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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduagédo em Ciéncia do Solo
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CARACTERIZACAO DE BACTERIA FIXADORA DE
NITROGENIO EM Lupinus albescens
AUTOR: Marcos Roberto Dobler Stroschein
ORIENTADOR: Flavio Luiz Foletto Eltz
Data e Local de Defesa: Santa Maria, 22 de fevereiro de 2007.

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar populagdes promissoras de rizobio de L.
albescens na fixagao biolégica de nitrogénio. Duzentos e quatro isolados foram obtidos a
partir de trés espécies de tremoco (L. albescens, L. lanatus e Lupinus sp.). Trinta e oito
isolados escolhidos apés a purificacdo foram caracterizados fenotipicamente e submetidos a
um teste de autenticacdo, realizado em casa de vegetacdo. Estes testes objetivaram
selecionar estirpes simbiontes formadoras de leghemoglobina. Os isolados promissores
foram identificados com base nas caracteristicas fenotipicas através da comparagdo com
vinte e duas estirpes de rizobio. Determinou-se as caracteristicas fisiolégicas dos isolados
promissores, sendo avaliado a capacidade de crescer em: diferentes temperaturas,
concentragdes de NaCl e pH, e a uma caracterizagdo molecular com base em reagao de
polimerase em cadeia (PCR) utilizando o oligonucleotideo BOX A1-R. Foi realizada a
determinagao da eficiéncia simbiéntica com base no teor de nitrogénio total da parte aérea,
a massa seca da parte aérea e das raizes, € numero de nodulos. A caracterizacao
fenotipica dos trinta e oito isolados possibilitou a formagao de 11 grupos com caracteristicas
distintas. O isolado UFSM L1.3 formou nodulos e leghemoglobina quando associado a L.
albescens, tendo sido identificado no género Bradyrhizobium. A estirpe UFSM L1.3
apresentou crescimento em temperatura de 28 e 32°C, na concentracao de NaCl de 0,1% e
na faixa de pH 4,0 a 8,0. O padrao de polimorfismo gerado pelo primer BOX-PCR permitiu
diferenciar o isolado UFSM L1.3 dos demais estudados. A eficiéncia simbidntica do isolado

de rizébio UFSM L1.3 foi de 94,2% em comparagao com a testemunha nitrogenada.

Palavras-chave: tremoco, rizobio, Bradyrhizobium



ABSTRACT
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The objective of this work was to characterize promising isolated rhizobium of L. albescens in
the nitrogen biological fixation. Two hundred and four isolates were obtained from three
species of lupine (L. albescens, L. lanatos e Lupinus sp.). Thirty-eight isolates chosen
randomly were characterized through their phenotype and submitted to an authenticity test
done in the greenhouse. In order to select symbiotic strains that synthesizes
leghaemoglobin. The promising isolates were identified by their phenotypic characteristics by
comparing twenty-one strains of rhizobium. The physiological characteristics of the promising
isolated were determined and evaluated about the growing capacity in different
temperatures, NaCl concentrations and pH, and a molecular characterization by polymerase
chain reaction (PCR) using the primer BOX. An experiment, in the greenhouse, was made to
determine the symbiosis efficiency by the total nitrogen, and the dried mass in the aerial part
and in the roots, and the number of nodules. The phenotypic characterization of the thirty-
eight isolated enabled the development of 11 groups with distinct characteristics. The UFSM
L1.3 strain developed nodules and leghaemoglobin when associated to L. Albescens and
was identified in the genus Bradyrhizobium. The UFSM L1.3 strain presented growing in the
temperature from 28 to 32°C, in a NaCl concentration of 0,1% and in a pH from 4,0 to 8,0.
The standard of polymorphism generated by the primer BOX-PCR enabled to distinguish the
UFSM L1.3 isolated from the others. The symbiosis efficiency of the UFSM L1.3 isolated was

of 94,2% when compared to the without nitrogen.

Key-words: lupine, rhizobium, Bradyrhizobium.
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1 INTRODUCAO

A regido sudoeste do Rio Grande do Sul apresenta 0,26 % de sua area
sujeitos ao processo de arenizagao (SUERTEGARAY et al., 2001). Nesta regiao, a
formacgao de pradarias mistas sobre o substrato arenitico constitui um dos ambientes
mais frageis da América do Sul (AB’'SABER, 1995). O processo de degradagao
desses solos pode estar associado a sua formagao geoldgica e ao uso intensivo
destas areas com cultivo agricola e pecuaria (SUERTEGARAY, 1998).

Em fung¢do do aumento da degradacgao do solo no sudoeste do Rio Grande do
Sul proporcionado pela intensificagdo da agricultura, a partir da década de 70, varios
sistemas conservacionistas foram propostos, no entanto ndo atingiam os principais
fatores do processo de arenizagdo: a chuva e o vento. Desta maneira o uso de
plantas de coberturas apresenta-se como uma alternativa para a recuperacao de
areas degradadas, por diminuir os efeitos do impacto da gota da chuva e da eroséo
eolica.

A recuperagao das areas em processo de arenizagado vem sendo estudada, e
uma das alternativas pode ser a utilizagdo de alguma leguminosa nativa como planta
de cobertura. Lupinus albescens esta sendo pesquisada devido a sua alta
rusticidade, adaptabilidade a solos arenosos, capacidade de redugdo do processo
de erosdo edlica, potencial produtivo de matéria seca, cobertura do solo e fixagao
biolégica de nitrogénio. No entanto poucos estudos vém dado atencédo a
identificacao e selegao de estirpes de rizébio em associagdo com L. albescens.

O estudo de plantas nativas de Lupinus albescens pode proporcionar o
isolamento de novas estirpes de rizdbio que apresentam caracteristicas importantes
de adaptagao ecoldgica e maior eficiéncia na fixagdo bioldgica de nitrogénio. Isto é
essencial para a compreensao da diversidade de espécies e aproveitamento deste
recurso biolégico. O conhecimento das caracteristicas fenotipicas e genéticas vem
sendo utilizados na distingdo de estirpes de rizébio e no processo de identificagao
dos isolados de espécies nativas de leguminosas.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados promissores de rizobio de L.

albescens na fixagdo biologica de nitrogénio. Os objetivos especificos do estudo
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foram: a) caracterizar por métodos fenotipicos estirpes bacterianas isoladas a partir
de ndodulos de L. albescens; b) avaliar a capacidade de formacdo de ndodulos e
producdo de leghemoglobina; c) identificar o género dos rizobios promissores por
métodos fenotipicos; d) analisar as caracteristicas genéticas, fisioldgicas e eficiéncia

simbidtica dos rizobios promissores na fixagao biolégica de nitrogénio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Areas arenizadas

No estado do Rio Grande do Sul as areas arenizadas ocorrem entre as
latitudes 29°00° S e 31°00" S e longitudes 54°30° W Gr e 58°45 W Gr, sendo
caracterizadas por apresentar regides arenosas desprovidas de vegetacéo
(SUERTEGARAY, 1998). Estes areais podem ser encontrados nos municipios de
Alegrete, Cacequi, Itaqui, Magambara, Manuel Viana, Quarai, Rosario do Sul, Sao
Borja, S&o Francisco de Assis e Unistalda, ocupando 0,26% da regido sudoeste do
estado (Figura 1) (SUERTEGARAY, 1998; SUERTEGARAY, 2001).

O termo arenizagao foi proposto por Suertegaray (1987), para diferenciar o
fendmeno de degradacao e perda da produtividade que ocorre no sudoeste gaucho,
definindo-o como o processo de retrabalhamento de depodsitos areniticos né&o
consolidados, conferindo mobilidade aos sedimentos nao protegidos pela vegetacéo,
e distinguindo-o do fendbmeno de desertificagdo. Embora o termo desertificagao seja
ainda utilizado de forma abrangente, ha uma tendéncia mundial de restringir este
conceito aos processos de degradagao do solo relacionados as condi¢des climaticas
de regides aridas e semi-aridas.

A ocorréncia destes areais tem como base a Formagao Botucatu (datada do
periodo Mesozdico) sob o qual se assentaram depdsitos arenosos hidricos e edlicos
durante o periodo Pleistoceno e Holoceno (SUERTEGARAY, 1998), originando
solos extremamente arenosos e de baixa agregacéo e alta friabilidade. Aliam-se a

isso chuvas que podem chegar a 1.400 mm por ano !

, que fornecem energia
necessaria para formagao de sulcos que resultam em ravinas e, ao longo do tempo,
essas ravinas se expandirdo pela agcdao do escoamento superficial concentrado,
formando vogorocas. Os sedimentos transportados durante as chuvas torrenciais

sdo depositados a jusante das ravinas e vogorocas, dando origem a formagéo de

1 O clima desta regiéo é classificado por Képpen como Cfa, subtropical imido, sem estacio seca, com uma
precipitacdo média anual de 1400 mm (SOUTO, 1984).
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depdsitos arenosos e que, com o tempo e a agao da erosao edlica, irdo formar os
areais (SUERTEGARAY, 1998).

Segundo Ab’Saber (1995) a agdo dos ventos € mais intensa nesta regido
porque se alternam ventos gerais sul-norte, muito fortes no inverno, com a¢des de
turbilhonamento, ocorrendo associagao entre erosao hidrica e edlica. Desta maneira,
o material movimentado altera a vegetacdo ao redor do nucleo de degradacgéo
através do efeito abrasivo e do soterramento, quando da deposi¢ao das particulas
Como o ecossistema nativo desta regido apresenta-se extremamente fragil, devido a
prépria natureza dos solos sobre os quais se desenvolveu, reduzindo a capacidade
de resiléncia destes solos, com a continuidade do processo de transporte,
deposicao, morte e soterramento da vegetacao, ha a intensificagédo do processo de
degradacgédo do solo, com a expansao da area alterada (ROVEDDER et al., 2003).

Desta maneira a arenizagao € considerado um processo natural, no entanto, a
degradacao destas areas € acelerada pela atividade antropica. Ou seja, podem ser
resultado do pisoteio do gado, revolvimento do solo e do uso de maquinaria pesada
na atividade agricola, originando sulcos e desencadeando condigdes de escoamento

concentrado.

[t
L s

Figura 1 — Ocorréncia de areais no sudoeste do Rio Grande do Sul
(SUERTEGARAY et al., 2001).
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2.2 Género Lupinus: ocorréncia e simbiose com rizébio

O género Lupinus pertence a subfamilia Papilionoideae da familia
Leguminoseae, apresentando entre 300 a 500 espécies e estando estas espécies
distribuidas no Continente Americano e algumas regides da Africa e Mediterraneo
(CONTERATO, 2004). Nos trabalhos publicados por Santos (2000) e Pinheiro &
Miotto (2001), estes autores relatam a existéncia de 13 espécies de Lupinus,
ocupando diferentes regides fisiograficas do Rio Grande do Sul. O uso de algumas
espécies de Lupinus como adubacdo verde vem sendo preconizada em varias
regides do mundo, principalmente na melhoria dos solos devido a sua habilidade de
crescer em solos pobres e sob condi¢cbes adversas (WOLKO & WEEDEN, 1990).

A espécie Lupinus albescens H. et Arn. (Figura 2) foi descrita ocorrendo no
noroeste da Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil (PLANCHUELO & DUNN, 1984).
No sudoeste do Rio Grande do Sul esta espécie ocorre naturalmente, tendo evoluido
paralelamente aos processos pedogenéticos e climaticos que formaram a paisagem
atual da Campanha Gaucha (ROVEDDER et al., 2005).

Figura 2 — Espécie de Lupinus albescens em area de arenizagdo. Santa Maria,
2007.
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O L. albescens é uma planta herbacea, de crescimento ereto, com habito
anual. As folhas apresentam forma digitada, inflorescéncias racemosas com flores
arroxeadas ou lilases terminais e frutos na forma de vagens, com até seis ou sete
sementes. A semente desta espécie pode levar de 10 a 20 dias para germinar,
contudo, a germinagdo € abundante, formando banco de plantulas com alta
densidade. Em teste de germinacédo realizado no Laboratério de Sementes da
UFSM, com um tratamento prévio de escarificacdo em cilindro rotativo, a espécie
apresentou 100 % de germinagao (ROVEDDER et al., 2004).

A espécie apresenta foliolos e ramos muito pilosos, além de apresentar
substancias resiniferas, o que pode ser um mecanismo de adaptacao as condi¢des
edafoclimaticas da regido, comprovando a sua evolugdo paralela a um
paleoambiente xeromorfico. Estas caracteristicas, além de atribuirem alta rusticidade
a espécie, possuem efeitos benéficos quando do uso da espécie em estratégias de
recuperacao e a tornam inadequada ao consumo animal. Esta elevada pilosidade
atua diminuindo a transpiragéo, fator importante em solos de baixa retengao hidrica
(ROVEDDER et al., 2004).

Outra caracteristica adaptativa desta espécie, relacionada as condigdes
hidricas do solo, é a formagdo de um vigoroso sistema radicular pivotante, com
presenca de raizes em até 1,50 m de profundidade, proporcionando uma
capacidade de buscar agua e nutrientes a elevadas profundidades. Além disto, a
espécie apresenta associagado simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio, com
nodulos ativos no colo da raiz e préoximo a coifa (ROVEDDER et al., 2004).

A capacidade de reducado do processo de transporte e deposi¢cao de areia foi
estudado em L. albescens em consércio com aveia preta, evidenciando uma
reducao de 93 % de areia movimentada pela eroséo edlica em nucleo de arenizagao
quando comparada com uma area nao revegetada (ROVEDDER et al., 2003).

Hickmann et al. (2005) compararam o L. albescens com Secale cereale L.
(centeio) na eficiéncia como planta de cobertura do solo, constatando uma maior
produgcao de massa seca e de ciclagem de nutrientes para o tremoco. Isto pode ser
pelo fato desta espécie ser nativa da regidao sudoeste e, portanto, tenha
desenvolvido mecanismos genéticos de adaptacdo, como capacidade de absorgéo
de nutrientes em baixas concentragdes e resisténcia a déficit hidrico.

Segundo Rovedder et al. (2005), esta espécie de tremogo apresentou um

acumulo de massa seca de 6,42 Mg ha™' e de nitrogénio na parte aérea de até 158,3
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Kg ha™ quando cultivado em area degradada. Estes resultados sdo superiores aos
3,2 Mg ha™ de massa seca e 81,38 Kg ha™' de nitrogénio encontrados para tremoco
branco (Lupinus albus) (GOLVEIA & ALMEIDA, 1997), 3,0 Mg ha™' de massa seca e
88 Kg ha™ de nitrogénio para nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) (WIETHOLTER,
2003) e aos 5,3 Mg ha™ de massa seca e 65,4 Kg ha™' de nitrogénio para aveia preta
(Avena strigosa Schieb.) (ROSSATO, 2004). Estes dados indicam que Lupinus
albescens apresenta-se como uma espécie promissora ao uso como adubo verde,
tendo elevado potencial para cobertura.

Rovedder et al. (2005) também relacionou os acumulos de nitrogénio
encontrados na parte aérea das plantas de L. albescens a eficiéncia dos
microssimbiontes fixadores de nitrogénio. No entanto ainda ndo se conhece o
género de rizobio associado a esta espécie de tremogo.

Uma das primeiras descrigdes feitas de uma bactéria isolada a partir de
nddulos de uma espécie de Lupinus foi realizada por Eckhardt et al. (1930). Estes
autores relatam a presenga de bactérias de crescimento lento que nao se
enquadravam em outros grupos de nodulagdo cruzada, classificando-os com
Rhizobium lupini. Apo6s a publicagdo de Jordan (1982), esta espécie foi alocada
dentro de Bradyrhizobium japonicum por apresentar caracteristicas culturais
semelhantes. No entanto, estudos mais detalhados mostraram que as bactérias
isoladas de Lupinus mostravam-se diferentes de B. japonicum, sendo entdo
alocadas em um novo taxa, Bradyrhizobium sp. (Lupinus) (WANG et al., 2006).

Para o cultivo de tremogo no Brasil, existem duas estirpes de Bradyrhizobium
sp. recomendadas, SEMIA 928 e 938, as quais podem ser obtidas na colegao de
cultura da Fepagro (Brasil, 2006). Menna et al. (2006) avaliaram a filogenia das
principais estirpes utilizadas em inoculantes comerciais e demonstraram que SEMIA
938 apresenta alta relagao filogenética com Bradyrhizobium elkanii. Outra espécie
descrita simbionte a Lupinus albus foi caracterizada por Trujillo et al. (2005). Os
isolados apresentavam caracteristicas culturais que se distinguem de
Bradyrhizobium sp., e relagao filogenética com Ochrobactrum, sugerindo uma nova
espécie: Ochrobactrum lupini. No entanto ainda n&do se sabe da capacidade de
nodulagdo e fixagdo bioldégica de nitrogénio das estirpes de Bradyrhizobium sp.

recomendadas para tremogos em associacdo com L. albescens.



23

2.3 Fixacéo biologica de nitrogénio (FBN)

A fixacao bioldgica de nitrogénio € caracterizada pela utilizagdo 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 microrganismos procarioticos.
Estes microrganismos possuem o complexo enzimatico chamado nitrogenase,
necessario para transformar o N, em aménia, subsequentemente assimilada em
aminoacidos e proteinas (NEVES & RUMJANEK, 1998).

A capacidade diazotrofica esta restrita a Bacteria e Archaea, incluindo
cianobactérias e bactérias Gram positivas e Gram negativas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). A observacdo de uma arvore filogenética contendo espécies
procarioticas mostra que os microrganismos diazotroficos ocorrem em um grande
numero de taxa e sua distribuicdo ndo obedece nenhum padrdo logico. Esta
caracteristica pode ser explicada por trés hipoteses. A primeira € que a capacidade
diazotrofica teve origens multiplas. A segunda é que este carater diazotréfico estava
presente num ancestral comum a todas as espécies, mas foi perdido durante o
processo evolutivo que deu origem a diferentes ramos filogenéticos. A terceira é que
o potencial diazotréfico teve uma unica origem, mas se estendeu a outros ramos
filogenéticos por transferéncia lateral de plasmideos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

As bactérias denominadas rizobio sao consideradas o principal grupo de
diazotroficos, por sua importanica agronbémica e pela fixacdo de nitrogénio. O
segundo grupo economicamente mais importante é composto pelas cianobactérias,
que tém sido encontradas como fixadoras de vida-livre e em associagdes com varias
plantas, dentre estas, a planta aquatica Azolla. O manejo desta espécie vegetal vem
sendo estimulado junto ao sistema de arroz irrigado na China e Vietnam.
Cianobactérias podem formar ainda associagdes com varios outros organismos,
como fungos e algas (formando liquens) e angiospermas do género Gunnera. O
terceiro grupo de organismos fixadores de N é representado pela associagao
simbiotica entre actinomicetos (Frankia, Nostoc) e plantas de varias familias,
principalmente plantas arbéreas pertencentes aos géneros Alnus e Casuarina
(SPRENT & SPRENT, 1990).
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Outro grupo de diazotréficos apresenta uma associacdo menos profunda com
plantas, ndo caracterizando uma interacdo simbidtica. Este grupo inclui bactérias
que colonizam o interior de plantas superiores. O quinto grupo de bactérias que
contribui para o balanco de N nos ecossistemas é constituido por bactérias de vida-
livre. Organismos como Klebsiella sp. e Azotobacter sp. vivem no solo e fixam
nitrogénio quando outras formas de N n&o estdo disponiveis. Esta grande
diversidade de espécies de procariotos que apresentam a capacidade de fixagao
biolégica de nitrogénio demonstram a necessidade de estudos de novos
microrganismos.

Nos ultimos 10 anos, técnicas de analise molecular do DNA tém sido aplicadas
para detectar e analisar bactérias sem a necessidade de nenhum procedimento de
cultivo ou isolamento. Estas técnicas confirmam, através da variabilidade genética
obtida de amostras ambientais, a existéncia de um grande numero de
microrganismos do solo nunca antes detectado pelas técnicas de cultivo
(HUGENHOLTZ et al., 1998). Dessa forma, muitas espécies de organismos
diazotréficos podem estar contribuindo no processo de fixagdo de N sem ainda

terem sido isolados.

2.4 Grupo rizobio

As plantas da familia Leguminoseae, composta por aproximadamente 750
géneros, destes 250 cultivaveis (FREIRE, 1992), possuem uma interagéo
simbiéntica com bactérias da ordem Rhizobiales, que se caracterizam pela formagéao
de estruturas hipertréficas, nas raizes e, excepcionalmente, no caule, denominadas
nddulos. A capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio destes microrganismos
ocorre devido ao complexo enzimatico nitrogenase, que converte o N, em amoénia e
assim disponibiliza nitrogénio para as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Estes microrganismos sdo bactérias Gram negativas, aerdobicas nao
esporulantes, pertencentes ao filo alpha-Proteobacteria, os quais sdo genericamente
identificados como rizébio (ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001). A classificacdo destes
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microrganismos, nos ultimos vinte anos, esteve em constante alteragcdo, sendo
descobertos novos géneros, alterando a taxonomia (WANG et al., 2006).

No estudo taxondémico inicial de rizébio, todas as bactérias formadoras de
nddulos em leguminosas eram classificadas no género Rhizobium (FRANK, 1889
apud WANG et al., 2006), apresentando seis espécies: R. leguminosarum, R.
meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. japonicum. Nesta classificagao, o circulo
de hospedeiros era o fator mais importante na definicdo destas espécies, embora
tenham sido descritas também caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas (FRED et
al., 1932). Com o prosseguimento das pesquisas, 0 uso da especificidade do
hospedeiro como principal critério de classificagdo de rizobio foi abandonado por
apresentar um grande numero de excegdes dentro destes grupos (Wilson, 1944).

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. phaseoli. Os trés biovares constituiram o mesmo grupo na taxonomia
numeérica e na hibridizacdo DNA-DNA, mas corresponderam a diferentes grupos de
nodulagao 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 nddulos de
soja, cujas caracteristicas fisioloégicas e bioquimicas indicavam uma posigcéao
taxondmica intermediaria entre Rhizobium e Bradyrhizobium (KEYSER et al., 1982,
XU & GE, 1984). Desta maneira, se propds a criagdo de uma nova espécie,
Rhizobium fredii, baseados principalmente em experimentos de hibridizacido de DNA
(SCHOLLA & ELKAN, 1984).

Atualmente, a taxonomia do grupo rizébio vem sendo modificada. A principal
alteragao ocorreu no género Rhizobium, ao qual foram incluidas todas as espécies
de Agrobacterium (CONN, 1942) e Allorhizobium undicola (de LAJUDIE, 1998a),
combinando as novas espécies: Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R.

undicola e R. vitis (YOUNG et al.,, 2001). Outra mudanga aconteceu ao género
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Sinorhizobium, de acordo com Young (2003), os géneros Sinorhizobium e Ensifer
sdo similares e segundo o “Bacteriological Code” o género Sinorhizobium deve ser
transferido para Ensifer por ter sido descrito posteriormente. Assim, hoje s&o
consideradas quatro familias (Rhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae, Phylobacteraceae e
Xanthobacteraceae), cinco géneros (Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium/ Ensifer’> e Azorhizobium) e 46 espécies validadas pelo 1JSEM?
(Tabela 1).

Tabela 1 — Diferentes familias e géneros de rizébio fixadores de nitrogénio
descritos.

Familia Género Numgrq Autor(es) e ano
de Espécies
Rhizobiaceae Rhizobium 16 Frank (1889)
Sinorhizobium/ Ensifer 13 Chen et al. (1988);
de Lajudie et al.
(1994)
Bradyrhizobiaceae  Bradyrhizobium 5 Jordan (1984)
Phylobacteraceae = Mesorhizobium 10 Jarvis et al. (1997)
Xanthobacteraceae Azorhizobium 2 Dreyfus et al. (1988)

Outras espécies que apresentam a capacidade de formar nédulos e fixar
nitrogénio, nao pertencentes ao grupo rizébio, vém sendo isoladas de diferentes
leguminosas. Dentro do Filo a-Proteobacteria foram descritos o género Blastobacter
(B. denitrificants) 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).

? Neste trabalho, o autor convencionou em utilizar somente Sinorhizobium para designagéo do género.

* IJSEM, International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. A validacdo de um novo taxon
deve vir acompanhada de uma publicacdo neste periddico ou que passe a integrar a lista de publicagdes validas,
aprovadas pelo ICSP (International Committee on Systematics of Prokaryotes).
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No Filo B-Proteobacteria foi isolado o género Ralstonia (R. taiwanensis) a partir
de nodulos de Mimosa spp. por Chen et al. (2001), 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
evolugdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio, assim como sua manipulagdo pelo

homem.

2.5 Taxonomiade rizobio

A sistematica bacteriana é definida com sendo o processo de caracterizagao e
arranjo da diversidade em uma maneira ordenada, reconhecendo grupos de
organismos similares em uma hierarquia, cuja entidade basica € a espécie
(DELLAGLIO et al.,, 2004). De acordo com Cowan (1968), a sistematica inclui a
taxonomia e aspectos da ecologia, bioquimica, genética, patologia, biologia
molecular e microscopia. No entanto, o termo sistematica € comumente utilizado
como sindbnimo de taxonomia.

Segundo Vandamme et al. (1996), a taxonomia bacteriana é tradicionalmente
dividida em: a) classificagao, isto €, o arranjo ordenado dos organismos em grupos
taxondmicos com base em sua similaridade; b) nomenclatura, ou seja, identificagédo
das unidades definidas na classificacdo; c) identificacdo de organismos
desconhecidos, que € o processo de definir se um determinado organismo pertence

a uma das unidades definidas na nomenclatura.

De acordo com Holt et al. (1994, p. 03) “Esquemas de identificacdo ndo sao
esquemas de classificacdo, apesar de poder existir certa similaridade”. O processo
de identificagdo envolve um numero reduzido de caracteres, facilmente determinado,
que permitam uma alocagao correta a espécie, enquanto que na classificagao
busca-se uma ampla cole¢ao de dados, envolvendo varios aspectos fenotipicos e do

genotipo, permitindo descrever as propriedades do microrganismo.
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A identificacdo de uma bactéria se inicia na caracterizacdo fenotipica e
genética dos isolados e posterior alocacao deste isolado caracterizado a uma

espécie conhecida, apods a verificagdo de certo grau de similaridade.

2.5.1 Caracterizagao fenotipica de rizobio

Estdo incluidos nos métodos fenotipicos todos aqueles nédo direcionados as
moléculas de DNA ou RNA, consequentemente incluem as técnicas
quimiotaxondmicas’ (VANDAMME et al., 1996). Desta maneira os principais

métodos fenotipicos sdo denominados de tradicionais e quimiotaxonémicos.

2.5.1.1 Métodos fenotipicos tradicionais

Os métodos fenotipicos tradicionais sao usados nos protocolos de
identificacdo da maioria dos Laboratorios de Microbiologia, compreendem dados

morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos que permitem a distingdo de diferentes taxa.

Os géneros de rizobio descritos até o momento podem ser diferenciados com
base em caracteristicas culturais e morfolégicas em meio LMA (VINCENT, 1970).
Segundo Martins et al. (1997), os principais parametros utilizados s&o: tempo de
crescimento em meio de cultura LMA, reacido acida ou basica em meio de cultura,
didmetro de colbnia, produgao de polissacarideos extracelulares (goma) e coloragéo
da colénia. Com relagdo ao tempo de crescimento podem, ser formados cinco
grupos: muito rapido, para aquelas colénias que podem ser visualizadas apos 1 dia
de incubacgao; rapido, para aquelas que sao visualizadas de 2 a 3 dias de incubacao,
intermediarias; com 4 a 5 dias; lentas, com 6 a 10 dias e muito lentas, séo
visualizadas apos 10 dias de incubacao (MELLONI et al., 2006)

* O termo quimiotaxonomia refere-se & aplicagdo de métodos analiticos para a coleta de informagdes sobre os
varios constituintes da célula visando a classificacdo bacteriana (Vandamme et al., 1996)
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A alteracdo do pH do meio de cultura pode ser usada para dividir os isolados
em trés classes: estirpes que apresentam reacédo acida, reagao basica ou reagao
neutra em meio de cultura. Placas com meio LMA recém preparadas com azul de
bromotimol, possuem pH préximo a 6,8 e cor verde. Rizébios de crescimento lento
tendem a alcalinizar, modificando a cor para azul, enquanto os rizébios de
crescimento rapido tendem a acidificar o meio, alterando a cor para amarelo
(MARTINS et al., 1997). Tan & Broughton (1981) sugerem que as mudangas de pH
promovidas pelo rizébio no meio de cultura s&o devido a utilizagdo preferencial de
agucares pelas estirpes de crescimento rapido, seguida da excregcdo de acidos
organicos, e de compostos nitrogenados pelas estirpes de crescimento lento e
consequente liberacido de cations.

O didmetro das coldnias dos isolados que nodulam leguminosas é um
parametro que apresenta correlagdo com outras caracteristicas culturais. Colénias
com didmetro menor que 1 mm possuem superficie seca ou pouca producao de
polissacarideos, e colbnias maiores tendem a produzir mais goma (Martins et al.,
1997).

A producgéo de polissacarideos extracelulares, também denominada de muco
ou goma, € outra caracteristica utilizada na caracterizagdo de rizébio. As estirpes
podem ser agrupadas em secas, quando ndo produzem goma, e quando ocorre
formagado de goma séo classificadas quanto a quantidade produzida em: alta, média
e baixa. Estirpes de crescimento rapido tendem a produzir mais goma, ao contrario
de rizébios de crescimento lento que formam coldnias secas ou com baixa produgao
de muco (MARTINS et al., 1997).

A coloragédo da colbénia varia dentro das diferentes estirpes de rizobio, sendo
uma importante caracteristica no agrupamento de taxa. A coloragado pode variar de
incolor, branco a creme, sendo mais incomum a cor amarela (ARAUJO, 1994).

A avaliagao das caracteristicas culturais e morfolégicas € o primeiro passo para
a identificacdo de grupos taxonémicos de microrganismos, podendo prever uma boa
aproximagdo em nivel de género. Estes descritores podem indicar diferengas
fisiolégicas importantes entre microrganismos, que podem ser detectadas
posteriormente mediante estudos mais refinados (PELCZAR et al., 1997). Um
exemplo € o género Mesorhizobium, no qual foram incluidos isolados que

apresentavam algumas caracteristicas fenotipicas diferenciadas do género
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Rhizobium, inclusive algumas estirpes que apresentam crescimento intermediario,
sugerindo a existéncia de diferencas metabdlicas importantes (MOREIRA et al.,
1993; JARVIS et al., 1997; de LAJUDIE et al., 1998b).

Alguns descritores fenotipicos tradicionais avaliados tém como objetivo ndo
somente a caracterizagdo, mas verificar a provavel adaptabilidade ecolégica dos
diferentes isolados as condigdes ambientais predominantes no ecossistema para o
qual se procede a selecao do rizébio. A capacidade de crescimento em diferentes
pH, concentracbes de sais, temperatura e antibidtico sao utilizados na
caracterizagcao “in vitro” como também na correlagdo com condicbes ambientais
(SWELLIM et al., 1997; SA et al., 1993; XAVIER et al., 1998).

A habilidade em utilizar diferentes fontes de carboidratos pode ser usada
também na diferenciacdo das espécies de rizébio (GRAHAM et al., 1991). Esta
caracterizagcdo pode ser feita através do uso de kits para estudo de descritores
bioquimicos, como o sistema API, Staph-ldent, Rapid E, Enterotubos, Oxi-ferm,
Micro ID System e Biolog Nutritional System (HUBNER et al., 2004).

2.5.1.2 Métodos quimiotaxonédmicos

As técnicas quimiotaxonémicas visam avaliar a composi¢cao quimica de alguns
constituintes da célula procariética, sendo os principais métodos SDS PAGE, analise
de isoenzima, sorologia e pirdlese (avaliagdo do conteudo de acidos graxos)
(VANDAMME et al., 1996).

A analise de proteinas totais por eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio
(SDS PAGE - sodium dodecyl sulfato polyacrylamide gel electrophoresis) € utilizada
na caracterizagao bacteriana por apresentar uma alta confiabilidade na distingcao de
estirpes muito proximamente relacionadas (VANDAMME et al., 1996). Este método
foi empregado por Lima et al. (2005) no estudo da diversidade de estirpes de
Bradyrhizobium spp. isoladas de diferentes solos da Amazébnia. Este método foi
também utilizado na determinagédo das relagdes filogenéticas entre Mesorhizobium
tianshanense e outros rizébios (TAN et al., 1997), e na caracterizagdo da espécie
Methylobacterium nodulans (JOURAND et al., 2004).
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Outra técnica que utiliza eletroforese é a analise de isoenzima, que se baseia
no diagnoéstico das multiplas formas moleculares da mesma enzima que ocorre em
uma determinada espécie, como resultado da presengca de um ou mais genes
codificando para cada uma destas formas (VANDAMME et al., 1996). Este método
foi utilizado por Barrera et al. (1997) na caracterizagao de uma populagdo do género
Bradyrhizobium.

Os meétodos sorologicos vém sendo empregados a mais de 70 anos na
taxonomia de rizébio. O principio desta técnica esta baseada na presenca de
variabilidade nos constituintes antigénicos das células bacterianas (NISCHI, 1994),
sendo o método de ELISA (Enzyme-Linked Imuno Sorbent Assay) considerado a
principal pratica. No entanto, o seu uso no processo de identificagdo bacteriana é
limitado, uma vez que estirpes de rizébio que possuem propriedades antigénicas
similares podem ser bastante diversas com respeito a outras caracteristicas
fenotipicas e genotipicas.

A analise do teor de acidos graxos celulares constitui-se em um método rapido
e reproduzivel, quando realizada em condi¢des controladas (JARVIS & TIGHE,
1994). Este método foi utilizado para a discriminagdo entre estirpes de

Bradyrhizobium e R. meliloti isoladas de diferentes solos da Italia (KAY et al., 1994).

2.5.2 Caracterizagao genética de rizébio

Os métodos genotipicos de taxonomia, direcionados para moléculas de DNA
ou RNA, sdo uma consequéncia do progresso tecnolégico experimentado pela
biologia molecular nas décadas recentes e atualmente dominam os estudos
taxondmicos modernos (VANDAMME et al., 1996). A caracterizagdo genética de
procariotos pode ser baseada na quantidade total do DNA, pelas técnicas de
hibridizagdo de DNA e RFLP (Restrictions Fragment Length Polymorfhism), e por
amplificacdo de sequéncias do DNA e RNA, pelas diferentes metodologias de PCR

(Polymerase Chain Reaction).
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2.5.2.1 Hibridizagdo do DNA

A definicdo de uma espécie bacteriana é feita pela hibridizagdo DNA-DNA
(VANDAMME et al., 1996). Este método € baseado na capacidade do DNA se
desnaturar a altas temperaturas e recombinar-se em baixas temperaturas. Quando o
percentual de recombinacdo DNA-DNA é igual ou superior a 70% sugere ser a
mesma espécie. Estirpes que possuem uma hibridizagdo variando entre 25 e 60%
sdo consideradas espécies diferentes pertencentes ao mesmo género e percentuais

inferiores a 10% compreendem géneros diferentes (WANG et al., 2006).

A maior parte das espécies de rizobio hoje definidas obedece este critério. No
entanto Martinez-Romero (1994) relata alguns casos de muito baixa homologia de
DNA dentro das espécies Sinorhizobium fredii, Rhizobium tropici, Mesorhizobium
plurifarium. Nestes casos métodos fenotipicos podem auxiliar na correta distingao

das estirpes.

2.5.2.2 Polimorfismo dos tamanhos dos fragmentos de restricao (RFLP)

A determinagao do polimorfismo dos tamanhos de fragmentos de restricdo
(RFLP — Restrictions Fragment Length Polymorfhism) € um método empregado em
taxonomia de procariotos e nos estudos de diversidade para comparacao de estirpes
(WANG et al., 2006).

A distingao dos grupos bacterianos e feitos através do polimorfismo gerado no
DNA total pela agao de enzimas de restricdo. Esta analise inclui a digestdo do DNA
total com o uso de enzimas especificas, sua separacdo por eletroforese e a
hibridizagdo com fragmentos de sequéncia homologa de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reagdo de luminescéncia
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Outra metodologia pode ser realizada pela
clivagem do produto oriundo da reacdo de PCR com enzimas de restricdo e

visualizada em gel de agarose, na técnica denominada PCR-RFLP.
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As anadlises de RFLP e PCR-RFLP vém sendo muito utilizadas na
caracterizacao da diversidade entre diferentes populagdes de rizébio, principalmente
avaliado as regibes 16S do RNAr e da regido intergénica 16S e 23S RNAr
(FERNANDES et al..2003; TAN et al.,, 2001; CHUEIRE et al., 2000a; DOIGNON-
BOURCIER et al., 2000).

2.5.2.3 Analises baseadas na reacdo em cadeia de polimerase

As técnicas de PCR permitem a amplificacdo de sequéncias definidas da
molécula de DNA, diferenciando e identificando as estirpes de bactérias. Esta pratica

contribuiu para os recentes avangos obtidos na taxonomia de rizébio.

O uso de oligonucleotideos especificos que amplificam sequéncias repetidas
do DNA, pela técnica de PCR, proporcionando a formagao de perfis eletroforéticos
que promovem a chamada impressdo digital do organismo (fingerprinting). Os
oligonucletideos mais comumente utilizados sdao BOX, ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) e REP (Repetitive Extragenic Palindromic
Sequences) que amplificam sequéncias repetidas no genoma bacteriano
(VERSALOVIC et al., 1994). Estes métodos tém sido empregados no estudo da
diversidade intra-especifica de rizdbio, fazendo a distincdo de estirpes muito
proximamente relacionadas (FERNANDES et al., 2003; CHUEIRE et al., 2000b).

Para a distincdo de estirpes recomendadas para o cultivo de diferentes
espécies de leguminosas vém sendo empregados os métodos que utilizam os
oligonucleotideos ERIC, REP e BOX (CHUEIRE et al.,, 2000a; CHUEIRE et al.,
2000b; BANGEL, 2000). Segundo Selenska-Pobell et al. (1996), a técnica de BOX-
PCR foi eficiente para distinguir diferentes espécies de Rhizobium e as informacgdes
geradas for auxiliaram na caracterizagao realizada pela técnica de RFLP do DNA. O
estudo da diversidade de 29 isolados bacterianos de trés espécies arbdreas de
regides temperadas da China foi realizada pela técnica de BOX-PCR e permitiram

alocar estas estirpes no género Bradyrhizobium (LIU et al., 2005).
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Outra ferramenta de uso crescente na pratica de identificacdo de bactérias é a
amplificacdo de regides especificas do genoma e posterior sequenciamento de
bases. A identificacdo € determinada pela comparacao das sequéncias obtidas com
a de outros organismos disponiveis no banco de dados da National Center for
Biotechnology Information (NCBI). As moléculas de RNA 16S e 23S presentes no
ribossomo sdo comumente empregadas na taxonomia de procariotos por serem
regides conservadas e se enquadram nos conceitos que definem um marcador
filogenético relatado por Piaza et al. (2006). A regido 23S é bem maior do que a 16S,
contendo mais informagdes genéticas uteis em estudos de filogenia (LUDWING et
al. 1992), no entanto o numero de seqiéncias presentes nos bancos de dados é

pouco, limitando a comparagao de novas seqiiéncias®.

> A comparagao do numero de seqiiéncias de 16S e 23S, disponiveis para alinhamento, pode ser feita no banco
de dados da NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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3 MATERIAL E METODOS

Para a execucéao do trabalho foram coletadas amostras de raizes em Alegrete,
Macambara e S&o Francisco de Assis (Tabela 1) e o material foi analisado nos
Laboratorios de Biologia e Microbiologia do Solo e do Ambiente do Departamento de
Solos da Universidade Federal de Santa Maria/RS e no Nucleo de Microbiologia
Agricola do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul/RS (Figura 3).

Coleta de raizes de L. albescens;
L. lanatus e Lupinus sp.

Municipios:
- Alegrete
- Magambara
- Sdo Francisco de Assis

Isolamento e autenticagao dos rizébios
Laboratério e casa de vegetacédo do
Departamento de Solos, UFSM

Caracterizacdo Fenotipica:

Caracteristicas culturais.
Crescimento em diferentes
temperaturas.
Crescimento em diferentes
concentracdes de NaCl.
Crescimento em diferentes
pH.

Laboratério de Biologia e
Microbiologia do Solo e do
Ambiente, UFSM

Caracterizagdo Molecular:

Extrac&do de DNA.

BOX — PCR.

Eletroforese em Gel de
Agarose.

Departamento de Genética,
UFRGS.

Eficiéncia simbidtica na FBN:

— Nitrogénio total da parte

aérea.

- Massa seca da parte

aérea.

— Massa seca das raizes.
— NuUmero de nédulos

Casa de vegetacédo do
Departamento de Solos,
UFSM.

Figura 3 — Etapas da execug¢do do trabalho com rizébio em Lupinus. Santa

Maria, 2007.
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3.1 Coletadas raizes das plantas de Lupinus

Para escolha dos locais a serem coletadas as raizes de Lupinus, foram
selecionadas duas areas de ocorréncia natual de Lupinus albescens, no local
denominado “Ponte de Pedra” e na Fazenda Santa Zélia, localizados nos municipios
de Alegrete e Macambara. Foi escolhida também uma area de arenizacé&o onde as
plantas de L. albescens estdo sendo cultivadas aproximadamente a 5 anos,
localizado na Fazenda Santo Antdo no municipio de Alegrete. As raizes das
espeécies L. lanatus e Lupinus sp. foram coletadas em uma vogoroca no municipio de

Sao Francisco de Assis (Tabela 2).

O procedimento de coleta foi realizado de acordo com metodologia
modificada proposta por Hungria (1994). Em cada local foram amostradas plantas
em plena floragao, tendo sido escolhidas de forma aleatéria. Cavou-se ao redor da
raiz para a retirada intacta do sistema radicular. Removeu-se o excesso de solo e foi
retirada a parte aérea com auxilio de uma tesoura de poda. As raizes foram

colocadas em sacos plasticos e acondicionadas em uma caixa térmica.

Tabela 2 — Locais de coleta de trés espécies de tremo¢co nos municipios de
Alegrete, Macambara e Sao Francisco de Assis. Santa Maria, 2007.

Local de Numero de . - o
Coleta Plantas Espécie Coordenadas Geograficas Municipio
“Ponte de 10 Lupinus albescens  29°39'58”S e 55°23'43"W Alegrete
Pedra”
ngirtmga 10 Lupinus albescens  29°40°58”S e 55°19'40"W Alegrete
Antao
Fazenda 10 Lupinus albescens  28°53'07”S e 56°17°01"W Macgambara
Santa Zélia
Vogoroca 10 Lupinus sp. 29°31°23"S e 55°14’40"W Sao Franqsco
de Assis
2 Lupinus lanatus ~ 29°31'23"S e 55°14'40"Wy 20 Francisco

de Assis
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3.2 Isolamento de rizébio

O isolamento das bactérias foi realizado no Laboratério de Biologia e
Microbiologia do Solo e do Ambiente da Universidade Federal de Santa Maria. As
raizes coletadas foram lavadas com auxilio de uma peneira. As raizes com os
nddulos foram secos em papel toalha e as raizes fragmentadas em pedagos
menores com auxilio de uma tesoura de poda para facilitar a retirada do material do
interior do nédulo. Para cada sistema radicular foram retirados de um a trés nodulos.

Apos esta limpeza, os nédulos foram acondicionados em placas de Petri.

A desinfestacdo dos nddulos foi feita de acordo com metodologia proposta por
Hungria (1994). Cada nodulo foi submerso em alcool 95% por dez segundos,
posteriormente em solugao de hipoclorito a 5% e seguido de oito lavagens em agua
destilada e esterilizada. Os nédulos foram cortados ao meio com auxilio de bisturi e
pinga para raspagem do seu interior e posterior inoculagdo em meio de cultura LMA
(Levedura Manitol Agar) (VINCENT, 1970). O material amostrado foi incubado no
escuro a 28°C por 10 dias (Figura 4).

Figura 4 — Isolamento de bactérias a partir de ndédulos de Lupinus albescens:
a) amostragem de material do interior do nddulo; b) inoculagdo em meio LMA.
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Apos a inoculagao, as colbnias isoladas que apresentavam crescimento entre
2 a 10 dias e nao absorviam o vermelho congo, eram marcadas e inoculadas
novamente em meio de cultura LMA para purificacdo. A pureza do isolado foi
determinada mediante teste de Coloragdo de Gram. Os trinta e oito isolados
bacterianos inicialmente purificados foram utilizados para a realizacdo da

autenticagao e caracterizagao fenotipica.

3.3 Autenticacdo dos isolados

A capacidade de nodulacéo e formagao de leghemoglobina foi verificada pela
autenticacao dos isolados. O experimento foi realizado em casa de vegetacado do

Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria durante 60 dias.

O experimento foi realizado em copos de plastico com capacidade de 500 mL,
contendo uma mistura composta de vermiculita e areia na proporc¢ao 2:1, a qual foi
acondicionada em sacos plasticos de polipropileno e esterilizada por uma hora em
autoclave a 120°C por trés dias consecutivos. Em cada recipiente foram colocados
cinco sementes de L. albescens previamente escarificadas e desinfestadas em
solucdo de hipoclorito 5 % por 5 min. O indculo consistiu de caldo LM (VICENT,
1970), onde foram inoculados os tratamentos e incubado a 28°C por seis dias sob

agitacédo de 120 rpm.

O experimento constou de 41 tratamentos com duas repeti¢cdes, sendo 38
isolados, duas estirpes de Bradyrhizobium sp. recomendadas para Lupinus (SEMIA
928 e 938), um tratamento sem inoculagéo. A cada cinco dias era adicionado 10 mL
de solucdo nutritiva (SOMASEGARAN & HOBEN, 1985). A avaliacdo da presenca
dos noédulos foi feita em lupa esteroscopica no Laboratério de Microbiologia e

Biologia do Solo e do Ambiente.
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3.4 Caracterizacdo fenotipica

3.4.1 Caracteristicas culturais

3.4.1.1 Coloracao de Gram

As culturas foram crescidas a 28°C, por seis dias, em placas de Petri com
meio de cultura LMA. Pequena amostra do crescimento foi entdo transferida e
esparramada em uma gota de agua em lamina de microscopia. O esfregaco foi
fixado na chama de lamparina e entdo submetido ao método de coloragdo de Gram
de Hucker, de acordo com procedimento descrito por Murray et al. (1994) modificado
pela substituicdo de etanol 95% por solugdo alcodlica de acetona a 5% como agente

de descoloracao.

As solugdes de Gram estdo descritas no Anexo A. A lamina preparada foi
analisada sob objetiva de 100 x sob 6leo de imersdo em microscépio Optico com
aumento de 2.000 vezes. Culturas que apresentaram células de cor azul-violaceo
foram assumidas como sendo Gram positivas e aquelas de coloragdo vermelho-

réseo como Gram negativas.

3.4.1.2 Tempo de crescimento para a visualizagao das col6nias

Os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo meio LMA
(VINCENT, 1970) modificado pela a adicdo de 5 mL L™ de solucdo de Vermelho
Congo (Figura 5). Foi considerado crescimento muito rapido, para aquelas col6nias
que podem ser visualizadas apo6s um dia de incubacgao; rapido, para aquelas que

sao visualizadas de dois a trés dias de incubacado, intermediarias; com quatro a
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cinco dias; lentas, com seis a dez dias e muito lentas, sao visualizadas apds dez
dias de incubagao (MELLONI et al., 2006).

Figura 5 — Meio de cultura LMA com vermelho congo (a) e azul de bromotimol
(b), utilizados na caracterizagéo cultural dos isolados. Santa Maria, 2007.

3.4.1.3 Diametro das col6nias

O didmetro das colbnias foi determinado juntamente com o tempo de
crescimento. Apos sete dias de incubacéo, o diametro das colbnias foi medido com
auxilio de um paquimetro, sendo o tamanho determinado em milimetro. Em cada
uma das placas, foram medidas 10 colénias isoladas e os resultados obtidos foram

submetidos a média aritmética e expressos em valores absolutos.
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3.4.1.4 Produgao de goma

A produgdo de goma (polissacarideos) foi determinada juntamente com o
didmetro das colbnias, apdés sete dias de incubacdo. Esta caracteristica foi
determinada visualmente em: sem producado de goma (s/goma), baixa, média e alta
producao de goma (MELLONI et al., 2006).

3.4.1.5 Coloracgao das colbnias

A coloragao das colbnias foi determinada visualmente durante a determinagéao
do didmetro das colbénias. Foram consideradas as cores: branca, creme, amarela e
incolor (MELLONI et al., 2006).

3.4.1.6 Alteracao do pH do meio

Os isolados foram inoculados em meio LMA (VINCENT, 1970) modificado
pela a adicdo 10 mL L de Azul de Bromotimol (Figura 5). A coloracdo azul do meio
de cultura foi considerada alcalina, coloragdo amarela acido e a ndo alteragcao da cor
original do meio neutro. Os isolados foram comparados com placas sem inoculagéo

e inoculada com a estirpe de Bradyrhizobium sp. SEMIA 938.
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ApOs a caracterizagao cultural dos isolados, foi construido um dendograma de

similaridade pelos métodos Complete Linkage e Distancia Euclidiana (Everitt, 1993
apud Melloni et al., 2006) por meio do programa STATISTICA 4.5 (1993). Os valores

obtidos na caracterizagdo foram estipulados de acordo com Melloni et al. (2006)

(Tabela 3).

Tabela 3 — Valores relativos as caracteristicas culturais dos

utilizados na construcdo do dendograma. Santa Maria, 2007.

isolados

Caracteristica cultural

Intervalo de
observacao

Valor atribuido para
a construcao do
dendogramas

A. Tempo, em dias para visualizagao
das colbnias

B. Diametro da colénia

C. Alteracao do pH do meio

D. Producédo de goma

E. Coloracao da colbnia

1 dia (muito rapido)
2 a 3 dias (rapido)
4 a 5 dias
(intermediario)

6 a 10 dias (lento)
10 dias (muito lento)

<1 mm
1a2mm
>2mm

Acido
Neutro
Basico

s/goma
Baixa
Média
Alta

Branca
Creme
Amarela
Incolor

WN = WN = A W N-=-

A WON -

BAOWON -

)" Os valores foram ponderados de acordo com a importancia atribuida as caracteristicas culturais
na construgdo do dendograma, sendo 100, 75, 100, 25 e 75% para as caracteristicas A, B, C,D e

E (MELLONI et al., 2006).
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Os valores obtidos na caracterizacao fenotipica foram ponderados de acordo
com a importancia atribuida as caracteristicas fenotipicas na construgdo do
dendograma, sendo 100, 75, 100, 25 e 75% para as caracteristicas tempo, em dias
para visualizagao das colOnias; diametro médio das colénias; modificagdo do pH do
meio LMA com Azul de Bromotimol; produgdo de goma e coloragao das colbnias,

respectivamente, de acordo com Melloni et al. (2006) e Moreira et al. (1993).

3.4.2 Caracterizagao fisiologica

Os isolados que apresentaram formagdo de nodulos e producdo de
leghemoglobina e a estirpe SEMIA 938, foram submetidos aos testes de crescimento

em diferentes temperaturas, concentragcdes de NaCl e pH.

3.4.2.1 Crescimento em diferentes temperaturas

A capacidade de crescimento em diferentes temperaturas foi determinada
pela inoculagdo em tubos de ensaio contendo meio LM (Levedura Manitol)
(VINCENT, 1970), onde os isolados foram incubados a temperatura de 28; 32; 37 e
40°C. Tubos que apresentavam turbidez no caldo foram considerados como
resultado positivo e ndo turvos foram considerados negativos. Foi utilizado na
comparagao um tratamento sem inoculagdo para confirmar a auséncia de

crescimento (Figura 6).
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3.4.2.2 Crescimento em diferentes pH

Para avaliar a capacidade de crescimento em diferentes pH, tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo LM (VINCENT, 1970), tendo valores de pH de 4; 5; 6; 7; 8; 9
e 10, ajustados com NaOH e HCI 1M, foram incubados e crescidos a uma
temperatura de 28°C sob agitagdo de 120 rpm. A anadlise de crescimento foi
determinada sete dias apds a incubagao. Tubos que apresentavam turbidez no caldo
foram considerados como resultado positivo e ndo turvos foram considerados
negativos. Foram inoculadas duas testemunhas que cresceram em caldo LM
(VINCENT, 1970) com pH 6,8 e temperatura de 28°C sob agitagdo de 120 rpm. Foi
utilizado na comparagdo um tratamento sem inoculagdo para confirmar a auséncia

de crescimento (Figura 6).

Figura 6 — Padrdes utilizados na caracterizagcdo fisiolégica dos rizébio. a)
UFSM L1.3; b) SEMIA 938; c) Sem inoculagcdo. Santa Maria, 2007.
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3.4.2.3 Crescimento em diferentes concentragdes de NaCl

A habilidade de crescer em diferentes concentragdes de NaCl foi determinada
pela incubagado dos isolados em tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo LM
(VINCENT, 1970) acrescidos com 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 % (m/v) de NaCl,
incubados a 28°C sob agitacdo de 120 rpm durante sete dias. Tubos com turbidez
no caldo foram considerados com crescimento positivo e ndo turvos negativos. Duas
testemunhas foram utilizadas na comparacéo, crescidas a pH 6.8 em temperatura de
28°C sob agitacdo de 120 rpm no mesmo periodo de tempo. Um tratamento sem

inoculagao foi utilizado na comparagao dos resultados negativos (Figura 6).

Para o desenvolvimento dos testes de crescimento em diferentes pH e
concentracdes de NaCl, foram considerados duas repeticbes por tratamento, caso
houvesse discordancia de resultado em cada repeticdo, os tratamentos seriam

inoculados novamente.

3.5 Identificac&o dos isolados

A partir das caracteristicas culturais dos isolados, foi realizada a identificagéo
do género, comparando os dados obtidos dos isolados que apresentaram resultado
positivo para formacédo de nddulos e leghemoglobina pelo teste de autenticagao,
com dados obtidos da literatura de 21 estirpes tipo de rizobio (Tabela 4). O
agrupamento foi realizado mediante a construgdo de um dendograma de
similaridade pelos métodos Complete Linkage e Distancia Euclidiana (EVERITT,
1993) por meio do programa STATISTICA 4.5 (1993). Os valores obtidos na
caracterizacao e da literatura para constru¢ao do dendograma foram ponderados de

maneira semelhante ao item 3.4.1.7 (Tabela 3).
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Tabela 4 — Espécies e estirpes tipo de rizébio utilizadas na comparacao dos
isolados de Lupinus.

Espécie Estirpe-tipo Referéncia
Azorhizobium caulinodans ORS 571 Dreyfus et al. (1988)
Azorhizobium dobereinerae UFLA 1-100 Moreira et al. (2006)
Bradyrhizobium japonicum ATCC10324 Jordan et al. (1984)
Bradyrhizobium liaoningense 2281 Xu et al. (1995)
Bradyrhizobium yuanmingense  CCBAU 10071  Yao et al. (2002)
Mesorhizobium amorphae ACCC 19665 Wang et al. (1999)
Mesorhizobium chacoense CECT 5336 Velazquez et al. (2001)
Mesorhizobium loti NZP2213 Jarvis et al. (1997)
Mesorhizobium plurifarum ORS 1032 de Lajudie et al. (1998b)
Mesorhizobium septentrionale SDWO014 Gao et al. (2004)
Rhizobium huautlense S02 Wang et al. (1998)
Rhizobium mongolense USDA 1844 van Berkun et al. (1998)
Rhizobium gallicum R602sp Armager et al. (1997)
Rhizobium giardinii H152 Armager et al. (1997)
Rhizobium hainanese 166 Chen et al. (1997)
Rhizobium lossense CCBAU7190B  Wei et al. (2003)
Rhizobium undicula ORS 992 de Lajudie et al. (1998a)
Rhizobium yanglingense CCBAU71623 Tan etal. (2001)
Sinorhizobium arboris HAMBI 1552 Nick et al. (1999)
Sinorhizobium kummerowiae CCBAU71042  Wei et al. (2002)
Sinorhizobium morelense Lcs57 Wang et al. (2002)

3.6 Caracterizagdo molecular

A caracterizagdo por BOX - PCR foi realizada no Nucleo de Microbiologia
Agricola, do Departamento de Genética da UFRGS. Foi utilizado na comparagéo o
isolado de Lupinus L123B, SEMIA 938 e 928 e dois isolados de Lupinus descritos

por Rovedder et al. (2005) de crescimento rapido e uma espécie de Rhizobium sp.
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Para a extracdo de DNA foi seguido o protocolo modificado de Sambrook et al.
(1998), onde as estirpes foram crescidas em meio liquido por sete dias. Uma
aliquota de 1,5 mL de cultura foi transferidas para microtubos de 2 mL e
centrifugados por 3 minutos a 16099 rcf por duas vezes. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 500 uL de TE1, homogeneizando em vortex até que
todo pellet tenha sido ressuspendido. Foram adicionadas 25 uL de Lizoenzima e
incubados a 37°C por 1 hora. Posteriormente, as amostras foram mantidas a
temperatura ambiente por cinco minutos e adicionou-se 200 pL de acetato de
amoénia 7,5 M e mantidas em gelo por 15 min. Centrifugou-se por 10 min a 16099 rcf
e o sobrenadante foi vertido para outro microtubo de 1,5 mL. A quantidade de 1
volume de fenol-cloroférmio foi adicionada e agitou-se por 10 minutos. O material foi
centrifugado por 5 min a 2795 rcf apos foi adicionado 8 pL de NaCl 5M e 0,6
volumes de isopropanol, e mantidas as amostras no gelo por 10 min. Centrifugou-se
por 15 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante descartado. O pellet de DNA foi
lavado com 500 yL de Etanol 70% e centrifugado por 2 minutos a 12.000 rpm. O
pellet foi ressuspendido em 30 pL de TE.

O DNA das bactérias foi amplificado pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) com o oligonucleotideo BOX A1-R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-
3’), que amplifica regides conservadas e repetitivas do DNA cromossdémico. A
amplificagédo foi realizada utilizando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturagéo
inicial a 95°C por 6 mim, 35 ciclos de desnaturacao (30 seg a 90 °C), anelamento (1
min a 52°C) e extensao (8 min a 65°C), um ciclo de extensao final a 65°C por 16 min
(MARTIN et al., 1992). Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese
a 80 V durante trés horas em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de

etideo e fotografado.

O perfil de bandas no gel foi transformado em uma matriz binaria
bidimensional, onde 0 indicava a auséncia de banda e 1 a presenga e o
agrupamento realizado pelo programa STATISTICA 4.5 (1993) usando o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with arithmetic mean) e o coeficiente de

Pearson.
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3.7 Teste de eficiéncia na Fixagao Biologica de Nitrogénio

Neste experimento foram estudados os isolados que apresentaram resultado
positivo para formacao de nodulos e leghemoglobina pelo teste de autenticacéo e a
estirpe SEMIA 938, recomendada para Lupinus sp., obtida da cole¢céo de culturas da

FEPAGRO (Fundacgao Estadual de Pesquisa Agropecuaria).

O experimento foi realizado em vasos de plastico com capacidade de 500g de
substrato, contendo uma mistura composta de vermiculita e areia na proporgéo 2:1,
a qual foi acondicionada em sacos plasticos de polipropileno e esterilizada por uma
hora em autoclave a 120°C por trés dias consecutivos. Em cada vaso foram
semeados quatro plantas de Lupinus albescens previamente escarificadas e
desinfestadas em solugao de hipoclorito 5 % (v/v) por 5 minutos. O inéculo consistiu
de caldo LM (Vicent, 1970), onde foram inoculados os isolados e incubado a 28°C
por seis dias sob agitagdo de 120 rpm. O numero de células foi determinado em

Camara de Neubauer e expressos em células mL™.

A cada sete dias era adicionado 10 mL de solugao nutritiva livre de nitrogénio
(SOMASEGARAN & HOBEN, 1985). Os tratamentos consistiram do isolado UFSM
L1.3, SEMIA 938, um tratamento sem adigao de nitrogénio e outro com a adi¢ao de
400 mg de N, aplicados 50 mg na semeadura e por mais sete vezes via solugao
nutritiva. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes. O experimento foi conduzido por 45 dias, na casa de vegetagdo do

Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria.

Na colheita, a parte aérea da planta foi separada do sistema radicular, sendo
acondicionados em sacos de papel e secados em estufa a 65°C com ventilagéo
forcada durante trés dias. As avaliagbes realizadas foram: a producdo de matéria
seca da parte aérea, o acumulo de nitrogénio na parte aérea, segundo metodologia
descrita em Tedesco et al. (1995) numero de nédulos e massa seca das raizes. Os
dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro,
realizados pelo programa Sisvar 4.6 (FERREIRA, 2000).
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A eficiéncia simbidntica (Efra) foi determinada segundo a equacdo (1)
proposta por Brockwell et al. (1966), apud Sa (2001):

Efra% = N total fixado — N total S/N x 100 (1)
N total C/N — N total S/N

Onde:
N total fixado: nitrogénio total do tratamento;
N total S/N: nitrogénio total da testemunha sem nitrogénio;

N total C/N: nitrogénio total da testemunha com nitrogénio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacéo

O isolamento proporcionou a obtencdo de 204 isolados puros. Nas areas
“‘Ponte de Pedra” e Fazenda Santa Zélia foram isolados os maiores numeros de
bactérias a partir de nodulos de Lupinus albescens (76 e 50 isolados,
respectivamente). Na area de arenizagao foram obtidos 39 isolados bacterianos a
partir de nodulos de Lupinus albescens. Estes resultados demonstram que os
maiores numeros de isolados foram encontrados nas areas de ocorréncia natural de
L. albescens, em comparacdo a area em processo de arenizagao, onde foi
introduzida esta espécie de tremogo. Na vogoroca, a partir de duas plantas de

Lupinus lanatus obtiveram-se seis isolados e 32 isolados de Lupinus sp. (Tabela 5).

Tabela 5 — Relagcdo do numero de isolados nos quatro locais e nas trés
espécies de Lupinus estudadas. Santa Maria, 2007.

Local de Coleta Numero de Plantas Espécie Ngg}g;ﬁ)ge
“Ponte de Pedra” 10 Lupinus albescens 76
Fazenda Santo Antdo 10 Lupinus albescens 39
Fazenda Santa Zélia 10 Lupinus albescens 50
Vocoroca 10 Lupinus sp. 32
Vogoroca 2 Lupinus lanatus 6

Total 204
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A caracterizagao fenotipica dos isolados bacterianos possibilitou a formagéao
de dois grupos com caracteristicas culturais distintas (I e I1). O grupo | se diferenciou
por apresentar o maior numero de isolados bacterianos, com 81,5% do total de
organismos caracterizados e o grupo Il com 18,5% (Figura 7), sendo que todas as
estirpes apresentaram reagdo de Gram negativa. O grupo rizobio é encontrado nas
a-Proteobactérias, tendo estes microrganismos reagcdo de Gram negativa
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Figura 7 — Dendograma de similaridade baseado nas caracteristicas culturais
de 38 isolados de Lupinus (UFSM L1.1, UFSM L1.2, UFSM L1.3, UFSM L1.4,
UFSM L1.5, UFSM L1.6, UFSM L1.7, UFSM L1.8, UFSM L 1.9, UFSM L1.10,
UFSM L1.11, UFSM L1.12, UFSM L1.13, UFSM L1.14, UFSM L2.1, UFSM L2.2,
UFSM L2.3, UFSM L2.4, UFSM L2.5, UFSM L2.6, UFSM L2.7, UFSM L2.8, UFSM
L2.9, UFSM L2.10, UFSM L2.11, UFSM L2.12, UFSM L3.1, UFSM L3.2, UFSM
L3.3, UFSM L3.4, UFSM L3.5, UFSM L3.6, UFSM L3.8, UFSM L4.1, UFSM L4.2,

UFSM L4.3, UFSM L4.4) e estirpe recomendada para Lupinus (SEMIA 938).
Santa Maria, 2007.
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Dos 38 isolados bacterianos avaliados, 28 apresentaram uma similaridade de
aproximadamente 50%, os quais obtiveram crescimento rapido e intermediario
(Grupos A, B, C, D e E) e reagdo acida, com excec¢do do grupo C que teve reagao
neutra em meio de cultura (Tabela 5). Também dentro destes isolados bacterianos,
o grupo E apresentou coloragao de colénia branca, diferindo-se dos demais grupos
que mostraram coloragao incolor. Estes grupos variaram na intensidade de produgao
de goma, de baixa para o Grupo E, média para os grupos B, C e D e alta para o
Grupo A (Tabela 6).

A alta produgdo de goma, pela maioria dos isolados de crescimento rapido,
pode ter influenciado a variacdo no didmetro de coldnias encontradas no grupo A,
possivelmente devido a alta concentracdo de nutrientes e de fontes de carbono do
meio LMA. Por serem produtos extracelulares, os exopolissacarideos se acumulam
na superficie das células (CORONADO et al., 1996) e podem estar associados ao
acumulo de nutrientes, adesao superficial e protecdo a estresses ambientais. O
baixo pH e presenga de aluminio sdo fatores de estresse ambiental evidenciado nas
areas em processo de arenizagdo (ROVEDDER, 2003), o que torna a producéo de
exopolissacarideos uma caracteristica importante na selegao de bactérias fixadoras

de nitrogénio em areas arenizadas.

Com aproximadamente 55% de similaridade, sete isolados apresentaram
crescimento lento (grupos H, I, L) e intermediario (grupo J), variando o didmetro das
colonias de 1 a 2 mm. Os grupos H e | apresentaram reagdo basica em meio de
cultura, baixa produ¢cdo de goma, variando na coloragéo da colbnia, creme para o
grupo H e branca para o grupo |. A estirpe SEMIA 938 apresentou 100% de
similaridade com os isolados do grupo | e 74% com o isolado do grupo H (Figura 7 e
Tabela 6).

Oito isolados bacterianos apresentaram crescimento lento e reagao basica em
meio de cultura. Estas caracteristicas sdo comuns em isolados de Lupinus
(BARRERA et al., 1997), entretanto, Miller & Pepper (1988) relatam o isolamento de

bactérias de crescimento rapido em tremoco.
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Tabela 6 — Caracteristicas culturais fenotipicas dos isolados bacterianos
pertencentes aos grupos formados a partir de cinco caracteristicas basicas.
Santa Maria, 2007.

Caracteristicas

Grupo Namero de
L 5 3 4 5 Isolados
A 3 3-5 Acida Alta Incolor 21
B 4 3  Acida Média Incolor 2
C 3 2 Neutra Média Incolor 2
D 3 2  Acida Média Incolor 1
E 3 2 Acida Baixa Branca 2
F 1 1 Acida Média Branca 1
G 3 1 Acida Semgoma Amarela 2
H 6 1  Bésica Baixa Creme 1
I 6 1  Basica Baixa Branca 5
J 5 1 Neutra Baixa Incolor 1
L 6 2 Neutra Média Branca 1

1: Tempo, em dias, para a visualizagdo das colbnias; 2: Didmetro da colbnia; 3: Alteracdo do pH do
meio; 4: Producéo de goma; 5: Coloragao das colbnias.

Os grupos F e G demonstraram ter caracteristicas unicas, sendo F de
crescimento muito rapido, com didmetro de 1 mm, reacido acida em meio de cultura
e coloragado branca. Rovedder et al. (2005) relatam o isolamento de trés isolados
bacterianos com crescimento muito rapido e caracteristicas culturais semelhantes a
este grupo. Os dois isolados do grupo G tiveram as caracteristicas mais divergentes,
por apresentar colénias sem goma e amarelas, com didmetro de 1 mm e
apresentando tempo de crescimento rapido, diferenciando dos outros de

crescimento rapido e lento.
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4.2 Autenticagao dos isolados bacterianos nativos

A capacidade de formagao de nddulos e producao de leghemoglobina € pré-
requisito para definir o grupo rizébio. Desta maneira, em trabalhos de rizobiologia,
este conhecimento € importante para reduzir o numero de organismos a serem

estudados e selecionar estirpes mais eficientes.

Dos trinta e oito isolados bacterianos submetidos a caracterizacédo cultural,
foram testadas a capacidade de formacdo de nodulos e producdo de
leghemoglobina. Trinta e sete isolados bacterianos n&o apresentaram formacgéo de
nédulos e somente com o isolado UFSM L1.3 foram observados nédulos vermelhos,
tendo formado 5 nddulos grandes préximos ao colo das raizes, com tamanho
variado entre 3 a 4 mm (Figura 6). A coloracdo vermelha no interior do nédulo
formado por UFSM L1.3, em L. albescens, indica a produgcdo de leghemoglobina
(Figura 8). Esta substancia é responsavel pelo transporte de oxigénio no interior do
nddulo, impedindo a inativagdo da nitrogenase (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). As
estirpes SEMIA 938 e SEMIA 928 ndo foram simbiontes a L. albescens,
demonstrando a necessidade de se isolar estirpes de rizobios nativos que sejam

eficientes para esta espécie vegetal.

Relatos encontrados na literatura correlacionam o tamanho do nédulo com a
sua eficiéncia na fixagao bioldgica de nitrogénio. Anyango et al. (1995), avaliaram a
capacidade de formagdo de nddulos de isolados obtidos a partir de feijoeiro no
Quénia. Estes autores constataram que os nddulos ineficientes eram brancos,
pequenos, com aproximadamente 1mm de didmetro e em grande quantidade,
enquanto que os isolados eficientes eram os que formavam ndédulos vermelhos,

maiores, em torno de 3 mm e em menor numero.

Em trabalho com a variedade de feijoeiro “Limburgse vroege”, em solos
tropicais brasileiros, os nodulos grandes, esféricos e pigmentados apresentaram
maior capacidade de fixagao biolégica de nitrogénio em comparagao com nodulos

brancos que variaram em tamanho e forma (Michiels et al. 1998).

Os isolados UFSM L3.3, UFSM L3.5 e UFSM L3.6 foram obtidos a partir de

Lupinus sp. e sua inoculacdo em Lupinus albescens néao proporcionou a formagao
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de ndédulos. Este resultado pode indicar uma especificidade entre os isolados
bacterianos e Lupinus sp. No entanto testes de inoculagdo sdo necessarios para
confirmar a simbiose entre os isolados UFSM L3.3, UFSM L3.5 e UFSM L3.6 e esta

espécie de tremoco.

Os demais isolados que nao foram simbiontes a L. albescens devem ser

inodulados em outras espécies de leguminosas e estudos taxondmicos mais

aprofundados.

Figura 8 — Nodulo em Lupinus albescens (isolado UFSM L1.3) aos 60 dias. a)
Nodulacéo positiva; b) Producéo de leghemoglobina.

4.3 Caracterizacdo do género de uma estirpe de rizébio isolada de Lupinus
albescens

A caracterizagao cultural apresenta informacgdes relevantes para a alocacao
de uma estirpe em determinado género de rizébio (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Para uma aproximagao do género, as caracteristicas culturais do isolado UFSM L1.3
e SEMIA 938 foram comparadas com 21 estirpes tipo de rizdbio através de analise

de similaridade (Figura 9).

O isolado de rizobio UFSM L1.3 apresentou aproximadamente 95% de
similaridade com o grupo formado por estirpes de Bradyrhizobium (Bradyrhizobium

japonicum ATCC10324, Bradyrhizobium liaoningense 2281, Bradyrhizobium
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yuanmingense CCBAU 10071 e Bradyrhizobium sp. 938), tendo a coloragcdo de
coldénia creme como sendo a caracteristica que divergiu deste grupo (Tabela 7). As
duas estirpes tipo de Azorhizobium (Azorhizobium caulinodans ORS 571 e
Azorhizobium dobereinerae UFLA 1-100) apresentaram 78% de similaridade com o
grupo formado por Bradyrhizobium e UFSM L1.3, tendo como diferenga o tempo de
crescimento rapido a intermediario (3 a 4 dias). As estirpes de Rhizobium e
Sinorhizobium apresentaram agrupamento distintos com o grupo Bradyrhizobium e
UFSM L1.3, tendo muito baixa similaridade.

O comportamento das estirpes de Mesorhizobium foi intermediaria aos grupos
de estirpes tipo Bradyrhizobium (considerando UFSM L1.3) e Rhizobium, onde
Mesorhizobium amorphae ACCC 19665, Mesorhizobium septentrionale SDW 014,
Mesorhizobium loti NZP 2213 e Mesorhizobium chacoense CECT 5336 foram mais
similares aos grupos de Bradyrhizobium e Azorhizobium, e Mesorhizobium
plurifarum ORS 1032 apresentou maior similaridade com Rhizobium e Sinorhizobium
(Figura 8). O género Mesorhizobium foi proposto para agrupar bactérias que
apresentavam caracteristicas que eram comuns aos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium (YOUNG, 1996).

Todas as estirpes tipo do género Rhizobium apresentaram 95% de
similaridade com Sinorhizobium, com exce¢ao de Rhizobium undicula ORS 992. A
distincdo destes dois géneros s6 € possivel com testes de taxonomia polifasica,

como os realizados por Chen et al. (1988) e por de Lajudie et al. (1994).

A coloragcdo creme apresentada pelo isolado de rizébio UFSM L1.3 ndo é
caracteristico do género Bradyrhizobium. Segundo o Bergey’'s Manual of
Determinative Bacteriology, o género Bradyrhizobium apresenta colénias opacas,
eventualmente translucidas ou brancas (HOLT et al., 1994). No entanto, esta
coloracao ja foi descrita para estirpes de Bradyrhizobium isoladas de Sitrato na
Amazobnia e de Acacia no Kenia (LIMA et al., 2005; ODEE et al., 1997).

O género Bradyrhizobium vem sendo relatado como sendo simbionte a
Lupinus. Barrera et al. (1997), estudando a diversidade de 41 bactérias que nodulam
quatro espécies de Lupinus, encontraram alta relagdo filogenética com
Bradyrhizobium elkanii. Vielma et al. (1999) caracterizaram fenotipicamente e a
capacidade de nodulacdo e determinaram a producido de matéria seca de 5 estirpes

nativas de Bradyrhizobium sp. (Lupinus), isoladas de L. mutabilis e L. meridanus.
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Bottomley et al. (1994) estudaram a composicdo da populacdo de rizébio em
pastagens nos Estados Unidos, avaliaram duas espécies de Lupinus. Estes autores
encontraram trés grupos que apresentaram relacéo filogenética com B. japonicum e
B. elkanii. Desta maneira, a estirpe de rizébio UFSM L1.3 pode ser alocada em

Bradyrhizobium, por apresentar caracteristicas culturais semelhantes a este género.

UFSML1.3 ——
Semia 938
CCBAU 10071
ATCC10324
2281
UFLA 1-100
ORS 571 :I
ACCC 19665 |
SDW014 '
NzP2213 |
CECT 5336 '
ORS 992
ORS 1032 =
Le57
HAMBI 1552
CCBAU71042
166
S02
CCBAU7190B
H152
R602sp
USDA 1844
CCBAU71623

100 80 60 40 20 0
Similaridade (%)

Figura 9 — Dendograma de similaridade baseado em caracteristicas culturais
entre um isolado de Lupinus albescens (UFSM L1.3), uma estirpe
recomendada para Lupinus (SEMIA 938) e 21 estirpes-tipo de rizébio (Tabela
4).
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Tabela 7 — Caracteristicas culturais de um isolado de Lupinus albescens e de
22 estirpes de rizébio, Santa Maria, 2007.

Caracteristicas Culturais

Espécie
1 2 3 4 5

UFSM L1.3 6 Basico 1 Creme Baixa
Bradyrhizobium sp. (SEMIA 938) 6 Basico 1 Branca Baixa
Azorhizobium caulinodans 3a4 Basico 0,5 Creme Baixa
Azorhizobium dobereinerae 3a4d Basico 1 Incolor Baixa
Bradyrhizobium japonicum 7 Basico <1,0 Branca Baixa/Seca
Bradyrhizobium liaoningense 7a10 Basico <1,0 Branca Baixa
Bradyrhizobium yuanmingense 7 Basico <1,0 Branca Baixa
Mesorhizobium amorphae 7 Acido 1 Incolor Média
Mesorhizobium chacoense 7 Acido 1a3 Branca Média
Mesorhizobium loti 3ab Acido 2a4 Branca Média
Mesorhizobium plurifarum 2a3 Acido 0,5a2 Branca Média
Mesorhizobium septentrionale 7a10  Acido 1 Incolor Média
Rhizobium huautlense 2a4 Acido 3 Creme Alta
Rhizobium gallicum 2a3 Acido 3 Branca Alta
Rhizobium giardinii 2a3 Acido 3 Branca Alta
Rhizobium hainanese 3 Acido 2,5 Creme Alta
Rhizobium lossense 3 Acido 2,5 Creme Alta
Rhizobium mongolense 3 Acido 2,5 Branca Alta
Rhizobium undicula 1a2 Acido 0,5-3 Creme Alta
Rhizobium yanglingense 3 Acido 2,5 Branca Alta
Sinorhizobium arboris 2a4 Acido 3 Creme Alta
Sinorhizobium kostiense 2a4 Acido 3 Creme Alta
Sinorhizobium kummerowiae 2 Acido 2,5 Creme Alta
Sinorhizobium morelense 3 Acido 2 Creme Alta

1: Tempo, em dias, para a visualizagao das colonias; 2: Alteragdo do pH do meio; 3: Didmetro da
colénia (mm); 4: Coloragao das colbnias; 5: Produgao de goma. ORS 571: Azorhizobium caulinodans
(DREYFUS et al.; 1988); UFLA 1-100: Azorhizobium dobereinerae (MOREIRA et al.; 2006);
ATCC10324: Bradyrhizobium japonicum (JORDAN et al.; 1984); 2281: Bradyrhizobium liaoningense (
XU et al.; 1995); CCBAU 10071: Bradyrhizobium yuanmingense (YAO et al.; 2002); ACCC 19665:
Mesorhizobium amorphae (WANG et al; 1999); CECT 5336: Mesorhizobium chacoense
(VELAZQUEZ et al.; 2001); NZP2213: Mesorhizobium loti (JARVIS et al.; 1997); ORS 1032:
Mesorhizobium plurifarum (de LAJUDIE et al.; 1998b); SDWO014: Mesorhizobium septentrionale
(GAO et al.; 2004); R602sp: Rhizobium gallicum (ARMAGER et al.; 1997); H152: Rhizobium giardinii
(ARMAGER et al.; 1997); 166: Rhizobium hainanese (CHEN et al.; 1997); CCBAU7190B: Rhizobium
lossense (WEI et al.; 2003); CCBAU71623: Rhizobium yanglingense (TAN et al.; 2001); SO2:
Rhizoibum huautlense (WANG et al.; 1998); USDA 1844: Rhizoibum mongolense (van BERKUN et
al.; 1998); ORS 992: Rhizobium undicula (de LAJUDIE et al.; 1998);HAMBI 1552: Sinorhizobium
arboris (NICK et al.; 1999); CCBAU71042: Sinorhizobium kummerowiae (WEI et al.; 2002); LC57:
Sinorhizobium morelense (WANG et al.; 2002).
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4.4 Caracterizacao fisiolégica

A capacidade de crescer em diferentes pH, concentracbes de NaCl e
temperatura permitiu a diferenciacéo das estirpe de rizébio UFSM L1.3 e SEMIA 938
(Tabela 8).

As duas estirpes avaliadas apresentaram crescimento em meio liquido entre
os pH 4,0 a 8,0, no entanto, uma menor turbidez no meio de cultura foi observado
para UFSM L1.3 quando inoculado em meio mais acido (pH 4,0) e mais alcalino (pH
8,0), ndo ocorrendo crescimento em pH 9,0 e 10,0. Segundo Moreira et al. (1994),
estirpes isoladas de solos acidos mostram-se mais adaptadas a condi¢gdes de pH
mais baixo em meio de cultura do que isolados de solos mais basicos. No entanto,
alguns autores vém relatando que a concentragdo de Aluminio nos solos pode ser
um fator mais significante na sobrevivéncia dos rizébios em solos acidos (HARA &
OLIVEIRA, 2004). Os solos em processo de arenizagao apresentam pH proximo a
5,0 tendo teores de aluminio de até 0,5 cmol, L' e com uma saturagdo por Al de
70% (ROVEDDER, 2003). Desta maneira, € indicado que as estirpes de rizébio

selecionadas sejam adaptadas a esta condi¢do de meio.

As duas estirpes diferiram na capacidade de crescer em diferentes
concentracdes de NaCl, onde UFSM L1.3 apresentou resultado positivo somente na
concentracdo de 0,1%. A capacidade de crescer em concentragdes mais altas de
NaCl é observada geralmente para estirpes de crescimento rapido, devido a maior
producdo de polissacarideos extracelulares que envolvem as células bacterianas,
diminuindo o contato com o meio e proporcionando maior resisténcia da célula ao
efeito osmaético (EI SHEIKH, 1988; ODEE et al, 1997). O efeito de salinidade n&o é
relatado nos nucleos de arenizagao, sendo esta provavelmente uma caracteristica

nao limitante para o uso de UFSM L1.3 na inoculagao de L. albescens.
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Tabela 8 — Crescimento de duas estirpes de rizébio em diferentes pH,
concentracdes de NaCl e temperatura em meio liquido LMA. Santa Maria,
2007.

Caracteristica Fisioldgica UFSM L1.3 SEMIA 938
pH
4 +/- +
5 + +
6 + +
7 + +
8 +/- +/-
9 - -
10 - -
NaCl (%)
0,1 + +
0,5 -
1,0 - -
5,0 - -
10,0 - -
Temperatura (C°)
28 +
32 +
37 - -
40 - -

+: crescimento positivo; -: crescimento negativo; +/-: pouca turbidez

Rovedder (2003), avaliou a temperatura do solo em diferentes profundidades
em areas com ocorréncia de areal, registrando temperaturas de 22°C de 0 a 3 cm de
profundidade no més de maio de 2002. A temperatura pode afetar estadios
importantes da infecgao, formacao e fungdo dos nodulos, no entanto, estes efeitos
podem variar de acordo com a espécie hospedeira e microsimbionte (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Desta maneira, a estirpe de rizébio UFSM L1.3, que apresentou
crescimento entre 28 e 32°C, pode ser inoculada em sementes de Lupinus
albescens. Para um melhor entendimento deste mecanismo nesta espécie vegetal,
sao necessarios mais estudos relacionados com a estirpe isolada e as condigbes de

campo.
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4.5 Caracterizacdo molecular

Diversos estudos de determinagao das relagbes genéticas entre estirpes de
rizobio tém empregado a amplificacdo do DNA pela técnica de PCR com
oligonucleotideos especificos, como as sequéncias REP, ERIC e BOX, que
codificam as regides altamente conservadas, normalmente no espago intergénico
(LAGUERRE et al., 1997; HUNGRIA et al., 2000; SANTOS et al., 1999; MostaSso et
al., 2002). A principal vantagem no uso destes oligonucleotideos especificos, é de
que em uma unica reacgao, pode se obter um numero elevado de bandas, permitindo
a detecgéo de polimorfismo para a caracterizagdo molecular dos isolados (CHUEIRE
et al., 2000b).

Pela analise de BOX-PCR, constatou-se que os isolados apresentaram perfis
unicos de bandas, ocorrendo a maior semelhanca para as estirpes SEMIA 938 e 928
recomendadas para o cultivo de tremogo (Figura 10 e 11). As estirpes
recomendadas para o cultivo de tremogo, pelo baixo grau de polimorfismo
constatado, podem representar a mesma estirpe, conforme relatado quanto a
estirpes de soja pertencentes a sorogrupos norte-americanos (JUDD et al., 1993), a
estirpes de rizébios isoladas do cerrado brasileiro (HUNGRIA et al., 1998; SANTOS
et al.,, 1999) e estirpes de rizdbio nativo dos tabuleiros costeiros de Sergipe
(FERNANDES et al., 2003).

O BOX-PCR realizado com os seis isolados bacterianos de Lupinus spp.,
permitiu uma diferenciagdo no padrdo do polimorfismo gerado em gel de agarose
(Figura 10). A regido do espaco intergénico do isolado bacteriano UFSM L1.3
apresenta trés bandas distintas com tamanho aproximado de 3000, 1455 e 600
pares de bases. Este padrdao nao foi verificado em nenhum dos outros isolados
bacterianos estudados. O isolado bacteriano UFSM 1p apresenta duas bandas
caracteristicas com 3000 e 600 pares de base (Figura 10), e UFSM 2p gerou varias
bandas com tamanhos variando de 4200 a 564 pares de base. A estirpe de
Rhizobium sp apresenta um padrao de quatro bandas bem caracteristicas com o

tamanho aproximado de 4200, 1900, 1455 e 1264 pares de base. O polimorfismo
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gerado pela técnica de BOX-PCR permite a caracterizagdo molecular entre os

isolados.

pb
24756

4973
2027

947
831

564

Figura 10 — Padréo de polimorfismo gerado por BOX-PCR. 1. Bradyrhizobium
sp. (SEMIA 938). 2. Bradyrhizobium sp. (SEMIA 928). 3. UFSM L1. 3. 4. 1p. 5.
2p. 6. Rhizobium sp. 7. Sem DNA. M. Marcador: DNA de Lambda clivado com
EcoRI + Hindlll.

Por meio da analise que utilizou o agrupamento de UPGMA, dois grandes
grupos foram formados com baixa similaridade genética, mas n&o houve relagéo
entre os agrupamentos obtidos e as espécies de Bradyrhizobium e Rhizobium
(Figura 11). Os resultados deste estudo demonstram que a analise de BOX-PCR foi
eficiente para discrimina-las, embora nem sempre sejam adequadas nas avaliagdes
flogenéticas (LAGUERRE et al., 1997; BANGEL, 2000; FERNANDES et al., 2003;
CHUEIRE et al., 2000b).

Para uma melhor caracterizacio e identificacdo do isolado UFSM L1.3, esta

sendo realizada a etapa de sequenciamento da regido 16S do DNA ribossémico.
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Semia 9¢

Semia 928

Rhizobium sp. 1=15% .

UFSM 2p

UFSM L1.3

Il =54%

UFSM 1p

100 80 60 40 20 0

Distancia Genética

Figura 11 — Dendograma genético de trés isolados de Lupinus albescens
comparados a duas estirpes de Bradyrhizobium sp recomendadas para
tremoco e uma estirpe de Rhizobium sp., apés analise de agrupamento dos
fragmentos obtidos pela amplificacio do DNA por PCR com o
oligonucleotideo especifico BOX-A1R. Andélise realizada com o algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Pearson. Santa Maria, 2007.

4.6 Avaliacao da eficiéncia simbidtica relativa

O estudo da eficiéncia na fixagao bioldgica de nitrogénio vem sendo realizado
em diversos trabalhos, para selecionar estirpes potenciais para o desenvolvimento
de inoculantes (CARVALHO et al., 2005; ZILLI et al., 2006; MELLONI et al., 2006). A

relacdo das médias obtidas de massa seca da parte aérea, nitrogénio na parte
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aérea, eficiéncia simbidtica, massa seca das raizes € numero de nodulos permitiu
caracterizar as estirpes bacterianas UFSM L1.3 e SEMIA 938 (Tabela 9 e Figura 11)

A massa seca da parte aérea foi maior para o isolado UFSM L1.3, ndo
diferindo estatisticamente do tratamento nitrogenado, apresentando
aproximadamente 40% a mais de massa seca em comparagdao com SEMIA 938
(Tabela 9). A estirpe recomendada para Lupinus (SEMIA 938) nao diferiu do
tratamento sem nitrogénio (Tabela 8).

A avaliacdo do teor de nitrogénio total na parte aérea de L. albescens
demonstrou que o isolado UFSM L1.3 foi semelhante ao tratamento com nitrogénio,
tendo uma concentragao de 3,19 %, apresentando uma eficiéncia simbidtica relativa
de 94,2%. No entanto, SEMIA 938 apresentou médias semelhantes ao tratamento
sem nitrogénio, com uma concentracado de 2,42%, representando que esta estirpe
nao € capaz de fixar nitrogénio quando em simbiose com Lupinus albescens (Figura
11). Concentragdes de nitrogénio superiores a 3,0% na parte aérea vem sendo
relatada para estirpes eficientes de Bradyrhizobium. Segundo Lima et al. (2005),
isolados de Bradyrhizobium de diferentes solos da Amazdnia que apresentaram uma
eficiéncia simbiodtica préxima a 100%, obtiveram uma concentragdo de nitrogénio

superior a 3,0%.

A estirpe isolada de L. albescens apresentou a maior produgdo de matéria
seca nas raizes, sendo que SEMIA 938 foi semelhante ao tratamento sem adi¢cao de
nitrogénio. Este resultado pode ser explicado pela formacédo dos nddulos, somente
encontrados em UFSM L1.3 e o maior desenvolvimento das raizes de L. albescens
(Tabela 9).

Segundo Rovedder et al. (2005), a espécie de tremogo evoluiu paralelamente
aos processos pedogenéticos e climaticos que formaram a paisagem atual da
Campanha Gaucha. As etapas para formagao dos ndédulos dependem e variam em
funcdo dos gendtipos da planta e das estirpes envolvidas, assim como fatores
ambientais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Desta maneira, as condi¢cdes
edafoclimaticas encontradas na Campanha Gaucha, poderiam ter contribuido para a
selecao de estirpes de rizébio simbiontes a espécie L. albescens. A ndo formacao de
nddulos e consequentemente a baixa eficiéncia na fixagdo bioldgica de nitrogénio de
SEMIA 938 em L. albescens pode estar relacionada a sua origem, sendo que esta
estirpe foi isolada de L. albus nos Estados Unidos (MENNA et al., 2006).
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Tabela 9 — Massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio na parte aérea (NPA),
eficiéncia simbiéntica (Efra), massa seca das raizes (MSR) e numero de
noédulos (NN) do isolado UFSM L1.3 e da estirpe SEMIA 938. Santa Maria, 2007.

MSPA NPA MSR NN
Tratamento 1 o 1
-- mg planta™ -- - % -- -- mg planta™ --
UFSM L1.3 135’ 3,19 a 70 a 4
SEMIA 938 80 b 242Db 33c 0
C/N 118 a 3,24 a 44 b 0
S/IN 95 b 2,38 b 37c¢c 0
C.V. (%) 12,45 11,19 8,71

1 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro. C/N — com nitrogénio. S/N — sem nitrogénio.

100 -

80

60 1

40 A

Eficiéncia Simbiotica (%)

20 A

4,6%
A

UFSML1.3 SEMIA 938

Figura 12 — Eficiéncia simbiotica relativa de isolado de rizobio de Lupinus

albescens (UFSM L1.3) e de estirpe comercial recomendada para Lupinus
(SEMIA 938). Santa Maria, 2007.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que:

a)

b)

Onze grupos com caracteristicas fenotipicas semelhantes foram
encontrados de 38 isolados bacterianos da regido sudoeste do Estado
do Rio Grande do Sul.

O isolado UFSM L1.3 produziu nédulos e leghemoglobina em Lupinus
albescens, apresentou a capacidade de crescer em temperatura de 28 e

32°C, na concentracao de NaCl de 0,1% e na faixa de pH 4,0 a 8,0.

O padrao de polimorfismo gerado pelo oligonucleotideo BOX-PCR

permitiu diferenciar o isolado UFSM L1.3 dos demais estudados.

Lupinus albescens ndo formou associagao simbidtica com a estirpe
comercial SEMIA 938.

A estirpe UFSM L1.3 apresentou uma eficiéncia simbidtica relativa de

94,2% na fixagao bioldgica de nitrogénio.
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6 SUGESTOES PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVAS
PESQUISAS

Os resultados alcangados nesta pesquisa, em conformidade com o estado
atual do conhecimento, permitem fazer as seguintes sugestdes a continuidade do

trabalho:

a) ldentificar os isolados de trés espécies de Lupinus ainda nao
caracterizados a fim de selecionar estirpes promissoras para produg¢ao de

inoculante a nivel comercial.

b) Sequenciar a regidao 16S do RNAr do isolado de rizobio UFSM L1.3 para
estudos de filogenia.

c) Sequenciar as regides nif e nod do isolado UFSM L1.3 para possibilidade

de entendimento das relagbes entre bactéria e planta.

d) Obter maior numero de isolamentos a fim de aumentar o banco de rizébio

associado a Lupinus albescens, Lupinus lanatus e Lupinus sp.

e) Caracterizar a variabilidade ecologica de rizobio encontrados em solo e
plantas de Lupinus albescens, Lupinus lanatus e Lupinus sp. em areas

degradadas da regiao sudoeste do Estado do Rio Grande do Sul.
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ANEXOS

Meio de cultura LMA (Vincent, 1970)

Manitol 10,0g
KoHPO,4 0,59
MgSQO,4.7H,0 0,29
NaCl 0,19
Extrato de Levedura 0,59
Agar 16,00 g
Agua destilada 1000 mL

Ajuste do pH para 6,8

Meio de cultura LM (Vincent, 1970)

Manitol 10,0g
K2HP04 0,59
MgSO47H20 0,29
NaCl 0,19
Extrato de Levedura 0,59
Agua destilada 1000 mL

Ajuste do pH para 6,8

Azul de Bromotimol (Hungria, 1994)

Solugao estoque 0,5g L
Agua destilada 1000 mL
Vermelho Congo (Hungria, 1994)

Solugdo estoque 25¢gL"
Agua destilada 1000 mL
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ANEXO A - Meios de cultura e solugdes utilizados para o estudo da populagao
bacteriana oriunda de Lupinus albescens.



Solugéo Nutritiva (Somasegaran & Hoben, 1985)

CaCl,.H,0 2941 gL
KH2PO, 136,1g L
FeEDTA 45gL"
Citrato-Fe 6,70 g L
MgS0,4.7H,0 123,3g L™
K>SO, 87,0g L
MnS0O4.H,0 338 mg L™
H3BOs 247 mg L™
ZnS0,4.7H,0 288 mg L™
CuS0,4.7H,0 100 mg L™
C0S0,4.7H,0 56 mg L

NaMo0,.2H,0 48 mg L™



