC.mL" (Tabela 3.5). Os outros 47 isolados estudados
mostraram-se sensiveis a pH 4,2. Estes resultados estdo de acordo com os
observados por DEL PAPA et al. (1999) em estudo com 466 isolados de alfafa,
onde apenas 15 foram resistentes a um baixo pH. Um baixo numero de rizobios
tolerantes a baixo pH e presenca de aluminio foi descritos por DEL PAPA et. al
(1999) e LANGER et. al (2008). No entanto, rizobios isolados de alfafa
resistentes vem sendo encontrados (SEGUNDO et. al, 1999) e interacoes
tolerantes entre rizdbios e alfafa as condi¢cdes acidas vem sendo observadas
(LANGER et al., 2008).
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Das estirpes utilizadas como padréao, a SEMIA 116 e SEMIA 134 néao
foram resistentes ao baixo pH bem como a presenca de aluminio téxico. A
estirpe de Rhizobium tropici SEMIA 4077 (CIAT 899), utilizada como padrao, se
mostrou resistente tanto ao pH acido como ao aluminio tdoxico. Resultado
semelhante foi obtido por SA (2001), no estudo de isolados de feijoeiros em
solos acidos da regidao de Cunha (SP), em que observou que a SEMIA 4077
apresenta resisténcia a acidez e ao aluminio. RICCILLO et al. (2000), também,
relataram que em seus estudos a estirpe de R. tropici tolera baixo pH e

aluminio téxico.
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Tabela 3.4. Crescimento de rizébios de alfafa em meio com pH 4,2 e com 50
MM de aluminio toéxico incubadas em meio MWC modificado.
Numero de células do inoculo inicial (1x10%) Porto Alegre, 2011.

Riz6bios Tratamentos
pH 6.8 pH 4.2 pH 4,2+Al*
Estirpes ----UFC.mL"----
SEMIA 477 2,30.10’ 2,10.10’ 2,70.10’
SEMIA 116 1,85.107 3,06.10° 2,00.10°
SEMIA 134 2,62.10’ 8,46.10° 9,00.10°
Isolados

UFRGS Ms23 2,25.10’ 7,69.10° 2,16.10°
UFRGS Ms24 1,84.10 4,77.10° 1,77.10*
UFRGS Ms25 2,81.10’ 2,00.10° 3,31.10°
UFRGS Ms34 3,92.10’ 1,77.10° 9,77.10*
UFRGS Ms52 2,42.107 2,15.107 5,77.10°
UFRGS Ms55 2,56.107 2,85.10° 2,31.10°
UFRGS Ms56 2,68.10" 2,69.10° 1,77.10°
UFRGS Ms59 2,84.107 2,77.10° 1,23.10°
UFRGS Ms510 2,48.107 4,92.10° 6,46.10"
UFRGS Ms511 2,41.107 1,38.10° 1,31.10°
UFRGS Ms512 3,05.107 3,08.10° 2,08.10°
UFRGS Ms513 2,90.107 1,23.10° 3,08.10*
UFRGS Ms515 1,86.10" 5,62.10° 9,23.10°
UFRGS Ms518 3,52.10’ 5,38.10° 3,23.10*
UFRGS Ms519 2,32.10’ 7,66.10° 3,85.10°
UFRGS Ms521 2,17.107 2,31.10° 1,08.10°
UFRGS Ms62 2,40.10’ 1,08.10° 7,62.10*
UFRGS Ms63 2,47.107 7,92.10° 4,46.10*
UFRGS Ms64 2,66.107 1,54.10° 4,62.10°

UFRGS Ms67 3,54.10’ 2,78.107 1,25.10’



Tabela 3.4 — Continuacao.
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Tratamentos
Rizébios pH 6.8 pH 4.2 pH 4,2+Al*
Isolados ----UFC.mL""----
UFRGS Ms68 2,36.10" 3,85.10° 3,08.10°
UFRGS Ms69 2,35.107 1,08.10° 8,46.10°
UFRGS Ms610 2,36.10" 1,23.10° 1,31.10°
UFRGS Ms73 3,02.107 1,46.10° 3,85.10°
UFRGS Ms76 2,28.10’ 7,54.10° 4,15.10°
UFRGS Ms77 4,06.10" 2,00.10° 4,62.10°
UFRGS Ms81 2,69.10’ 5,85.10° 1,31.10°
UFRGS Ms83 2,74.107 4,38.10° 4,69.10°
UFRGS Ms86 2,16.107 5,85.10° 6,38.10°
UFRGS Ms87 2,47.107 4,23.10° 3,31.10°
UFRGS Ms91 3,24.107 1,31.10° 1,46.10°
UFRGS Ms92 2,35.10’ 1,54.107 1,75.10
UFRGS Ms93 2,13.107 6,92.10° 6,15.10°
UFRGS Ms94 1,98.10’ 3,08.10° 7,69.10*
UFRGS Ms96 2,52.107 2,46.10° 6,92.10°
UFRGS Ms98 2,75.107 2,10.107 1,15.10
UFRGS Ms911 2,17.107 3,23.10° 2,00.10°
UFRGS Ms121 3,41.107 1,08.10° 2,69.10°
UFRGS Ms154 2,12.10’ 4,08.10° 8,62.10*
UFRGS Ms192 2,12.10’ 5,38.10° 3,38.10*
UFRGS Ms193 2,25.107 1,38.10° 2,08.10°
UFRGS Ms195 3,04.107 2,23.10° 1,00.10*
UFRGS Ms201 2,16.107 3,23.10° 3,08.10°
UFRGS Ms202 2,38.107 9,65.10° 9,23.10°
UFRGS Ms204 2,12.10’ 2,15.107 1,23.10’
UFRGS Ms206 2,48.10 2,23.10° 2,23.10°
UFRGS Ms209 2,32.10’ 1,54.10° 1,46.10°
UFRGS Ms2011 2,66.10" 1,92.10° 1,00.10°
UFRGS Ms2014 1,95.10 5,15.10° 3,85.10°
UFRGS Ms2012 2,05.107 8,46.10° 6,14.10*
UFRGS Ms2013 2,00.10’ 9,23.10° 6,92.10°
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3.3.6 Caracterizacao genética dos rizébios isolados de alfafa

Os rizébios isolados de alfafa produtores de acido indol-acético
foram caracterizados geneticamente pela técnica de rep-PCR com os
oligonucleotideos iniciadores BOX A e ERIC . Foram caracterizados 22 rizobios
isolados de alfafa e 3 estirpes (SEMIA 116, SEMIA 134 e SEMIA 135). O perfil
eletroforético dos produtos de amplificacdo do DNA genémico de dez isolados

e uma das estirpes estudadas (Figuras 3.2 e 3.3).
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Figura 3.2. Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos da
amplificacdo do DNA genémico por Rep PCR BOX de dez
isolados de rizébios estudados neste trabalho e a estirpe SEMIA
116. Porto Alegre, 2011.
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O tamanho dos fragmentos de DNA analisados no perfil
eletroforético dos produtos de amplificagdo variou entre 5000 até 500 pares de
bases, dependendo do isolado avaliado. Perfis eletroforéticos com semelhante
faixa de peso molecular dos fragmentos foram obtidos por FONTOURA (2008)
que observaram que a faixa de variagcdo dos produtos de amplificacdo dos
rizobios simbiontes de plantas de L. corniculatus, L. uliginosus, L. glaber e L.
subbiflorus ficou entre 5.000 pb a 500 pb. Resultados semelhantes foram
obtidos por GRANADA (2010) para rizdbios isolados de Desmodium incanum.
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Figura 3.3. Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos da
amplificacdo do DNA gendmico por Rep PCR ERIC de dez
isolados de rizébios estudados neste trabalho e a estirpe SEMIA
116. Porto Alegre, 2011.
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O polimorfismo observado pela andlise de rep-PCR, realizado nos
isolados testados, possibilitou a elaboracdo de um dendograma de similaridade
genética onde foram formados dois grandes grupos com 58% de similaridade
(Figura 3.4). O grupo | foi formado pelos isolados UFRGS Ms72, UFRGS Ms75
e UFRGS Ms55. Neste grupo houve um predominio de rizébios produtores de
AIA e solubilizadores de fosfato, sendo que somente o isolado UFRGS Ms72
nao foi capaz de sintetizar melanina. O grupo |l foi formado por dois grupos, A
e B, com aproximadamente 65% de similaridade. O grupo B foi formado por 4
isolados, com similaridade de 90% entre os micro-organismos UFRGS Ms204 e
Ms2010, e estes dois isolados foram agrupados com Ms515 com 86% de
similaridade. O isolado UFRGS Ms195 apresenta um valor de similaridade de
78% a estes isolados (Figura 3.4). No grupo B, todos os isolados produziram
AIA e somente o isolado UFRGS Ms210 produziu melanina.

O grupo A se subdividiu em dois subgrupos, A1 e A2 (Figura 3.2).
Em A2 foram agrupados os isolados UFRGS Ms32 e UFRGS Ms67 com uma
similaridade de aproximadamente 86%. O grupo A1 apresentou dois
subgrupos, A1.1 e A.1.2. No grupo A1.1 foram agrupadas as estirpes
recomendadas para producdo de inoculantes para alfafa (SEMIA 116, SEMIA
134 e SEMIA 135), no entanto nenhum isolado foi obtido com 100 % de
similaridade com qualquer das estirpes estudadas, demonstrando que este
grupo de micro-organismos isolados é uma potencial fonte para prospecc¢éo de
novas estirpes de rizébio mais eficientes (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Dendrograma de genotipagem de estirpes e isolados de rizébios
para M sativa. Agrupamento obtido por UPGMA, utilizando-se o
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coeficiente de Jaccard, para perfil de bandas obtido a partir da

reacdo de PCR com os oligonucleotideos iniciadores BOX A 1-R +

ERIC1-R e ERIC-2. AlA: Acido Indol-acético; Mel: Melanina; SF:

Solubilizacdo de Fosfato. Porto Alegre, 2011.
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3.4 CONCLUSOES

Cento e cinco isolados de rizébios de alfafa estdo isolados de diferentes
regides do Rio Grande do Sul.

Os rizébios isolados quanto as caracteristicas coloniais, produgdo de
melanina, sintese de acido indol-acético, solubilizacdo de fosfato, tolerancia
a pH e teor de aluminio, permite classifica-lo no género Sinorhizobium.

Os rizobios isolados de alfafa apresentam um predominio de bactérias
produtoras de acido-indol acético e solubilizadores de fosfato.

A técnica de rep-PCR com os oligonucleotideos iniciador BOX A1 e ERIC1
e ERIC2 mostrou que existe variabilidade genética entre os isolados.
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RIZOBIOS ISOLADOS DE ALFAFA INFLUENCIAM NA GERMINACAO DE

SEMENTES DE ARROZ
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4.1INTRODUCAO

A sustentabilidade da exploracdo dos recursos naturais € um dos
principais desafios da moderna agricultura. O uso de micro-organismos vem
sendo apresentado como uma alternativa para o0 menor uso de insumos no
incremento da producéao agricola. A inoculagao de leguminosas com rizobios e
a utilizacao de micorrizas em mudas de diferentes espécies sdo os exemplos
mais notaveis. No entanto, nas ultimas décadas, outros micro-organismos tém
atraido a atencdo dos investigadores, com vista a uma potencial utilizagdo na
agricultura (AHMAD et al. 2008; VARGAS et al, 2009). As bactérias presentes
na rizosfera sdo capazes de aumentar a produtividade de algumas lavouras
pela colonizagdo das raizes e estimular o crescimento das plantas. Estes
micro-organismos sdo conhecidos como rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal (Plant growthpromoting rhizobacteria. PGPR) (BISWAS et
al., 2000; BARRIUSO et al., 2005; KOKALIS-BURELLE et al., 2006).

Diversos micro-organismos vém sendo relatados como promotores
de crescimento em plantas, que incluem os géneros Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Pseudomonas e Serratia, que sao exclusivamente micro-
organismos nao simbidticos (SOMERS & VANDERLEYDEN, 2004). Além
destes micro-organismos, vem sendo estudada a atividade de promocao de
crescimento vegetal por rizébios em diversas espécies de plantas
estabelecendo associacbes com milho, sorgo, milheto, canola, alface,
mostarda, arroz, cevada e trigo (MATIRU & DAKORA, 2004; SINGH et al.,
2005; PERRINE-WALKER et al, 2007). Os detalhes dos mecanismos da
interacdo entre rizébios e nado-leguminosas ainda € pouco entendido, no
entanto a capacidade de produgcdo de fitohormdnios, como o &cido indol-
acético (AlA), vem sendo relatada como uma das possiveis formas de estimulo
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ao crescimento vegetal (CHEN et al., 2005; SINGH et al., 2005; BANERJEE et
al., 2006).

O AIA, fitohormbnio pertencente ao grupo das auxinas, atua na
elongacdao das células vegetais, na formacdo das raizes laterais e pelos
radiculares, bem como na germinacdo das sementes (BISWAS et al., 2000).
Nas fases iniciais do desenvolvimento das plantas, a inoculagdo de rizébios
produtores de AlA pode aumentar a velocidade da germinacao das sementes
inoculadas, como observado para arroz e alface (SCHLINDWEINI et al., 2008;
VARGAS et al., 2009; PALANIAPPAN et al., 2010). Dessa forma, os objetivos
deste trabalho foram quantificar o acido indol-acético produzido por rizébios
isolados de alfafa, avaliar o efeito da inoculagdo destes micro-organismos na
germinacdo de sementes de arroz e caracterizar geneticamente esses

isolados.
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4.2MATERIAL E METODOS

Os rizébios estudados foram obtidos da colecao de culturas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo escolhidos nove rizébios
que produziam equivalentes ao &cido indol-acético em meio de cultura. A
estirpe SEMIA 816 e o isolado de Lotus corniculatus UFRGS Lc348 foram
usados como referéncia na quantificacdo do Aacido indol-acético (OSORIO
FILHO, 2010). Os testes de germinacao das sementes foram realizados com a
espécie Oryza sativa, cultivar IRGA 409.

4.2.1 Quantificacao in vitro da producao de auxinas

equivalentes ao acido indol-acético

A quantificacao da producao de auxinas equivalentes ao acido indol-
acético pelas bactérias selecionadas, foi realizada utilizando-se o0 método de
ASGHAR et al. (2002). Os micro-organismos foram crescidos em tubos de
erlenmeyer contendo 20 mL de caldo levedura manitol (LM) (SOMASEGARAN
& HOBEN, 1994), por 48 h em temperatura de 28°C para formagéao do in6culo
inicial. ApGs esse periodo de incubagéo, as células foram contadas e o inéculo
padronizado para o nimero de 1x10’ células/mL, através de contagens de
células em camara de Neubauer por meio de um microscopio optico (Olympus
— CX831), e inoculado em tubos de centrifuga contendo meio LM suplementado
com 50 mg.L" de triptofano. Os micro-organismos foram incubados em
temperatura de 28°C. Apos 48 h, as culturas de bactérias foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min. Do sobrenadante, uma aliquota de 3 mL foi transferida
para um copo plastico contendo 2 mL de reagente Salkovski. Essa mistura foi
acondicionada em um local escuro por 30 min. a temperatura ambiente. As
concentracbes de  &cido indol-acético foram  determinadas em
espectrofotobmetro em comprimento de onda de 530 nm (GORDON & WEBER,
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1951) em comparag¢do com uma curva com 0s seguintes valores: 0, 0,2, 1, 2, 3,
6, 11, 15, 20, 45, 100, 200 e 300 pg.mL-1 de AlA sintético.

4.2.2 Efeito da inoculacao de rizébios produtores de acido

indol-acético na germinacao de sementes de arroz

Na avaliacdo do efeito dos rizdbios sobre a germinacédo de sementes
de arroz, foram utilizadas sementes de arroz da cultivar IRGA 409 submetidas
previamente a assepsia com alcool 70% (1min) e hipoclorito de sédio (1min),
seguida de cinco lavagens com agua esterilizada. Os testes foram conduzidos
em placas de Petri com quatro repeticdes e 36 sementes em cada placa. As
sementes foram colocadas em papel toalha previamente esterilizados, sendo
umedecidos com 10 mL de meio de cultura LM estéril (tratamento nao
inoculado — controle). Dos rizdbios avaliados quanto a producdo de
equivalentes de &cido-indol acético em placa de poliestireno, nove rizébios
isolados de alfafa (UFRGS Ms205, UFRGS Ms75, UFRGS Ms72, UFRGS
Ms55, UFRGS Ms58, UFRGS Ms2010, UFRGS Ms2012, UFRGS Ms515 e
UFRGS Ms195) foram testados e duas testemunhas, a estirpe SEMIA 816 e o
isolado de Lotus corniculatus UFRGS Lc348 foram usadas na comparacao. Os
padrdes foram selecionados no trabalho de OSORIO FILHO (2009).

Para avaliagdo da germinacao foram utilizadas como parametros as
porcentagens de germinacdo apos dois, quatro e seis dias de incubacao e o
indice de velocidade de germinacao (IVG%), calculado pela soma do numero
de sementes germinadas a cada dia e dividido pelo respectivo nimero de dias
transcorridos a partir de germinacao, conforme MAGUIRE (1962). Os dados
foram obtidos a partir de contagens diarias apos a germinagao da plantula. Ao
final de sete dias, o teste de germinacao foi concluido. O tamanho da radicula e
parte aérea das plantulas de arroz foi determinado a dois e seis dias apo6s a
emergéncia, aonde em camara de fluxo laminar 10 plantulas em cada repeticao

foi medida com auxilio de uma régua.



67

4.2.3 Caracterizacao genética dos rizébios estudados.

Para a caracterizacdo genética e a identificacdo dos rizdbios
isolados de alfafa, o DNA total das bactérias foi extraido usando o Wizard kit
(Promega), de acordo com as instrucées do fabricante. A regido de DNA do
gene que codifica a porcao 16S do ribossomo foi amplificada com os
oligonucleotideos 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAQG) e 1492R
(GCYTACCTTGTTACGACTT) (EDWARDS et al., 1989). Os ciclos empregados
foram: um ciclo inicial a 95°C por 3 min., 35 ciclos de desnaturacdo em 94°C
por 1 min. , anelamento em 55°C por 1 min. , e extensdo em 72°C para 2 min. e
um ciclo final de extensdo em 72°C por 3 min. Os fragmentos foram
sequenciados usando o sistema de eletroforese por capilaridade MegaBace
500 (Amersham Biosciences). As sequéncias parciais da regiao 16S DNAr das
estirpes homologas foram pesquisadas no GenBank com o programa BLAST
2.0, analisadas pelo algoritmo Megablast e usadas para a construcao da arvore
filogenética. As sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo algoritmo
ClustalW e as relacdes filogenéticas foram analisadas usando-se o método
Neighbor-joining realizado pelo programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007).
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4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de equivalentes ao acido indol-acético foi observada em
todos isolados testados, apresentando valores que variaram de 43,04 a 101,26
ug.mL " de equivalente ao acido indol-acético (AIA) em meio de cultura (Tabela
4.1). Os isolados UFRGS Ms205, Ms75, Ms72, Ms55 e Ms58 produziram
quantidades de AlIA em meio de cultura superiores aos dois controles testados.
Valores superiores a 100 pg.mL" vem sendo observados para isolados de
rizobios, como os micro-organismos estudados por CHAGAS Jr. et al. (2009),
isolados de caupi. Estes valores foram superiores aos encontrados por
MACHADO et al. (2009), para rizobios isolados de Lotus corniculatus e por
SCHLINDWEIN et al. (2008), que avaliou a quantidade de AlA produzido por
rizobios isolados de acacia negra e trevo vesiculoso.

Com relacédo a germinacao das sementes de arroz, observou-se um
efeito positivo no percentual de germinagédo com a inoculagéo de rizobios em
sementes de arroz. As sementes inoculadas germinaram em valores médios de
15% a mais que aquelas n&o inoculadas. No terceiro dia a diferenca na
germinacao foi de 22% maior para as sementes de arroz que foram inoculadas
com os rizébios produtores de acido indol-acético (Figura 4.1). A inoculacao
com rizébios ndo alterou o poder germinativo das sementes de arroz, porém
interferiu na velocidade de germinacéo.

A inoculacdo das sementes de arroz promoveu um aumento inicial
das taxas de germinacado a partir do segundo dia apés a inoculacao (Tabela
4.1). Depois de seis dias da inoculacdo, as taxas de germinagcdo foram
equivalentes entre os tratamentos. Embora as taxas de germinacgéao final nao
fossem afetadas pela inoculacdo de rizdbios, o0 aumento nas taxas de
germinacgao inicial favoreceu o indice da velocidade de germinagcdo das
sementes de arroz inoculadas com rizdbios (Tabela 4.1). Incrementos da
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germinagéo inicial e aumentos da velocidade de germinagdo de sementes
inoculadas com rizobios produtores de AIA foram relatados por BISWAS et al.
(2000), GUPTA et al. (2002), PANDEY et al. (2005), SCHLINDWEIN et al.
(2008), VARGAS et al. (2009) e OSORIO FILHO (2009) sendo esse fator
importante no estabelecimento da cultura. O aumento na germinagdo das
sementes é um aspecto importante na cultura de arroz, pois pode favorecer a
emergéncia das plantulas, permitindo que as plantulas de arroz superem a
concorréncia com as espécies daninhas (GIBSON et al., 2002).

Tabela 4.1. Quantidades de equivalentes ao acido indol-acético (AlA) produzido
por rizobios oriundos de alfafa em meio LM enriquecido com
triptofano e efeito da inoculagéo de rizébios produtores de acido
indol-acético no indice de velocidade de germinagédo (IVG) em
sementes de arroz da cultivar IRGA 409. Porto Alegre, 2011.

Germinacdo Germinacao

Rizébios AIA (ug.mL™) o _ VG
Inicial Final
__________ L/ ——

UFRGS Ms72 95,6 a 25,0 a* 95,1" 23,0 a
UFRGS Ms205 101,3 a 18,8 b 100,0 23,0 a
UFRGS Ms55 92,0 a 18,8 b 93,1 21,3b
UFRGS Ms2012 56,7 b 18,8 b 98,9 20,5Db
UFRGS Ms195 55,6 b 18,8 b 98,9 20,5b
SEMIA 816 55,0b 18,8 b 98,9 20,5b
UFRGS Ms515 55,8 b 17,4 b 92,6 20,1 b
UFRGS Lc 348 43,0 c 16,0 b 95,6 20,1 b
UFRGS Ms58 84,4 a 16,0 b 100,0 20,1 b
UFRGS Ms2010 59,3 b 16,0 b 95,4 20,1 b
UFRGS Ms75 100,3 a 14,8 b 97,2 20,1 b
Controle - 3,5¢ 99,6 17,6 ¢
CV(%) 10,1 26,3 - 7,2

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott

Knott a 5% de probabilidade de erro.
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FIGURA 4.1. Efeito da inoculacdo com rizobios isolados de alfafa na
germinacdo de sementes de arroz da cultivar IRGA 409. As
barras referem ao erro padrdo da média de quatro repeticdes em
cada tempo de amostragem. Resultados sao referentes a
germinacdo média de todos os tratamentos inoculados. Porto
Alegre, 2011.

A inoculacdo dos rizébios em sementes de arroz também induziu
mudancas no comprimento da raiz e da parte aérea das plantulas de arroz
(Tabela 4.2). Cinco isolados, UFRGS Ms72, Ms75, Ms205, Ms55 e Ms515,
promoveram o aumento no tamanho das radiculas das plantulas de arroz no
segundo e sexto dia apds a inoculagao. As plantas inoculadas com os isolados
UFRGS Ms72 e Ms75 apresentaram 0s maiores valores de crescimento de
raiz. Os isolados inoculados em sementes de arroz promoveram aumento no
comprimento da parte aérea das plantulas de arroz, com excegao dos isolados
UFRGS Ms2012 e UFRGS Ms195 e a estirpe SEMIA 816 (Tabela 4.2). A maior
elongacdo da parte aérea foi observada nos isolados UFRGS Ms72 e Ms75. A
promogao do crescimento de plantulas inoculadas com rizébios promotores de
crescimento vem sendo descrita por BISWAS et al. (2000) e VARGAS et al.
(2009).
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Tabela 4.2. Comprimento da radicula e parte aérea em plantulas de arroz da
cultivar IRGA 409, com diferentes isolados de rizébios produtores
de AlA isolados de alfafa. Porto Alegre, 2011.

Radicula Parte aérea
Riz6bios e mm.-------

2°Dia 6°Dia 2°Dia 6°Dia
UFRGSMs75 24 a* 48 a 27 a 59 a
UFRGSMs72 26 a 53 a 28 a 61 a
UFRGSMs205 21b 44 b 27 a 54 b
UFRGSMs55 18 b 42 b 21b 54 b
UFRGSMs515 20b 45 b 23 b 55Db
UFRGS Lc 348 16 C 44 b 19 b 55b
UFRGSMs58 14 ¢ 40 ¢ 19Db 50c
UFRGSMs2010 15¢ 40 c 18 b 49 ¢
UFRGSMs2012 14 ¢ 40 ¢ 17 ¢ 49 ¢
UFRGSMs195 13 ¢ 39¢c 17 ¢ 49 ¢
SEMIA 816 12 ¢ 41b 16 C 51c
NI 11c 39c 14 c 48 ¢
C.V (%) 19,9 16,9 18,1 17,2

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade de erro.

Com relacéo a andlise filogenética, a amplificacao da regido 16S do
DNA ribossomal dos rizobios isolados de alfafa produtores de acido indol-
acético com os oligonucleotideos 8F e 1492R foi de aproximadamente 1000 bp
para todas as bactérias sequenciadas (Tabela 4.3). Fragmentos com esse
tamanho tém sido considerados suficientes para se realizar a identificacao de
procariotos (TRUPER & SCHLEIFER, 2006), por abranger quase todo o
tamanho esperado do gene 16S do DNA ribossomal (WEISBURG et al., 1991).
A partir dos dados obtidos no sequenciamento dos nucleotideos do fragmento
obtido da amplificacdo da regido 16S DNAr dos isolados mais eficientes
avaliados nesse estudo e de representantes dos géneros Sinorhizobium,
Rhizobium Mesorhizobium e Bradyrhizobium, foi possivel se construir uma
arvore filogenética (Figura 4.2). A analise filogenética das sequencias obtidas
com as depositadas no banco de dados do GenBank revelou que os isolados
UFRGS Ms195, Ms2012, Ms515, Ms58 e Ms210 foram identificados como
pertencentes a espécie Sinorhizobium meliloti (Figura 4.2).
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Mesmo que estes isolados apresentassem uma elevada relagéao
filogenética com as estripes SEMIA 116 e SEMIA 135, a analise de rep-PCR
demonstrou que estes micro-organismos nao sao reisolamentos das estirpes
recomendadas para producdo de inoculantes para alfafa (Figura 3.2). Os
isolados UFRGS Ms72, Ms75 e UFRGS Ms55 foram identificados como
pertencentes ao género Rhizobium (Figura 4.2), como descrito por
BROMFIELD et al. (2010).

TABELA 4.3. Identificagdo de rizdbios isolados de alfafa produtores de acido
indol-acético pelo sequenciamento da regidao 16S DNAr. Porto
Alegre, 2011.

Comprimento Organismo homologo

Isolado , . NuUmero de Identidade
do G b
o Gene (pb) Espécie ACeSSO (%)
AF510898
UFRGSMs55 1012 Rhizobium sp. AF510923 100
AF195069
, ) ) AM181751
UFRGSMs58 1004 S’”%g’,f,‘;ﬁ’“ M AY904728 99
FJ025128
Sinorhizobium AM181751
UFRGSMs515 1017 melilofi AY904728 99
FJ025128
AF510898
UFRGSMs75 923 Rhizobium sp. AF510923 100
AF195069
AF510898
UFRGSMs72 1008 Rhizobium sp. AF510923 100
AF195069
Sinorhizobium AM181751
UFRGSMs195 985 melilofi AY904728 99
FJ025128
, ) ) AM181751
UFRGSMSs205 1012 S’”%g’/f/gg’“ m AY904728 99
FJ025128
) . AM181751
UFRGSMs2010 978 S’”%’;’,f,f)ﬁ’“ M AY904728 99
FJ025128
Sinorhizobium AM181751
UFRGSMs2012 983 AY904728 99

meliloti

FJ025128
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—— UFRGS Ms195

UFRGS Ms205

Sinorhizobium meliloti LMG 4289
Sinorhizobium meliloti SEMIA 135
UFRGS Ms2012

Sinorhizobium meliloti SEMIA 116
UFRGS Ms515

99| | UFRGS Ms58

UFRGS Ms2010

Sinorhizobium medicae RPA11

Sinorhizobium medicae CalA-11

63| Sinorhizobium medicae MerF-1

Sinorhizobium indiaense Ra-3

Sinorhizobium terangae ORS 3520

Sinorhizobium xinjiangense CCNWSX0513

Sinorhizobium fredii USDA 250
75

Sinorhizobium mexicanus CAF249
41 Rhizobium leguminosarum CAF249
49| Rhizobium hainanense GR15

9 Rhizobium leguminosarum DMS 30132

Rhizobium giardinii ZWT7-1

Rhizobium etli S1

Rhizobium cellulosilyticum CCBAU 85045

Rhizobium alamii CCBAU 15292

Rhizobium daejeonense L61 KCTC 12121
Rhizobium galegae DASA 12028

87

UFRGS Ms55
UFRGS Ms75
Rhizobium sp. N220
96 | Rhizobium sp. Phr-8
UFRGS Ms72
Rhizobium sp. Crj-4

Mesorhizobium loti T1
g Mesorhizobium huakuii CCBAU 15514
Mesorhizobium loti LMG 17826t2

Mesorhizobium amorphae SEMIA 806
681 Mesorhizobium amorphae GR13
| Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 3314

99 | Bradyrhizobium japonicum SEMIA 6154

0.01
FIGURA 4.2. Arvore filogenética baseada na analise Neighbor-joining da regiao
16S DNAr de isolados de rizébio e sequencias homologas
obtidas. O numero representa as ramificagdes do valor de 1000

reamostragens (bootstrap).
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4.4 CONCLUSAO

Os isolados de rizdbios de alfafa UFRGS UFRGS Ms205, UFRGS
Ms75, UFRGS Ms72, UFRGS Ms55, UFRGS Ms58, UFRGS Ms2010,
UFRGS Ms2012, UFRGS Ms515 e UFRGS Ms195 produzem
substancias equivalentes ao acido indol-acético.

A inoculagdo com rizébios acelera o processo de germinacao das
sementes de arroz e o crescimento das plantulas de arroz.

Os rizébios UFRGS Ms58, UFRGS Ms515, UFRGS Ms195 UFRGS
Ms205, UFRGS Ms2010 e UFRGS 2012 pertencem a espécie
Sinorhizobium meliloti. Os rizébios UFRGS Ms55, UFRGS Ms72 e
UFRGS Ms75 pertencem ao género Rhizobium.
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CAPITULO IV

SELECAO DE RIZOBIOS SIMBIONTES EM ALFAFA MAIS EFICIENTES EM

PRESENCA DE NITROGENIO
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5.1 INTRODUCAO

A alfafa (Medicago sativa L.) é considerada uma das mais
importantes plantas forrageiras de clima temperado, reunindo caracteristicas
desejadas, como alto valor nutritivo, elevada producdo de forragem, boa
aceitabilidade e digestibilidade (CARVALHO & VILELA, 1994), e seu uso é
indicado na alimentagcédo de bovinos para producado de leite de alta qualidade.
No Rio Grande do Sul, o aumento no interesse no uso desta cultura é
ocasionado pela intensificacdo dos sistemas de producédo de leite. Nestes
sistemas, s&o utilizados animais de maior potencial genético que exigem
plantas forrageiras de melhor valor nutritivo (PEDREIRA et al., 2001). Outro
fator importante associado ao uso de alfafa é a capacidade de fixagao biolégica
de nitrogénio, em simbiose com rizobios, e que apresenta grande potencial na
sustentabilidade destes sistemas de producao de leite, devido as significativas
entradas de nitrogénio no sistema solo-planta-animal, reduzindo a necessidade
de fertilizantes nitrogenados e aumentando a disponibilidade de proteina para
0s animais.

A simbiose entre alfafa e rizdébio pode fixar biologicamente
quantidades de nitrogénio que variam entre 120 a 250 kg.ha'.ano” foram
observados nos Estados Unidos (ZHU et al., 1998) e em torno de 650 kg.ha
“ano™ em pastagens na Argentina (RACCA et al., 1998). A espécie M. sativa
estabelece associagbes efetivas com bactérias do género Sinorhizobium
meliloti (de LAJUDIE et al., 1994) e vem sendo encontradas interacdes
eficientes com a espécie S. medicae (TALEBI et al., 2008). No entanto, no
Brasil, existe uma caréncia de trabalhos que visem a selecao e caracterizacao
de estirpes de rizébio em alfafa que sejam mais competitivas e tenham alta
capacidade de nodulacdo e fixacdo de nitrogénio em concentragdes mais
elevadas de nitrogénio.
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O nitrogénio mineral € o principal regulador do processo de simbiose
entre a leguminosa e o rizébio (CARROL & MATHWES, 1990), em funcao da
interferéncia no processo de fixacao biolégica de nitrogénio. Em presenca
desse elemento, tem sido observadas redugdes no nimero e na massa seca
de ndédulos, na atividade da nitrogenase, bem como a aceleracdo da
senescéncia dos nédulos ou sua desintegracdo (STREETER, 1988). Alguns
modelos do efeito regulatério do nitrogénio na nodulacao vém sendo propostos,
demonstrando a interferéncia no processo de formacado e manutengdo do
nddulo e a inibicdo da producao de polissacarideos pelos rizdbios, quando em
concentracdes mais elevadas, dificultando o contato entre a raiz e a bactéria
(PATRIARCA et al., 2002). Outro efeito do nitrogénio ocorre na sintese de
flavonoides secretados pelas raizes (CORONATO et al., 1992), impedindo a
transcricdo dos fatores Nod pelos rizébios, o encurvamento do pélo radicular e
a formagao do corddo de infeccdo (BLADERGROEN et al., 1998; DENARIE et
al., 1996). Entretanto, concentracdes elevadas de nitrogénio podem ou nao
reduzir a nodulacdo, pois o grau de inibicdo pode mudar de acordo com a
especiacao quimica do nitrogénio (NO™ ou NH**), a sua concentragdo préxima
as raizes e, por outros agentes, como temperatura e pH na zona radicular
(VESSEY & LUIT, 1999). Somando-se a esses fatores ambientais, deve-se
igualmente considerar a variacao do efeito do nitrogénio segundo a estirpe de
rizobio e a espécie ou cultivar de leguminosa (GIBSON & HARPER, 1985),
razdo pela qual a tolerdncia a esse elemento depende da interagdo entre o
rizdbio e a leguminosa. Nos Ultimos anos tem se verificado crescente interesse
pela selecao de rizébios isolados de espécies forrageiras de clima temperado.
No entanto, poucos estudos tém sido realizados para selecionar rizobios mais
tolerantes a concentracbes mais elevadas de nitrogénio, sendo essa uma
caracteristica importante a ser pesquisada.

Além do processo de selecao de estirpes mais eficientes na fixacao
biol6gica do nitrogénio, a caracterizagao de bactérias fixadoras de nitrogénio é
fundamental para o estudo da sua diversidade e distribuicdo ecolbgica.
Métodos eficientes sdo necessarios para a identificacdo de gendtipos de
estirpes que possuam, por exemplo, eficiéncia superior na capacidade de
fixacdo bioldégica de nitrogénio. A biologia molecular tem ajudado o
desenvolvimento de métodos faceis e rapidos para realizacdo da
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caracterizacao microbiana. As técnicas baseadas na reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) que utilizam oligonucleotideos que amplificam sequéncias
repetitivas dispersas no genoma de bactérias sem sendo usados na
caracterizacao de rizdbios por apresentar uma boa discriminacao das estirpes
de rizébio (GIONGO et al, 2007; EL-AKHAL et al., 1999). Além dessa técnica
de PCR, outro método baseado no sequenciamento da regido 16S DNAr tem
sido usado na identificagao de isolados de rizobio em nivel de género e espécie
(ESTRELA et al., 2009; WANG et al., 2009; BACERRA-CASTRO et. al., 2010),
e para a identificacado de rizébios isolados de alfafa (BROMFIELD et al., 2010;
SAIDI et al., 2009; LANGER et a., 2008; ELBOUTAHIRI et al., 2010; VILLAR et
al., 2008). Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar
geneticamente rizébios de alfafa autéctones do Rio Grande do Sul e identificar

interacdes mais eficientes em diferentes concentracdes de nitrogénio.
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5.2MATERIAL E METODOS

Os riz6bios usados nesse experimento foram isolados de nédulos de
alfafa de diferentes locais do Rio Grande do Sul (Capitulo Il), sendo escolhidos
aleatoriamente 20 isolados de rizobios que formavam nodulos e fixavam
nitrogénio em alfafa. As estirpes de Sinorhizobium meliloti SEMIA 116, 134 e
135, usadas como referéncia para a selecdo de rizobios em alfafa, foram
obtidas no Centro de Fixacao Bioldgica de Nitrogénio da Fundacao Estadual de
Pesquisa Agropecuaria, RS, Brasil. Utilizou-se para os experimentos a cultivar
Crioula de Medicago sativa, obtida do banco de germoplasma do

Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da UFRGS.

5.2.1 Selecao de rizébios em experimento com vasos do tipo

“Leonard” em casa de vegetacao.

Para a selecdo de estirpes mais eficientes na fixacao biolégica de
nitrogénio foi realizado um experimento, em casa de vegetagdo, com vasos tipo
“Leonard” (VINCENT, 1970) contendo mistura de vermiculita e areia (na
proporcdo de 2:1), na parte superior e solugdo nutritiva (SARRUGE,1975)
isenta de nitrogénio na parte inferior. Em cada vaso foram plantadas cinco
sementes de Medicago sativa pré-germinadas.

Para inoculacdo das plantas, o in6culo foi elaborado a partir de
rizobios crescidos em frascos de Erlenmeyer com 50 mL de meio Levedura
Manitol (LM), incubados por 48 horas a 28°C, sob agitacao constante a 120
rpm. Ao final deste periodo, aliquotas de 200uL foram retiradas de cada frasco
para determinacdo do numero de células em camara de Neubauer com
microscopio optico (Olympus — CX31). Os in6culos foram padronizados por
diluicio para a concentragdo de 2x10° cel./mL. Foram inoculadas aliquotas de
2 mL por vaso do caldo de cada rizébio, individualmente. Além dos tratamentos

inoculados, foram conduzidos dois tratamentos controle sem inoculagcdo: um
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sem adicdo de nitrogénio e outro com adicdo de 225 mg de nitrogénio, na
forma de uma solucao de 13,4 mM NH4sNO3, sendo essa dose dividida em trés
aplicagdes semanais de 5,35 mg de nitrogénio, durante 14 semanas,
equivalendo a aplicacao de 80kg de nitrogénio por hectare.

Ao final do periodo de 98 dias, as plantas foram cortadas e a parte
aérea foi separada do sistema radicular, acondicionada em sacos de papel
para secagem em estufa a 65°C, até apresentar peso constante. Os nddulos
foram destacados das raizes, contados e colocados em estufa a 65°C para
secagem. Foram avaliados o numero e a massa seca de nodulos, a producao
de matéria seca e o acumulo de nitrogénio total na parte aérea (TEDESCO et
al., 1995). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), e as médias comparadas
pelo teste de Scot Knott a 5% de probabilidade de erro.

5.2.2 Selecao de rizobios em experimento com vasos com solo

em casa de vegetacéao.

Cinco isolados mais promissores obtidos nos ensaios com vasos de
Leonard foram testados quanto a sua eficiéncia na capacidade de fixacédo
simbidtica de nitrogénio em ensaio realizado em casa de vegetacdo com
plantas de alfafa cultivadas em vasos com solo. As sementes foram
desinfestadas conforme descrito no item 5.2.1. Em cada vaso foram semeadas
cinco sementes e ap6s 10 dias realizou-se o desbaste das plantas, sendo
mantidas 3 plantas por vaso. O método empregado para o preparo do inéculo
foi semelhante ao descrito no item 5.2.1. Dois tratamentos controle sem
inoculacao foram conduzidos, um sem adi¢éo de nitrogénio e outro com adicao
de 562 mg de nitrogénio, na forma de uma solucao de 26 mM NH4NO3, sendo
essa dose dividida em trés aplicacbes semanais de 10,41 mg de nitrogénio,
durante 18 semanas, equivalendo a adicdo de 200 kg de nitrogénio por
hectare.

Ap6s 125 dias a partir do plantio, a parte aérea das plantas foi
separada do sistema radicular, acondicionada em sacos de papel e secada em
estufa a 65°C, até apresentar peso constante. Os nodulos foram destacados
das raizes, contados e colocados em estufa a 65°C para secagem. Foram
avaliados o numero e massa seca de nddulos, a producao de matéria seca e o
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acumulo de nitrogénio total na parte aérea, determinado pelo método de
TEDESCO et al., (1995). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), e as médias
comparadas pelo teste de Scot Knott a 5% de probabilidade de erro.

5.2.3 Selecao inicial de rizobios tolerantes ao nitrogénio.

Para selecao inicial de rizobios tolerantes a diferentes concentracdes
de nitrogénio mineral, foram utilizados tubos de ensaio de 250 mm de
comprimento e 24 mm de didmetro, contendo 20 mL de solugdo nutritiva
SARRUGE (1975) agarizada (6%) e esterilizado em autoclave por 20 min a
121°C. Os tratamentos avaliados foram diferentes concentragdes de nitrogénio
(0, 1,25, 2,5, 5, 10, 15 e 30 mM de NH4NOj3), com quatro repeticdes. As
diferentes concentragdes de nitrogénio foram adicionadas durante o preparo da
solucdo nutritiva na forma de NHsNO;. As sementes de alfafa foram
desinfestadas em alcool 70% por 30 seg., posteriormente submersas em
hipoclorito (5%) por 1 min. e lavadas sucessivamente em &agua destilada e
esterilizada em autoclave por 20 min. Estas sementes foram acondicionadas
em papel toalha e pré-germinadas por dois dias a 28°C. Apds esse periodo, as
plantulas de alfafa foram transplantadas para os tubos de ensaio. Os rizdbios
foram crescidos em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio Levedura Manitol
(LM), incubados por 48 horas a 28°C, sob agitagdo constante a 120 rpm para
elaboragdo do inoculo. Ao final deste periodo, uma aliquota de 200uL foi
retirada de cada frasco e o nimero de células em foi contado em uma camara
de Neubauer em um microscépio 6ptico (Olympus — CX31) e os indculos foram
padronizados por diluicdo para a concentracdo de 2x108 cel./mL. A inoculacéo,
individualmente, dos isolados de rizébio foi realizada com auxilio de um
pipetador automatico utilizando-se aliquotas de 500 pL por tubo de ensaio. Os
tubos foram mantidos em lampadario com fotoperiodo de 12 h de luz diaria. A
avaliacao visual da nodulacao nas diferentes concentracées de nitrogénio foi
realizada aos 45 dias apdés a inoculacdo. Com base nos resultados de
formacao de nédulos (Anexo V), os dados foram transformados em uma matriz
binaria bidimensional, onde 0 indica a auséncia dos ndédulos e 1 a presenca. O
agrupamento foi realizado pelo programa PAST 1.69 (Palaeontological
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Statistics), usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
arithmetic mean) e o coeficiente de Jaccard.

5.2.4 Tolerancia de rizébios promissores ao nitrogénio mineral

A avaliacdo do efeito do nitrogénio mineral na simbiose entre rizébio
e alfafa foi realizada conduzindo-se um experimento em casa de vegetacgéao,
onde foram utilizados vasos Leonard (VINCENT, 1970) contendo uma mistura
de vermiculita e areia (na proporcao de 2:1), na parte superior e solucéo
nutritiva (SARRUGE,1975) isenta de nitrogénio na parte inferior. Em cada vaso,
foram plantadas cinco sementes de Medicago sativa desinfestadas com alcool
70% por 30 s, posteriormente submersas em hipoclorito (5%) por 1 min. e
lavadas sucessivamente em agua destilada e esterilizada em autoclave por 20
min. e pré-germinadas em papel toalha por dois dias a 28°C.Os rizobios foram
crescidos em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL de meio Levedura Manitol
(LM), incubados por 48 horas a 28°C, sob agitagdao constante a 120 rpm para
elaboragdo do in6culo. Ao final deste periodo, uma aliquota de 200uL foi
retirada de cada frasco e o numero de células em foi contado em uma camara
de Neubauer com um microscépio optico (Olympus — CX31) e os indculos
foram padronizados por diluicdo para a concentracdo de 2x10% cel./mL. Foi
feita a inoculagdo com os isolados, individualmente, utilizando-se aliquotas de
2 mL do in6culo por vaso.Os tratamentos foram quatro doses de nitrogénio (0,
5, 10 e 15 mM de N) aplicados na forma de NHsNOs;. O delineamento
experimental foi o inteiramente ao acaso, com quatro repeticbes. Ao final do
periodo de 98 dias, a parte aérea foi separada do sistema radicular,
acondicionada em sacos de papel e secada em estufa a 65°C, até apresentar
peso constante. Os nodulos foram destacados das raizes, contados e
colocados em estufa a 65°C para secagem. Foram avaliados o nimero e a
massa seca de nodulos, a produgcao de matéria seca e o acumulo de nitrogénio
total na parte aérea (TEDESCO et al., 1995). Os dados foram submetidos as
analises de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Scot
Knott a 5% de probabilidade de erro.



86

5.2.5 Identificacao dos isolados

Para caracterizagao genética e a identificacdo dos rizébios isolados
de alfafa, o DNA total das bactérias foi extraido usando o Wizard kit (Promega),
de acordo com as instrugdes do fabricante. A regido de DNA do gene que
codifica a por¢cao 16S do ribossomo foi amplificada com os oligonucleotideos
8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG) e 1492R (GCYTACCTTGTTACGACTT)
(EDWARDS et al., 1989). Os ciclos empregados foram: um ciclo inicial a 95°C
por 3 min., 35 ciclos de desnaturacao em 94°C por 1 min., anelamento em 55°C
por 1 min., e extensdo em 72°C para 2 min., € um ciclo final de extensdo em
72°C por 3 min. Os fragmentos foram sequenciados usando o sistema de
eletroforese por capilaridade MegaBace 500 (Amersham Biosciences). As
sequéncias parciais da regido 16S DNAr das estirpes homologas foram
pesquisadas no GenBank com o programa BLAST 2.0, analisadas pelo
algoritmo Megablast e usadas para a construcao da arvore filogenética. As
sequencias selecionadas foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW e a relacbes
filogenéticas foram analisadas usando-se o0 método Neighbor-joining realizado
pelo programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007).



5.3RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Selecao de isolados de rizébio em vasos Leonard

Os valores médios do teor de nitrogénio total, massa seca da parte
aérea, numero de nodulos e da matéria seca de nddulos formados em raizes
de plantas de M. sativa inoculadas com isolados de rizébios nativos e estirpes
sao mostrados na Tabela 5.1. A producao de matéria seca da parte aérea das
plantas inoculadas com o isolado UFRGS Ms98 e Ms63 foram maiores que a
das plantas dos tratamentos controle. Todas as plantas inoculadas com as
estirpes recomendadas e o0s demais rizébios estudados (Tabela 5.1). As
estirpes SEMIA 135 e 134, liberadas para a producdo de inoculantes para
alfafa, que foram ineficientes com baixa producdo de matéria seca, sendo
superiores apenas ao tratamento controle sem adicdo de nitrogénio (Tabela
5.1).

O numero de nodulos variou entre 15 a 64 nédulos por planta, sendo
os tratamentos inoculados com os isolados UFRGS Ms81, Ms204 e Ms26 os
que apresentaram maior niumero de nédulos do que as plantas inoculadas com
as estirpes SEMIA 116, 134 e 135 (Tabela 5.1). Resultados semelhantes foram
observados por OLIVEIRA et al. (2004) e VELAZQUEZ et al. (1999). Com
relacdo a massa seca de nodulos, as plantas inoculadas com os isolados
UFRGS Ms26, Ms32, Ms195, Ms57 e Ms67, superaram os demais tratamentos.
As plantas inoculadas com os isolados UFRGS Ms81, Ms204, Ms194, Ms63,
Ms22, Ms95 e Ms75 formaram massa nodular intermediaria, sendo superiores
as estirpes recomendadas SEMIA 116, 134 e 135 (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Nitrogénio total acumulado na parte aérea, massa seca da parte

aérea, indice de eficiéncia relativa, nimero de nédulos e massa

seca de nodulos formados em raizes de plantas de M. sativa

cultivadas em vasos de Leonard e inoculadas com isolados de

rizObios nativos e estirpes. Médias de 4 repeticoes.

Nitrogénio Massa Secada Massa NUmero de Indice de
Total Parte Aérea nédulos No6dulos eficiépcia
relativa
---------------- mg.planta.------------- (%)
T+N 23,0 b* 809,0 b 0 0 100 b
SEMIA 116 179¢c 736,5b 18,6 C 44 b 77,8 ¢
SEMIA 135 145¢c 483,9 c 14,7 ¢ 33b 62,7 c
SEMIA 134 9,1d 236,7 d 13,7 ¢ 32b 38,9d
UFRGS Ms98 441 a 1337,3 a 11,6 ¢C 27 c¢c 193,6 a
UFRGS Ms63 27,6 b 1178,5 a 215b 38b 120,3 b
UFRGS Ms208 27,3b 820,1b 18,8 C 23 ¢ 119b
UFRGS Ms204 26,9b 792,0b 27,7b 50 a 117,2b
UFRGS Ms195 219b 760,6 b 241Db 42 b 95,3 b
UFRGS Ms513  20,8b 4126 C 16,4 c 17 ¢ 90,2c¢c
UFRGS Ms81 19,9b 673,9b 26,9b 64 a 86,5¢
UFRGS Ms67 18,1¢c 577,7 c 29,9 a 27 ¢ 78,5¢
UFRGS Ms32 171 ¢ 703,3b 37,7 a 44 b 74,1 c
UFRGS Ms 57 16,5 ¢ 7948 b 30,5a 29 ¢ 71.6c¢c
UFRGS Ms95 16,2¢c 540,6 ¢ 215b 23 ¢ 70,1 ¢
UFRGS Ms72 15,2¢ 435,4 ¢ 16,8 C 30c 62,3 c
UFRGS Ms75 14,4 c 763,7b 30,8 a 15¢ 65,6 d
UFRGS Ms194 9,0d 313,0d 20,6 b 42 b 38,3d
UFRGS Ms22 8,9d 334,1d 240b 34b 37,9d
UFRGS Ms26 8,7d 482,2d 34,0a 49 a 36,8d
T-N 0,3e 36,8 e 0 0 Oe
CV (%) 23,3 22,6 26,9 28,7 22,24

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente

pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Médias de quatro repeticdes. T+N:

Testemunha com adicdo de nitrogénio; T-N: Testemunha sem adi¢do de
nitrogénio. Porto Alegre, 2011.
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Avaliando-se os valores de nitrogénio total acumulado na parte
aérea das plantas, observa-se que as plantas inoculadas com o isolado
UFRGS Ms98 apresentaram maior valor de nitrogénio total do que as do
controle com adi¢éo de nitrogénio e as inoculadas com as estirpes SEMIA 116,
134 e 135 (Tabela 5.1). Os indices de eficiéncia relativa calculados para os
tratamentos inoculados variaram de 37 % a 193,5 %, no entanto, segundo
MIRANDA (1995), o minimo a ser considerado como eficiente é de 70%, mas
nesse experimento escolheu o ponto de corte de 95% de eficiéncia relativa
para selecionar os isolados a serem testados em experimentos com vaso com
solo. Os isolados UFRGS Ms98, Ms63, Ms208 e Ms204 apresentaram o0s
maiores valores do indice de eficiéncia relativa. (Tabela 5.1). As estirpes
SEMIA 116, 135 e 134, liberadas para M. sativa, apresentaram baixa eficiéncia
relativa (Tabela 5.1). A estirpe SEMIA 134 foi a que teve menor contribuicao
em termos de acumulo de matéria seca e teor de nitrogénio total na parte aérea
das plantas. Esses resultados denotam a necessidade selecionar uma nova
estirpe no grupo de elite de rizébios liberados para producéo de inoculantes e
da continuidade dos programas de sele¢ao de rizébios para leguminosas.

5.3.2 Selecao de isolados de rizébio em vasos com solo

Os resultados de teor de nitrogénio total, massa seca da parte
aérea, numero e massa seca de nédulos de plantas de M. sativa inoculadas
com isolados de rizdbios selecionados em vaso Leonard sao apresentados na
Tabela 5.2. Todas as plantas inoculadas com os rizobios estudados
apresentaram valores de nitrogénio total e matéria seca superiores as plantas
do tratamento controle sem adi¢cdo de nitrogénio, indicando que o ambiente
solo ndo afetou a interagcdo dos rizébios selecionados com as plantas de alfafa
inoculadas. As plantas inoculadas com o isolado UFRGS Ms98 apresentaram
0s maiores valores de nitrogénio e matéria seca, nao diferindo do controle com
adicdo de nitrogénio equivalente a 200 kg de N.ha™'. A producdo de matéria
seca das plantas inoculadas com os rizébios UFRGS Ms63, Ms208, Ms204 e
Ms195 nao diferiram daquelas inoculadas com a estirpe SEMIA 116 (Tabela
5.2). As plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 135 apresentaram os

menores valores de matéria seca, em comparacdo as inoculadas com os
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outros isolados e com a estirpe SEMIA 116. O numero de nodulos formados
nas raizes de alfafa variou de 20 a 52 nédulos por planta, sendo que as plantas
inoculadas com os isolados UFRGS Ms204 e Ms63 apresentaram maior
namero de nédulos do que as plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 116
(Tabela 5.2). Valores semelhantes foram observados por SAIDI et al. (2009),
em experimento com plantas de alfafa cultivadas em vasos com solo, onde
observaram variacdo de 30 a 57 nodulos por planta em diferentes variedades
de alfafa estudadas.

O indice de eficiéncia relativa na fixagao simbidtica do nitrogénio dos
isolados testados em plantas cultivadas em vasos com solo variou entre 90% a
50% (Tabela 5.2). O isolado UFRGS Ms98 apresentou uma eficiéncia de 90%.
Segundo MIRANDA (1995), na selecao de estirpes de rizdbios se devem
escolher aquelas que promovam efetividade de pelo menos 70% em relagcéao a
testemunha com N mineral. Os resultados indicam que este isolado possui
potencial para ser incluido no grupo de elite de estirpes recomendadas para
inoculacao de alfafa no Brasil, no entanto testes a campo devem ser realizados
para confirmacao dessa caracteristica.

5.3.3 Selecao inicial de interacoes entre rizébios e alfafa

tolerante ao nitrogénio

O efeito do nitrogénio na simbiose entre rizébio e alfafa in vitro pode
ser observada na Figura 6.1 e no Anexo IV. Nenhum dos 19 rizébios testados
nesse experimento apresentou formacao de ndédulos nas concentragdes de 15
e 30 mM de nitrogénio. Concentracdes elevadas de nitrogénio mineral vém
sendo descritas como inibidoras do processo de simbiose entre rizébios e
leguminosas, como observado por MENDONCA & SCHIAVINATO (2005) e
FEY & VESSEY (2009). Além disso, a presenca de nitrogénio em meio de
cultura inibiu a formacado de nédulos em sete isolados de rizébio (UFRGS
Ms22, UFRGS Ms26, UFRGS Ms63, UFRGS Ms72, UFRGS Ms75, UFRGS
Ms95 e UFRGS Ms194) e na estirpe SEMIA 134, recomendada para
inoculagdo em sementes de alfafa. No entanto nove isolados de rizébio e duas
estirpes testadas houve a formacdo de noédulos em raizes de alfafa em
concentragcdes superiores a 1,25 mM de nitrogénio, indicando que a interacao
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entre rizobios e alfafa em diferentes concentragcées de nitrogénio varia com o
microrganismo inoculado, sendo possivel selecionar interagcdes mais tolerantes
a presenca de nitrogénio mineral. Dos nove isolados que formaram ndédulos em
presenca de nitrogénio, em quatro (UFRGS Ms195, UFRGS Ms208, UFRGS
Ms57 e UFRGS Ms81) foram observados nédulos nas concentracdes de até 10
mM de nitrogénio e dois (UFRGS Ms32 e UFRGS Ms98) rizObios em
concentracdes de até 5 mM. Estes micro-organismos foram selecionados para
testes em casa de vegetagéo.

TABELA 5.2. Nitrogénio total, massa seca da parte aérea, numero de nodulos,
matéria seca de nddulos e eficiéncia relativa na fixagao biologica
de nitrogénio em raizes de plantas de M. sativa inoculadas com

isolados de rizobios nativos e estirpes em vasos com solo.

Nitrogénio Massa Seca Massa  Numero EFR
Total da Parte Aérea  nodulos de
---------------- mg.planta.--------------------  N6dulos %o
T+N 18,9 a 455 b 0,0d 0d 100 a
SEMIA 116 13,5b 456 b 17,4 b 41b 66 b
SEMIA 135 10,8 b 379 ¢ 89c 20 ¢ S0b
UFRGS Ms98 17,3 a 588 a 14,4 ¢ 34b 90 a
UFRGS Ms63 13,3b 483 b 294 a 52 a 60 b
UFRGS Ms208 12,5b 428 b 20,4 b 25¢ 65 b
UFRGS Ms204  11,2b 427 b 296 a 52 a S8b
UFRGS Ms195 12,1 b 422 b 14,7 ¢ 27 c S52b
T-N 27¢ 80 e 0,0d 0d 0c
CV (%) 20,5 17,5 20,8 21,2

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott a 5%. Médias de quatro repeticoes. T+N:
Testemunha com adicdo de nitrogénio; T-N: Testemunha sem adigdo de
nitrogénio. Porto Alegre, 2011.

5.3.4 Efeito do nitrogénio na interacao entre rizébio e alfafa.

Para avaliar o efeito do nitrogénio na simbiose de rizdbio e alfafa,
seis isolados e duas estirpes foram testadas em condicbes de casa de
vegetacao. A partir dos resultados obtidos, a analise da varidncia mostrou que
ocorreu uma interacdo significativa entre dose de nitrogénio com todos os
parametros avaliados, indicando que a simbiose de M. sativa entre o0s

diferentes rizobios inoculados foi afetada pelas doses de nitrogénio. Este
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resultado foi semelhante ao encontrado por OLIVERIA et al. (2004) para
interacdes entre doses e estirpe de rizobio para alfafa, por HUNGRIA &
BOHRER (2000) para o efeito do nitrogénio na simbiose entre Bradyrhizobium
em soja e por UNOKOVICH & PETE (1998) avaliando o efeito do nitrogénio na

simbiose de Rhizobium e trevo vermelho.
Similaridade

20 30 40 50 60 70 80 90 100
1

L 1 1 | 1 1 1 ]

UFRGS Ms85

UFRGS Ms22

SEMIA 134

UFRGS Ms194
UFRGS Ms26
UFRGS Ms63
UFRGS Ms72

UFRGS Ms75

UFRGS Ms513
1,25 mMde N
UFRGS Ms67

SEMIA 135

SEMIA 116

25mMdeN

UFRGS Ms204

UFRGS Ms195

UFRGS Ms208

10 MM de N
UFRGS Ms57

UFRGS Ms81

UFRGS Ms32

5mMdeN

UFRGS Ms98



93

Figura 5.1 Dendrograma de similaridade (%) do numero de nddulos formado
por diferentes rizébios em plantas de alfafa em diferentes

concentragdes de nitrogénio.

Tabela 5.3. Valores de F para numero de nédulos, massa de ndédulos, massa
da parte aérea e massa seca da raiz de M. sativa avaliados em 115
dias. Porto Alegre, 2011.

Causas da variacio Massa seca Nitrogénio qusa de Nu:jneero
da parte aera Total noédulos nédulos
Isolado de Rizoébio (A) 17,01* 23,04* 8,57* 25,56*
Dose de Nitrogénio (B) 1,17* 1,88* 6,80" 10,79*
AxB 2,60" 3,69" 13,12* 12,26"
C.V (%) 26,20 19,58 23,02 27,17

* Significativo a 5% de probabilidade de erro. ns: ndo significativo a 5% de
probabilidade de erro.

A producdo de matéria seca e os teores de nitrogénio total das
plantas inoculadas com rizébios variaram em fungdo da concentracdo de
nitrogénio aplicado (Tabela 6.2). As plantas inoculadas com os isolados
UFRGS Ms195, UFRGS Ms81 e a estirpe SEMIA 135 aumentaram os valores
de matéria seca em virtude do aumento da dose de nitrogénio adicionada
(Figura 6.2, Tabela 6.2), sendo que na dose de 15mM, as plantas inoculadas
com esses micro-organismos apresentaram os maiores valores de matéria
seca (Tabela 6.2). O teor de nitrogénio total das plantas inoculadas com esses
micro-organismos também aumentou com a dose de nitrogénio adicionada
(Figura 6.2, Tabela 6.3). As plantas inoculadas com os isolados UFRGS Ms32
e a estirpe SEMIA 116 apresentaram um estimulo no desenvolvimento das
plantas nas doses de 5 e 10 mM (Figura 6.2, Tabela 6.3), no entanto, o
aumento da concentragdo de nitrogénio nao interferiu na quantidade de
nitrogénio total acumulado no tecido das plantas de alfafa (Tabela 6.2).
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Tabela 5.4. Producdo de matéria seca e nitrogénio total da parte aérea em
plantas de Medicago sativa inoculadas com isolados e estirpes de

rizobio em diferentes concentracbes de nitrogénio. Porto Alegre,

2011.
Massa seca da parte aera
o (mg.planta™)
Rizobios Dose de Nitrogénio (mM)
0 5 10 15
UFRGS Ms195 761 bB* 823 bB 800 bB 1000 aA
UFRGS Ms81 860 bA 756 bA 843 bA 974 aA
URGS Ms98 1337 aA 1158 aA 913 bB 724 bB
UFRGS Ms208 820 bB 1074 aA 1278 aA 1052 aA
UFRGS Ms57 795 bA 662 bA 657 bA 664 bA
UFRGS Ms32 703 bA 921 aA 854 bA 579 bB
SEMIA 116 737 bA 951 aA 763 bA 677 bB
SEMIA 135 484 cB 646 bB 689 bB 912 aA
N.| 39 dC 235 cB 577 bB 788 bA
Nitrogénio total
o (mg.planta’™)
Rizobios Dose de Nitrogénio (mM)
0 5 10 15
UFRGS Ms195 22 bB 26 aA 26 aA 29 aA
UFRGS Ms81 20 bB 23 aB 17 bB 29 aA
URGS Ms98 44 aA 28 aB 27 aB 19 cC
UFRGS Ms208 27 bA 28 aA 25 aA 25 aA
UFRGS Ms57 17 cA 21 aA 20 aA 20 bA
UFRGS Ms32 17 cA 23 aA 19 bA 18 bA
SEMIA 116 21 bA 21 aA 18 bA 18 bA
SEMIA 135 15 cB 19 aB 18 bB 25 aA
N.| 0,3dC 2bC 8 cB 25 aA

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula, dentro de cada coluna, ou
maiuscula, dentro de cada linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade de erro. N.I: tratamento ndo inoculado.
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Os valores de matéria seca e nitrogénio da parte aérea das plantas
inoculadas com o isolado UFRGS Ms98 foram maiores no tratamento sem
adicdo de nitrogénio, no entanto a interacao entre este isolado com alfafa
mostrou-se mais sensivel as maiores doses de nitrogénio, sendo observada
uma reducao nos valores destes dois parametros (Tabela 6.2, Figura 6.2). O
isolado UFRGS Ms208 se destacou por apresentar as plantas com maiores
producdes de matéria seca nas doses mais elevadas de nitrogénio (10 e 15
mM), e ndo ocorrendo variacao significativa com relagdo ao teor de nitrogénio
na parte aérea (Tabela 6.2, Figura 6.2), indicando que este isolado pode
apresentar maior tolerancia a doses mais elevadas de nitrogénio e potencial

para ser estudado em trabalhos futuros.

Tabela 5.5. Equacgbes de regressdo ajustadas aos dados de massa seca da
parte aera e nitrogénio total, em fungédo de diferentes doses de

nitrogénio. Porto Alegre, 2011.

Massa seca da parte aera

-1
Riz6bios (mg.planta™)

Equagao R?

UFRGS Ms195 y =1,3713x" — 6,6593x + 775.95 0,86
UFRGS Ms81  y =2,3453x” — 26,622x + 852,71 0,95
URGS Ms98 y =.0,0939x% — 40,268x + 1343,4 0,99
UFRGS Ms208 vy =.4,8028x% + 90,012x + 801,17 0,93
UFRGS Ms57  y = 2,3969x” — 45,884x + 803,94 0,94

UFRGS Ms32 vy =.4,935x + 65,213x + 707,06 0,99
SEMIA 116 y =.2.9994x% + 37.682x + 761.69 0,70
SEMIA 135 y = 0.6089x° + 17.436x + 498.9 0,95
Nitrogénio to1tal
Riz6bios (mg.planta’)
Equacdo R?

UFRGS Ms195 y =.0,0057x" + 0,5304x + 22,273 0,89
UFRGS Ms81  y =0,0122x% + 0,2902x + 20,202 0,94
URGS Ms98 y = 0.0893x%. 2.8285x + 42.973 0,91
UFRGS Ms208 vy =.0,0156x% + 0,0214x + 27,545 0,81
UFRGS Ms57  y =.0,0408x" + 0,8298x + 16,864 0,82
UFRGS Ms32 vy =.0,0757x* + 1,1055x + 17,728 0,65
SEMIA 116 y =.0.0046x%. 0.1643x + 21.252 0,76
SEMIA 135 y = 0.0143x* + 0.3775x + 15.171 0,83
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A adicdo de doses maiores de nitrogénio reduziu a nodulagcéo e a
massa de nddulos das plantas inoculadas com os isolados UFRGS Ms195,
Ms81, Ms32 e Ms135 com o aumento da concentracao de nitrogénio (Tabela
6.4 e Figura 6.3), no entanto no isolado UFRGS Ms57 foi observado um
estimulo na nodulacdo e na massa seca de nddulos com o aumento da
concentragdo de nitrogénio. As plantas inoculadas com o isolado UFRGS Ms98
reduziram o numero de nédulos, mas houve um aumento nos valores de massa
seca.

Tabela 5.6 Numero e massa seca de nddulos em plantas de Medicago sativa
inoculadas com isolados e estirpes de rizébio em diferentes

concentragdes de nitrogénio. Porto Alegre, 2011.

Massa de nédulos

L (mg.planta™)
Rizobios Dose de Nitrogénio (mM)
0 5 10 15
UFRGS Ms195 24 aA 25 bA 20 aA 17 bA
UFRGS Ms81 27 aA 18 bB 18 aB 14 bC
URGS Ms98 12 bA 15 cA 14 aA 14 bA
UFRGS Ms208 19 bA 21 bA 17 aA 13 bB
UFRGS Ms57 30 aA 23 bB 17 aB 38 aA
UFRGS Ms32 34 aA 39 aA 28 aA 28 aA
SEMIA 116 27 aA 20 bB 23 aB 21 bB
SEMIA 135 19 bA 12 cB 13 aB 11 bB
N.I 24 aA 25 bA 20 aA 17 bA
Numero de nédulos
L (nédulos.planta™)
Rizobios Dose de Nitrogénio (mM)
0 5 10 15
UFRGS Ms195 42 aA 37 bA 33 bB 32 bB
UFRGS Ms81 64 aA 51 bA 38 bB 30 bB
URGS Ms98 30 bA 22 bB 20 cB 19 cB
UFRGS Ms208 23 bB 20 bB 27 bA 34 bA
UFRGS Ms57 30 bB 27 bB 39 bB 61 aA
UFRGS Ms32 49 aA 45 bA 36 bB 29 bB
SEMIA 116 47 aC 71 aB 90 aA 67 aB
SEMIA 135 54 aA 32 bB 33 bB 31 bB
N.I 42 aA 37 bA 33 bB 32 bB

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula, dentro de cada coluna, ou
mailscula, dentro de cada linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade de erro. N.I: tratamento ndo inoculado.
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Para as plantas inoculadas com os isolados UFRGS Ms208 e a
estirpe SEMIA 116, foi observado um aumento nos valores de numero de
nédulos na dose de 5 e 10 mM, mas uma redugdo na massa seca de ndodulos
nas doses mais elevadas de nitrogénio (Tabela 6.4 e Figura 6.3). Doses mais
elevadas de nitrogénio mineral vém sendo descritas como inibidoras da
simbiose entre rizébios e leguminosas (FEY & VESSEY, 2009), sendo
observada a redugdo do numero de nédulos e a massa dos ndédulos. Este
padrao foi observado nesse trabalho, no entanto para algumas interacdes
estudadas o comportamento foi diferenciado, indicando que a variabilidade
existente nos rizébios estudados possibilita a selecao de interacbes mais

tolerantes ao nitrogénio mineral.

Tabela 5.7. Equacdes de regressdao ajustadas aos dados de numero de
ndédulos e massa de nédulos, em funcao de diferentes doses de

nitrogénio. Porto Alegre, 2011.

NuUmero de Nédulos
Rizébios

Equacéao R?
y = 0,0372x°. 1,2728x + 42,331 0,99

UFRGS Ms195

UFRGS Ms81 y= 0,0561x2. 3,0983x + 63,786 0,99
URGS Ms98 y= 0,0989X2. 0,6833x + 22,389 0,93
UFRGS Ms208 vy = 0,2531x2. 1,6519x + 29,338 0,99
UFRGS Ms57 y= 0,2531X2. 1,6519x + 29,338 0,99
UFRGS Ms32 y =.0,0267x%. 0,9867x + 49,539 0,99
SEMIA 116 y =.0,4728X2 + 8,7306x + 44,708 0,92
SEMIA 135 y =0,1 969x°. 4,2769x + 52,574 0,90
Massa de Nodulos
Rizobios (g planta”)
Equacéo R?

UFRGS Ms195  y =.0,0437x% + 0,0902x + 24,593 0,91

UFRGS Ms81 y = 0,0455x%. 1,4418x + 26,209 0,88
URGS Ms98 y =.0,0608x% + 0,5142x + 19,057 0,94
UFRGS Ms208 y =0,2792x°. 3,8752x + 31,657 0,88
UFRGS Ms57  y=0,2792x°. 3,8752x + 31,657 0,87
UFRGS Ms32 vy =.0,057x% + 0,3112x + 35,164 0,53
SEMIA 116 y = 0,0557x%. 1,1775x + 26,796 0,72
SEMIA 135 y = 0,0456x%. 1,1232x + 18,289 0,83
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As duas primeiras dimensdes da analise de coordenadas principais
responderam por 83% da variacao total dos dados, sendo que a coordenada 1
apresentou uma variancia de 52,9% e a coordenada 2 uma variancia de 30,1%
(Figura 4). Na analise conjunta dos dados, o parametro dose de nitrogénio
apresentou uma maior relacdo com os parametros de numero de nodulos e
massa seca de noédulos, estando em quadrantes opostos. Assim, observa-se
que o efeito do nitrogénio afetou mais aos valores de nodulacdo e massa seca
de nodulos que aos parametros de massa seca da parte area e nitrogénio total,
indicando que o aumento da concentracdo de nitrogénio interfere
negativamente a simbiose entre alfafa e rizobio, como observado por
MENDONCA & SCHIAVINATO (2005).

4,5
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1,5
S
8; 0
o
o
MSN
®
[ )
NTot SJMSPA i
@
-25
-3,0 -25 0 2,5 3,0

CP (52,9%)

Figura 5.4. Coordenadas principais entre parametros dose de nitrogénio
(DOSE), nitrogénio total (NTot), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca de nddulos (MSN) e numero de nédulos
(NOD). Porto Alegre, 2011.
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5.3.5 Analise filogenética dos isolados promissores.

O tamanho do fragmento da amplificacdo da regidao do gene 16S
DNAr por PCR com os oligonucleotideos 8F e 1492R foi de, aproximadamente,
1000 bp para todas as bactérias analisadas (dados nao mostrados).
Fragmentos com esse tamanho tém sido considerados suficientes para se
realizar a identificagdo correta de procariotos (TRUPER & SCHLEIFER, 2006),
por compreender quase todo o tamanho esperado do gene 16S do DNA que é
de aproximadamente 1500 pb (WEISBURG et al., 1991). A partir dos dados
obtidos no sequenciamento dos nucleotideos do fragmento obtido da
amplificagdo da regiao 16S DNAr dos isolados mais eficientes avaliados nesse
estudo e de representantes dos géneros Sinorhizobium, Rhizobium e
Bradyrhizobium, foi possivel se construir uma arvore filogenética (Figura 5.2) A
analise filogenética das sequéncias obtidas comparadas com as depositadas
no banco de dados do GenBank revelou que os isolados UFRGS Ms63, Ms98,
Ms195, Ms204 e Ms208 apresentaram identidade ao género Sinorhizobium,
com valores de similaridade superiores a 96%.

Os isolados de rizébio UFRGS Ms98, Ms63 e Ms208 formaram um
grupo com similaridade da regidao 16S superior a 99% com a espécie
Sinorhizobium meliloti (Tabela 5.3). Mesmo estes isolados terem apresentado
elevada similaridade com as estirpes SEMIA 116 e SEMIA 135 (Figura 5.1),
pelo sequenciamento parcial da regido 16S do DNAr, observa-se que pela
analise de rep-PCR esses isolados apresentam um perfil genético diferente das
estirpes recomendadas para a produgdo de inoculantes de alfafa no Brasil
(Figura 3.2). Além disso, os resultados de eficiéncia relativa na fixagdo
bioldgica de nitrogénio e nodulacdo foram superiores aos das estirpes
recomendadas, sugerindo que nao sao reisolamentos. O isolado UFRGS
Ms195 esta relacionado a espécie de Sinorhizobium meliloti, mas com uma
homologia de 98%. O isolado UFRGS Ms204, mesmo sendo agrupado ao
género Sinorhizobium, apresenta uma maior distancia filogenética as espécies
S. melilotie S. medicae (Figura 5.1), evidenciando a necessidade de um estudo
filogenético mais aprofundado a fim de possibilitar a identificacdo deste micro-

organismo.
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Tabela 5.8. Similaridade de parte regidao 16S do DNA ribossomal entre os

isolados de alfafa e estirpes homologas obtidas no GenBank.

Isolado

Comprimento
do Gene (pb)

Organismo homdlogo

Espécie

NuUmero de

acesso

Identidade

(%)

UFRGS Ms98

UFRGS Ms63

UFRGS Ms208

UFRGS Ms204

UFRGS Ms195

1005

1005

986

1012

985

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti

AM181751
AY904728
FJ025128

AM181751
AY904728
FJ025128

AM181751
AY904728
FJ025128

AM181751
AY904728
FJ025128

AM181751
AY904728
FJ025128

100

100

100

96

98
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— UFRGS Ms195

Sinorhizobium meliloti SEMIA 116
UFRGS Ms98

UFRGS Ms63

[ Sinorhizobium meliloti SEMIA 135
Sinorhizobium meliloti S33
UFRGS Ms208

Sinorhizobium meliloti 30N

52

—] L Sinorhizobium meliloti SEMIA 134
Sinorhizobium medicae Mer F-1

Sinorhizobium medicae CalA-11
63| g5

Sinorhizobium medicae RPA 11

— UFRGS Ms204

B85 ’— Sinorhizobium indiaense Ra-3
100! Sinorhizobium arboris HAMBI 1552

— Sinorhizohium fredii USDA 205

9 Sinorhizobium terangae ORS 3520

68
100L Sinorhizobium mexicanus CAF249

Rhizobium leguminosarum BKBLT13

Rhizobium elti S1

68

67 Rhizobium sp. Phr-8
100! Rhizobium sp. Crj-4

Mesorhizobium loti LMG 1782t2

o Mesorhizobium loti T1
Mesorhizobium amorphae SEMIA 806

70 ' Mesorhizobium amorphae GR13
| Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 33114

100 | Bradyrhizobium japonicum SEMIA 6154

0.005

FIGURA 5.5. Arvore filogenética baseada na analise Neighbor-joining da regiao
16S DNAr de isolados de rizébio e sequencias homologas
obtidas. O numero representa as ramificagdes do valor de 1000

reamostragens (bootstrap).
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5.4 CONCLUSOES

. O isolado UFRGS Ms98, nas condi¢cées deste trabalho, é mais

eficiente na fixacdo simbidtica de nitrogénio em plantas de alfafa
para a variedade Crioula do que as estirpes liberadas para a
producéo de inoculantes para Medicago sativa.

O isolado UFRGS Ms208 é mais tolerante ao nitrogénio mineral.
Contudo, experimentos a campo devem ser conduzidos para
avaliar o efeito do nitrogénio mineral na simbiose entre rizébio e
alfafa.

Os rizobios isolados de alfafa apresentam caracteristicas
genéticas distintas das estirpes recomendadas, indicando que
nao sao reisolamentos.

Os isolados testados em vaso com solo foram identificados como

pertencentes a espécie Sinorhizobium meliloti.
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CAPITULO V

SELECAO A CAMPO DE RIZOBIOS NATIVOS PARA CORNICHAO
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6.1INTRODUCAO

Algumas espécies do género Lotus vém sendo cultivadas no Rio
Grande do Sul pelo seu potencial forrageiro, apresentando diversas vantagens
que as tornam bem sucedidas, como melhor adaptabilidade a solos acidos e
crescimento em baixa disponibilidade de fésforo, fatores determinantes para
sua razoavel adaptacéo as condi¢des ecoldgicas de pastagens naturais do sul
do Brasil e norte do Uruguai e terras agricultaveis do nordeste do Uruguai e
Argentina (ACUNA, 1998). Dentre as espécies de Lotus, o cornichdo (Lotus
corniculatus L.) tem sido apontado como uma das forrageiras mais promissoras
para 0 uso no melhoramento de campos nativos no Rio Grande do Sul. A
espécie L. corniculatus € uma leguminosa forrageira perene hiberno -
primaveril, de origem européia e mediterranea (SOSTER et al., 2004), com
excelente adaptacédo no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile. Essa espécie
€ caracterizada pelo rapido crescimento inicial, boa produtividade, elevada
qualidade de forragem e boa ressemeadura natural (BARRIENTOS et al.,
2002).

A interacao entre rizébios e plantas leguminosas apresenta grande
potencial na sustentabilidade da producao dos sistemas agropecuarios devido
as significativas entradas de nitrogénio no sistema solo-planta-animal,
reduzindo a necessidade de fertilizantes nitrogenados e aumentando a
disponibilidade de proteina para os animais. A espécie L. corniculatus
normalmente estabelece associagbes efetivas com Mesorhizobium sp.
(BARAIBAR et al., 1999), tendo sido observado grande variabilidade entre os
isolados com relagdo a resposta da fixacdo bioldégica de nitrogénio
(LABANDERA, 2004), tornando necessaria a selecao de bactérias mais
eficientes.

No entanto, pouco se conhece a respeito da interacao entre Lotus

corniculatus com os rizébios nativos e as condicdes edafoclimaticas, visando
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selecionar estirpes que sejam competitivas, tendo alta capacidade de nodular
as raizes e fixar nitrogénio. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar
interagOes eficientes entre rizdbio e Lotus corniculatus cv. S&o Gabriel em
condigcdes ambientais de campo e caracterizar geneticamente os isolados de
rizobio estudados



114

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Origem dos isolados e estirpes estudadas.

Os isolados de rizdbios foram obtidos da colecdo de culturas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tendo sido isolados por FRIZZO
(2007). As estirpes recomendadas para producao comercial de inoculantes no
o Brasil, SEMIA 816 e SEMIA 806, a estirpes recomendadas no Uruguai, U510
e o isolado U512, que esta sendo estudado no Uruguai, também foram
estudadas nos experimentos para a selecdo de rizdébios em cornichdo. As
estirpes foram obtidas no Centro de Fixacdo Biolégica de Nitrogénio da

Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria, RS, Brasil

6.2.2 Selecao de rizobios eficientes na fixagcao biologica de

nitrogénio em Lotus corniculatus

O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental Agronbémica
da UFRGS, em uma &rea de 300 m? em um Argissolo vermelho amarelo e
conduzido durante o periodo de maio de 2007 a novembro de 2008. Foi
realizada a analise quimica do solo e a adubacéo constou de uma aplicacao de
120 kg.ha™' de P,Os na forma de superfosfato triplo e 90 kg.ha™ de K,O na
forma de cloreto de potassio, com base nas recomendacdes de adubacéo e
calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ROLAS,
2004). A semeadura foi realizada em maio de 2007, e a inoculag&o dos rizobios
feita com auxilio de um aspersor manual 15 dias ap6s a semeadura para que
nao ocorresse favorecimento dos rizobios inoculados, onde em cada parcela
foram adicionados 500 mL de um caldo de meio Levedura Manitol Agar
contendo um numero 1x10® células/mL de bactérias, sendo aplicados o
equivalente de 1667L/ha de caldo. O experimento constitui-se de dois
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tratamentos controle sem inoculagdo, sendo um com a adi¢do de 320 Kg.ha™
de nitrogénio na forma de uréia. Aplicados 80 kg.ha' de nitrogénio na
semeadura e 80 kg.ha de nitrogénio apés a cada corte, e outro sem a adigéo
de nitrogénio. Os demais tratamentos foram inoculados com as estirpes SEMIA
816, recomendada para inoculagdo de Lotus corniculatus no Brasil, a estirpe
U510, recomendada para inoculacdo de Lotus corniculatus no Uruguai e U512,
em estudo no Uruguai, trés rizobios nativos obtidos da colecao de culturas da
UFRGS (UFRGS Lc322, UFRGS Lc349, UFRGS Lc269) e um isolado (lso. 7)
obtido no trabalho de OLIVEIRA et al. (2007). O delineamento experimental
empregado foi o de blocos ao acaso com quatro repeticoes. As parcelas eram
de 3 m? com é&rea util de 1 m?. As plantas foram cortadas a 10 cm do solo
quando atingiram 5% da floracéo.

Aos 90 dias ap6s a semeadura, coletou-se uma planta por parcela
para determinacdo do numero de nddulos radiculares. Para determinagédo da
producdo de massa seca da parte aérea foram realizados dois cortes em cada
parcela quando as plantas atingiram 5% da floragdo. Com o auxilio de um
quadro amostral de 0,5m?, as plantas foram cortadas a 10 cm do solo. Desta
amostra composta foi retirada uma subamostra e seu peso fresco determinado.
As plantas coletadas foram submetidas a separacao botanica e o material foi
seco a 60°C até atingir um peso constante. Os cortes foram realizados em
dezembro de 2007, fevereiro de 2008 e maio de 2008. Além deste parametro,
também foi avaliado o teor de nitrogénio na parte aérea (TEDESCO et al.,
1995). Os valores de nitrogénio acumulado foram utilizados para calcular o
indice de eficiéncia relativa na fixacdo biolégica de nitrogénio, conforme
proposto por BROCKWELL et al. (1966) e definido através da seguinte
expressao:

(Nijso — Np_n)

%) =
Ef(%) (Nyn = No_n) X100

Sendo: Ef(%) = eficiéncia relativa na fixacdo biolégica de nitrogénio;
Niso = nitrogénio total do tratamento inoculado; Nr,ny = nitrogénio total do
controle com adicdo de nitrogénio; Nt.y = nitrogénio total do controle sem
adicao de nitrogénio.
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6.2.3 Caracterizacao genética dos rizobios

O DNA total das bactérias foi extraido usando-se o Wizard kit
(Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante. A reacdo de rep-PCR
foi realizada usando-se o oligonucleotideo iniciador BOX A1 [5
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3 (Versalovic et al., 1994)] e os
oligonucleotideos ERIC1-R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) e ERIC-2R
(AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG) (BRUIJUN, 1992). Para a reacao de PCR
utilizou-se um volume de 25-ul, contendo 50 ng de amostra de DNA, 1 U Taq
DNA polimerase, 1 X tampao de Taq DNA polimerase, 15 mM MgCI2, 200 mM
dNTPs e 10 pmoles de cada oligonucleotideo. A reacao foi realizada num total
de 37 ciclos, como segue: um ciclo inicial de desnaturacao em 95°C por 7 min.,
35 ciclos de desnaturacdo em 94°C por 1 min., anelamento em 53°C por 1 min.
, € extensdo em 65°C por 8 min., e um ciclo final da extensdo em 65°C por 16
min.

As reagOes foram realizadas em um termociclador (TECHNE TC —
512) e os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em cuba horizontal com tampao de TBE 0,5X (SAMBROOK et al.,
2001). Como padrao de peso molecular foi utilizado o DNA do fago lambda
clivado com as endonucleases de restricao EcoRI e Hindlll. As amostras foram
coradas com Blue Green (LGC Biotecnologia) e visualizadas sob Iuz
ultravioleta e documentadas com equipamento de fotografia digital Kodak
G2200. As bandas foram analisadas pelo programa Gelpro-3.2 (Media
Cybernetics). O perfil de bandas no gel de agarose de BOX-PCR e de ERIC-
PCR foi transformado em uma matriz binaria bidimensional, onde 0 indica a
auséncia da banda e 1 a presenca. O agrupamento foi realizado pelo programa
PAST 1.69 (Palaeontological Statistics), usando o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with arithmetic mean) e o coeficiente de
Jaccard.

A regido de DNA do gene que codifica a porcao 16S do ribossomo
foi amplificada com os oligonucleotideos 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG)
e 1492R (GCYTACCTTGTTACGACTT) (EDWARDS et al.,, 1989). Os ciclos
empregados foram: um ciclo inicial a 95°C por 3 min., 35 ciclos de
desnaturacao em 94°C por 1 min., anelamento em 55°C por 1 min., e extensao
em 72°C para 2 min., e um ciclo final de extensdo em 72°C por 3 min. Os
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fragmentos foram sequenciados usando o sistema de eletroforese por
capilaridade MegaBace 500 (Amersham Biosciences). As sequéncias parciais
da regidao 16S DNAr das estirpes homologas foram pesquisadas no GenBank
com o programa BLAST 2.0, analisadas pelo algoritmo Megablast e usadas
para a construgdo da arvore filogenética. As sequencias selecionadas foram
alinhadas pelo algoritmo ClustalW e a relacdes filogenéticas foram analisadas
usando-se o método Neighbor-joining realizado pelo programa MEGA 4.0
(TAMURA et al., 2007).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Fixacao biolégica de nitrogénio de isolados de rizébio em

cornichao

A maior producdo de matéria seca acumulada nos trés cortes foi
obtida nas plantas inoculadas com o isolado UFRGS Lc322 e com a estirpe
U510, sendo superior a das plantas dos tratamentos controle com e sem
adicao de nitrogénio e das inoculadas com a estirpe SEMIA 816. Os valores de
matéria seca das plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 816, U512 e com o
isolado UFRGS Lc349 foram semelhantes ao das plantas do tratamento
controle com adig¢éo de nitrogénio (Tabela 7.1).

As plantas inoculadas com o isolado UFRGS Lc322 e com a estirpe
U510 apresentaram os maiores valores de nitrogénio total na parte aérea
(Tabela 7.1), tendo fixado, respectivamente, 43 e 34 kg.ha' a mais que o
controle com adi¢édo de nitrogénio. O nitrogénio total acumulado na parte aérea
das plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 816 foi semelhante ao das plantas
do tratamento controle com adicao de nitrogénio. As plantas inoculadas com a
estirpe U512 e com os isolados UFRGS Lc349 e Lc269 foram semelhantes ao
das plantas controle sem a adicédo nitrogénio. Os indices de eficiéncia relativa
calculados para os tratamentos inoculados variaram de 4 a 225% (Tabela 7.1).
O isolado UFRGS Lc322 e a estirpe U510 apresentaram maior indice de
eficiéncia relativa. Nao foram observadas diferengas significativas no nimero
de nédulos, no entanto, nas plantas inoculadas com a estirpe U510 e o isolado
UFRGS Lc322 foram encontrados 135 e 132 nodulos, respectivamente,
apresentando cerca de 50% mais nédulos do que o observado nas plantas
controle. As plantas inoculadas com o isolado UFRGS Lc349 apresentaram

mais de 100 nddulos radiculares, mesmo tendo apresentado baixa producéo de
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matéria seca e baixo acumulo de nitrogénio total, indicando que os nddulos

eram ineficientes.

TABELA 7.1. Numero de nédulos, nitrogénio total da parte aérea e eficiéncia
relativa (ER) na fixagdo de nitrogénio em plantas de Lotus
corniculatus, inoculadas com rizébios, em 210 dias de cultivo.
Porto Alegre, 2011.

Massa Seca  Nitrogénio Total ngg&%ge ER
---------- kg.ha.--------- %
T+N 7212 b 90 b 61 100
U510 9879 a 124 a 135 ns 175
UFRGS Lc322 9507 a 133 a 132 225
Iso.7 6851 b 97 b 85 80
UFRGS Lc269 6696 b 57 ¢ 88 8
U512 6317 ¢ 70 ¢ 99 8
SEMIA 816 5727 c 80 b 91 45
UFRGS Lc349 5002 c 64 c 109 4
T-N 5608 c 68 c 65 0
CV (%) 24,5 13,4 78,3

T + N = Tratamento controle com adicdo de nitrogénio; T — N = Tratamento
controle sem adicdo de nitrogénio. ns: Nao significativo a 5% de probabilidade
de erro.*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

6.3.2 Caracterizacao genética dos rizédbios isolados de

cornichao.

O polimorfismo observado pela anélise de rep-PCR, realizado nos
isolados testados a campo, possibilitou a construcdo de um dendograma de
similaridade genética (Figura 7.1) no qual foi possivel se distinguir 2 grupos
com base nos valores de similaridade. O isolado UFRGS Lc349 apresentou
uma similaridade de 42% com os rizébios do grupo B em relagcdo ao
polimorfismo de bandas com os oligonucleotideos iniciadores BOXA e ERIC. O
grupo B apresentou dois subgrupos, B1 e B2, com uma similaridade de
aproximadamente 60%. O grupo B1 foi formado pelo isolado UFRGS Lc322 e a
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estirpe U510 e o Grupo B2 pelas estirpes SEMIA 806, SEMIA 816 e U512 e 0
isolado UFRGS Lc269. Observou-se também que, nas condicbes do
experimento, ndo foram obtidos isolados com 100 % de similaridade com
qualquer das estirpes estudadas, indicando que 0s micro-organismos nao sao

reisolamento das estirpes recomendadas.

Similaridade (%)
0 10 20 30 40 50 6D 70 80 90 100

A
UFRGS Lc349
B1 UFRGS Lc322
us10
B — Mesorhizobium amorphae SEMIA 806

—— Mesorhizobium sp. SEMIA 816

B2

us12

UFRGS Lc269

Figura 7.1.. Dendrograma de genotipagem de estirpes e isolados de rizdbios
para L. corniculatus. Agrupamento obtido por UPGMA, utilizando-
se o coeficiente de Jaccard, para perfil de bandas obtido a partir
da reacao de PCR com os oligonucleotideos iniciadores BOX A 1-
R + ERIC1-R e ERIC-2.

6.3.3 Analise filogenética dos isolados promissores.

A regiao 16S DNAr foi amplificada por PCR e o produto gerado
apresentou um tamanho de banda de aproximadamente 1000 bp para todas as

bactérias analisadas (Tabela 7.2). Fragmentos com esse tamanho tém sido
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considerados suficientes para se realizar a identificacdo correta de procariotos
(TRUPER & SCHLEIFER, 2006), por compreender quase todo o tamanho
esperado do gene 16S do DNA (WEISBURG et al., 1991). O sequenciamento
da regidao 16S DNAr dos isolados dos rizébio estudados a campo em L.
corniculatus, permitiu a construgcdo de uma arvore filogenética, que revelou a
formacao de quatro grandes grupos, um formado com os isolados UFRGS
Lc269, Lc322 e Lc349. Os outros trés grupos foram formados pelas sequéncias
obtidas no banco de dados do GenBank e usadas na comparacgao,
compreendendo o0s géneros Sinorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium
(Figura 7.2). Quando comparadas as sequéncias ao banco de dados do
GenBank, os isolados foram atribuidos ao género Mesorhizobium, com
similaridade superior a 95%, para UFRGS Lc269, UFRGS Lc322 e UFRGS
Lc349.

Mesorhizobium amorphae SEMIA 806
2 Mesorhizobium amorphae GR 13
63| | UFRGS Lc269

Mesorhizobium sp. SEMIA 816
68
Mesorhizobium loti T1

74 UFRGS Lc322

100 1L Mesorhizobium loti LMG 17826t2

UFRGS Lc349
Mesorhizobium albiziae CCBAU 61156

100 | Sinorhizobium meliloti CCBAU 61156
4' Sinorhizobium meliloti 30N
89 Rhizobium leguminosarum BKBL T13
i Rhizobium elti S1

| Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 33114

100! Bradyrhizobium japonicum CCBAU 33114

0.01

Figura 7.2. Arvore filogenética baseada na analise Neighbor-joining da regiao
16S DNAr de isolados de rizobio e sequencias homologas obtidas.
O numero representa as ramificagbes do valor de 1000
reamostragens (bootstrap).
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O isolado UFRGS Lc322 apresentou uma maior relacéo filogenética
com as espécies M. loti, mostrando uma identidade de 98,6% com a estirpe M.
loti LMG 17826t2 (WANG et al., 2009). O grupo formado pelo isolado UFRGS
Lc269 indicou uma relacdo filogenética com a espécie M. amorphae. Foi
observada uma elevada similaridade da regidao 16S do DNAr para o isolado
UFRGS Lc269 em relacao a estirpe SEMIA 816, contudo a analise de rep-PCR
indicou que esse isolado apresenta um perfil genético diferente da estirpe
recomendada para produgao de inoculante de cornichdo no Brasil (Figura 7.1).

O isolado UFRGS Lc 349 foi agrupado no género Mesorhizobium
com uma similaridade de 97%. Estes resultados indicam uma heterogeneidade
encontrada entre os rizébios estudados simbiontes em L. corniculatus, que
podem ser de outras espécies distintas de M. loti, que vem sendo descrita
tradicionalmente como principal espécie simbionte em cornichdo
(BARRIENTOS et a.,, 2002; BROCKWELL et al., 1994). Resultados
semelhantes também tém mostrado que existe uma maior diversidade de
espécies de rizdbios simbiontes em L. corniculatus, além de M. loti. (LORITE et
al. 2010) e a espécie M. amorphae vem sendo apontada como simbionte em
cornichao (BINDE et al., 2009).
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6.4 CONCLUSOES

. O isolado de rizébio nativo UFRGS Lc322 e a estirpe U510 sao
mais eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio, em condigcdes
de campo, do que a estirpe SEMIA 816, recomendada para
cornichao no pais.

. O isolado UFRGS Lc322 pode ser indicado para o grupo de elite
de estirpes usadas para producao de inoculantes.

. Os rizébios isolados de Lotus corniculatus testados a campo nao
apresentam caracteristicas genéticas das estirpes recomendadas
para cornichdo.

. Os isolados estudados apresentaram relacéo filogenética com o

género Mesorhizobium.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Nesse trabalho foi realizada a selecao de rizébios considerando-se
além das caracteristicas de eficiéncia na fixacao biolégica de nitrogénio, novos
potenciais biotecnolégicos, como a producdo de &acido indol-acético e a
solubilizacao de fosfato, e a tolerancia a condicdes edaficas desfavoraveis.
Neste trabalho foi possivel encontrar rizobios simbiontes a alfafa e cornichdo
mais eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio, que possuem potencial para
serem incluidos no grupo de elite de micro-organismos recomendados para
leguminosas no Brasil.

O isolamento de rizébios de Medicago sativa possibilitou a obtencao
de um grande grupo de micro-organismos que apresentaram variabilidade
fenotipica e caracteristicas que possuem potencial biotecnolégico importante
na selecao de rizébios. Foram encontrados rizébios autéctones nos solos do
Rio Grande do Sul que apresentam caracteristicas genéticas distintas das
estirpes recomendadas para a producdo de inoculantes em alfafa, sendo
possivel identificar esses micro-organismos nas espécies Sinorhizobium
meliloti e Rhizobium sp. Dentre os micro-organismos isolados houve um
predominio de rizébios produtores de melanina, sendo que foi possivel
encontrar micro-organismos solubilizadores de fosfato, produtores de acido
indol-acético e resistentes a baixos valores de pH e aluminio toxico. Dos micro-
organismos selecionados para os ensaios de producdo de AIA, todos
produziram substancias equivalentes ao &acido indol-acético sendo que a
associacao entre rizdbios e arroz acelerou o processo de germinacdo das
sementes de arroz e o crescimento das plantulas de arroz.

Nos trabalhos selecdo de rizobios para alfafa e cornichdo, foi
possivel selecionar o isolado UFRGS Ms98, sendo esse microrganismo mais
eficiente na fixacao bioldégica de nitrogénio em plantas de alfafa para a
variedade Crioula em ensaios em casa de vegetacdo do que as estirpes
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liberadas para a producao de inoculantes para Medicago sativa. O ensaio a
campo de eficiéncia de rizdbios para cornichdo possibilitou a selecdo do
isolado UFRGS Lc322 e a estirpe U510 como mais eficientes na fixacao
biolégica de nitrogénio, em condicbes de campo, do que a estirpe SEMIA 816,
recomendada para cornichao no pais e estes dois rizdbios podem ser indicados
para o grupo de elite de estirpes usadas para producdo de inoculantes. No
estudo de efeito do nitrogénio na simbiose de rizébios em alfafa, o aumento da
dose de nitrogénio afetou a interacao entre rizébio e alfafa, sendo que as doses
de nitrogénio influenciaram os parametros massa seca de nddulos e numero de
nédulos, no entanto foi possivel selecionar o isolado UFRGS Ms208 como
sendo mais tolerante ao nitrogénio mineral.

A caracterizacao genética dos isolados, usando os oligonucleotideos
BOX e ERIC mostrou que existe variabilidade genética entre os rizdbios
estudados e nenhum isolado foi obtido com 100 % de similaridade com
qualquer das estirpes estudadas, demonstrando que este grupo de micro-
organismos isolados € uma potencial fonte para prospeccao de novas estirpes
de rizébio mais eficientes. A identificacdo dos isolados pelo sequenciamento da
regiao 16S DNA ribossomal mostrou que 0s micro-organismos pertencem a
espécie Sinorhizobium meliloti, sendo que os isolados UFRGS Ms72, Ms75 e
UFRGS Ms55 foram identificados como pertencentes ao género Rhizobium.



8. ANEXO

Anexo |. Coordenadas geograficas dos locais de coleta de solo.
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Local de coleta

Coordenadas Geograficas

Erechim
Passo Fundo
Santa Rosa

Roque Gonzales
Sao Luiz Gonzaga

Bom Jesus

Caxias do Sul

Santa Maria

Nova Petropolis

Cangucu
Dom Pedrito

27°37'25” S
28°15°29” S
27°47°07” S
28°06'09” S
28°19'41” S
28°38'38” S
29°05°07” S
29°42’41” S
29°22'15” S
31°20°15” S
30°58’33” S

52°12°27” O
52°23'32” O
54°32'04” O
55°02'25” O
54°58'06” O
50°26°00” O
51°09'59” O
53°45’57” O
51°0922” O
54°40'11” O
54°36'33” O




ANEXO IlI. Solucao Nutritiva (Sarruge, 1975).
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Macronutrientes Estoque Solucao dos vasos
(g.L7) (mL)

KH2PO4 136,1 1
MGSO, " 7H.0O 246,4 2
CaCly 111,1 5
KCI 74,6 5
NHsNO3 80 1
Fe EDTA 1M 10
Micronutrientes

H3BO3 2,86 1
ZnCl, 0,10 1
CuS0O4 5H0 0,04 1
N8.2MO4 ’ 4H20 0,02 1

Obs.: O nitrogénio € adicionado usando-se uma solucao de 20 g de NH4sNO;

por litro.

O componente CuCl;y foi substiyuido por CuSO4 © 5H.0O, preservando se a

proporcao do elemento Cobre.

Retirou-se MnCl, - 4H,0, pois a areia utilizada nos vasos Leonard contém Mn.
Componentes com Potassio devem ser adicionados por ultimo, para evitar

precipitacao.

O pH da solucao foi ajustado em torno de 6,0.

Para elaboracao de meio semi-solido, acrescentar 7 g de agar por litro de meio.
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ANEXO lIl. Meio extrato de levedura-manitol. LM (Vincent, 1970).

1Y =T a1 (o | 10,0 g
0] = © SR 059
MQSO4. 7H20. ... 0,29
NACH...e e 0,19
Extrato de levedura...........ccoeeveeveeiiiiiieeineeeees 0,5¢9
Agua destilada.........cccoeueeeeeieeeeeeeeeeeeee, 1000 mL

Obs.: Para elaboracao de meio sélido, acrescentar 15 g de agar por litro de
meio. Ajustar pH para 6,8.

* Para formular o meio extrato de levedura-manitol-vermelho congo (LMV),
adicionar 10 mL de vermelho congo (solugdo de 250 mg de vermelho congo em
100 mL de agua destilada) em 1 L de meio LM.



ANEXO IV. Meio extrato de levedura-triptona (TY) (Somasegaram & Hoben,

1994).
THPIONA. .. 5049
Extrato de levedura...........ccoeeevevieieiiiieeeeeeeeeen, 3,09
(07107 PR 5 P O 0,879
Agua destilada.........cooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeen, 1000 mL

Obs.: Ajustar pH para 6,8.
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ANEXO V. Nodulacéo de alfafa inoculada com rizobios e estirpes em diferentes

concentragdes de nitrogénio.

Isolados 0 1,25 2,5 5 10 15 30
---------- mM de N-NH4NOg.---------
SEMIA116 + + + - - - -
SEMIA134 + - - - - - -
SEMIA135 + + + - - - -
UFRGS Ms194 + - - - - - -
UFRGS Ms195 + + + + + - -
UFRGS Ms204 + + + - - - -
UFRGS Ms208 + + + + + - -
UFRGS Ms22 + - - - - - -
UFRGS Ms26 + - - - - - -
UFRGS Ms32 + + + + - - -
UFRGS Ms513 + + - - - - -
UFRGS Ms57 + + + + + - -
UFRGS Ms63 + - - - - - -
UFRGS Ms67 + + - - - - -
UFRGS Ms72 + - - - - - -
UFRGS Ms75 + - - - - - -
UFRGS Ms81 + + + + + - -
UFRGS Ms95 + - - - - - -

UFRGS Ms98 + + + + - - -
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