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Resumo — Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade fenotipica e a eficiéncia simbidtica de estirpes
de Bradyrhizobium, isoladas de solos da Amazonia, sob diferentes sistemas de uso da terra (monocultura,
capoeira, pastagem, floresta e sistema agroflorestal). A analise dos perfis de proteina total de 46 estirpes, obtidos
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), mostrou grande diversidade, tendo formado 11 grupos
com similaridade acima de 80%. Apenas um dos grupos continha a estirpe referéncia de B. elkanii: BR29,
recomendada como inoculante para soja. Vinte e duas estirpes testadas em vasos de Leonard, com caupi (Vigha
unguiculata (L.) Walp.), induziram & produgdo de matéria seca e ao acimulo de nitrogénio, na parte aérea da
planta, e a eficiéncia relativa superiores aos da testemunha (sem N e sem inoculacgdo). Entre as estirpes testadas,
13 induziram a produgéo de matéria seca e a eficiéncia relativa similares as da testemunha nitrogenada (com N,
sem inoculacdo); cinco estirpes induziram a acimulo de N superior ao da testemunha nitrogenada. Essas popu-
lacBes nativas sdo constituidas por grande diversidade de estirpes, com eficiéncia simbidtica variavel, algumas
das quais podem ser recomendadas para testes de eficiéncia agronémica.

Termos para indexagdo: Vigna unguiculata, fixacao biologica de N,, bactérias noduliferas.

Phenotypic diversity and symbiotic efficiency of Bradyrhizobium spp. strains
from Amazonian soils

Abstract — This work aimed to evaluate the phenotypic diversity and symbiotic efficiency of Bradyrhizobium
strains isolated from Amazonian soils, under different land use systems (crop, fallow, pasture, forest and agroforestry
system). Total protein profiles obtained by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of 46 strains showed
great diversity, while 11 groups presented similarity above 80%. One of these groups contained the reference
strain of B. elkanii: BR29, recommended as soybean inoculant. Twenty-two strains, tested in Leonard jars for
symbiotic efficiency with Vigna unguiculata (L.) Walp. (cowpea) produced shoot dry matter, N-content, and
relative efficiency higher than the control (without N, with inoculation). Production of shoot dry matter and
relative efficiency were induced by 13 strains in a way similar to the N-control (with N, without inoculation); five
strains induced higher nitrogen content than N-control. Native populations comprise high diversity of strains
with variable symbiotic efficiency, and some of them could be recommended for agronomic efficiency assays.

Index terms: Vigna unguiculata, biological N, fixation, Leguminosae nodulating bacteria.

Introducéo

A Bacia Amazonica possui cerca de sete milhdes de
quilémetros quadrados e € constituida por uma floresta
exuberante, com grande diversidade que, comparada
com outras regifes brasileiras, ainda é pouco explorada
para a producdo agricola. A intensificacdo da interfe-
réncia antropogénica resulta na perda e alteracdo da
diversidade, respectivamente acima e abaixo do solo e
pode, consequientemente, influenciar os processos bio-

I6gicos importantes para o bom funcionamento do
ecossistema.

Pela sua diversidade e dindmica, e por estarem con-
tinuamente mudando e se adaptando as alteracdes
ambientais, 0s microrganismos constituem indicadores
sensiveis as mudangas oriundas do manejo do solo
(Kennedy & Papendick, 1995) e do tipo de cobertura
vegetal (Prasad et al., 1994).

A diversidade biol6gica é definida como a variabilida-
de entre as espécies de organismos vivos e pode ser
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medida em varios niveis taxondmicos (familia, género,
intraespécies etc.) ou, ainda, em termos de determina-
das caracteristicas genéticas ou fenotipicas
(morfoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas, simbidticas)
(Moreira & Siqueira, 2002). O conhecimento sobre a
variedade das bactérias que nodulam leguminosas é ainda
limitado, por falta de conhecimento sobre os
microssimbiontes da grande maioria dessas espécies
vegetais, principalmente as tropicais. Nas ultimas déca-
das, estudos revelaram uma grande diversidade de
rizébios de espécies florestais, até entdo desconhecida,
inclusive no género Bradyrhizobium (Moreira et al.,
1993; Dupuy et al., 1994; Willems et al., 2000).

A caracterizacdo de uma bactéria envolve a descri-
cao de muitas propriedades relativas a morfologia, culti-
Vo, nutri¢do, bioquimica, metabolismo, acidos nucléicos,
patogenicidade e ecologia, as quais sao pré-requisitos
para a identificacdo e base da sistematica desse grupo
de organismos. Estudos tém mostrado o potencial da
eletroforese de proteinas para o estudo da diversidade
de microrganismos em geral (Kampfer et al., 1995), na
caracterizacdo de diferentes estirpes de bactérias
fixadoras de N, (Dreyfus et al., 1988; Moreira et al.,
1993; Dupuy et al., 1994; Lajudie et al., 1998; Pereira,
2000), e de fungos ectomicorrizicos dos géneros
Pisolithus (Souza, 2000) e Suillus (Keller, 1992). Além
disso, foi demonstrado que ha correlacdo entre a anali-
se de hibridacdo DNA-DNA e o perfil eletroforético de
proteinas (Vandamme et al., 1990; Kampfer, 1995).

O feijdo caupi é uma cultura de destaque na economia
do Norte e Nordeste do Brasil, pois representa cerca de
70% do feijéo produzido (Vieira, 1989) e é o principal ali-
mento protéico e energético do homem do campo.

Essa espécie apresenta alta rusticidade e adaptabili-
dade a estiagem prolongada e capacidade de se de-
senvolver em solo de baixa fertilidade (Oliveira &
Carvalho, 1988). Além disso, seus residuos podem con-
tribuir com N e outros nutrientes, quando incorporados
ao solo ou quando fornecidos como alimento aos animais
(Brito, 1992).

Apesar de ser promiscuo, pois nodula com varios
géneros de rizébio (Lewin et al., 1987), a estirpe reco-
mendada como inoculante para o caupi (BR2001/SEMIA
6145) até 2004 (Relare, 2004) pertence ao género
Bradyrhizobium. Essa estirpe foi substituida por
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UFLAO03-84, INPA03-11B e BR3267, na tltima Relare
(2004), pois apresentam eficiéncia agrondmica superior
(Martins et al., 2003; Lacerda et al., 2004).

A eficiéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio,
que estabelecem simbiose com leguminosas, e sua
capacidade de sobreviver e formar nédulos no solo
dependem de fatores genéticos inerentes aos
simbiontes e da interacdo com fatores edafo-climati-
cos (Moreira & Siqueira, 2002). A diversidade, in-
clusive de leguminosas, encontrada nos varios siste-
mas de uso da terra (capoeira, pastagem tradicional,
sistema agroflorestal, floresta e monocultura), na
Amazonia, pode abrigar também uma grande varia-
bilidade de rizobios (Moreira et al., 1993; Pereira,
2000), adaptados a condigdes de baixos valores de
pH e temperaturas elevadas (predominantes nos so-
los brasileiros), cujo imenso potencial ainda é pouco
conhecido.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
fenotipica e a eficiéncia simbidtica de estirpes de
Bradyrhizobium, isoladas de areas da Amazonia, sob
diferentes sistemas de uso da terra.

Material e Métodos

Estirpes

As quarenta e seis estirpes de rizobio estudadas fo-
ram obtidas, utilizando-se siratro como planta isca, com
inoculacéo de suspensdes de amostras de solo diluidas
para contagem de riz6bio, em sitios da Amazonia sob
cinco sistemas de uso da terra (SUT): monoculturas,
capoeira, pastagem, floresta e sistema agroflorestal
(Pereira, 2000) (Tabelas 1 e 2). As estirpes foram iso-
ladas em meio 79 (Fred & Waksman, 1928) e mantidas
sob refrigeracédo (a 4°C e a -80°C), cujas caracteristicas
culturais sdo tipicas de Bradyrhizobium (Tabela 3),
como: crescimento lento (mais de seis dias para apare-
cimento de coldnias isoladas), reacéo alcalina e de pou-
ca a média producdo de polissacarideos extracelulares
(goma) em meio de cultura 79. As estirpes foram
isoladas de dilui¢des do solo que variaram de 51 a 5.
Foram comparadas a estirpes tipo e referéncia de
Bradyrhizobium spp.: SEMIA 5019/BR29, estirpe re-
comendada como inoculante para a soja (Glycine max
(L.) Merrill), pela Relare (2004), e identificada como
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Tabela 1. Sistema de uso da terra (SUT), principais caracteristicas, procedéncia e estirpes de Bradyrhizobium estudadas.

()

. 1 .. s A e .
Sistema de uso da terra Principais caracteristicas Procedéncia Estirpes

Municipio, Estado

Monocultura — feijao (M1) Feijao depois do plantio de milho no fim de um ano de Theobroma, RO UFLA04-0110, UFLA04-0151
queimada. Muitos galhos e tocos.

Monocultura — mandioca (M2) Mandioca em presenga de plantas daninhas, depois de Theobroma, RO UFLA04-0204 UFLA04-0208, UFLA04-0212,
trés anos de plantio (arroz, feijdo, entre outras). UFLA04-0214, UFLA04-0225, UFLA04-0230
Monocultura — arroz (M3) Um ano depois da queimada. Arroz ja colhido, com Pedro Peixoto, AC ~ UFLA04-1521

algumas plantas e palhas presentes. Feijao plantado em
alguns lugares. Muitos troncos, tocos e galhos.
Significativo brotamento e presenga de ervas daninhas.
Capoeira (C1) Recobrimento natural de trés anos. Theobroma, RO UFLAO04-0304, UFLA04-03114, UFLA04-0321,
UFLAO04-0337, UFLA04-0338, UFLA04-0339,
UFLA04-0355

Capoeira (C2) Recobrimento natural de dois anos, depois do plantio Theobroma, RO UFLA04-0401, UFLA04-0417
de feijao e milho.

Capoeira (C3) Recobrimento de cinco anos. Arvores muito Pedro Peixoto, AC ~ UFLA04-1309, UFLA04-1332
desenvolvidas.

Pastagem (P1) Pastagem de Brachiaria brizantha com oito a dez anos. Theobroma, RO UFLA04-0546, UFLA04-0459

Pastagem (P2) Idade de dez anos. Algumas arvores e tocos. Muitas Ji-Parana, RO UFLA04-0820, UFLA04-0821, UFLA04-0824,
touceiras de capim. UFLA04-0849, UFLA04-0850, UFLA04-0885,

UFLA04-08113, UFLA04-08118

Pastagem (P3) Limpa, com presenga de poucos tocos. Pedro Peixoto, AC ~ UFLA04-1272

Floresta (F1) Desmatamento seletivo, liteira muito espessa com Theobroma, RO UFLA04-0640
muitos galhos mortos e tocos.

Floresta (F2) Floresta pouco desenvolvida. Solo com pedregosidade Pedro Peixoto, AC~ UFLA04-1406, UFLA04-1413, UFLA04-1417
e baixa fertilidade.

Sistema agroflorestal (A1) Café com seringueira (12 anos). Cobertura vegetal de Ji-Parana, RO UFLA04-0903, UFLA04-0917, UFLA04-0918,
70%, com algumas espécies de arvores pioneiras. UFLA04-0924, UFLA04-0926, UFLA04-0957,
Poucos galhos mortos ou tocos. UFLA04-0958

Sistema agroflorestal (A2) Cupuagu, castanha-do-Brasil e pupunha (sete anos), RECA(Z), AC UFLA04-1001, UFLA04-1018, UFLA04-1019,
cobertura vegetal de 90%, liteira fina com muitos UFLA04-1020

galhos e tocos.

(MCadigo de identificagdo. @RECA: reflorestamento econémico consorciado adensado.

Tabela 2. Analise de amostras de solos da Amazdnia, sob diferentes sistemas de uso da terra: monoculturas de feijao (M1),
mandioca (M2) e arroz (M3), capoeiras (C1, C2 e C3), pastagens (P1, P2 e P3), florestas (F1 e F2) e sistema agroflorestal (Al e A2).

Analise Ml M2 M3 Cl C2 C3 Pl P2 P3 F1 F2 Al A2
pH (agua) 6,6 46 48 47 54 6,1 53 6,1 51 41 48 5 57
P (mg dm?) 14 1 4 1 3 4 2 2 1 2 3 1 2
K (mg dm™) 41 22 103 39 58 39 58 75 95 33 83 94 58
Ca (mmol, dm™) 40 8 22 10 23 57 16 29 13 7 15 24 23
Mg (mmol, dm™) 17 8 16 6 9 12 4 3 11 2 14 12 11
Al (mmol, dm) 0 11 15 9 2 0 4 0 4 15 19 10 0
H+AI (mmol, dm?) 17 50 88 56 29 19 36 19 29 70 110 79 23
S™ (mmol, dm?) 58 17 41 17 33 70 21 39 26 10 31 38 35
@ (mmpl dm™) 58 28 56 26 35 70 25 39 30 25 50 48 35
T® mmol dm™) 75 67 129 73 62 89 57 58 55 80 141 117 58
m® (%) 0 40 27 35 6 0 16 0 13 60 38 21 0
VO (%) 1 77 25 32 23 54 79 37 67 48 12 22 33 61
Carbono (gkg ) 9 8 11 11 11 14 11 9 9 11 17 14 9
MO" (Dag kg™) 1,6 1.3 1,9 1,9 1,9 2,4 1,9 1,6 L5 19 2,9 2,5 1.5
Areia (g kg) 500 460 140 420 520 480 500 780 540 500 180 100 660
Silte (g kg™) 150 150 260 150 130 280 150 130 270 150 290 210 190
Argila (g kg™) 350 390 600 430 350 240 350 90 190 350 530 690 150
Zn (mg dm?) 1.9 0,2 0,2 0,1 028 0,6 0,28 22 02 0.2 0,5 0,2 0,9
Cu (mg dm®) 1 0,6 1,6 0,9 0,9 1 0,8 23 107 1,8 1,6 1,2
Fe (mg dm) 82 116 80 63 63 32 95 33 69 156 147 56 51
Mn (mg dm) 9 3 12 12 5 68 9 97 15 6 16 5 63

(MSoma de bases trocaveis. @CTC efetiva. ACTC em pH 7. “)Saturacdo de Al da CTC efetiva. ®)Saturagio de bases da CTC a pH 7. ®Matéria
organica.
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Bradyrhizobium elkanii; ATCC 103247, estirpe tipo de
Bradyrhizobium japonicum; SEMIA 6145/BR2001,
estirpe previamente recomendada pela Relare (2004)
para inoculagéo em caupi; UFLA 03-170, estirpe de area
reabilitada com bracatinga, ap6s mineragao com bauxita
e com alta eficiéncia em vasos de Leonard (Motta, 2002)
e vasos com solo (Lacerda et al., 2004); INPA-03-11B,

estirpe isolada da Amazonia, eficiente para caupi em
vasos de Leonard (Magalh&es, 1986; Lacerda et al.,
2004), vasos com solo e campo (Lacerda et al., 2004);
e UFLA 03-84, estirpe de alta eficiéncia em caupi,
em vasos de Leonard, com solo e em campo (Lacerda
et al., 2004). As duas Ultimas sdo, atualmente, recomen-
dadas como inoculantes para caupi pela Relare (2004).

Tabela 3. Caracteristicas culturais de estirpes de Bradyrhizobium, isoladas de nédulos de siratro com inoculagéo de suspensdes
diluidas na base 5, de amostras de solo da Amazonia, sob diferentes sistemas de uso da terra (SUT).

Estirpe SUT Dias" Diametro® pH® Goma™ Cor Indicador D®
UFLA04-0110 M1 6 1 AL 1 Branca Nao 5!
UFLA04-0151 M1 6 <1 AL 1 Branca Nao 53
UFLA04-0204 M2 6 1-2 AL 2 Branca Nao 53
UFLA04-0208 M2 6 >2 AL 2 Amarela Nao 5!
UFLA04-0212 M2 7 1-2 AL 1 Branca Nao 54
UFLA04-0214 M2 6 1-2 AL 1 Branca Nao 54
UFLA04-0225 M2 6 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 5!
UFLA04-0230 M2 6 <<1 AL 1 Branca Nao 57
UFLA04-1521 M3 11 <1 AL 1 Branca Nao 57
UFLA04-0304 Cl 7 1-2 AL 1 Branca Nao 57!
UFLA04-0314 Cl1 6 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 57
UFLA04-0321 Cl 7 1-2 AL 1 Creme Nao 57
UFLA04-0337 Cl 6 <1 AL 1 Creme Nao 5°
UFLA04-0338 Cl 6 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 5°
UFLA04-0339 Cl 7 <1 AL 1 Creme Nio 56
UFLA04-0355 Cl 6 <1 AL 1 Creme Nao 57
UFLA04-0401 C2 6 1-2 AL 2 Branca Nao 5!
UFLA04-0417 C2 6 1-2 AL 2 Branca Nio 5
UFLA04-1309 C3 6 <1 AL 2 Branca Nao 57
UFLA04-1332 C3 6 <1 AL 2 Branca Nao 5!
UFLA04-0546 Pl 6 1-2 AL 2 Branca Nao 5%
UFLA04-0559 Pl 6 1-2 AL 2 Branca Nao 5%
UFLA04-1272 P3 8 <1 AL 1 Branca Nao 57
UFLA04-0820 P2 7 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 572
UFLA04-0821 P2 7 1-2 AL 2 Branca Nao 57
UFLA04-0824 P2 7 <1 AL 1 Branca Nao 57
UFLA04-0917 Al 7 <1 AL 2 aquosa Branca Nao 54
UFLA04-0849 P2 7 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 54
UFLA04-0850 P2 8 <l AL 1 Amarela Nao 54
UFLA04-0885 P2 7 1-2 AL 2 Branca Nao 5°
UFLA04-8113 P2 6 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 57
UFLA04-8118 P2 7 1-2 AL Amarela Nio 5*
UFLA04-0903 Al 7 <1 AL 2 aquosa Branca Nao 5!
UFLA04-0918 Al 7 <l AL 2 aquosa Branca Nao 54
UFLA04-0924 Al 7 <1 AL 2 aquosa Branca Nao 59
UFLA04-0926 Al 7 <1 AL 2 aquosa Branca Nao 5°
UFLA04-0957 Al 7 <1 AL 1 Branca Nao 5%
UFLA04-0958 Al 8 <1 AL 1 Branca Nao 54
UFLA04-1001 A2 7 1-2 AL 1 Branca Nao 57
UFLA04-1018 A2 7 <1 AL 1 Branca Nao 572
UFLA04-1019 A2 7 <1 AL 1 Branca Nio 53
UFLA04-1020 A2 7 1-2 AL 2 aquosa Branca Nao 5!
UFLA04-0640 Fl1 10 <1 AL 2 Branca Nao 57
UFLA04-1406 F2 11 1-2 AL 2 Branca Sim 51
UFLA04-1413 F2 8 1-2 AL 1 Branca Nao 5%
UFLA04-1417 F2 9 1-2 AL 2 Branca Nao 5%

(MTempo para aparecimento de col6nias isoladas. ?Didmetro da colonia em mm. A reacdo do meio de cultivo apds crescimento de
coldnias foi alcalina (AL). “Escala de notas de 1 a 4 para produgio de goma: 1 (pouca) e 2 (média). ®Diluicdo da amostra de solo de onde

foi isolada.
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Andlise de proteinas totais por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As condic¢es de cultivo foram rigorosamente padro-
nizadas para todas as estirpes. As estirpes armazena-
das cresceram em meio de cultura 79 por 4 dias. Apds o
crescimento por duas vezes sucessivas, em meio TY
s6lido, com mesmo tempo de incubagdo, foram inoculadas
coldnias isoladas em 50 mL de meio de cultura liquido
TY. O crescimento bacteriano foi obtido apds 4 dias,
sob agitagdo constante de 120 rpm a 28°C. Em seguida,
0 meio com cada cultura foi centrifugado a 12.000 rpm
por 10 min, a temperatura de 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” formado ressuspenso em tam-
pdo fosfato de s6dio (NaPBS). Esse procedimento foi
repetido duas vezes para lavagem das células. Setenta
miligramas do “pellet” foi transferido para tubos de
1,5 mL; foi adicionado 0,9 mL do tampéo da amostra
(TTA) e 0,1 mL de SDS a 20% para solubilizagdo das
proteinas. Essa mistura foi aquecida em banho-maria a
95°C por 10 min. As amostras de proteinas solubilizadas
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min, a tempe-
ratura de 4°C, e 30 mL foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE). Para tal, foi utilizado o
método Laemmli (1970), com modificacOes descritas por
Jackmam (1985), utilizadas para rizébio por Moreiraet al.
(1993). Para eletroforese, utilizou-se um gel de sistema
descontinuo, com concentragdo de poliacrilamida a 12%
para o gel separador, e a 5% para o gel de concentrag&o.

Uma matriz binaria dos dados originais foi construida,
com 13 cadeias polipeptidicas (bandas mais fortes), re-
presentativas dos 46 padrdes gerados. Foi atribuido o
valor 1 ou 0, para indicar presenca ou auséncia de cada
banda. Os padrdes foram comparados por seu grau de
similaridade estimado pelo coeficiente de Jacard (S)),
agrupados pelo método UPGMA (average linkage
clustering) e representados graficamente por um
dendrograma obtido pelo programa NTSYS-pc,
versdo 2.0.

Anélise da eficiéncia simbidtica

Para avaliacdo da eficiéncia simbidtica foram
selecionadas uma ou duas estirpes, representantes de
cada sitio nos sistemas de uso da terra (SUT). As estirpes
selecionadas foram as seguintes: UFLA04-0110,

UFLAO04-0151, UFLAO04-0204, UFLAO04-0230,
UFLAO04-03114, UFLAO04-0321, UFLAO04-0401,

UFLA04-0546, UFLA04-0559, UFLA04-0640,
UFLA04-0849, UFLA04-0885, UFLA04-0917,
UFLAO04-0926, UFLA04-1001, UFLAO04-1020,
UFLAOQ04-1272, UFLA04-1309, UFLAO04-1332,
UFLAO04-1413, UFLAO04-1417 e UFLA04-1521.

O experimento foi conduzido em vasos de Leonard
(Vincent, 1970), em casa de vegetacdo, de setembro a
outubro de 2002. O delineamento estatistico foi o intei-
ramente casualizado, com trés repeticdes e 28 trata-
mentos, constituidos pela inoculagdo individual das
22 estirpes citadas anteriormente, e de quatro das estirpes
referéncias (BR2001, INPA03-11B, UFLAO03-84 e
UFLAO03-170), mais dois controles (N mineral e
testemunha sem N e sem inoculagéo). O nitrogénio foi
aplicado em 3 parcelas, com intervalos de 10 dias, num
total de 210 mg de N (NH4NO3) por vaso.

A parte superior dos vasos de Leonard continha uma
mistura de 1:1 de areia (250 mL) e de vermiculita
(250mL), enquanto a inferior continha solugéo nutritiva
de Jensen modificada (K,HPO,, 0,2 gL
MgS0,4.7H,0, 0,2 g L1; NaCl, 0,2 g L-1; CaHPOy,,
1 g L1; FeCls.6H,0, 0,1 g L'1), diluida quatro vezes.
Apos o preparo, os vasos foram autoclavados por uma
hora, a pressao de 1,5 kg cm2,a 127°C. A solucdo nutri-
tiva foi autoclavada por 20 min, a pressdo de 1,5 kg cm-2
e a 127°C. A cultivar de caupi utilizada foi a BR14
Mulato. As sementes empregadas foram desinfestadas,
superficialmente, com etanol a 70% por 5 minutos, a e
hipoclorito de sédio a 1% por 3 minutos; em seguida,
foram lavadas seis vezes com agua destilada esterilizada.
No momento da semeadura, com cinco sementes por
vaso, 1 mL de meio 79 semi-sélido, com as estirpes na
fase log de seu crescimento (quatro dias de cultivo a
28°C), foi colocado junto a cada semente.

A superficie do vaso foi coberta com uma fina camada
de mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina, na
proporgao de 5:1:0,015, respectivamente, com a finalidade
de evitar possiveis contaminagdes. Os niveis de solucéo
nos vasos foram repostos, periodicamente, com solucao
autoclavada. Decorridos trés a cinco dias da germinacao,
foi feito o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

As plantas foram colhidas no estagio de florescimento,
para determinacdo da matéria seca da parte aérea e
avaliacdo do nimero e peso de nodulos secos. Apds o
destacamento manual, os nddulos das raizes foram con-
tados, e assim como a parte aérea, foram acondiciona-
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dos em sacos de papel e levados para uma estufa de
circulacéo forgada (65°C a 70°C) até massa constante,
para determinagdo da massa da matéria seca.
A eficiéncia relativa de cada tratamento foi calcula-
da segundo a formula (Bergensen et al., 1971):

ER = (MSPA inoculada/MSPA com N) x 100,

em que ER ¢é a eficiéncia relativa; MSPA inoculada é a
matéria seca da parte aérea da planta com inoculagéo;
e MSPA com N é a matéria seca da parte aérea da planta
com N mineral.

O nitrogénio (N) total foi analisado pelo método semi-
microkjedahl, de acordo com Sarruge & Haag (1979),
tendo-se determinado a porcentagem de N na matéria
seca. O N acumulado na parte aérea foi calculado com
a multiplicacdo da massa da matéria seca da parte aé-
rea (g) pela porcentagem de N.

Os dados foram analisados, estatisticamente, com 0
programa SISVAR versdo 4.3. Os efeitos dos tratamen-
tos foram comparados pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussao

Foi possivel agrupar as estirpes que apresentaram perfil
protéico semelhante em 11 grupos, conforme Tabela 4 e
Figuras 1 e 2. Onze estirpes ndo se agruparam visualmen-
te com os demais grupos. O perfil protéico das estirpes
UFLAO03-170, UFLA04-1521 (M3), UFLA04-1417 (F2),
UFLAO04-1413 (F2) e UFLA04-1406 (F2) néo foi
revelado no gel. O grupo 1 foi formado por estirpes
somente do SUT monocultura, UFLA04-151 (M1) e
UFLA04-230 (M2); o grupo 2 por estirpes do SUT
capoeira, UFLA04-337 (C1) e UFLA04-355 (C1); o grupo
9 com as estirpes UFLA04-849 (P2) e UFLA04-885 (P2)
do SUT pastagem; e 0 grupo 11 apenas por estirpes do
SUT - sistema agroflorestal, UFLA04-903 (Al),
UFLA04-917 (A1), UFLA04-918 (A1), UFLA04-924 (A1)
e UFLA04-926 (Al). O grupo 6 foi formado pelas estirpes
UFLAOQ4-958 (Al), UFLA04-1272 (P3) e pela estirpe de
referéncia SEMIA 5019/BR 29 Bradyrhizobium elkanii,
recomendada como inoculante para a soja. Os demais
grupos foram formados por estirpes de diferentes SUT.

Considerando-se que existem apenas trés espécies
de Bradyrhizobium descritas até o momento,
B. japonicum, B. elkanii e B. liaoningense, e que Vé-
rios grupos fenotipicos ndo se agruparam com estirpes
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tipo ou referéncia das duas primeiras espécies, nem
apresentaram a caracteristica cultural da terceira (cres-
cimento muito lento), existe uma grande possibilidade
de existéncia de novas espécies no grupo de estirpes
estudadas. Resultados semelhantes foram encontrados
por Motta (2002), que concluiu que estirpes de
Bradyrhizobium, isoladas de area minerada de bauxita
reabilitada, apresentam alta diversidade fenotipica e
podem também representar novas espécies do género.

Moreira et al. (1993) verificaram, mediante analise
de proteina total por SDS-PAGE, que a maior parte das
estirpes isoladas de espécies florestais da Amazonia e
da Mata Atléntica pertencia ao género
Bradyrhizobium, e que havia grande diversidade den-
tro desse género.

Dupuy et al. (1994) encontraram alta diversidade em
estudo com 84 estirpes de Bradyrhizobium, isoladas
de Acacia albida do Senegal, por meio da analise de
proteina total SDS-PAGE, para determinar a posi¢do
taxondmica desses organismos e a relacdo entre estir-
pes obtidas na superficie e em profundidade no solo.
A maioria das estirpes foi distribuida em 8 grupos
eletroforéticos, que continham estirpes representativas
de B. japonicum, B. elkanii e Bradyrhizobium sp.

Tabela 4. Grupos de proteina total celular, obtidos por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de estirpes
de Bradyrhizobium isoladas de diferentes sistemas de uso
da terra na Amazonia: monoculturas de feijdo (M1), mandioca
(M2) e arroz (M3), capoeiras (C1, C2 e C3), pastagens (P1, P2
e P3), florestas (F1 e F2) e sistemas agroflorestais (Al e A2).

Grupo Estirpes

Gl UFLAO04-151(MI) e UFLA04-230 (M2)
G2 UFLA04-337 (C1) e UFLA04-355 (C1)
G3  UFLA04-212 (M2), UFLA04-824 (P2), UFLA04-957 (A1),
UFLA04-1018 (A2) e UFLA04-1019 (A2)
G4 UFLA04-304 (C1), UFLA04-821 (P2) e UFLA04-1001(A2)
G5  UFLA04-640 (F1) e UFLA04-1309 (C3)
G6  UFLA04-958 (A1), UFLA04-1272 (P3) SEMIA 5019 /BR29;
G7  UFLA04-204 (M2), UFLA04-417 (C2), UFLA04-559 (P1),
UFLA04-225 (M2), UFLA04-314 (C1) e UFLA04-338 (C1)
G8  UFLA04-401 (C2), UFLA04-546 (P1) ¢ UFLA04-8113 (P2)
G9  UFLA04-849 (P2) e UFLA04-885 (P2)
G10  UFLA04-820 (P2) e UFLA04-1020 (A2)
GI1  UFLA04-903 (A1), UFLA04-917 (A1), UFLA04-918 (A1),
UFLA04-924 (A1) e UFLA04-926 (A1)
Separadas INPA03-11B (1), UFLA03-84 (2), ATCC 103247 (3),
UFLA04-110 (M1) (4), UFLA04-028 (M2) (5), UFLA04-214
(M2) (6), UFLA04-321(C1) (7), UFLA04-339(C1) (8),
UFLA04-850 (P2) (9), UFLA04-8118 (P2) (10) e
UFLA04-1332 (C3) (11).
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As médias de numero e matéria seca de nédulos (NN
e NSM), de matéria seca da parte aérea (MSPA),
eficiéncia relativa (ER) e acimulo de N na parte aérea
(ANPA) encontram-se na Tabela 5. Néo foi verificada
a presenca de nédulos nas testemunhas com nitrogénio
e sem nitrogénio. As estirpes que tiveram maior nime-
ro de nddulos foram: UFLA04-0230, UFLA04-0640,
UFLAO04-0204, UFLA04-0401, UFLAO04-0917,
UFLAOQ04-1272, UFLA04-1332, UFLAO04-1309,
UFLA04-0885, UFLA04-0559, UFLA04-0546,
UFLAO04-1020, UFLAO04-1417, UFLA04-0314,
UFLAO04-1001, com as estirpes referéncia INPA03-11B,
UFLAO03-170 e UFLA03-84. Todas aquelas estudadas
aumentaram o crescimento das plantas em relagdo ao
controle (testemunha sem nitrogénio e sem inoculag&o).
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As estirpes que induziram a maior producdo de matéria
seca da parte aérea encontram-se na Tabela 5. Essas
apresentaram MSPA semelhantes as das referéncias
UFLAO03-84 e INPA03-11B, recomendadas para caupi
(Magalh&es, 1986; Lacerda et al., 2004), e podem re-
presentar potenciais estirpes inoculantes.

As estirpes, UFLA04-0110, UFLA04-1309, UFLA04-0885,
UFLAO04-0559, UFLAO04-0546, UFLA04-0321,
UFLA04-1020, UFLAO04-1417, UFLAOQ4-0314,
UFLAO04-1001 e as estirpes de referéncia INPA03-11B,
UFLAO03-170 e UFLAO03-84 tiveram eficiéncia relativa
similar & da testemunha que recebeu nitrogénio (210 mg
de N por vaso). As estirpes: UFLA04-1020, UFLAO4-
1417, UFLA04-0314, UFLA04-1001 e a estirpe de re-
feréncia UFLA03-84 induziram ao acimulo de nitrogé-
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}G3

+ G4

+ G5
| | }G6
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. F 69
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|
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Figura 1. Dendrograma de similaridade, construido com base no perfil protéico total (SDS-PAGE) das estirpes estudadas e das

estirpes tipo e de referéncia.
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nio na parte aérea (ANPA) superior a da testemunha
nitrogenada (210 mg de N por vaso). Uma dessas estir-
pes, a UFLA04-1417, foi isolada da dilui¢do 5 e, por-
tanto, ocorria em numeros elevados no SUT de onde foi
isolada (floresta). Houve correlagdo significativa a 1%
entre MSPA e MSN (r = 0,56) e entre MSN e
ANPA (r = 0,48).

Todas as estirpes proporcionaram valores de NN,
MSN, MSPA, ER e ANPA superiores aos apresenta-
dos pela estirpe BR2001/SEMIA 6145 recomendada pela
Relare (2004) até 2004. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros trabalhos (Martins et al., 1997;
Pereira, 2000; Motta, 2002; Lacerda et al., 2004), que

A.S.Limaetal.

indicaram a baixa eficiéncia da BR2001/SEMIA 6145
e melhor eficiéncia simbidtica de outras estirpes de
rizébio.

Os grupos eletroforéticos obtidos possuiam estirpes
com eficiéncia variada e oriundas de diferentes SUT,
ou seja, ndo houve relagdo entre os agrupamentos
fenotipicos e simbidticos. Isto pode ser explicado pelo
fato de que as proteinas totais representam a expressao
de todo o genoma funcional bacteriano, enquanto a efici-
éncia esta relacionada a alguns genes especificos.
A ocorréncia de estirpes diversas e comuns, em diferentes
SUT, indica tanto um alto nivel de dispersdo, como um
certo endemismo nesse grupo de bactérias na Amazonia.
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Figura 2. Perfis de proteina celular total, de estirpes isoladas de solos da Amaz6nia, sob diferentes sistemas de uso da terra, e
das estirpes tipo e de referéncia obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A: area utilizada de 13 bandas;

PM: padréo de peso molecular LMWM.
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Tabela 5. Nimero (NN) e matéria seca de nodulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia relativa (ER) e acimulo
de nitrogénio na parte aérea (ANPA) em caupi com inoculacéo de rizébio, com N mineral e sem N mineral, cultivado em vasos

de Leonard®.,

Formas de N SUT® NN MSN (g) MSPA (g) ER (%) ANPA (g planta™)
Sem N - Oc 0,00d 0,49¢ 4,08¢c 0,020d
BR2001 R 282b 0,50c 3,74b 31,17b 0,119¢
UFLA04-0230 M2 514a 0,66¢ 5,64b 47,00b 0,119¢
UFLA04-0926 Al 438b 0,62¢ 5,38b 44,83b 1,152¢
UFLA04-0151 Ml 310b 0,75¢ 5,17b 43,08b 0,155¢
UFLA04-0640 Fl 674a 0,69¢ 5,71b 47,58b 0,166¢
UFLA04-0204 M2 663a 0,93¢ 8,36b 69,67b 0,178¢
UFLA04-0401 2 682a 1,26b 7,30b 60,83b 0,188¢c
UFLA04-0917 Al 693a 1,46a 5,50b 45,83b 0,189¢
UFLA04-1521 M3 369b 0,61c 6,41b 53,42b 0,202¢
UFLA04-1413 F2 331b 1,03b 6,10b 50,83b 0,221c
UFLA04-0849 P2 452b 1,15b 8,36b 69,67b 0,253¢
UFLA04-1272 P3 597a 0,86¢ 8,94b 74,50b 0,267¢
UFLA04-1332 C3 526a 0,74c 8,35b 69,58b 0,276¢
INPAO3-11B R 753a 1,63a 9,97a 83,082 0,206¢
UFLA04-0110 M1 378b 0,82¢ 10,48a 87,33a 0,293b
UFLA04-1309 C3 709a 0,67¢ 10,44a 87,00a 0,299b
UFLA03-170 R 607a 1,26b 13,00a 108,33a 0,311b
UFLA04-0885 P2 580a 1,48a 10,74a 89,50a 0,317b
UFLA04-0559 Pl 801a 1,29b 10,952 91,25a 0,359b
UFLA04-0546 Pl 596a 1,83a 11,49a 95,75a 0,370b
Com N - Oc od 12,00a 100,00a 0,377b
UFLA04-0321 Cl1 468b 1,54a 12,15a 101,25a 0,378b
UFLA04-1020 A2 707a 1,05b 10,01a 83,42a 0,409a
UFLA04-1417 F2 516a 1,61a 13,43a 111,92a 0,444a
UFLA04-0314 Cl 725a 1,05b 12,17a 101,42a 0,475a
UFLA03-84 R 871a 1,16b 13,06a 108,25a 0,490a
UFLA04-1001 A2 552a 1,40a 14,192 118,25a 0,497a

(MMédias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. @Sistemas de uso da terra (SUT)
na Amazdnia: monoculturas de feijdo (M1), mandioca (M2) e arroz (M3), capoeiras (C1, C2 e C3), pastagens (P1, P2 e P3), florestas (F1 e F2) e

sistemas agroflorestais (Al e A2); R: estirpes referéncia.

Conclusoes

1. As 46 estirpes avaliadas apresentam alta diversi-
dade fenotipica (SDS-PAGE), e distribuem-se em
11 grupos com similaridade superior a 80%, dos quais
apenas um grupo contém a estirpe referéncia de
B. elkanii: BR29, recomendada como inoculante para
a soja.

2. N&o ha relagdo entre os agrupamentos fenotipicos
baseados nos padrdes protéicos e na eficiéncia
simbidtica, assim como, entre esses agrupamentos e 0s
sistemas de uso da terra de origem das estirpes.

3. As populagdes nativas sdo constituidas por es-
tirpes com eficiéncia varidvel, das quais algumas
podem ser recomendadas para testes de eficiéncia
agronémica.
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