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RESUMO

Analisaram-se o efeito dos diferentes usos do solo na ocorréncia de rizobios e no
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana. As amostras dos solos foram obtidas em
areas sob mata natural, citros, pousio, feijio com uso minimo de insumos e sem defensivos
(F)) e feijao com uso intensivo de insumos e defensivos. (F;).

A diversidade dos rizobios foi avaliada em 12 isolados de cada area, os quais foram
caracterizados quanto a resisténcia intrinseca a antibidticos (RIA), acidez e aluminio
trocavel, eficiéncia de fixagdo do nitrogénio e analise do DNA pela técnica da reagdo da
polimerase em cadeia (PCR).

Observaram-se efeitos significativos do uso do solo no numero de rizébios e no
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana. O cultivo do feijoeiro favoreceu o numero de
rizébios, independente do manejo. O carbono da biomassa microbiana foi maior nos solos
sob mata natural e sob feijao (F). O nitrogénio da biomassa foi maior apenas no solo sob
mata. Observou-se maior efeito do antibidtico em si do que da origem dos isolados na
tolerdncia aos antibidticos. O maior nivel de tolerdncia deu-se com a eritromicina
(IOOuL.mL']), ¢ os isolados que toleraram essa concentragao foram na maioria os do solo
sob mata e citros. A tolerancia aos outros antibidticos foi baixa e observada em todos os
1solados, independentemente da origem.

Os 1isolados originados do solo sob pousio foram os que apresentaram maior
tolerdncia a acidez e ao aluminio.

A origem dos isolados influenciou de maneira significativa sua eficiéncia em fixar o
nitrogénio. Os isolados do solo da mata e das duas éreas sob feijdo, foram mais eficientes.
Essa varia¢do na eficiéncia em fixar o nitrogénio deu-se mais entre as areas, pois nos
isolados de cada area a variagio foi pequena.

A andlise do DNA pelo método do PCR revelou alto grau de diversidade entre os
isolados, ndo tendo efeito pronunciado do solo de origem.

Palavras chave: uso do solo, diversidade de rizobios, Rhizobium spp., feijoeiro,

fixagdo do nitrogénio, biomassa microbiana.



ABSTRACT

This study analysed the effects of soil use on the rhizobial occurrence and carbon
and nitrogen of microbial biomass. Soil samples were colected from areas with forest,
citrus, bare soil and beans with minimum fertilizers and without pesticides (F;) and beans
with intensive use of fertilizers and pesticides (F»).

Biodiversity was evaluated in 12 rhizobia isolates from each area. These isolates were
characterized by the intrinsic antibiotic resistance (IAR), acidity and aluminium tolerance,
efficiency of nitrogen fixation and genetic diversity determined by PCR-ERIC DNA
analysis.

The use of soils influenced the rhizobial number, carbon and nitrogen of microbial biomass.
In soil under beans crop, it was observed an increase of the rhizobial number. The carbon of
microbial biomass was high in areas under forest and beans (F2). The nitrogen of microbial
biomass was higher only in soil under forest.

It was observed a great effect of the antibiotic, but not of the soil use on the isolates. The
high level of IAR was observed with erythromycine (100uL.mL™) in the isolates from soils
under forest and citrus. The IAR for the other antibiotics occurred in low concentrations in
isolates for every soil use.

The soil use influenced significantly in the efficiency of nitrogen fixation. The most
efficient isolates originated from soils under forest and beans (F, and F, ).

The DNA analysis by the PCR-ERIC method showed high level of diversity among the
isolates. The rhizobial diversity was not influenced by the soil use.

Key words: soil use, rhizobial diversity, Rhizobium spp., beans, nitrogen fixation,

microbial biomass.



1. INTRODUCAO

A importincia que a biodiversidade microbiana ocupa dentro da agricultura
sustentavel ¢ atualmente reconhecida em todo o mundo.

A biodiversidade ¢ definida como a medida da variagdo ou a variabilidade que
existe entre espécies e dentro das espécies dos seres vivos. Essa variagdo observada é
devida a processos naturais como a mutagdo e recombinacdo e pode se dar também por
meio de processos artificiais em laboratorio como as tecnologias do DNA recombinante,
fusdo de protoplastos e outros, os quais fazem parte da Engenharia Genética (Astolfi
Filho,1985).

Além do fator genético, as variagdes ambientais influenciam grandemente a
variabilidade genética dos seres vivos, tanto que alteragdes drasticas no ambiente podem
ter conseqiiéncias que vao desde as modificagdes mais simples na carga genética do
individuo como também na extingdo de espécies ou de individuos dentro da espécie,
sobrevivendo os mais aptos a crescerem no ambiente (Azevedo,1998).

O solo constitui-se num sistema dindmico onde ocorrem interagdes entre fatores
fisicos, quimicos e biologicos, sendo portanto um excelente habitat para uma grande
diversidade de espécies microbianas, que estio envolvidas em inumeros processos de
especial interesse na Agricultura. Podemos citar a ciclagem de nutrientes, a fixa¢do
biologica do nitrogénio, o aproveitamento do fosforo pelas associagdes micorrizicas € a
degradacdo de compostos poluentes (Siqueira e Franco,1988).

Todos os processos de importancia para a Agricultura podem sofrer alteragdes
devido ao fato de que os microrganismos envolvidos estdo sujeitos a interferéncia de
fatores abidticos como por exemplo clima, acidez, presenca de aluminio € outros
elementos toxicos, defensivos, e de fatores bidticos, como competi¢do entre grupos de
microrganismos, alternancia de vegetagao, predadores, etc. (Giller et al.,1997).

A simbiose rizobio leguminosa pode ser considerada como um dos mais
importantes processos microbianos para a agricultura, principalmente nos dias de hoje,
em que se busca sustentabilidade do ambiente agricola. No processo bioquimico

denominado fixagdo bioldgica o nitrogénio atmosférico ¢ fixado em forma de NH; em



estruturas denominadas de nodulos, onde se abrigam os bacteroides, sendo dessa forma,
totalmente aproveitado pela leguminosa. Além da economia na produgdo um fator de
grande importincia para a agricultura sustentavel ¢ que nesse processo ndo hé riscos de
contaminagdo do lengol fredtico com nitrato, o que pode ocorrer onde ha excesso de
fertilizante nitrogenado.

Dentre os microorganismos de grande importincia agricola, os rizobios
representam atualmente o grupo mais estudado, devido a aplicagdo do processo de
fixagdo biologica do nitrogénio praticada principalmente na cultura da soja, que, no
Brasil, economiza em torno de um bilhdo de reais, gragas a substituicdo do fertilizante
nitrogenado pela inoculagdo com rizébios selecionados. Embora existam inoculantes
para outras leguminosas, as estatisticas nao permitem quantificar a economia que se faz
quando se pratica a inoculagdo, o que viria somar valores a que se faz com a soja. Além
do mais todo nitrogénio fixado ¢ aproveitado, ndo havendo perdas do elemento como
pode ocorrer quando se utilizam fertilizantes. Outro aspecto importante da utilizagdo das
leguminosas ¢ o enriquecimento do solo em N que propicia, podendo ser aproveitado
para a cultura subsequente. Esse ¢ um dos motivos pelo qual se recomenda o uso de
leguminosas em rotagdo de culturas (Mascarenhas et al., 1994). A utilizagdo dessas
culturas em recuperagdo de areas degradadas ¢ outro aspecto importante em que se deve
considerar a fixagdo bioldgica do nitrogénio.

Todos esses beneficios foram demonstrados devido as pesquisas realizadas sobre
a selegdo de estirpes e os estudos de fatores que influenciam o macro e microssimbionte.
A selegdao de estirpes permitiu que se encontrassem estirpes eficientes na fixagdo do
nitrogénio que apos iniimeros estudos passaram a ser recomendadas para a produgio de
inoculantes comerciais. A inoculagdo ¢ praticada totalmente na cultura da soja, pouco na
cultura do feijoeiro e menos ainda em outras leguminosas como amendoim e adubos
verdes como crotalaria, mucuna e outras. Esse fato se da devido a essas leguminosas se
associarem com as populagdes naturais do solo.

Pouca atengdo tem sido dada a populacdo nativa que existe nos solos, capaz de se

associar com grande numero de leguminosas. Dentre essas leguminosas pode-se citar o



feijoeiro (Phaseolus vulgaris, L.), que ¢ considerado como uma das principais fontes de
proteina da dieta do brasileiro. O feijoeiro sendo uma leguminosa cujo centro de origem
esta situado na Ameérica, encontra-se em solos brasileiros uma populagdo nativa de
rizobios capaz de se associar a ele estabelecendo uma simbiose cuja eficiéncia é diversa.
Isto leva os agricultores a um descrédito quanto ao processo e, consequentemente,
duvidas quanto a inoculagao, a qual € pouco praticada.

Por outro lado o papel que os microrganismos de maneira geral desempenham
em processos benéficos para agricultura, como a ciclagem de nutrientes, estruturagdo
fisica do solo, controle de doengas e pragas, degradagdo de compostos toxicos e outros,
desperta cada vez mais o interesse para a agricultura, biotecnologia e para a conservagio
ambiental. Dentre os indicadores da qualidade do solo, a determinagdo da biomassa
microbiana tem sido utilizada por preencher alguns critérios necessarios. Definida como
a parte viva da matéria organica do solo, responde sensivelmente as mudangas devidas
as praticas de manejo e a substituigdo da vegetagdo natural e é facilmente determinada
em laboratorio ( Doran e Zeiss, 2000)

O objetivo do presente trabalho foi comparar a ocorréncia e a diversidade de
rizobios nativos associados ao feijoeiro e o carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

em solos sob diferentes usos e caracteristicas quimicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversidade dos rizébios associados ao feijoeiro

A avaliacdo da diversidade de uma comunidade de rizobios num solo requer o
isolamento, a identificacdo e a caracterizagdo dos isolados do local. Esses procedimentos
sdo realizados a médio prazo e devem ter seqiiéncia até os testes de eficiéncia e
competitividade em campo. Neste ultimo caso, os estudos sdo realizados a longo prazo,
como também a descri¢do de novas espécies.

Na primeira classificagdo o feijoeiro era considerado como uma leguminosa
especifica que se associava com Rhizobium phaseoli (Fred et al., 1932). Na classificacio
proposta por Jordan (1984), as estirpes que nodulavam o feijoeiro passaram a integrar a
especie Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, sendo considerado até entdo um grupo
homogéneo. Estudos conduzidos por Martinez et al. (1985); Flores et al. (1987) e
Bronfield e Barran (1989) mostraram que havia grande heterogeneidade em Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli , a qual se refletia em diferengas genéticas e na capacidade
de se associar a outros hospedeiros além do feijoeiro.

Pesquisas semelhantes que analisaram seqiiéncias do DNA, mostraram grande
diversidade genética desses rizobios e os autores propuseram novas espécies além do
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli: Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al.,
1991), Rhizobium etli (Segovia et al., 1993), Rhizobium gallicum e Rhizobium giardinii
(Amarger et al., 1997). Os rizobios classificados como Rhizobium tropici apresentam
vantagens em relagdo as outras espécies por apresentarem maior tolerdncia a
temperaturas elevadas e a acidez do solo, condigdes comuns em nossos solos. Essas
caracteristicas ressaltam a importancia da selecdo de estirpes, em busca dessa espécie,

com maior estabilidade genética e tolerante as condigdes de estresse.



2.2 Ocorréncia de rizobios, biomassa microbiana e intensificacido da agricultura

Rizobios sdo habitantes naturais do solo e como outros grupos de
microrganismos sofrem a interferéncia das mudangas antropogénicas. A presenca da
leguminosa hospedeira ¢ um dos mais importantes fatores relacionados com a ocorréncia
de determinada espécie de rizébio (Kahindi et al.,1997), a qual pode desaparecer em
casos extremos (Giller et al.,1997), comprometendo os beneficios da fixa¢do do
nitrogénio na associagdo com essa planta.

O feijoeiro, tendo como centro de origem as Ameéricas, co-evoluiu com os
rizobios, sendo que as variedades cultivadas se associam com uma populagdo nativa
adaptada nos solos e nem sempre eficiente na fixagdo do nitrogénio. A nodulacio
abundante observada no feijoeiro, muitas vezes aliada a falta de respostas a inoculagio,
faz com que essa pratica seja desacreditada por grande parte dos agricultores no Estado
de Sao Paulo.

A resposta a inoculacdo estda relacionada com fatores intrinsecos ao
microssimbionte, ao macrossimbionte e as interagdes destes com o meio, as quais podem
determinar o tamanho e a diversidade da populagio (Woomer et al., 1988). Existem
muitos trabalhos que mostram que a resposta da leguminosa a inoculagido depende das
populagdes desse microrganismo ji estabelecidas no solo. Assim, para a soja, um
numero de rizébios maior que 10 céls/g” de solo, ja limita a resposta a inoculagdo, como
demonstraram Weaver e Frederick (1974). Ja Singleton e Tavares (1986) contataram que
solos contendo mais de 20 céls/g”' de solo, limitaram a resposta a inoculagdo de diversas
leguminosas entre as quais o feijoeiro. Para ervilha (Pisum sativum), Fetell et al. (1997),
observaram a importancia do histérico de cultivo local na resposta dessa leguminosa a
inoculagdo com R. leguminosarum bv. viciae, pois onde o cultivo havia sido realizado
no ano anterior, as populagdes da bactéria estabelecidas no solo competir com a do
inoculante. Embora o uso de estirpes selecionadas tenha um grande potencial para
aumentar a fixagdo do Nj, principalmente em regides onde a cultura esteja sendo

introduzida, a populagio nativa pode limitar a manifestagdo do processo, mascarando os



efeitos da estirpe selecionada (van Kessel e Hartley, 2000). Entdo a resposta da
inoculagdo ndo pode ser estudada apenas do ponto de vista da estirpe-planta, mas deve-
se conhecer as condigdes gerais do local e da planta, para que praticas de manejo
adequadas contribuam para a maximizagdo da fixagdo do nitrogénio (van Kessel e
Hartley, 2000). O conhecimento da populagdo nativa e de como ela ¢ influenciada por
certos fatores de solo atuando conjuntamente permite direcionar estudos referentes a
necessidade da inoculagio de determinada leguminosa, com estirpes selecionadas.

Além das caracteristicas quimicas dos solos e da ocorréncia da populagdo nativa
de rizobios, a analise da biomassa microbiana pode informar a influéncia do ambiente
edafico sobre a microbiota total do solo, da qual os rizobios sdo integrantes.

No solo existe uma comunidade microbiana altamente diversificada em constante
interagdo com o ambiente fisico e quimico.

A biomassa microbiana ¢ representada pela fragdo viva da matéria organica do
solo e por responder mais prontamente as mudangas ocasionadas pelo preparo e uso do
solo, tem sido freqiientemente utilizada como um indicador relativo da qualidade do solo
(Grisi e Gray, 1986). A biomassa microbiana pode representar o total dos
microrganismos do solo numa determinada situagdo e sua dinidmica é influenciada
principalmente pela adi¢do de carbono e nitrogénio (Cochran et al., 1988). Quanto a
resposta da biomassa microbiana a outros nutrientes, existem poucos trabalhos, pois o
enfoque principal dos trabalhos sobre a biomassa tem sido a influéncia do manejo e
técnicas de preparo de solo.

Comparando a influéncia da cultura na biomassa, existem dados que mostram
que solos sob pastagens tém maior biomassa que solos sob cultivo (Pfenning et al.,1992)
e menor que solos sob mata (Srivastava e Singh, 1991). A derrubada de matas e sua
substitui¢do pelo cultivo atua negativamente na biomassa microbiana, como
demonstraram Mazzarino et al. (1993).

A demanda cada vez maior pela producdo de alimentos e a necessidade do
aumento da produtividade resulta na intensificagdo cada vez maior do uso do solo numa

mesma area (Giller et al.,1997). Dessa maneira as praticas de manejo utilizadas nas



diferentes culturas constituem-se num dos principais impactos sobre a diversidade
bioldgica nos solos tropicais.

Dentre esses fatores podem ser citados o tipo de cultura, o qual requer manejo
peculiar, com a utilizagdo de insumos e defensivos adequados.

Sistemas de manejo de solo, com diferentes métodos de preparo de solo e
diferentes culturas, resultam em ambientes totalmente distintos, com reflexos na
comunidade microbiana. Uma vez que a microbiota afeta, direta e indiretamente, a
produtividade agricola, torna-se inegavel a importincia do manejo adequado do solo,
visando a sua conservagdo e produtividade. Em revisdo recente sobre ecologia do solo e
sistemas de plantio, Kladivko (2000) aponta como um dos desafios para a pesquisa em
ecologia do solo o entendimento dos impactos do manejo do solo sobre as interagdes
complexas entre ambiente e microrganismos, em nivel de comunidades. O tamanho da
comunidade microbiana e sua atividade determinam a intensidade com que os processos
bioquimicos acontecem (Vargas et al.,2000).

O grau de intensificagdo agricola e a substituicdo da vegetagio natural pelas
culturas e pela utilizagdo intensiva do solo tém mostrado ser de grande influéncia para a
manuten¢do da microbiota, em termos de presenca ¢ de biodiversidade (Giller et al.,
1997). A ocorréncia e a diversidade entre espécies e dentro de espécies relacionam-se
com a resisténcia com que os grupos de microrganismos tém ou adquirem frente as
mudangas, sendo que determinada populagdo pode tornar-se escassa ou, em caso mais
drastico, desaparecer. No caso da fixagio do N, a perda de uma espécie de rizébio pode
comprometer os beneficios naturais que a associagdo oferece em termos de
enriquecimento do solo com o nitrogénio (Giller et al., 1997).

Para Giller et al. (1997) a variabilidade genética de microrganismos, inter e intra
especifica, confere certa resisténcia aos impactos ambientais. Por exemplo, se certas
espécies ou estirpes dentro de uma espécie apresentam resisténcia maior diante de uma
condi¢do de estresse, entdo ela se torna predominante frente a essa condigdo. Contudo se
a adaptagdo genética de uma espécie diante de um fator de estresse for rapida, novos

individuos resistentes podem emergir e predominar.



Kahindi et al.(1997) consideram que a biodiversidade de rizobios ¢ mais facil de
ser conhecida , pois a simbiose sugere uma co-evolugio de espécies dentro do centro de
origem. Venkateswarlu et al. (1997), avaliando a diversidade da populagdo microbiana
em diversos manejos, observaram que dentro dos fatores estudados um dos que mais
influenciam as populagoes de rizobios € o historico de cultivo do local, ou seja, o cultivo
precedente: onde o cultivo prévio tinha sido feito com leguminosa ou sorgo, verificou-se
maior nimero de células enquanto onde havia mamona ou girassol esse efeito foi
supressivo. Para esses autores, o tipo de cultura exerce um efeito mais acentuado que os
fatores de solos.

As raizes criam um ambiente seletivo para as populagdes microbianas e quando
se trata de uma leguminosa, a populagdo dos rizébios homologos a ela, é estimulada com
o seu plantio (Marilley et al.,1998).

Dentre outros fatores que influenciam a comunidade de rizobios, esta a acidez do
solo. A acidez do solo, natural ou provocada, compromete grande parte dos solos nas
regides tropicais, devido ao proprio efeito dos ions H' sobre as plantas e os
microrganismos, mas principalmente pela liberagio de formas toéxicas de aluminio,
quando os valores de pH diminuem. Também o pH influencia a disponibilidade de
outros nutrientes.

Dentre os rizobios de crescimento rapido Rhizobium tropici ¢ uma das espécies
mais tolerantes a acidez ( Graham et al., 1994). Num estudo sobre a diversidade de
rizobios que se associam com o feijoeiro em um solo acido (pH 4,5) e um outro com pH
moderado (6,8) Anyango et al. (1995) observaram maior diversidade no solo acido,
sendo predominantes rizobios que se assemelharam a R. tropici, enquanto no solo com
pH moderado predominaram isolados semelhantes a R. etli.

Como pode ser observado, em sistemas naturais a diversidade e o equilibrio
genético existem. Uma vez quebrado o equilibrio, as populagdes passam a variar no
espago e no tempo e quando os fatores responsaveis pelo desequilibrio sdo drasticos, um
grupo importante de microrganismos pode desaparecer. Entdo a importincia do estudo

da biodiversidade nao reside somente no fato de se conhecer um grupo predominante,



mas manté-lo preservado. Embora muitas pesquisas enfatizem a importancia do
conhecimento e da manutencdo da biodiversidade, Azevedo (1998) mostra estatisticas
alarmantes, pois com o desmatamento, chuvas écidas, poluigdo por excesso do uso de
defensivos, ndo se tem idéia de quanto dessa biodiversidade ja se perdeu, e estima-se
que milhares de espécies de microrganismos ja foram extintas e milhares serdo perdidas
se providéncias ndo forem tomadas. Portanto todo estudo dirigido para um melhor
conhecimento da biodiversidade e de sua manuten¢do € de suma importincia para
vencer os desafios futuros, dos quais a preservagdo do ambiente é ponto fundamental

para sua sustentabilidade.

2.3 Tolerancia a antibidticos

As relagdes antagdnicas entre microrganismos no solo podem estar relacionadas
a presenca de substincias inibidoras produzidas pelos proprios, que atuam em pequenas
concentragoes e sdo geralmente conhecidas como antibioticos ou antimicrobianos.

Segundo Lacaz (1969), a a¢do de um antibidtico pode se dar por inibi¢do da
sintese de proteinas, sintese da parede celular, sintese de &cidos nucléicos ou
interferéncia em processos oxidativos da célula.

Muitos microrganismos ja se mostraram antagonicos aos rizobios no solo e
muitos deles foram identificados como produtores de antibiéticos (Chatel e Parker, 1968
e Patel, 1974).

A pratica da calagem, utilizada para corrigir a acidez do solo, estimula a
ocorréncia de microrganismos produtores de antibidticos (Baldani et al.,1982).

Scott et al. (1982), apontam como causa do fracasso na nodulagdo da soja no
cerrado, a baixa tolerancia a antibidticos de estirpes de rizobios utilizadas na inoculagio.

A tolerancia natural a antibioticos ou resisténcia intrinseca ou espontanea a esses

compostos (RIA) € uma caracteristica do microrganismo que lhe confere a capacidade



de sobreviver e se multiplicar em condi¢des onde um ou mais antibidticos estdo
presentes (Gurgel e Azevedo,1969).

A RIA tem sido bastante utilizada como marcador para caracterizar isolados,
além de ser um atributo que lhe confere vantagens em solos onde esses compostos se
encontram presentes.

Trabalhos recentes tém utilizado a RIA para caracterizar rizbios, conjuntamente

com outras técnicas (Zhang et al.,1991 e Amarger et al.,1997).

2.4 Tolerancia a acidez

Dentre os fatores abidticos aqueles ligados ao solo, como a acidez, tém sido bastante
estudados. A acidez por si ja é limitante para muitas espécies de rizobios, mas quando ha
ocorréncia de aluminio e manganés, esses fatores comprometem a ocorréncia, o
estabelecimento e a sobrevivéncia dos rizobios no solo (Graham,1994; Brockwell et
al.,1995; Anyango et al. ,1995; Hungria e Vargas, 2000).

O efeito prejudicial da acidez do solo sobre a fixagdo bioldgica do nitrogénio foi
notado desde que a importancia desse processo vem sendo reconhecida na agricultura.

Atualmente muitos trabalhos tém enfatizado o impacto da acidez do solo sobre os
rizobios. A acidez do solo prejudica a planta e o rizobio, sendo que compromete a
sobrevivéncia do rizébio no solo e a nodulagdo da planta. No entanto, pesquisas
conduzidas por Karanja e Wood (1988) e Vargas et al.(1992) mostraram que existem
estirpes de rizobios que nodulam o feijoeiro que resistem a acidez do solo. Graham et al.
(1994) demonstraram que Rhizobium tropici é a espécie que apresenta maior tolerincia a
acidez ¢ em regides tropicais a sele¢do de estirpes deve ter como objetivo selecionar

isolados dessa espécie.



2.5 Analise de acidos nucléicos - PCR / ERIC

A analise dos acidos nucléicos tem sido muito utilizada na diferenciagio inter e
intraespecifica de microrganismos e, por ndo sofrer variagdes fenotipicas, mostra-se
mais segura que outros meétodos, cuja variaveis analisadas sio muito sensiveis as
modificagdes

Ha muito tempo utilizam-se métodos taxondmicos tradicionais baseados em
caracteristicas fenotipicas para a classifica¢do e a identificagdo de microrganismos. Nos
dias atuais esses métodos continuam sendo utilizados € em conjunto com métodos
moleculares, complementam os estudos de classificagdio e identificacio de
microrganismos.

Ap0s a introdugao do método conhecido como PCR (polymerase chain reaction
= reagdo da polimerase em cadeia), por Saiki et al. (1985), os 4cidos nucléicos passaram
a ser analisados de maneira mais facil e rapida. Através dessa técnica, produzem-se
copias de regides especificas do DNA, por meio de uma DNA polimerase termoestavel.
Apos a obtengdo desses produtos, os mesmos sdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose.

A técnica de PCR que utiliza-se de “primers” especificos como a seqiiéncia
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) tem se mostrado como uma
técnica segura e facil na identificagdo de diversos microrganismos (Versalovic et al.,

1991), incluindo rizébios, como mostrado recentemente por Hungria e Chueire, 1999.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragens de solo para isolamento de rizobios

O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo distrofico, situado no Nucleo de
Agronomia do Sudoeste/ Estagdo Experimental de Capdo Bonito (NAS/EECB) e em
duas propriedades particulares, onde se faz o cultivo comercial do feijoeiro. Capido
Bonito localiza-se no sudoeste do Estado de Sdo Paulo, onde a temperatura média anual
¢ de 18.8°C, sendo de 14,7°C a média dos meses mais frios e 22,1°C nos meses mais
quentes. O indice anual médio da precipitagdo € de 1236 mm, sendo julho o més menos
chuvoso e janeiro o0 més com maior indice de precipitagdo (Menk et al.,1987).

As areas no momento da coleta de solo estavam com os seguintes usos:
= Area de mata nativa, resquicios de mata Atlantica (M), no NAS / EECB.

Area sob pomar de citros ha 17 anos (C), no NAS / EECB.

U

= Area em pousio, utilizada para melhoramento de trigo com vistas a tolerdncia a
acidez (P), no NAS / EECB.
= Area situada em propriedade particular, sob cultivo de feijdo. Trata-se de pequeno
produtor que faz rotagdo milho/feijdo, bastante praticada na regido, usa nivel minimo
de insumos e ndo utiliza defensivos agricolas (F1).
= Area situada em propriedade particular, sob cultivo de feijdo. Trata-se de médio
produtor, com o mesmo tipo de rotagdo (milho/feijdo) e uso intensivo de fertilizantes
e defensivos (F2).
O solo foi amostrado na profundidade de 0 -20 cm, sendo retiradas em cada area,
5 amostras (repeticoes) compostas de 10 subamostras cada uma. Durante a coleta e o
preparo do solo, tomaram-se todos os cuidados necessarios para evitar problemas de
contaminag¢do de uma érea para outra sendo portanto usado o trado, enxada e a pa e as
peneiras flambadas e os sacos plasticos para armazenamento desinfestados com alcool
70%. As amostras foram peneiradas e homogeneizadas e suas caracteristicas quimicas

estdo apresentadas na tabela 1.
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3.2 Carbono e Nitrogénio da Biomassa Microbiana

Para avaliar o impacto da substituicdo da vegetagdo natural sobre a microbiota
total, determinaram-se o carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana (Cbm e Nbm,
respectivamente). A técnica utilizada para determinacdo desses parimetros foi a da
fumigacgdo-extragdo (Vance et. al., 1987), utilizando-se de amostras secas ao ar e teor de

umidade ajustado para 60% da capacidade maxima de retengao de agua.

3.3 Contagens de rizébios nos solos e isolamentos

As contagens em cada area foram feitas conforme metodologia descrita em
Somasegaram e¢ Hoben (1985), pelo método da dilui¢do e inoculagdo em plantas e
determinag¢do no niimero mais provavel (NMP) de rizébios, calculado pelas tabelas de
Fisher e Yates, descritas em Somasegaram e Hoben (1985).

Os solos foram diluidos e aliquotas de 2 ml por dilui¢do foram transferidas para
as plantulas do feijdo.

Sementes de feijdo da cultivar Carioca, atualmente o mais plantado no Estado de
Sao Paulo, foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sddio comercial diluido na
propor¢do de 1:2 (hipoclorito : dgua) por 5 minutos ¢ em seguida lavadas com agua
esterilizada. Foram semeadas em copos de 300ml contendo areia de rio lavada e
esterilizada em autoclave, num total de 4 sementes por copo. Apds desbaste para 2
plantas por copo, as plantulas receberam aliquotas de 2ml de suspensdo do solo
correspondentes as dilui¢des. Nas areas sob cultivo de feijao foram utilizadas diluicdes
de 107 a 10 e nas demais areas de 10" a 10, De cada dilui¢do foram feitas 4 réplicas.

Os vasos receberam solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (Norris,1965)

quinzenalmente e foram irrigados com 4gua esterilizada.
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As plantas foram colhidas 35 dias ap6s a adi¢ido da suspensdo de solo, para ser
observada a nodulagdo. O numero de rizébios foi avaliado por meio de céalculos cujo
resultado foi computado em tabelas descritas em Somasegaram e Hoben (1985).

Dessas plantas noduladas foram retirados nodulos para isolamento dos rizébios:
12 n6dulos de cada tratamento foram aleatoriamente separados, totalizando 60 isolados.
O isolamento foi realizado conforme método descrito em Vincent (1970), o qual consiste
em lavagem dos nodulos em agua de torneira, desinfestagdo em solugdo de hipoclorito
de sodio diluido na proporgdo 1:2, lavagens sucessivas em agua esterilizada, maceracdo
em 2ml de agua esterilizada e riscagem da suspensdo em placas de Petri contendo o
meio com extrato de levedura, manitol e agar-agar (ELMA), de Norris e Date (1976). Os
isolados foram purificados para determinagdo das caracteristicas morfologicas
fisiologicas e moleculares.

Analise estatistica

Para avaliar a influéncia das caracteristicas quimicas dos solos, utilizou-se o
metodo da regressdo “stepwise”. Esse método é utilizado para selecionar um modelo
linear composto por um subconjunto de variaveis independentes que melhor explique a
varia¢do observada nas variaveis dependentes, no caso o numero de rizobios, o carbono
(Cbm) e o nitrogénio da biomassa microbiana (Nbm). O método da regressio “stepwise”
consiste em se adicionar ou remover variaveis preditoras no modelo quando a sua
probabilidade for menor ou maior que o nivel de significincia alfa pré estabelecido.
Neste trabalho adotou-se um nivel de significancia de 0,25 (25%) para uma variavel ser
adicionada ou eliminada no modelo de regressio. Como os fatores do solo estio
interagindo continuamente, ¢ dificil isolar o efeito de um s6 fator. A analise da regressio
pelo “stepwise™ permite separar os fatores que mais influenciam a variavel dependente.

Para avaliar a influéncia do uso do solo no niimero de rizébios, no carbono e no
nitrogénio da biomassa, foi feita a analise da varidncia utilizando-se um delineamento
com fatores aninhados (“nested”). Para observar a diferen¢a entre as médias dos

diferentes usos aplicou-se o teste deTukey para comparagdo miultipla de médias.
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3.4 Teste de Nodulacgao

Apos o isolamento procedeu-se ao teste de nodulagdio com o objetivo de
autenticar as culturas como rizébios, inoculando os isolados no feijoeiro.

Este experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, em vasos de Leonard com
areia e solugdo nutritiva de Norris (1965) esterilizados em autoclave. As sementes foram
desinfestadas conforme descrito no item 3.3 e as plantulas foram inoculadas com 1ml da
suspensdo de células por vaso. Foram feitas 3 repeti¢des por isolado e os vasos foram
dispostos de maneira inteiramente casualizada. Apds a autenticagdo dos isolados

iniciou-se sua caracterizacio.

3.5 Determinacgio da resisténcia intrinseca a antibiédticos (RIA)

A RIA ¢é obtida, inoculando-se isolados em meio de cultura acrescidos ou nio de
diferentes concentragdes do antibiotico (Somasegaram e Hoben,1985).

O meétodo consiste em cultivar o isolado em meio liquido (ELML) e transferir
para placas de Petri contendo o mesmo meio acrescido ou ndo dos antibioticos.

A RIA foi determinada para os antibidticos estreptomicina, tetraciclina,
eritromicina e cloranfenicol e seus respectivos modos de a¢do estio descritos a seguir,
conforme Lacaz (1969).

Estreptomicina: produzida por Streptomyces griseus, inibe a sintese protéica
principalmente de microrganismos Gram negativos.

Tetraciclina: produzida por varias espécies de Streptomyces, inibe a sintese
protéica de microrganismos Gram positivos € Gram negativos.

Eritromicina: produzida por Streptomyces erythreus, inibe a sintese protéica de
microrganismos Gram positivos principalmente, mas é capaz também de agir em
microrganismos Gram negativos.

Cloranfenicol: produzido por Streptomyces venezuelae, inibe a sintese protéica

de microrganismos Gram positivos ¢ Gram negativos.



Utilizaram-se as concentragdes 0, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ¢ 500 puL de cada
antibiotico. Foram testadas trés repetigdes por isolado. A avaliagdo foi feita apds trés

dias de incubagdo a 28°C. A metodologia utilizada foi a descrita em Hungria e Araujo

(1994).

3.6 Determinacio da tolerancia a acidez e ao aluminio

Para avaliar a tolerancia de estirpes a acidez e ao aluminio, as culturas foram
cultivadas em meio ELMA (pH 6,8) e em meio de Keyser e Munns (1979), com valores
de pH ajustados para 6,8 e 4,5. Culturas que foram capazes de crescer em pH 4,5 foram
testadas quanto a tolerdncia ao aluminio trocavel nas concentragdes de 25, 50 e 100
uL/ml sendo trés repeti¢des por isolado. O aluminio foi entdo adicionado ao meio de

cultura na forma de AICl;, a partir de solugdes-estoque esterilizadas por filtragio.

3.7 Teste de eficiéncia em fixacdo do N,

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de fixa¢do do nitrogénio dos isolados
conduziu-se um experimento em vasos de Leonard, com substrato de areia e solugido
nutritiva isenta de nitrogénio (Norris, 1965). O sistema todo ¢ esterilizado em autoclave.
Plantaram-se sementes de feijdo da cultivar carioca comum. As sementes foram
previamente desinfestadas com solugdo de hipoclorito de sédio comercial (1:2) e
semeadas nos vasos, sendo 4 sementes por vaso. Apos desbaste para 2 plantas por vaso,
as plantas receberam 1ml de suspensio de células de cada isolado.

Foram feitos controles sem inoculagdo sendo um sem adigdo de nitrogénio
(testemunha) e outro com adi¢ao do elemento (C+N). Para cada tratamento foram feitas

5 repeticdes.





















































































































