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DIVISAO 2 - PROCESSOS E PROPRIEDADES DO
SOLO

Comissao 2.1 - Biologia do solo

DIVERSIDADE E CAPACIDADE SIMBIOTICA DE RIZOBIOS
ISOLADOS DE NODULOS DE MUCUNA-CINZA E MUCUNA-ANA®

Andréa Aparecida de Lima®, Paulo Ivan Fernandes Jtanior®),
Samuel Ribeiro Passos?, Fernanda Santana de Paulo®, Sumaya
Mario Nosoline®, Sérgio Miana de Faria®, José Guilherme Marinho

Guerra®, Norma Gouvéa Rumjanek® & Gustavo Ribeiro Xavier®

RESUMO

As espécies de mucuna sao muito utilizadas como adubos verdes, e poucas
informacodes estao disponiveis a respeito dos rizébios nativos capazes de nodula-
las. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade e a capacidade simbiética
de isolados bacterianos de nédulos de mucuna-cinza (Mucuna pruriens (L.) DC.) e
mucuna-ana (Mucuna deeringiana (Bort.) Merr.). As bactérias foram isoladas de
ndédulos de mucunas cinza e ana cultivadas em vasos com solos de um sistema
de producao agroecologica. Foram isoladas 160 bactérias, sendo 80 de mucuna-
ana e 80 de mucuna-cinza, que foram autenticadas e selecionadas para avaliagao
da capacidade simbiotica. A diversidade dos isolados foi avaliada por meio das
caracteristicas culturais em meio de cultura YMA e da técnica de analise de
restricao do produto de PCR do gene 16S rDNA. A inoculacio de cinco isolados
em mucuna-cinza e dois em mucuna-ani apresentou elevada biomassa da parte
aérea. A maioria dos isolados apresentou crescimento rapido e acidificou o
meio de cultura. A analise de restricio demonstrou que as bactérias isoladas
apresentam baixa similaridade com estirpes de referéncia, sugerindo a existéncia
de isolados pertencentes a novos grupos, capazes de nodular as mucunas ana e
cinza.

Termos de indexac¢édo: adubos verdes, selecdo de estirpes, fixacao biolégica de
nitrogénio, inoculante, rizébio.
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SUMMARY: DIVERSITY AND SYMBIOTIC CAPACITY OF BACTERIA ISO-
LATED FROM NODULES OF TWO VELVET BEAN SPECIES

Mucuna species are widely used as green manure, and little information is available
about rhizobia that can nodulate them. The objective of this study was to evaluate the
diversity and ability of bacteria isolated from symbiotic nodules of velvet bean (Mucuna
pruriens (L.) DC.) and Mucuna deeringiana (Bort.) Merr. From the nodules of either mucuna
species, grown in pots with soils from an agroecological system, 80 bacteria were isolated.
The selected bacteria were classified and used to assess the symbiotic capacity. The diversity
assessment of the isolates was based on cultural characteristics on YMA medium and the
technique of restriction analysis of PCR products of 16S rDNA. The inoculation of Mucuna
pruriens with five and Mucuna deeringiana with two isolates increased the aboveground
biomass. Most isolates grew rapidly and acidified the culture medium. Restriction analysis
showed low similarity of the reference strains with the bacterial isolates, suggesting the
existence of isolates belonging to new groups that are able to nodulate the two mucuna species.

Index terms: green manure, strain selection, biological nitrogen fixation, inoculant,

Rhizobium.

INTRODUCAO

A fixacao biolégica de Ny é um processo que
disponibiliza grande quantidade de N para os
agroecossistemas, principalmente através da
associacio das leguminosas e bactérias diazotroficas
simbiontes, coletivamente denominadas rizdbios
(Moreira & Siqueira, 2006). Devido a essa
capacidade, as leguminosas tém sido utilizadas como
adubos verdes, assumindo importante papel para o
aumento da quantidade e da qualidade da matéria
organica do solo. A incorporacgido de biomassa vegetal
ao solo colabora para o aumento da fertilidade e da
estabilidade fisica dos agregados do solo, sobretudo
em solos tropicais mais intemperizados e com baixa
fertilidade natural (Fageria, 2007).

Diversas leguminosas séo utilizadas como adubos
verdes, entre as quais estdo as espécies de Mucuna
spp. Essas espécies apresentam desenvolvimento
vegetativo muito rapido e sdo resistentes a baixa
disponibilidade hidrica e a solos com baixa fertilidade
natural, o que as torna passiveis de cultivo em
regibes de terras degradadas e ndo utilizadas para
praticas agricolas convencionais (OKkito et al., 2004).
Diversos estudos tém demonstrado a capacidade
dessas espécies em acumular alta quantidade de N
sob condi¢des de inoculacdo (Houngnandan et al.,
2000; Okito et al., 2004).

Para maximizar os beneficios dos adubos verdes,
a inoculacdo de estirpes de rizébios eficientes e
competitivas é desejavel. A nodulagido abundante
em adubos verdes com rizdébios nativos do solo
é parcialmente responsavel pela ndo adog¢do da
pratica de inoculacio pelos produtores; entretanto,
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resultados de pesquisa tém mostrado que a
inoculacgio dessas espécies com estirpes eficientes e
competitivas podem contribuir para elevar as taxas
de N fixado e aumentar o crescimento vegetal (Okito
et al., 2004; Kumar et al., 2006). A sele¢do de estirpes
de rizébios para os adubos verdes tem resultado em
estirpes promissoras para a inocula¢do em guandu
(Valarini & Godoy, 1994; Fernandes Junior, 2009),
feijdo-de-porco (Silva et al., 2007), mucunas cinza,
ani e preta (Lima, 2009) e feijdo-caupi (Martins et
al., 2003; Lacerda et al., 2004; Melloni et al, 2006;
Leite et al., 2009; Zilli et al., 2009).

Recentemente, diversas novas espécies de
bactérias originarias dos tropicos capazes de nodular
leguminosas empregadas como adubos verdes
tém sido descritas. Espécies de a-proteobactérias
pertencentes a grupos que anteriormente ndo eram
apontados como capazes de nodular leguminosas,
como Methylobacterium nodulans (Sy et al., 2001)
e Ochrobactrum lupini (Trujilo et al., 2005), foram
isoladas pela primeira vez de crotalaria e tremoco,
respectivamente, indicando o potencial para o
acesso a novas espécies de rizobios associados a
adubos verdes. Estudos que avaliam a diversidade
de rizébios em adubos verdes no Brasil tém
demonstrado que a microbiota capaz de nodular
espécies como o feijdo-caupi (Leite et al., 2009;
Florentino et al., 2010), guandu (Ambrosano et al.,
2009; Fernandes Junior, 2009) e cratilia (Teixeira
et al., 2010) é muito diversa, apresentando baixa
similaridade com estirpes dos géneros tradicionais
de rizébio. Os objetivos deste trabalho foram avaliar
a diversidade cultural e genética de rizébios isolados
de nédulos de duas espécies de mucuna e determinar
a capacidade simbidtica de isolados selecionados.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao dos isolados rizobianos

Foram coletadas amostras do horizonte
superficial de oito areas sob diferentes coberturas
vegetais e histérico de uso no Sistema Integrado
de Produgido Agroecologica (SIPA) (S 22° 45’; W 43°
40’), localizado em Seropédica-RdJ (Quadro 1). As
amostras de solo foram peneiradas e distribuidas
em vasos furados com capacidade de 5 kg de solo.
Os vasos foram enterrados ao nivel do solo ao ar
livre, para simular as caracteristicas de variagéo
na temperatura ocorrentes naturalmente no solo.
Foram semeadas de 10 a 15 sementes de mucuna-
ana [Mucuna deeringiana (Bort.) Merr] ou mucuna-
cinza [Mucuna pruriens (L..) DC.]. O experimento foi
implantado em um sistema fatorial 2 x 8 entre duas
espécies de mucuna e oito tipos de solo em duplicata,
totalizando 36 vasos (parcelas).

Aos 12 dias apds a emergéncia (DAE), foi
realizado um desbaste, deixando-se apenas duas
plantas por vaso. As plantas receberam 4gua
conforme necessario e foram coletadas aos 75 DAE.
As raizes foram lavadas e os nédulos destacados e
armazenados em frascos contendo silica-gel. De
cada vaso, foram selecionados aleatoriamente
cinco nédulos para o isolamento, totalizando 80
isolados de mucuna-cinza e 80 de ana. Os nédulos
foram reidratados com Agua destilada autoclavada,
desinfestados superficialmente e pressionados em
placas de Petri contendo meio de cultura YMA com
vermelho congo como indicador (Vincent, 1970).
As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a
28 °C por sete dias, e as culturas foram transferidas
para placas de Petri contendo meio YMA com azul
de bromotimol como indicador (Vincent, 1970) e
reinoculadas sucessivas vezes no mesmo meio até
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obtencgdo das culturas puras. Os isolados foram
estocados em meio YMA suplementado com 30 %
(v/v) de glicerol e estocados em ultrafreezer a -80 °C.

Avaliacao da capacidade nodular e eficiéncia
simbiotica

A capacidade de nodulacido dos isolados de
mucuna-ana e de mucuna-cinza foi avaliada em um
experimento em casa de vegetacdo, utilizando vasos
de Leonard autoclavados com areia e vermiculita
(2:1, v:v) como substrato. As sementes de mucuna
foram desinfestadas superficialmente, com perédxido
de hidrogénio, e semeadas duas por vaso. Aos sete
DAE foi realizado desbaste, deixando-se uma planta
por vaso; a inoculagao foi feita aos 10 DAE, sendo
aplicada solugdo nutritiva (Norris & T’Mannetje,
1964) semanalmente. Os isolados foram cultivados
em meio YMA (Vincent, 1970) a 28 °C, sob
agitacdo, de um a sete dias, de acordo com o tempo
de crescimento de cada isolado. Os tratamentos
consistiram dos isolados obtidos (80 para cada
espécie de mucuna), de uma estirpe de referéncia
(BR 2811) e do controle negativo (sem fonte de N e
sem inoculag¢do). O experimento foi realizado com
o delineamento de blocos ao acaso em duplicata.
De acordo com a nodulagio e, ou, capacidade de
indugéo da producao de biomassa vegetal (dados nao
mostrados) de cada isolado, foram selecionados cinco
isolados de mucuna-ana e cinco de mucuna-cinza,
para avaliacdo do estabelecimento da simbiose com
0 hospedeiro original.

Os experimentos para avaliacdo da capacidade
simbidtica de cada isolado foram realizados em casa
de vegetacdo, nas mesmas condi¢oes dos testes de
nodulagdo. Para a mucuna-cinza, foram testados os
isolados M41(3), M3(6), M25(3), M15(6) e M47(1),
e para a mucuna-ani, os isolados M38(2), M30(3),

Quadro 1. Descricao das areas onde foram coletadas as amostras de solos utilizadas para o cultivo das
mucunas, visando a obtencao dos noédulos para o isolamento dos rizébios

Area Solo

Historico de utilizacao das areas

Cobertura no momento
da coleta

1 Planossolo Héaplico
Planossolo Haplico
Planossolo Haplico
Argissolo Amarelo
Argissolo Vermelho-Amarelo
Argissolo Vermelho-Amarelo

Argissolo Amarelo

W = O Ot ok W N

Argissolo Amarelo

Sorgo (2 anos) e guandu

Guandu e feijao de porco (2 anos)

Feijao comum seguido por 2 anos de pousio

Consorcio Mandioca/Crotaléria (3 anos)

Milho consorciado com mucuna preta e crotalaria (3 anos).
Rotac¢do milho/mucuna preta

Rotagdo milho, couve e mucuna preta

Milheto e crotalaria em rota¢do com batata doce (2 anos).

Guandu
Crotaléaria e rami
Crotalaria
Guandu

Pousio

Milho

Berinjela

Area arada, sem cobertura
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M6(2-1), M6(4-2) e M6(5). Para cada espécie de
mucuna, foi utilizado um delineamento experimental
em blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes, em um
esquema fatorial 8 (tratamentos) x 2 (coletas).
Os tratamentos consistiram na inoculacio de
cinco isolados oriundos das espécies de mucuna,
na inoculagdo com a BR 2811, na testemunha
nitrogenada (com aplicacdo de 100 mg/vaso de N
semanalmente, na forma de NH;NO; nédo inoculada)
e na testemunha absoluta (sem inoculagido e sem
aplicacio de N).

Foram realizadas duas coletas: aos 40 e 55 DAE
para a mucuna-cinza e aos 35 e 50 DAE para a
mucuna-ana. As variaveis analisadas foram:
massa da parte aérea seca (MPAS), massa de
raiz seca (MRS), massa de nédulos secos (MNS) e
massa total seca (MTS), calculada com o somatorio
das varidveis MPAS, MRS e MNS. Também foi
determinado o acimulo de N total na parte aérea
pelo método semimicro Kjeldahl, sendo o conteddo
de N na parte aérea obtido pelo produto entre a
concentragdo e a massa seca. A eficiéncia nodular
foi obtida pela razéo entre o N acumulado na parte
aérea e a MNS. Foi realizada a analise de varidncia
e o teste de comparacio de médias, utilizando o teste
de Scott-Knott a 5 %, por meio do software Sisvar
(Ferreira, 2003).

Para os tratamentos inoculados com os isolados
em teste, os indices de eficiéncia (Ef,), eficacia (Ef)
e efetividade (Ef,) foram calculados pelas seguintes
férmulas:

Ef, ={[(a;/a,;) 100]-100} n'!
Ef, ={[(a;/aq;) 100]-100} n'!
Ef, ={X[(a;/a;) 100]-100} n'!

em que aj; representa o acimulo de N na parte aérea
da parcela experimental inoculada com o i-ésimo
isolado no j-ésimo bloco testado; a,;, a quantidade
de N na parte aérea da parcela experimental que
recebeu N mineral no j-ésimo bloco; ag;, a quantidade
de N na parte aérea da parcela experimental do
controle absoluto (sem inoculagio e sem adi¢do de N
mineral) no j-ésimo bloco; ag, a quantidade de N na
parte aérea da parcela experimental inoculada com
a estirpe de referéncia BR 2811 no j-ésimo bloco; e
n, o numero de repeti¢des. Os indices de eficiéncia,
eficacia e efetividade foram avaliados por meio do
teste de correlagdo de ranqueamento de Spearman
(Conover, 1971) a 5 %.

Caracterizacao cultural e genotipica

A caracterizacao cultural dos isolados de rizdbio
foi feita avaliando os seguintes atributos: tempo de
crescimento de cada isolado, considerando cresci-
mento rapido (aparecimento de colonias isoladas em
até trés dias) ou lento (aparecimento de colénias iso-
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ladas em quatro ou mais dias); reacio de pH do meio
de cultura apds o crescimento das bactérias (acido,
alcalino ou neutro); tamanho da colénia, em mm;
forma da colonia (circular ou irregular); elevacgio
(plana ou com elevacgio); borda (inteira ou irregular);
transparéncia (opaca, translicida ou transparente);
aparéncia (homogénea ou heterogénea); cor (branca
ou amarela); elasticidade (1 = pouco, 2 = médio, 3 =
muito); e limpa placa (sim = quando ha facilidade
para retirada do muco da placa; ndo = quando ha
dificuldade para retirada do muco). Foram utiliza-
das cinco espécies de bactérias diazotréficas como
estirpes de referéncia, obtidas da colecio de bacté-
rias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, sendo
uma de cada género, para fins de comparacio com
os isolados obtidos: BR 112 (Sinorhizobium fredii),
BR 113 (Bradyrhizobium elkanii), BR 521 (Mesorhi-
zobium ciceri), BR 10016 (Rhizobium tropicii 11) e
BR 5410 (Azorhizobium caulinadans).

De acordo com os resultados obtidos do
dendrograma com as caracteristicas fenotipicas
dos isolados, foram selecionados 42 isolados
representantes de agrupamento morfolégico
(22 de mucuna-ana e 20 de mucuna-cinza) para
caracterizacdo do perfil de restricio de DNA pela
técnica de Analise de Restricdo de DNA Ribossomal
Amplificado (ARDRA). Para comparacao dos
resultados, além das cinco citadas, foram incluidas
mais 15 espécies de bactérias diazotréficas como
estirpes de referéncia, obtidas da cole¢dao de
bactérias diazotroficas da Embrapa Agrobiologia:
BR 2811 (B. elkanii), BR 7411 (S. meliloti),
BR 522 (Mesorhizobium mediterraneum), BR 527
(S. terangeae), BR 526 (S. saheli), BR 114 (B.
Jjaponicum), BR 523 (M. tianshanense), BR 524
(M. huakuii), BR 529 (R. giardinii), BR 10026 (R.
etli), BR 10052 (R. leguminosarum bv. phaseoli),
BR7606 (R. leguminosarum bv. trifolii), BR 528 (R.
gallicum) e BR 5401 (Azospirilum doberaneae). O
DNA foi extraido e submetido a eletroforese (100 V;
30 min) em gel de agarose (1 %), corado com brometo
de etidio (10 mg L'1).

A reagao de PCR foi dimensionada para volume
final de 35 mL, contendo tampao de reacéo
1X, MgCl, 1,5 pmol L1, 1,75 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, cat N° 10342-020) BSA
0,3 ug mL!, dNTP 0,25 mmol L! e 0,2 pmol L1
de cada iniciador. Os iniciadores utilizados foram
Y1, que esta compreendido entre a regido 20 e 43
do gene 16S rDNA de E. coli, e Y3, correspondente
a regido 1507 a 1482 do gene 16S rDNA de E.
coli. A amplificacdo consistiu em uma etapa de
desnaturacdo inicial de 93 °C por 5 min, seguida de
35 ciclos de 93 °C por 1 min, 62°C por 1 min e 72 °C
por 2 min e extensdo final a 72 °C por 10 min (Leite
et al., 2009).

Na anaélise de restricdo foram utilizadas as
endonucleases Ddel, Mspl e Hinfl, seguindo as
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orientacdes do fabricante. O DNA digerido foi
analisado em gel horizontal a 3 % de agarose em
tampao TBE 0,5X por 3 h, em voltagem constante
de 75 V. O marcador de peso molecular utilizado
foi o X174 (Invitrogen, cat N° 15611-015). As
imagens dos géis foram analisadas pelo programa
Gel Compar 2.0 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica),
utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard
e o algoritmo UPGMA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao cultural e genotipica

A avaliacio da capacidade de nodulacdo mostrou
que 97,5 e 67,5 % dos isolados bacterianos de
nédulos de mucuna apresentaram capacidade de
nodular mucunas cinza e ani, respectivamente. A
capacidade de nodulagdo de bactérias isoladas de
nédulos de leguminosas pode ser perdida apds o
processo de isolamento e estocagem das bactérias,
principalmente para aquelas que apresentam os
genes da simbiose em plasmideos, como os rizébios
pertencentes a espécie Rhizobium leguminosarum
(Garcia de los Santos et al., 1996).

As caracteristicas tempo de crescimento e reagio
de pH foram as mais discriminantes na formagéo dos
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grupos fenotipicos. Ocorreu a formagio de quatro
grupos em mucuna-ani, com destaque para o grupo
B, com 57,5 % dos isolados, e as estirpes de referéncia
BR 521 (M. ciceri), BR 10016 (R. tropici) e BR 112
(S. fredii). Nesse agrupamento, as caracteristicas
predominantes foram crescimento rapido, pH 4cido,
aparéncia do muco homogénea e muco com pouca
elasticidade (Quadro 2).

Em mucuna-cinza foi observada a formacéo de
cinco grupos. O grupo C foi o mais abundante, com
36,25 % do total de isolados, e as caracteristicas
mais comuns foram pH 4cido, crescimento rapido,
aparéncia da col6nia homogénea e pouca elasticidade
do muco (Quadro 2). As estirpes de referéncia
foram observadas no grupo A: BR 113 (B. elkanii)
e BR 5410 (A. caulinodans); grupo B: BR 10016 (R.
tropici) e BR 112 (S. fredii); e grupo E: BR 521 (M.
ciceri). Em ambas as mucunas, os grupos C e D
apresentaram caracteristicas fenotipicas distintas
daquelas das estirpes de referéncia utilizadas neste
trabalho.

A alteracgédo de pH em meio de cultura YMA é,
comumente, uma caracteristica para diferenciagdo
dos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e
Sinorhizobium, que apresentam a propriedade de
acidificar o meio de cultura, enquanto Azorhizobium
e Bradyrhizobium alcalinizam o meio YMA (Coutinho
et al., 1999). Em solos tropicais sob diferentes
manejos, bactérias isoladas de leguminosas de

Quadro 2. Caracteristicas culturais de isolados bacterianos oriundos de né6dulos de mucuna-ana e mucuna-
cinza cultivadas em oito solos sob manejo organico

Grupo N”isolados Tefnpo pH fio Aparéncia Elasticidade Limpa Estirpes de referéncia
(%) crescimento meio Muco placa
Mucuna-ana
Caracteristicas predominantes
. N . BR113 (B. elkanii);
0,
A 9(11,25 %) lento alcalino homogéneo pouca sim BR5410 (A. caulinodans).
- P N . BR521 (M. ciceri); BR10016

0, &
B 46(57,5 %) rapido acido homogéneo pouca sim (R. tropici); BR112 (S. fredii).
C 19(23,75 %) rapido acido homogéneo pouca nao
D 6(7,5 %) lento alcalino heterogéneo pouca nao

Mucuna-cinza
Caracteristicas predominantes
. R . BR113 (B. elkanii);

0, i

A 22(27,5 %) lento alcalino homogéneo pouca sim BR5410 (A. caulinodans).
. . N . BR10016 (R. tropict);
0, s

B 6(7,5 %) rapido acido homogéneo pouca sim BR112 (S. fredii).
C 29(36,25 %) rapido acido homogéneo pouca néo
D 10(12,5 %) rapido acido homogéneo média sim
E 13(16,25 %) rapido acido heterogéneo pouca nio BR521 (M. ciceri)
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graos, como soja (Nicolas et al., 2002), feijdo-comum
(Hungria et al., 2000), amendoim (Santos et al.,
2005; Borges et al., 2007) e feijao-caupi (Melloni et
al., 2006; Leite et al., 2009), também apresentam a
caracteristica de crescer rapidamente e acidificar
o meio de cultura. Bactérias com as mesmas
caracteristicas culturais tém sido isoladas de
leguminosas utilizadas como adubos verdes, como
feijdo-de-porco (Bratti et al., 2005; Silva et al.,
2007), guandu (Coutinho et al., 1999; Fernandes
Junior, 2009; Fernandes Junior et al., 2011), leucena
(Marquina et al., 2011) e siratro (Jesus et al., 2005).

Aoisolar rizobios de nddulos de diferentes espécies
de crotalaria cultivadas no mesmo sistema deste
trabalho, Bratti et al. (2005) também constataram
maior propor¢ido de bactérias com a capacidade

Similaridade (Jaccard) Dde | Hinf |

de acidificar o meio de cultura e de crescimento
rapido. A capacidade de crescer rapidamente
e acidificar o meio de cultura pode representar
uma vantagem competitiva desses isolados em
detrimento dos isolados de crescimento mais lento
e que alcalinizam o meio de cultura, sobretudo com
relacdo a competéncia saprofitica e a colonizac¢ao dos
sitios de infec¢do (Bushby & Marshall, 1977), o que
pode explicar a abundancia dessas caracteristicas
em bactérias isoladas de leguminosas utilizadas
como adubos verdes.

Avaliando os resultados da analise de restricéo,
todos os isolados e as estirpes de referéncia
apresentaram apenas 15 % de similaridade. No
dendrograma de similaridade foi possivel verificar
a formagdo de cinco grupos distintos (Figura 1). O
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Msp
Rizébio Mucuna
M3(4) cinza
M44(6) cinza
M31(6) cinza
M25(3) cinza
M32(2) ana
M44(5) cinza
M32(6) ana
M2(6) cinza
M18(3)-2 ana
M40(3) ana
M6(2-1) ana
M30(3) ana
M3(6) cinza

BR 524 (Mesorhizobium huakuii)
BR 523 (Mesorhizobium tianshanense)
BR 525 (Sinorhizobium medicae)
BR 741 (Sinorhizobium meliloti)
BR 522 (Mesorhizobium mediterraneum)
| BR 527 (Sinorhizobium terangae)
BR 526 (Sinorhizobium saheli)
BR 112 (Sinorhizobium fredii)
| BR 521 (Mesorhizobium ciceri)
| BR10016 (Rhizobium tropici Il)
- BR 529 (Rhizobium giardinii)
BR7606 (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii)
BR 528 (Rhizobium gallicum)
| 1 Y .‘ BR10052 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli)
Vi BR10026 (Rhizobium etli)
~ M6(3) ana
 BR5411 (Azospirillum doberaneae )
)| BR5410 (Azorhizobium caulinodans )
BR2006 (Methylobacterium nodulans )
M47(1) cinza
M9(5) cinza
M1(1-2) ana
M6(4-2) ana
M41(3) cinza
M12(4) cinza
M6(5) ana
) ana
M15(6) cinza
)

ana
M47(4) cinza
M26(1-2) cinza
M17(3) cinza
) cinza
) cinza
) cinza
M13(2) cinza
) ana
) ana
) ana

Figura 1. Dendrograma de similaridade de isolados bacterianos de né6dulos de mucunas-ana e cinza e 20
estirpes de referéncia por meio da técnica de ARDRA-16S rDNA, utilizando as enzimas de restricao

Hinf1, Msp I e Ddel.

P Ducae M Q1A O90C.O907 9O4AQ ON1O



DIVERSIDADE E CAPACIDADE SIMBIOTICA DE RIZOBIOS ISOLADOS DE NODULOS... 343

grupo 1, com aproximadamente 45 % de similaridade,
englobou 13 isolados de mucunas cinza e ana, além
das estirpes BR 2811 de B. elkanii e BR 114 de B.
Jjaponicum. Este grupo apresentou dois subgrupos: o
1A, formado por 10 isolados oriundos das mucunas,
e o 1B, formado pelos isolados M6 (2-1) de mucuna-
ana e M3(6) de mucuna-cinza e pelas estirpes de
Bradyrhizobium BR 2811 e BR 114 (Figura 1). No
grupo 2 (aproximadamente 55 % de similaridade)
agruparam-se todas as estirpes de referéncia,
pertencentes aos géneros Rhizobium, Sinorhizobium
e Mesorhizobium. Neste grupo, o subgrupo 2A
apresentou todas as estirpes de Sinorhizobium e
Mesorhizobium, enquanto o subgrupo 2B apresentou
todas as estirpes de Rhizobium, além do isolado
M3(6) oriundo de nédulos de mucuna-ana (Figura 1).

O grupo 3, com 40 % de similaridade, retne
as estirpes de referéncia BR 5401 (Azospirillum
doberaneae), BR 5410 (Azorhizobium caulinodans)
e BR 2006 (Methylobacterium nodulans) (Figura 1).
O grupo 4, com 30 % de similaridade, agrupa 11
isolados oriundos do presente estudo e ndo mostrou a
presenca de estirpes rizobianas de referéncia. Neste
grupo, também houve a formagao de dois subgrupos:
4A, com dois isolados de mucuna-cinza e um de
mucuna-ané, e 4B, com quatro rizébios oriundos
de cada uma das espécies de mucuna avaliadas
(Figura 1).

Pela analise molecular do 16S rDNA, entre
os isolados de mucunas cinza e ana utilizados no
presente estudo, apenas os isolados de crescimento
lento M30(3) e M3(6) de mucunas ana e cinza, bem
como o isolado de crescimento rapido M6(2-1) de
mucuna-ané, pertenceram ao mesmo grupo das
estirpes de Bradyrhizobium spp. O isolado M6(2-1)
ndo possuil caracteristicas culturais compativeis
com as apresentadas pela maioria dos isolados
pertencentes ao género Bradyrhizobium, porém
o agrupamento de rizébios de adubos verdes por
meio da técnica de restricdo de 16S rDNA (Yang
et al., 2008; Leite et al., 2009; Fernandes Junior
et al., 2010) e restricdo do espaco intergénico
16S-23S e por RAPD (Yang et al., 2008) mostra que
rizébios de crescimento rapido e com a capacidade
de acidificar o meio de cultura podem agrupar com
estirpes pertencentes ao género Bradyrhizobium,
demonstrando o pouco conhecimento a respeito
da taxonomia e fisiologia dos isolados de rizébio
oriundos de nédulos de adubos verdes.

O crescimento rapido, a capacidade de acidificar
o meio de cultura e a producio e heterogeneidade
do muco produzido sido compativeis com aqueles
apresentados por estirpes do género Rhizobium.
Contudo, ao avaliar o agrupamento gerado a
partir do perfil de restri¢cdo do gene 16S rDNA dos
isolados testados, é possivel observar que apenas o
isolado M6(3) de mucuna-ana juntou-se as estirpes
do género Rhizobium (Figura 1). Os resultados

indicam que esses isolados, apesar de apresentarem
caracteristicas fenotipicas compativeis com as
apresentadas por estirpes de grupos bem conhecidos,
sdo geneticamente divergentes, sugerindo a presenca
de grupos novos.

Ha baixa similaridade das estirpes isoladas de
nédulos de mucuna em comparacdo com estirpes
de géneros ja descritos, como Bradyrhizobium,
Sinorhizobium e Mesorhizobium (Pandey et al.,
2004; Kumar et al., 2006). A técnica de restri¢cdo
do gene 16S rDNA tem sido demonstrada como uma
eficiente ferramenta para o agrupamento de rizébios
isolados de diversas espécies, apresentando-se como
uma técnica de baixo custo e boa capacidade de
discriminacéao (Stocco et al., 2008; Leite et al., 2009;
Teixeira et al., 2010; Marquina et al., 2011).

Eficiéncia simbidtica

Além de avaliar a capacidade de nodulacdo dos
isolados apéds o processo de isolamento, purificacao
e estocagem, os testes de nodulacdo permitiram
pré-selecionar os isolados de rizébio que mostraram
o melhor desempenho. Foi observado que alguns
isolados promoveram o surgimento de até 163
nédulos por planta, com valores de massa de nédulos
secos superiores a 500 mg/planta, resultando em
massa de parte aérea superior a 5 g/planta para
mucuna-cinza. Para mucuna-ana, os valores
atingiram 272 ndédulos, massa de nédulos secos de
1.200 mg/planta e 2,8 g/planta de massa de parte
aérea.

No experimento de avaliacdo da capacidade
simbidtica dos isolados selecionados, os tratamentos
inoculados com algumas bactérias apresentaram
valores mais elevados de massa de parte aérea
do que os observados no tratamento nitrogenado
(Quadro 3). A elevada nodulac¢do nas plantas de
mucuna-and inoculadas com os isolados M30(3) e
M6(2-1) foi proporcional ao contetido de N na parte
aérea, porém, nas plantas inoculadas com o isolado
M38(2), que também apresentou elevada nodulacéo,
o acimulo de N na parte aérea foi inferior ao do
tratamento inoculado com a estirpe BR 2811 e ao
da testemunha nitrogenada (Quadro 2). Além da
nodula¢do abundante, trés tratamentos inoculados
com isolados de mucuna-cinza apresentaram
acumulo de N na parte aérea igual ao das plantas
inoculadas com a estirpe de referéncia (Quadro 3).
Os isolados M41(3), M3(6), M25 (3) e M15(6)
inoculados em mucuna-cinza apresentaram, em
média, aumento de cerca de 70 % da massa seca total
em relacgdo a testemunha absoluta e foram similares
a estirpe de referéncia e a testemunha nitrogenada
(Quadro 3).

O actimulo de N na parte aérea das plantas de
mucuna-ana inoculadas com os isolados M38(2),
M30(3) e M6(4-2) foi maior do que o encontrado
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Quadro 3. Massa de parte aérea, n6dulos de raiz e total, acaimulo de nitrogénio na parte aérea e eficiéncia
nodular de mucuna-ana e mucuna-cinza inoculadas com diferentes isolados de rizébios, estirpe de
referéncia BR 2811, testemunha nitrogenada (com N e sem inoculacao) e testemunha absoluta (sem
N e sem inoculac¢ido) em duas épocas, aos 35 e 50 dias apdés a emergéncia

Massa
aéfeiiica Noédulo seco Raiz seca Total seca pallzo;:;:ea Ef(;?li?:ia
g/planta mg/planta mglillgdﬁl()'l
Mucuna-ana (dias ap6s a emergéncia)
Tratamento 35 50 35 50 35 50 35 50 35 50 35 50
M38(2) 2,00 Aa 3,08 Ba 0,20Aa 0,38Aa 0,50Aa 0,84 Aa 2,71 Ab 4,30 Ba 56,0 Aa 63,7 Ba 0,3 Aa 0,2 Aa
M30(3) 2,11 Ab 5,33Aa 0,21 Ab 0,54 Aa 0,35 Ab 1,09 Aa 2,67 Ab 6,98 Aa 56,5 Ab112,2 Aa 0,3 Aa 0,2 Aa
M6(2-1) 1,69 Ab 4,78 Aa 0,14 Ab 0,52 Aa 0,49 Ab 1,19 Aa 2,32 Ab 6,49 Aa 35,0 Bb116,0 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa
M6(4-2) 1,63 Aa 2,82 Ba 0,25 Aa 0,27 Ba 0,57 Aa 0,89 Aa 2,46 Ab 3,98 Ba 44,5Aa 61,2Ba 0,2 Aa 0,2 Aa
M6(5) 1,95 Aa2,51 Ba 0,25 Aa 0,19 Ba 0,45 Ab 0,97 Aa 2,67 Ab 3,67 Ba 15,7 Bb 47,0 Ba 0,1 Bb 0,2 Aa
BR 2811 1,37 Ab 3,95Aa 0,14 Ab 0,45 Aa 0,52 Ab 1,11 Aa 2,03 Ab 5,51 Aa 26,2 Bb103,2 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa
Test. Nitrogenada 2,49 Aa 4,24 Aa 0 Aa 0Ca 0,63 Aa 0,79 Aa 3,12 Ab 5,03 Aa 16,5 Ba134,0 Aa - -
Test. absoluta 1,03 Aa 2,14 Ba 0 Aa 0Ca 0,40 Ab 0,99 Aa 1,43 Ab 3,14 Ba 2,0Cb 1,2Cb - -
CV(%) 25,6 40,5 27,8 44,9 78,4 29,0
Mucuna-cinza (dias apdés a emergéncia)

Tratamento 40 55 40 55 40 55 40 55 40 55 35 50
M41(3) 3,96 Ab 6,62 Aa 0,39 Ab 0,70 Aa 0,90 Ba 1,52Aa 5,26 Ab 8,47 Aa 104,0 Ab 178,7 Aa 0,3 Aa 0,3 Aa
M3(6) 3,78 Ab 6,08 Aa 0,43 Aa 0,58 Aa 1,28Aa 1,23 Aa 5,50 Ab 7,89 Aa 102,0 Ab 158,7 Aa 0,2 Aa 0,3 Aa
M25(3) 4,79 Aa 6,13 Aa 0,37 Ab 0,63Aa 0,66 Bb 1,13 Aa 5,82 Ab 7,88 Aa 81,2 Aa154,5 Aa 0,2 Aa 0,3 Aa
M15(6) 3,48 Ab 5,93 Aa 0,43 Ab 0,78 Aa 0,83 Ba 1,18 Aa 4,73 Ab 7,89 Aa 79,5 Ab135,0 Ba 0,2 Aa 0,2 Aa
M47(1) 4,86 Aa 4,38 Ba 0,44 Aa 0,55 Aa 1,38 Aa 0,99 Aa 6,68 Ab 5,92 Ba 135,7 Aa 96,7 Ba 0,3 Aa 0,2 Ab
BR 2811 3,64 Aa 5,41 Aa 0,30 Ab 0,63 Aa 0,80 Ba 1,20 Aa 4,74 Ab 7,24 Aa 82,5 Ab 146,2 Aa 0,3 Aa 0,2 Aa
Test. Nitrogenada 5,20 Ab 7,25 Aa 0 Ba 0Ba 0,83 Bb 1,51 Aa 6,06 Ab 8,78 Aa 140,7 Ab 200,0 Aa - -
Test. absoluta 2,88 Aa 3,88 Ba 0 Ba 0Ba 0,61 Ba 0,89 Aa 3,50Ab 4,78 Ba 1,2Ba 2,5Ca - -
CV (%) 25,6 40,5 27,8 23,5 31,1 26,1

Valores sdo médias de quatro repeti¢oes. Valores seguidos pela mesma letra nido diferem pelo teste de Scott-Knott a 5 %; letras
maiusculas comparam tratamentos na coluna e letras mintsculas comparam coletas na linha.

na testemunha nitrogenada e inoculado com a
BR 2811 na primeira coleta (Quadro 3). Na segunda
avaliagdo, apenas plantas inoculadas com o isolado
M30(3) mantiveram alto contetido de N na parte
aérea; os demais isolados ndo repetiram o mesmo
desempenho na segunda coleta (Quadro 3).

A estirpe BR 2811, recomendada como inoculante
para mucuna-preta (Mucuna aterrima), neste
trabalho foi usada como estirpe de referéncia para
as espécies de mucunas ana e cinza, ja que no Brasil
néo existe estirpe recomendada para essas espécies
vegetais, conforme as normativas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(Brasil, 2011). Nesse estudo, essa estirpe apresentou
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elevada massa de nédulos e elevado acimulo de N
na parte aérea em ambas as espécies de mucuna
(Quadro 3). Por outro lado, as plantas inoculadas
com os isolados M41(3), M3(6) e M25(3) de mucuna-
cinza e M30(3) e M6(2-1) de mucuna-ana indicam
o beneficio dessas estirpes para a contribuigdo da
FBN em relagdo as épocas de coletas e sugerem
que a otimizacdo da FBN, nesses casos, depende do
correto manejo da cultura.

Avaliando a eficiéncia nodular, na segunda
coleta, todas as plantas inoculadas com bactérias
de mucuna-ana apresentaram igualdade estatistica
com a estirpe de referéncia, enquanto na primeira
coleta apenas um isolado mostrou eficiéncia nodular
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menor do que a apresentada pela estirpe BR 2811
(Quadro 3). Para a mucuna-cinza, todas as bactérias
mostraram eficiéncia nodular igual a apresentada
pela estirpe de referéncia na primeira coleta; na
segunda coleta, apenas um isolado apresentou
eficiéncia nodular menor do que a apresentada pela
estirpe de referéncia (Quadro 3). Esses resultados
demonstram que mesmo as estirpes com menor
nodulagdo em seu hospedeiro original apresentam
nédulos muito eficientes, com elevada capacidade
de fixar o N atmosférico.

Aumento do desenvolvimento radicular foi
observado em tratamentos com alguns dos isolados
avaliados. Tratamentos inoculados com o isolado
M30(3) de mucuna-ani apresentaram aumento
real de 115 % na MRS entre a primeira e a segunda
coleta, enquanto plantas inoculadas com a estirpe
BR 2811 tiveram aumento de 14 %. Estudos
recentes tém demonstrado que diversas bactérias
isoladas de ndédulos também sdo capazes de produzir
reguladores de crescimento vegetal, que auxiliam
no desenvolvimento radicular (Kumari et al., 2008;
Yanni & Dazzo, 2010).

O indice de eficiéncia (Ef,), calculado a partir
da relacdo entre os acimulos de N da parte aérea

345

no tratamento inoculado em comparacio com a
testemunha nitrogenada, demonstrou que todos os
isolados de mucuna-ana avaliados apresentaram
eficiéncia positiva na primeira coleta, com destaque
para o isolado M30(3), com eficiéncia positiva
em ambas as coletas. Assim como a estirpe de
referéncia avaliada, todos os isolados de mucuna-
cinza apresentaram eficiéncia negativa em ambas
as coletas (Quadro 4). Pela analise da eficacia (Efy),
calculada a partir da relagdo entre os acimulos de N
da parte aérea no tratamento inoculado em relagéao
a testemunha absoluta, todos os isolados avaliados,
assim como a estirpe de referéncia, apresentaram
indices positivos e com valores muito elevados,
indicando efeito significativo na promoc¢ao das
espécies de mucuna (Quadro 4).

O indice de efetividade (Ef,), calculado a partir
da razao entre os acimulos de N da parte aérea
no tratamento inoculado com o isolado em teste
em relagdo ao tratamento inoculado com a estirpe
de referéncia, demonstrou que os tratamentos
inoculados com trés isolados de mucuna-ana e
quatro isolados de mucuna-cinza mostraram maior
capacidade simbiética dos isolados em avaliacdo
do que a estirpe de referéncia, pois apresentaram
indices positivos na primeira coleta. Na segunda

Quadro 4. Eficiéncia, eficacia e efetividade de cinco isolados de mucuna-ana e cinco de mucuna-cinza

Eficiéncia (Ef,)

Eficacia (Efy) Efetividade (Ef,)

Mucuna-ana

Coleta (DAE) 35 50 35 50 35 50
M38(2) 38,8 -52,4 1107,3 1297,4 -12,3 -38,0
M30(3) 155,8 11,5 2125,5 3169,9 61,6 45,0
M6(2-1) 58,6 -12,9 1280,3 2455,6 0,3 13,4
M6(4-2) 101,8 -54,3 1655,4 1239,4 27,5 -40,6

M6(5) 43,9 -41,8 1152,2 1606,3 -9,1 -24,3
BR 2811 58,3 -23,1 1276,9 2154,4
Spearman® 0,99 0,93 0,99 0,99 0,97 0,95
Mucuna-cinza

Coleta (DAE) 40 55 40 55 40 55

M41(3) -26,2 -10,8 1904,0 4819,3 26,6 22,1
M3(6) -27,6 -20,5 1865,7 4281,9 24,2 8,8
M25(3) -23,3 -22,8 1984,6 4155,6 31,7 5,6
M15(6) -43,6 -32,7 1432,4 3612,7 -3,2 -7,8
M47(1) -3,7 -51,7 2515,4 2562,9 65,2 -33,9
BR 2811 -41,7 -26,9 1482,8 3928,8 - -
Spearman® 0,80 0,92 0,86 0,99 0,85 0,96

(M Valores sdo médias de quatro repeticdes. @ Coeficiente de correlacio de ranqueamento de Spearman calculado entre os quadrados
dos indices e do parametro quantidade de nitrogénio acumulado na parte aérea. Todos os coeficientes de correlagdo foram signifi-

cativos a 5 %.
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coleta, os tratamentos inoculados com dois isolados
de mucuna-ana e trés de mucuna-cinza mantiveram
os valores positivos do indice, com destaque para os
isolados M30(3) de mucuna-ani e M41(3) de mucuna-
cinza, que proporcionaram valores positivos de maior
valor absoluto em ambas as coletas (Quadro 4).
Esses resultados sugerem que, entre os isolados
avaliados no presente estudo, ha aqueles capazes de
fornecer maior quantidade de N para o hospedeiro
do que a estirpe utilizada como referéncia.

Os indices de eficiéncia e eficacia sao utilizados
para avaliar o desempenho de estirpes de rizébios
e ja foram propostos ha varios anos (Débereiner
et al., 1970), com varia¢des na forma de calculo.
Outro indice, proposto neste trabalho, é o de
efetividade, que serve para comparar os resultados
da sele¢do de novas estirpes em relagdo as estirpes
de referéncia ou estirpes recomendadas. De acordo
com as determinagées do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA (Brasil, 2011),
para recomendacio de novos produtos ou estirpes,
esses devem ter resultado superior ao da testemunha
absoluta e igual ou superior ao da testemunha
nitrogenada e a estirpe recomendada. Nesse
contexto, o indice de efetividade tenta preencher
essa lacuna, ao buscar estirpes de bactérias mais
eficientes para a FBN. Essa é uma determinacéo
simples e confidvel, sendo facilmente comparavel
por meio do teste de correlagio de Spearman
(Quadro 4). O termo efetividade é empregado na
literatura como um conceito confuso, em que sdo
utilizados elementos relacionados a eficiéncia e a
eficacia, conforme pode ser observado em outros
trabalhos (Ferreira & Marques, 1992; Santos et al.,
2005). Utilizando os conceitos de eficiéncia, eficidcia
e efetividade, os resultados do presente estudo
indicam o potencial de alguns isolados obtidos de
noédulos de mucuna-cinza e de mucuna-ani para
futuros estudos em campo.

CONCLUSOES

1. As bactérias isoladas de nédulos de ambas as
espécies de mucuna apresentam elevada diversidade
fenotipica com predominéancia de isolados com
capacidade de acidificar o meio de cultura e de
crescimento rapido.

2. Todos os isolados e as estirpes de referéncia
apresentaram apenas 15 % de similaridade genética
pelo 16S rDNA.

3. Plantas inoculadas com os isolados M30(3) e
M6(2-1) originados dos ndédulos de mucuna-ani e os
isolados M41(3), M25(3) e M 3(6) de mucuna-cinza
apresentaram massa total seca e N total da parte
aérea superiores aos da testemunha absoluta e
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semelhantes aos da estirpe de referéncia BR 2811
e do tratamento nitrogenado.
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