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RESUMO

Os solos brasileiros, em geral, apresentam uma populacdo abundante de
rizébios capazes de nodular e fixar N, em simbiose com o feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.); contudo, a diversidade dessas bactérias ainda é pouco conhecida.
Este estudo teve por objetivo conhecer a biodiversidade de microssimbiontes do
feijoeiro em Santa Catarina e, para isso, foram obtidos 117 isolados de nédulos de
plantas coletadas em campo, em 23 areas do extremo oeste, do meio oeste e do
planalto sul catarinense. Com base nos atributos morfofisiolégicos, os isolados
foram classificados em nove grupos. Pela analise dos perfis de DNA apés a
amplificaciao (PCR) com o “primer” BOX, que codifica regides conservadas e
repetidas do genoma, 107 perfis distintos foram agrupados em um nivel final de
similaridade de apenas 26,9 %. Os perfis obtidos pela amplificacio do gene 16S
ribossomico - referéncia na taxonomia atual de procariotos — seguida pela digestio
com trés enzimas de restricio (técnica de RFLP-PCR), resultaram em seis
agrupamentos principais e cinco bactérias isoladas. As populac¢des consistiram de
17,1 % de Rhizobium tropici, 35,9 % de R. etli, 32,5 % de R. leguminosarum,1,7 % de
R. giardinii e 12,8 % com perfis distintos das espécies descritas de rizébios de
feijoeiro. R. tropici predominou em solos acidos do meio oeste e do planalto sul, R.
leguminosarum nio foi detectado no extremo oeste e R. etli ocorreu nas trés regioes,
essas duas ultimas espécies em solos menos acidos. Os resultados enfatizam a
diversidade genética elevada de rizdbios, inter e intra-especifica, nos solos
catarinenses, inclusive com a indicacido de novas espécies.

Termos para indexaciao: biodiversidade, fixacdo biolégica do N,, Phaseolus
vulgaris, Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium tropici.
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SUMMARY: ASSESSMENT OF BIODIVERSITY IN RHIZOBIA SYMBIONTS
OF COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.) INSANTA CATARINA,
BRAZIL

Brazilian soils usually present a great number of populations of rhizobial bacteria
capable of nodulating and fixing N, in symbiosis with common bean (Phaseolus vulgaris
L.), but the diversity of these bacteria is still poorly known. This study aimed to assess the
biodiversity of micro-symbionts of common bean in the state of Santa Catarina in southern
Brazil. One-hundred and seventeen isolates were obtained from field-grown plants in 23
areas of the far west, midwest and southern plateau of Santa Catarina. Based on morpho-
physiological properties, the isolates were classified in nine groups. The DNA analysis by
BOX-PCR, with the amplification of conserved and repetitive genome regions, detected 107
different profiles joined at a final similarity level of only 26.9 %, i.e., a high level of genetic
diversity. The profiles obtained by the amplification of the 16S rRNA gene, followed by the
digestion with three restriction enzymes (RFLP-PCR technique) defined six main groups
and five isolated bacteria. The population consisted of 17.1 % Rhizobium tropici, 35.9 % R.
etli, 32.5 % R. leguminosarum, 1.7 % R. giardinii and 12.8 % yet undocumented profiles of
the common bean rhizobial species. R. tropici predominated in the acid soils of the midwest
and southern plateau, R. leguminosarum was not detected in the far west and R. etli
occurred in all three regions, while the last two species predominated in less acid soils. The
results demonstrate the high inter- and intra-specific rhizobial diversity in the soils of
Santa Catarina, besides indicating new species.

Index terms: biodiversity, biological nitrogen fixation, Phaseolus vulgaris, Rhizobium etli,

Rhizobium leguminosarum, Rhizobium tropici.

INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L..) é cultivado em
todo o territério nacional, particularmente por sua
importancia nutricional, como fonte de minerais e
proteinas para a populacio brasileira (Vieira & Rava,
2000). O Brasil é o maior produtor e consumidor
mundial de feijao comum e 67 % dos graos provém de
estabelecimentos com base em agricultura familiar
(INCRA/FAO, 2000; Vieira & Rava, 2000). Em Santa
Catarina, responsavel por 4,5 % da producéo nacional
em 2006, a agricultura familiar representa 90,5 %
dos estabelecimentos, que ocupam 60 % da area
agricola e respondem por 71,3 % do valor bruto da
producao agropecuaria estadual (FETAESC, 2006).

Considera-se que o feijoeiro foi domesticado
separadamente em dois centros distintos de
diversidade genética, de modo que os alelos estédo
distribuidos em dois grupos: o mesoamericano, ou
grupo do norte (do México a regido norte da América
do Sul —México, América Central, Colombia, norte do
Peru) e o andino, ou grupo do sul (do sul do Peru ao
norte da Argentina — Equador, Bolivia, Peru,
Argentina) (Debouck, 1986; Gepts & Debouck, 1991).
No Brasil, ndo sao encontrados ancestrais selvagens
do feijoeiro (Debouck, 1986), mas essa leguminosa vem
sendo cultivada no Pais desde tempos pré-historicos
(Freitas, 2006).

Um atributo importante do feijoeiro é a sua
capacidade de se associar simbioticamente com
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bactérias denominadas, coletivamente, rizébios,
formando estruturas tipicas, os nédulos, onde ocorre
o processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico
(Ng). Inicialmente, a simbiose com o feijoeiro era
considerada bastante restrita, sendo relatado que
ocorreria apenas com um grupo de bactérias
classificadas, em 1932, como Rhizobium phaseoli (Fred
et al., 1932) e reclassificadas como Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli em 1984 (Jordan, 1984).
Contudo, o avanco nas metodologias de biologia
molecular e a coleta de rizébios em varios locais do
mundo indicaram que essa leguminosa pode ser
bastante promiscua em suas associac¢oes simbidticas
(Hernandez-Lucas et al., 1995; Michiels et al., 1998),
resultando na descri¢ao de quatro novas espécies: R.
tropici (Martinez-Romero et al., 1991), R. etli bv.
phaseoli (Segovia et al., 1993), R. gallicum (bv.
gallicum e bv. phaseoli) e R. giardinii (bv. giardinii e
bv. phaseoli) (Amarger et al., 1997). Além disso, outros
géneros e espécies foram isolados de nédulos de
feijoeiro: Bradyrhizobium sp. (Hungria et al., 1993),
Rhizobium sp. OR 191 (Eardly et al., 1985), R.
mongolense (van Berkum et al., 1998), Sinorhizobium
fredii (Straliotto et al., 1999; Grange & Hungria,
2004), Sinorhizobium sp., Mesorhizobium plurifarium,
além de outros isolados que podem representar novas
espécies (Grange & Hungria, 2004). Finalmente,
outras espécies de rizébios sio capazes de nodular o
feijoeiro em condigdes de laboratério, mas ainda néao
foram isoladas desse hospedeiro em condic¢ées de campo
(Michiels et al., 1998).
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Apesar dos avancos nas metodologias para a
avaliacao da biodiversidade, ainda pouco se conhece
sobre as bactérias simbidticas fixadoras de Ny nos
ecossistemas brasileiros, e um exemplo relevante é o
dos microssimbiontes do feijoeiro. Nesse contexto, este
trabalho visou determinar a diversidade de rizébios
isolados de plantas de feijoeiro coletadas em campo
nas principais regites produtoras de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Estirpes utilizadas como referéncia

Como referéncia, foram incluidas as estirpes-tipo
das espécies de rizdbios ja descritas, capazes de nodular
o feijoeiro: Rhizobium tropicitipo A CFN 299 (= USDA
9039, = LMG 9517), R. tropici tipo B CIAT 8997
(= UMR 1899, = USDA 9030, = TAL 1797, HAMBI
1163, = SEMIA 4077, = ATCC 49672), R. etli CFN
42T (= USDA 9032), recebidas do Centro de Ciéncias
Genomicas, Cuernavaca, México; R. giardinii bv.
giardinii H1527, R. gallicum bv. gallicum R602T,
fornecidas pelo INRA, Dijon, France; R. leguminosarum
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bv. phaseoli USDA 2671, proveniente do USDA,
Beltsville, EUA; foi incluida, também, a estirpe PRF
81 (= SEMIA 4080) de R. tropici, da colecdo de
bactérias diazotroéficas da Embrapa Soja, utilizada em
noculantes comerciais no Brasil.

Isolamento e caracterizacdo morfofisiologica
dos isolados

Foram coletadas, ao acaso, amostras de solo (ca-
mada de 0-10 cm) e de nédulos de raizes de feijoeiro,
em 33 4areas representativas do estado de Santa
Catarina, localizadas no extremo oeste, meio oeste e no
planalto sul. O ntimero de amostras de solo e de plan-
tas coletadas variou de acordo com o tamanho da pro-
priedade, com, no minimo, dez subamostras por local
para compor uma amostra. Apds oisolamento, foram
obtidos rizébios vidaveis em 23 das 33 4reas, indicadas
na figura 1, totalizando 117 isolados que foram objeto
deste estudo. As caracteristicas de zoneamento cli-
matico dessas areas sdo apresentadas no quadro 1. Os
solos foram classificados conforme o mapa de solos de
Santa Catarina (Embrapa, 2006), enquanto as proprie-
dades quimicas foram determinadas segundo Tedesco
et al. (1995), podendo ser visualizadas no quadro 2.

Oceano
., Atlantico

Figura 1. Localizacio das regides em que foram obtidos rizébios viaveis dos nédulos de feijoeiro (1, 2, 3 e 4)
no Estado de Santa Catarina: Regido 1, Extremo Oeste (Chapecd); Regiao 2, Extremo Oeste (Concoérdia);
Regiao 3, Meio Oeste; Regiao 4, Planalto Sul; Regido 5, Planalto Norte; Regido 6, Nordeste; Regido 7, Vale
do Itajai; Regiao 8, Grande Floriandpolis; Regido 9, Sul.

Quadro 1. Localizacéo e dados climaticos dos locais de coleta dos rizébios em Santa Catarina®

Temperatura média Média da
Regiao Latitude Longitude Altitude
Minima Maxima precipitacido mensal
°C— mm
Extremo Oeste: Chapecé® 27°05’26”S  52°38°02"W 679 8,1 32,0 181,6
Extremo Oeste: Concérdia®  27°18°47"S  51°59'32"W 585 7,2 32,5 142,8
Meio Oeste: Campos Novos”  27°23°00”S  51°12'56”W 964 5,5 29,3 196,1
Planalto Sul: Lagese 27°48°27°S  50°19°44”W 937 5,4 29,6 168,8

(M Dados fornecidos pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A. @ Areas correspondentes:
Guatambu, Palmitos, Planaltina e Pinhalzinho. ¥ Areas correspondentes: Peritiba e Ouro. ¥ Areas correspondentes: Ouro, Cam-
pos Novos, Brunépolis e Curitibanos.  Areas correspondentes: Lages, Painel, Urupema, Sdo Joaquim, Séo José do Cerrito e

Palmeira.
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Quadro 2. Classificacio e propriedades quimicas dos solos do Estado de Santa Catarina de onde foram
coletados os rizébios microssimbiontes do feijoeiro

o o pH
Localizacéo Cl"";zlz‘ocl"’("‘?ao ———————— ca® Mg® AIY Na® K® pe N® % MO
H:0 KCl1

Extremo Oeste

Chapecé

1. Guatambu Latossolo Vermelho 7,02 6,47 14,34 2,81 0,30 18,00 244,00 288,53 8,00 3,61
distroférrico

2. Caxambu do Sul ~ Nitossolo Vermelho 5,03 4,36 5,28 0,53 0,50 12,00 335,50 69,86 10,00 3,48
eutrofico

3. Palmitos Nitossolo Vermelho 6,53 5,65 15,30 5,57 0,10 21,50 878,50 1.152,52 14,00 5,560
eutroéfico

4. Planaltina Nitossolo Vermelho 5,29 4,64 10,80 3,05 0,40 18,00 180,00 20,16 16,00 4,40
eutrdéfico

5. Pinhalzinho Latossolo Vermelho 5,25 4,56 6,00 1,78 0,20 16,00 392,50 33,65 10,00 3,22
distroférrico

Concérdia

6. Peritiba Nitossolo Vermelho 5,59 4,70 12,24 2,61 0,35 11,50 603,00 82,86 16,00 3,36
eutréfico

Meio Oeste: Campos Novos

7. Ouro Nitossolo Vermelho 5,89 5,87 8,10 3,26 0,20 24,50 345,50 82,29 12,00 3,16
eutréfico

8. Campos Novos Latossolo Vermelho 5,83 5,10 9,66 5,04 0,25 15,00 415,50 105,65 15,00 4,62

(Plantio direto) distroférrico

9. Brundépolis Latossolo Bruno 4,41 3,79 3,48 0,89 2,73 9,00 182,00 29,46 11,00 3,32
distréfico

10. Curitibanos Latossolo Bruno 5,49 4,56 3,90 1,07 0,45 4,50 42,00 87,56 8,00 2,83

(sentido distréfico

Brundpolis)

Planalto Sul: Lages

11. (Estagéo de Cambissolo humico 6,52 5,88 9,54 3,38 0,20 6,00 44,50 656,24 11,00 7,11

Aquicultura) Lages textura média

12. Painel Latossolo Bruno 4,35 3,91 2,64 0,15 1,93 13,00 150,00 88,96 14,00 9,10
distréfico

13. (Cedro) Latossolo Bruno 5,42 4,98 8,88 4,18 0,40 12,00 220,50 108,16 28,00 11,03

Urupema distréfico

14. Urupema Latossolo Bruno 5,56 4,76 14,40 3,59 0,30 26,00 93,50 127,41 20,00 7,54
distréfico

15. Sao José do Nitossolo Vermelho 5,98 5,51 6,48 3,85 0,15 11,00 121,00 24,24 25,00 8,72

Cerrito distréfico

16. (Sto Antonio Nitossolo Vermelho 6,06 5,21 12,06 4,74 0,30 17,00 505,50 217,89 14,00 7,49

dos Pinhos) Sao distréfico

José do Cerrito

17. (Toca da Onga) Nitossolo Vermelho 5,94 5,27 10,80 3,38 0,30 21,50 927,50 332,69 21,00 5,47

Séo José do Cerrito  distréfico

18. (Guaiabeira ) Nitossolo Vermelho 5,14 4,57 7,38 3,35 0,40 15,00 451,00 25,82 21,00 5,65

Séo José do Cerrito  distréfico

19. (Salto Rio Latossolo Bruno 5,17 4,50 5,10 2,61 0,45 15,50 310,50 35,566 20,00 5,39

Caveiras) Lages distréfico

20. (Urupema) Cambissolo humico 5,25 4,53 8,16 3,73 0,99 24,00 290,50 837,46 46,00 6,51

1.600 m altitude aluminico

21. (Cadeados) Cambissolo htmico 5,40 3,79 4,20 1,16 511 11,50 294,50 131,19 20,00 5,31

Lages aluminico

22. (Bela Vista) Cambissolo humico 6,17 5,44 11,82 6,46 0,20 35,50 162,00 59,78 23,00 5,87

Lages aluminico

23. (Cerro Alto) Cambissolo humico 5,15 4,54 5,16 4,50 0,35 18,00 286,50 439,74 22,00 5,05

Palmeira aluminico

M Teores de Ca, Mg e Al no solo (cmol, dm™®). @ Teores de Na, K, P e N no solo (mg dm™).
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No laboratoério, dez nédulos de pelo menos dez
plantas, coletadas em cada local, foram retirados ao
acaso, procedendo-se ao isolamento e obtencao de
culturas puras de bactérias em meio YMA (Vincent,
1970), modificado para 5 g Li'! de manitol. As estirpes
foram caracterizadas quanto a producao de muco,
transparéncia, cor, tamanho, borda, elevacao e
crescimento, aos trés e cinco dias de crescimento
(Vincent, 1970). Também foi observada, a partir do
quinto dia de crescimento, a acidifica¢do ou
alcaliniza¢do do meio YMA modificado que continha o
indicador de pH azul de bromotimol (Vincent, 1970).
Os isolados obtidos foram mantidos em meio YMA
modificado inclinado, a 4 °C, e armazenados em YM
com 25 % de glicerol, a -80 °C.

Caracterizacdo genética dos isolados

Amplificacao do DNA por rep-PCR (BOX)

Inicialmente, o DNA das bactérias foi extraido
conforme descrito por Kaschuk et al. (2006), e as
amostras foram armazenadas a -20 °C. A seguir, o
DNA das bactérias foi submetido a amplificacio pela
técnica de PCR (“polymerase chain reaction®),
utilizando o “primer” BOX A1R (Invitrogen™), que
amplifica regies conservadas e repetitivas do DNA
cromossOmico, em geral, no espaco intergénico,
metodologia conhecida como rep-PCR. As condic¢oes
de amplificacdo foram descritas por Kaschuk et al.
(2006). Os produtos da amplificacdo foram submetidos
a eletroforese em géis de agarose de 20 X 25 c¢cm, por
6 h, a 120V, utilizando como peso molecular o
marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen™). Os
géis foram corados com brometo de etideo e fotografados
sob radiacao UV.

RFLP-PCR da regiio do 16S RNAr

O DNA das bactérias também foi submetido a
amplificacdo com os “primers” fD1 e rD1, conforme
descrito por Menna et al. (2006); esses “primers”
amplificam a regido do DNA que codifica para o gene
ribossomal 16S. A seguir, o produto da amplificacao
foi submetido a andalise de polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricio do DNA
(RFLP, “restriction fragment length polymorphism”),
pela digestdo, separadamente, com trés enzimas de
restricdo: Hhal (5° - GCG/C - 3’; 3’ - C/GC - 5°), Hpall
(5"-C/ICGG-3;3-GGC/C-5)e Rsal (5- GT/AC - 3
3’- CA/TG - 5") (Invitrogen™). Os produtos obtidos
da digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal
em gel com 3 % de agarose, a 120 V, por 4 h, tendo
como padrio o peso molecular de 100 pb (Invitrogen™).
Os géis obtidos foram corados com brometo de etideo e
fotografados sob radiagédo UV.

Analise da diversidade genética

As bandas resultantes das analises do DNA por
rep-PCR e RFLP-PCR foram analisadas pelo programa
Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica,
versdo 1.50), utilizando o algoritmo UPGMA
(“unweighted pair-group method with arithmetic

1111

mean”) e o coeficiente de Jaccard, conforme descrito
anteriormente por Germano et al. (2006). Nas andlises
por rep-PCR e RFLP-PCR, a tolerancia das bandas
foi estabelecida em 2 e 3 %, respectivamente, no
programa Bionumerics, de acordo com estudos
realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa
(Germano et al., 2006; Grange et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de o Brasil néo ser centro de diversidade
genética do feijoeiro, algumas evidéncias arqueolbgicas
indicam que a leguminosa é cultivada no Pais desde
os tempos pré-histéricos. Pouco se conhece, porém,
sobre o cultivo do feijoeiro no periodo anterior a 1.500,
em razdo da quebra nas tradi¢oes orais nativas, apos
a colonizacao do Brasil pelos europeus (Prous, 1997;
FUNAI, 2006). Nesse contexto, informacoes sobre as
estruturas das populacgoes de rizébios, bem como sobre
a co-evolucdo dos microssimbiontes com as plantas
hospedeiras sdo importantes porque podem contribuir
nao s6 para delinear estratégias visando a maximizar o
processo de fixacdo bioldgica do Ny, como também para
obter informacoes sobre a evoluc¢io da simbiose em
solos brasileiros (Grange et al., 2007) e, nesse contexto,
este estudo teve por objetivo avaliar a biodiversidade
dos microssimbiontes no feijoeiro no Estado de Santa
Catarina.

Das 33 4areas avaliadas neste estudo, nao foram
obtidos isolados vidveis em dez delas: trés do extremo
oeste, trés do meio oeste e seis do planalto sul. Os solos
dessas areas apresentavam atributos quimicos
semelhantes, exceto pelo N: em média, o contetdo de
N dos 23 solos de origem dos isolados foi de 17,61 =
8,15 mg dm de N no solo (Quadro 2), enquanto, nos
dez solos onde nao foram encontrados nédulos, foi de
331,20+ 176,23 mg dm™ de N no solo. Além disso, os
solos com alto teor de N também recebiam descarte
de residuos de suinos, podendo apresentar problemas
com metais pesados.

Para este estudo, foram obtidos 117 isolados das
23 areas amostradas, representando trés regides do
Estado de Santa Catarina (Quadros 2 e 3). Todos os
isolados apresentaram crescimento rapido, sendo
possivel realizar a caracteriza¢do morfofisiologica em
trés dias; 96,6 % dos isolados apresentaram reacao
acida em meio YMA (Quadro 4). Praticamente todos
os isolados apresentaram colonias com borda lisa e
elevacdo cupular e, aos trés dias, as colonias
apresentaram de 1,4 a 3,8 mm (dados ndo mostrados).
Além disso, 67,5 % dos isolados apresentaram colonias
de cor branca opaca e producdo moderada de muco
em meio YMA (Quadro 4). Asinformacgées sobre cada
isolado, individualmente, encontravam-se disponiveis
no enderego http://www.bmrc.Ince.br/ (piblico a partir
de 1/9/2008). Os atributos morfofisiologicos (Quadro 4)
nao foram relacionados com a distribuicéo geografica,
com as condig¢bes climaticas (Quadro 1), ou com as
propriedades quimicas do solo (Quadro 2).

R. Bras. Ci. Solo, 32:1107-1120, 2008
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Quadro 3. Numero de isolados e nivel de similaridade genética dentre os riz6bios microssimbiontes do
feijoeiro obtidos em cada local de Santa Catarina

Similaridade genética

Municini Numero de (%)
unteiplo isolados
rep-PCR RFLP-PCR
Regido 1 - Extremo Oeste
Chapecéd
1. Guatambu 3 39 69
2. Caxambu do Sul 2 40 100
3. Palmitos 1 - -
4. Planaltina 2 13 69
5. Pinhalzinho 2 94 100
Concoérdia
6. Peritiba 2 60 70
Total 12
Regido 2 - Meio Oeste (Campos Novos)
7. Ouro 1 - -
8. Campos Novos (plantio direto) 2 33 71
9. Brunépolis 5 41 100
10. Curitibanos (sentido Brundépolis) 5 39 43
Total 13
Regido 3 - Planalto Sul (Lages)
11. (Estacdo de Aquicultura) Lages 6 52 93
12. Painel 11 39 77
13. (Cedro) Urupema 1 - -
14. Urupema 10 39 93
15. Sao José do Cerrito 8 39 93
16. (Sto Antonio dos Pinhos) Sdo José do 36 93
Cerrito 7
17. (Toca da Onc¢a) Sdo José do Cerrito 9 52 70
18. (Guaiabeira) Sao José do Cerrito 6 49 80
19. (Salto Rio Caveiras) Lages 7 42 76
20. (Urupema) 1600 m altitude 6 50 76
21. (Cadeados) Lages 5 49 40
22. (Bela Vista) Lages 7 50 76
23. (Cerro Alto) Palmeira 9 48 93
Total 92
Total Geral 117

Quadro 4. Morfologia das colonias e reacéo fisiolégica de pH em meio YMA (Vincent, 1970) de rizébios
microssimbiontes de feijoeiro do Estado de Santa Catarina. Caracterizacio realizada aos trés dias de

crescimento
Cor Transparéncia Producao de muco Reacdo em meio YMA Numero de isolados

Abundante écida 7
Moderada Acida 79
Opaca Basica 2
Acida 14

Branca
Pouca Bésica 1
Neutra 1
Transltacida Abundante écida 1
Moderada Acida 9
Rosa Opaca Pouca Acida 3
Total 117

R. Bras. Ci. Solo, 32:1107-1120, 2008
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Quando o DNA dos 117 isolados foi amplificado e
analisado por rep-PCR com o “primer” BOX, constatou-
se um grau elevado de polimorfismo, de tal forma que
foram obtidos 107 perfis distintos (Figura 2). Na
andlise dos perfis de rep-PCR, utilizando o algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Jaccard e considerando o
nivel de similaridade genética de 70 % na andlise de
agrupamento, estabelecido em estudos anteriores
(Grange & Hungria, 2004; Kaschuk et al., 2006),
foram formados 24 grupos e 23 % dos isolados nio
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foram inseridos em nenhum agrupamento (Figura 2).
Apenas cinco grupos, IV, V, X, XIV e XIV, uniram
bactérias com perfis idénticos e, em cada grupo, houve
casos de isolados semelhantes provenientes da mesma
area, por exemplo, osisolados 111,113, 115e 110, no
grupo IV, provenientes de Cerro Alto, Palmeira, ou os
isolados 75 e 74, da localidade de Toca da Onca, no
grupo XIV. Contudo, perfis idénticos também foram
constatados em areas distintas, por exemplo, no grupo
V (os pares de isolados 118 e 96; 95 e 87) e no grupo
XVI (isolados 63, 46 e 56) (Figura 2).

28 Estagéo de Aquicultura (22)

62 Sto Antonio dos Pinhos (16)

94 Urupema 1600m (20)

61 Séo José do Cerrito (15) Grupo |
104 Bela Vista (22)

68 Sto Antonio dos Pinhos (16)

32 Painel (12)

99 Cadeados (21)

44 Urupema (14) } Grupo Il
64 Sto Antonio dos Pinhos (16)

USDA 2671 izobit i umbv.

R602 Rhizobium gallicum bv. gallicum Grupo Il
116 Cerro Alto (23) }

93 Urupema 1600m (20)

25 Curitibanos (10)

111 Cerro Alto (23)

13 Cerro Alto (23) Grupo IV
15 Cerro Alto (23)

110 Cerro Alto (23)

118 Cerro Alto (23)

96 Urupema 1600m (20)

58 Sé&o José do Cerrito (15) Grupo V
95 Urupema 1600m (20)

87 Salto do Rio Caveiras (19)

90 Salto do Rio Caveiras (19)

21 Curitibanos (10)

91 Urupema 1600m (20) } Grupo VI
01 Guatambu (1)

92 Urupema 1600m (20)

60 Séo José do Cerrito (15) } Grupo VII
77 Toca da Onga (17)

12 Peritiba (6)

22 Curitibanos (10)

18 Brunépolis (9)

CFN 299  Rhizobium tropici A

19 Bn.lmépolis 9) } Grupo VIII
35 Painel (12)

59 S&o José do Cerrito (15)

15 Campos Novos (8) } Grupo IX
23 Curitibanos (10)

65 Sto Antonio dos Pinhos (16)

H 152 Rhizobium giardiniibv. giardinii

06 Palmitos (3)

108 Bela Vista (22)

107 Bela Vista (22) } Grupo X
71 Toca da Onga (17)

82 Guaiabeira (18)

54 Sao José do Cerrito (15)

70 Toca da Onga (17)

10 Pinhalzinho (5) } Grupo XI
09 Pinhalzinho (5)

17 Cerro Alto (23)

66 Sto Antonio dos Pinhos (16)

86 Salto do Rio Caveiras (19) } Grupo XII
02 Guatambu (1)

30 Estagé&o de Aquicultura (11)

03 Guatambu (1) } Grupo XIlI
05 Caxambu do Sul (2)

51 Urupema (14)
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I 102 Bela Vista (22)
1 103 Bela Vista (22)
o T Bela Vista (22)
| || Toca da Onga (17)
R Toca da Onga (17) Grupo XIV
Wi s Guaiabeira (18)
” | | | 55 Sé&o José do Cerrito (15)
" | " 50 Urupema (14)
I | 69 Toca da Onga (17)
I | | 76 Toca da Onga (17)
AL 4 Urupema (14) } Grupo XV
| | a8 Urupema (14)
72 Toca da Onga (17)
63 Sto Antonio dos Pinhos (16)
46 Urupema (14)
56 Séo José do Cerrito (15)
53 Urupema (14)
26 Estagéo de Aquicultura (11)
29 Estagéo de Aquicultura (11) } Grupo XVI
31 Estagéo de Aquicultura (11)
43 Cedro (13)
13 Ouro (7)
08 Planaltina (4)
04 Caxambu do Sul (2)
27 Estagéo de Aquicultura (11) -)
14 Cerro Alto (23)
52 Urupema (14)
12 Cerro Alto (23) } Grupo XVII
89 Salto do Rio Caveiras (19)
105 Bela Vista (22)
1 Peritiba (6) } Grupo XVl
67 Sto Antonio dos Pinhos (16)
73 Toca da Onga (17) } Grupo XIX
85 Salto do Rio Caveiras (19)
88 Salto do Rio Caveiras (19)
34 Painel (12)
36 Painel (12) Grupo XX
100 Cadeados (21)
80 Guaiabeira (18) } Grupo XXI
101 Cadeados (21)
79 Guaiabeira (18) } Grupo XXII
81 Guaiabeira (18)
38 Painel (12) }
42 Painel (12) Grupo XXIII
39 Painel (12)
33 Painel (12)
37 Painel (12)
24 Curitibanos (10)
17 Brunépolis (9)
83 Guaiabeira (18)
84 Salto do Rio Caveiras (19)
41 Painel (12)
PRF 81 Rhizobium tropici
CFN 42 Rhizobium etli
40 Painel (12)
CIAT 899  Rhizobium tropici B
98 Cadeados (21)
97 Cadeados (21)
14 Campos Novos (8)
16 Brundpolis (9) } Grupo XXIV
20 Brunépolis (9)
57 Sao José do Cerrito (15)
45 Urupema (14)
47 Urupema (14)
07 Planaltina (4)

Figura 2. Dendrograma obtido pela analise dos perfis de DNA de 117 simbiontes do feijoeiro em solos de
Santa Catarina, ap6s a amplificacio por rep-PCR (BOX A1R). Foram utilizados o algoritmo UPGMA, o
coeficiente de Jaccard e a tolerancia de 2 % no programa Bionumerics.

Catorze agrupamentos reuniram isolados
provenientes exclusivamente da regido do planalto sul
de Santa Catarina: I, I1, 111, V, VII, X, XIV, XV, XVII,
XIX, XX, XXI, XXII e XXIII; além disso, em outros
trés grupos, os isolados dessa regido foram
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predominantes: IV, VIII e XVI (Figura 2). Em relacdo
a0 meio oeste catarinense, foram observados apenas
dois grupos, IX e XXIV, com isolados provenientes
exclusivamente dessa regido, e somente com dois
isolados por grupo. Além disso, seis dos 13 isolados
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dessa regido 2 foram geneticamente bastante distintos,
nio sendo posicionados em nenhum grupo. No
extremo oeste, somente em um grupo, XIII, os isolados
foram do mesmo local; além disso, somente dois
isolados (12 e 6) ndo foram posicionados em nenhum
grupo e os demais oito isolados foram dispersos em
seis grupos: VI, XI, XII, XIII, XVI e XVIII.
Finalmente, as estirpes utilizadas como referéncia
apresentaram perfis distintos dos isolados de Santa
Catarina e somente o isolado 116, de Cerro Alto,
Palmeira, foi posicionado no mesmo grupo IV com as
estirpes USDA 2671 de R. leguminosarum bv. phaseoli
eR602T de R. gallicumbv. gallicum (Figura 2). Desse
modo, ndao houve agrupamento claro dos isolados de
acordo com a regido de procedéncia.

A andlise de agrupamento também foi efetuada
considerando os perfis de rep-PCR de cada regido. Na
regido 1, extremo oeste, incluindo Chapecé e
Concérdia, os 12 isolados formaram agrupamentos em
um nivel de similaridade baixo, de apenas 24 %. A
regiao 2, meio oeste, agrupou 13 isolados com uma
similaridade de 31 % e, finalmente, a regido 3, planalto
sul, reuniu, com 34 % de similaridade, 92 isolados.
Finalmente, a andlise de agrupamento dos perfis de
rep-PCR também foi realizada em cada municipio que
contasse com mais de dois isolados. A maior
variabilidade na similaridade genética foi constatada
na regiao 1, variando de 94 % entre os dois isolados de
Pinhalzinho, a 13 %, entre os dois isolados de
Planaltina (Quadro 3). Na regido 2, a similaridade
variou de 33 a 41 % e, na regido 3, de 36 a 52 %
(Quadro 3). Nio foi constatada correlagéo significativa
entre os indices de similaridade genética (Quadro 3) e
os atributos quimicos do solo (Quadro 2), ou climaticos
(Quadro 1).

O polimorfismo de perfis de DNA obtidos por rep-
PCR tem mostrado grande aplicabilidade para a
identificacido de estirpes em varias espécies de
bactérias, inclusive nos rizébios (de Bruijn, 1992;
Grange & Hungria, 2004; Grange et al., 2007;
Kaschuk et al., 2006). E interessante destacar que a
diversidade genética dos isolados de Santa Catarina,
detectada por rep-PCR, foi bastante elevada, com o
agrupamento dos 117 isolados e as estirpes de
referéncia em um nivel de similaridade final bastante
baixo, de apenas 26,9 % (Figura 2). Essa diversidade
é semelhante a observada em um levantamento no
México, centro de diversidade genética do feijoeiro,
utilizando eletroforese de multilocos enzimAaticos
(Caballero-Mellado & Martinez-Romero, 1999).

Os 117 isolados também foram avaliados pela
técnica de RFLP-PCR da regido do DNA que codifica
o gene ribossomal 16S, digerido separadamente com
trés enzimas de restricdo. O dendrograma obtido com
os produtos de restricdo indicou diversidade genética
elevada entre os isolados, com 0 agrupamento em um
nivel de similaridade final de 31,2 % (Figura 3). O
grupo I incluiu dois isolados com 100 % de
similaridade, um de Urupema (planalto sul) e o outro
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de Campos Novos (meio oeste), que se uniram com a
estirpe tipo de R. giardinii bv. giardinii em um nivel
de similaridade de 94,4 %. O grupo II reuniu 19
1solados, 17 do planalto sul e dois da regido meio oeste,
com as estirpes de R. tropici PRF 81 e CIAT 8997
(tipo B). Ja oisolado 12, do extremo oeste, de Peritiba,
foi 0 tinico que agrupou com a estirpe CEN 299 de R.
tropici tipo A, com uma similaridade de 93,3 %,
formando o grupo III. Quatro isolados foram unidos
em um nivel final de similaridade de 94,4 %, no grupo
IV, com dois subgrupos, o primeiro com dois isolados
com semelhanca total, 106 e 107, ambos de Bela Vista,
Lages, e o segundo, com trés isolados de perfis
1dénticos, dois do extremo oeste e um do planalto sul
catarinense (Figura 3). Os grupos V e VI foram os
que reuniram maior numero de isolados (Figura 3).
No grupo V, 38 isolados foram reunidos, com 100 %
de similaridade, a R. leguminosarum bv. phaseoli
USDA 2671 e, também, com R. gallicumbv. gallicum
R602T, pois as trés enzimas ndo conseguiram
diferenciar essas duas espécies. Esse grupo reuniu
1solados das regides 2 e 3, mas nenhum do extremo
oeste. No grupo VI, 42 isolados provenientes das trés
regides catarinenses mostraram 100 % de
similaridade com a estirpe CFN 42T de R. etli bv.
phaseoli. No grupo VII, foram unidos, com 100 % de
similaridade, dois isolados de Pinhalzinho e um de
Palmitos, ambos na regido 1. Os isolados 97 e 98,
com perfis idénticos, constituiram o grupo VIII.
Finalmente, os isolados 23 e 24, de Curitibanos (regiao
2), e o isolado 99, de Cadeados (regido 3), ocuparam
posicoes isoladas (Figura 3).

Considerando as trés enzimas de restri¢do
utilizadas, nao foi possivel diferenciar, isoladamente,
as espécies de rizébios. Constatou-se, também, que,
embora R. tropici tipo A e tipo B sejam consideradas
uma Unica espécie, a enzima Hhal conseguiu
diferenciar a estirpe CFN 299 (tipo A) de todas as
demais espécies de rizébios, inclusive da CIAT 8997
(tipo B). A enzima Rsal produziu perfis semelhantes
com todas as espécies, exceto com R. etli CFN 42T e
permitiu a separacéo de R. etli de R. leguminosarum.
Essas trés enzimas somente ndo conseguiram separar
as espécies R. leguminosarum de R. giardinii
(Figura 3).

Quando os perfis de RFLP-PCR foram analisados
para cada regido catarinense, a similaridade genética
entre os isolados das regides 1, 2 e 3 foi estimada em
78, 44 e 39 %, respectivamente. Os perfis de RFLP-
PCR de cada local também foram analisados. Embora
os dois isolados de Caxambu do Sul e Pinhalzinho, no
extremo oeste, tenham apresentado identidade total
de perfis, de modo geral, os isolados do planalto sul
apresentaram maior similaridade genética, variando
de 70 %, em Toca da Onca, a 93 %, em cinco locais, e
a Unica excecdo foi com os isolados de Cadeados (Lages),
que apresentaram similaridade de 40 % (Quadro 3).
Nao houve correlacao significativa entre os indices de
diversidade genética por RFLP-PCR (Quadro 3) e os
atributos quimicos do solo (Quadro 2), ou climéaticos

R. Bras. Ci. Solo, 32:1107-1120, 2008



1116 Priscila Stocco et al.

SIMILARIDADE, %

o
28993888°038388 RFLPHAA RFLP Hpdl RFLP Rsd
| I | 92 Urupema 1600m (20
| ; | 14 Carr‘:pos Novos (8] () ) Grupo |
I | I H 152 Rhizobium giardinibv. giardinii
| 39 Painel (12)
| [ 79 Guaiabeira (18
81 Guaiabeira (18,
80 Guaiabeira (18)
83 Guaiabeira (18)
84 Salto do Rio Caveiras (19)
82 Guaiabeira (18)
| 101 Cadeados (21)
| | 100 Cadeados (21)
(! | 38 Painel (12)
| | 33 Painel (12 Grupo Il
| | | 41 Painel (12
(i | | 40 Painel (12
mini [ PRF 81 Rhizobium tropici
It 11 | 42 Painel (12)
nmi 22 Curitibanos £10;
* | | 25 Curitibanos (10!
34 Painel (12)
37 Painel (12)
— ! 36 Painel (12)
CIAT 899 Rhizobium tropicB
12 Peritiba (6)
t | | | CFN 299 Rhizobium tropicA - Grpoll
| | | I 106 Bela Vista (22
\ | | 107 Bela Vista (22)
| 77 Toca da Orga (17) Grupo IV
| (A 07 Planaltina (4
| LI I | 01 Guatambu (1)
[T | 60 Séo Jos do Cerrito (15)
11l | | 72 Toca da Orga (17)
o ’ | | 88 Salto do Rlo Caveiras (19
I 4 | | 90 Salto do Rio Caveiras (19
(AT A | | 89 Salto do Rio Caveiras (19
Il | | 94 Urupema 1600m (20)
1l | 93 Urupema 1600m (20)
u i 118 Cerro Alto (23)
| Il | | 96 Urupema 1600m (20)
I ul 95 Urupema 1600m (20)
| 87 Salto do Rio Caveiras (19)
| | 21 Curitibanos (10)
| | 19 Brurspolis (9)
L1l | | 35 Painel (12)
T | | 54 Sgo Jos: do Cerito (15)
i1l 5 WA | 63 Sto Antonio dos Pinhos (16)
11 59 Sao Jos do Cerrito (15)
Il 85 Salto do Rio Caveiras (19)
(A 16 Brurspolis (9)
l [l | 18 Brurdpolis (9
I | 20 Brurdpolis (9! Grupo V
| 28 Estagao de Aqulcultura (11)
| 17 Brundy
1 _ 17 Cerro Alto (23)
| 44 Urupema (14)
104 Bela Vista (22)
11 Cerro Alto (23)
3 A 113 Cerro Alto EZ3
I 112 Cerro Alto (23
115 Cerro Alto (23)
110 Cerro Alto (23)
\' 32 Painel (12)
y 1] USDA 2671 Rhizobium leguminosarurbv. phaseol)
11 | 58 Séo Jog: do Cerrito (15)
| Sl | 62 Sto Antonio dos Pinhos (16)
| | 61 Sao Jos do Cerrito (15)
| ! lil: 1 67 Sto Antonio dos Pinhos (16)
| | | 68 Sto Antonio dos Plnhos (16)
i | 70 Toca da Orga (17,
1 I A R 602 Rhlzoblum gallicunbv. gallicum
lll | | 116 Cerro Alto (23)
I 1 | 105 Bela Vista (22)
| | 45 Urupema (14)
| | 73 Toca da Orga (17)
| | 75 Toca da Orga 517;
| 76 Toca da Orga (17,
| | 74 Toca da Orga (17)
‘ I CFN 42 Rhizobium etli
1 J 86 Salto do Rio Caveiras (19)
| 78 Guaiabeira (18,
| y | | | 91 Urupema 1600m (20)
I i 11 05 Caxambu do Sul (2)
! 11 1 04 Caxambu do Sul (2)
Il | 11 Peritiba (6)
| | 43 Cedro (13)
| | 66 Sto Antonio dos Pinhos (16)
| | 64 Sto Antonio dos Pinhos (16)
| | 52 Urupema (14)
| 08 Planaltina (4)
\ | 15 Campos Novos (8)
i | 13 Quro (7)
| 1] { { 26 Estagio ge ﬁquicu:tura gm
27 Estagéo de Aquicultura
, IIT | 30 Estagdo de Aquicltura (1) Grupo VI
Il | | 47 Urupema (14,
[ | i | 46 Urupema (14)
[Nl | | 102 Bela Vista (22
1 | | 103 Bela Vista (22
| | 108 Bela Vista (22
| | 48 Urupema (14)
| 02 Guatambu (1)
| 114 Cerro Alto (23)
| 31 Esta_:ao de Aquicultura (11)
i | | 50 Urupema
— | | 55 S&o Jos do Cerrito (15)
i |} | 51 Umpema (14)
r Il [ 03 Guatambt &
L1l [l | 56 Sha Jos do erito (15)
1 L | | 49 Urupema (14)
ull Il | 57 Séio Joet do Cerrio (15)
I\ [l | | 69 Toca da Orga (1
| Il 65 Sto Antonio dos Plnhos (17)
| Il 53 Urupema (14)
—* | I 29 Estagao de Aquicultura (11)
| | [ 71 Toca da Orga (17)
| || | | 10 Pinhalzinho (5)
— | | I 1 | 41 | 09 Pinhalzinho (5) Grupo VII
I | | LIl I|l | I |I| 06 Ealmitos (32
| ! 98 adeados (21
- 1 ‘ ll “ I B 97 Cadeado B1) J+ Grupo vl
I‘l J L I b ll P Bl 23 Curitibanos (10)
m.rin I H | | J I 99 Cadeados (21)
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Figura 3. Dendrograma obtido pela analise dos perfis de DNA de 117 simbiontes do feijoeiro em solos de
Santa Catarina, obtidos por RFLP-PCR da regiao 16S rRNA. Foram utilizados o algoritmo UPGMA, o
coeficiente de Jaccard e a tolerancia de 2 % no programa Bionumerics.
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(Quadro 1). Contudo, em relacao as espécies, houve
predominancia de R. tropici em solos com pH inferior
ao das demais regides (valor médio de pH de 4,9 +
0,5), enquanto R. etlie R. leguminosarum predomina-
ram em pH de 5,9+ 0,5 e de 5,4+ 0,6, respectivamente
(Figura 3 e Quadro 2).

Até o presente momento, foram feitos poucos
levantamentos sobre as espécies de rizdbios
microssimbiontes do feijoeiro em solos brasileiros.
Além disso, os levantamentos foram realizados em
condicoes variaveis e sabe-se que a diversidade genética
pode variar de acordo com a amostragem (Alberton et
al., 2006), metodologia de avaliacdo (Kaschuk et al.,
2006), condicoes ambientais (Straliotto et al., 1999) e
planta utilizada como isca (Mercante et al., 1998;
Straliotto et al., 1999), dentre outros. No caso do
método de amostragem, Alberton et al. (2006)
constataram diferencas entre a populacao de rizébios
capturada utilizando feijoeiro em condicoes de campo
—menor diversidade, mas estirpes mais competitivas
—e aquela obtida a partir de plantas inoculadas com
diluigées de solo — maior diversidade, mas estirpes
menos competitivas. Os resultados também variam
com a planta utilizada como isca para os rizobios, por
exemplo, em um mesmo solo foi constatada maior
diversidade de rizébios com a utilizacéo de feijoeiro,
do que com a leucena como planta-isca (Mercante et
al., 1998; Straliotto et al., 1999).

A evolugdo na metodologia também teve reflexos
profundos na identificacdo das espécies de rizdbios.
Como exemplo, estudos pioneiros consideravam as
propriedades fisiolégicas e simbiéticas dos isolados, tais
como a capacidade de nodular Leucaena spp e o
crescimento em meio LB, que ocorreriam
exclusivamente com as estirpes de R. tropici tipo A
(Martinez-Romero et al., 1991; Hungria et al., 2000);
contudo, essas propriedades nio foram confirmadas
posteriormente (Hernandez-Lucas et al., 1995;
Amarger et al., 1997). Outras metodologias
empregadas, por exemplo, a determinacao do perfil
protéico (Soares et al., 2006), ndo sdo aceitas nos
critérios atuais de classificacdo de espécies
procariéticas (Boone et al., 2001). J4 a anélise do 16S
ribossomico, por seqiienciamento ou por RELP-PCR,
apresenta alta correlacdo com a hibridizacido DNA-
DNA, podendo ser utilizada para a identificacao das
espécies (Boone et al., 2001; Coenye et al., 2005), razdo
pela qual foi escolhida para a andlise dos isolados
catarinense.

Com base no RFLP-PCR do 16S RNA, a populacao
nos solos das trés regides produtoras de Santa
Catarina, capturada utilizando o feijoeiro como planta-
1sca, consistiu de 17,1 % de R. tropici, 35,9 % de R.
etli, 32,5 % de R. leguminosarum e 1,7 % de R.
giardinii; 12,8 % dos isolados néo foram classificados
em nenhuma das cinco espécies descritas como
simbiontes do feijoeiro.

Em relacao a espécie R. etli, sabe-se que é o
microssimbionte dominante em ambos os centros de
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diversidade genética do feijoeiro, 0 mesoamericano e o
andino (Segovia et al., 1993; Souza et al., 1994; Bernal
& Graham, 2001; Aguilar et al., 2004). Além disso,
essa espécie também ja foi amplamente detectada em
solos brasileiros (Straliotto et al., 1999; Hungria et
al., 2000; Andrade et al., 2002; Mostasso et al., 2002;
Soares et al., 2006; Giongo et al., 2007) e, em um
estudo com R. etli de solos dos Estados de Pernambuco
e do Parand, o 16S rRNA apresentou maior
semelhanca com a estirpe mexicana CFN 42T (Grange
et al., 2007). Existem evidéncias de que o feijoeiro é
cultivado h4 milhares de anos no Brasil, e feijoes de
origem mesoamericana foram encontrados em sitios
arqueoldgicos, com indicagdes de que houve um
Iintercambio entre as populagoes indigenas do México
e do Brasil (Freitas, 2006). Desse modo, a introducéo
de R. etli no Brasil pode ter sido via sementes do
México, que sao capazes de carregar células viaveis
de rizébios (Pérez-Ramirez et al., 1998). Contudo,
também no noroeste da Argentina, feijoes selvagens
séo predominantemente nodulados por R. etli (Aguilar
et al., 2004) e Santa Catarina é uma antiga e conhecida
rota de tropeiros da Argentina para o Brasil; desse
modo, essa seria outra rota provavel de introducio de
R. etliem Santa Catarina.

Nos solos catarinenses, R. leguminosarum
representou a segunda maior populacgio, com 32,5 %
dos isolados. Na descricdo de R. etli, Segovia et al
(1993) levantaram a hipdtese de que, com a colonizacao
da América, sementes de feijido carregando R. etli
foram introduzidas na Europa, onde provavelmente
ocorreu a transferéncia do plasmideo simbidtico,
primeiro para R. leguminosarum (Segovia et al., 1993)
e, posteriormente, deste para R. gallicum bv. phaseoli
e R. giardinii bv. phaseoli (Amarger et al., 1997). A
espécie R. leguminosarum, porém, ja fol amplamente
detectada em varios ecossistemas brasileiros
(Straliotto et al., 1999; Andrade et al., 2002; Mostasso
et al., 2002; Giongo et al., 2007; Pinto et al., 2007). E
Interessante observar, ainda, que R. leguminosarum
também foi detectada na Colombia (Eardly et al., 1995),
pais sugerido como um terceiro centro de diversifica¢do
genética do feijoeiro (Gepts & Debuck, 1991), portanto
essa espécie de rizébio poderia também ser nativa da
América do Sul. Neste estudo, as trés enzimas de
restricdo utilizadas na andalise de RFLP-PCR néo
conseguiram diferenciar as espécies R.
leguminosarum e R. gallicum, contudo, os isolados
catarinenses devem pertencer a espécie R.
leguminosarum, visto que, até o presente momento,
R. gallicum bv. gallicum ainda nio foi encontrada nos
solos brasileiros (Mostasso et al., 2002).

A terceira espécie mais abundante (17,1 %)
encontrada em Santa Catarina foi R. tropici, que,
originalmente, foi isolada de nédulos de feijoeiro na
Colombia e tem sido abundantemente encontrada no
Brasil, em estudos utilizando como planta-isca tanto
o feijoeiro, como Leucaena spp. (Martinez-Romero et
al., 1991; Mercante et al., 1998; Hungria et al., 2000;
Pinto et al., 2007). Uma primeira hip6tese foi a de

R. Bras. Ci. Solo, 32:1107-1120, 2008



1118

que a espécie seria nativa da América do Sul (Martinez-
Romero et al., 1991), e é possivel que tenha sido
introduzida no Pais vinda da Colombia, ou de algum
pais vizinho, pois existiam varios caminhos indigenas
ligando os Andes ao Oceano Atlantico (Beltrido, 2005).
Este pode ter sido o caminho de introducio e dispersao
de feijoes e de R. tropicino Brasil, onde a espécie teria
encontrado condigoes 1deais de adaptacio, uma vez
que apresenta maior tolerancia a acidez e a
temperaturas elevadas (Martinez-Romero et al., 1991;
Hungria et al., 1993, 2000; Mercante et al., 1998). A
origem da espécie R. tropici, porém, ainda é incerta,
uma vez que também foi isolada de nédulos do feijoeiro
ou de outras leguminosas em outros continentes, por
exemplo, na Africa (Anyango et al., 1995), embora R.
tropici também possa ter sido introduzido nesses
continentes via sementes de feijao comercializadas,
provenientes da América do Sul ou da Europa.
Finalmente, a espécie também poderia ser um
microssimbionte de outras leguminosas e possiveis
candidatos no Brasil seriam os géneros Mimosa e
Gliricidia, que estabelecem simbioses bastante efetivas
com R. tropici (Acosta-Duran & Martinez-Romero,
2002; Germano et al., 2006; Menna et al., 2006).

Duas estirpes catarinenses foram classificadas
como Rhizobium giardinii, uma espécie capaz de
nodular o feijoeiro, mas caracterizada pela baixa
capacidade de fixacao de Ny (Amarger et al., 1997).
Finalmente, 15 isolados (12,8 %) ndo formaram
agrupamento com nenhuma das cinco espécies ja
descritas de rizobios microssimbiontes do feijoeiro,
podendo representar novas espécies de rizébios.

Houve predominancia de R. tropici nos solos mais
acidos, em média, 4,9, enquanto R. leguminosarum
e, principalmente, R. etli predominaram em pH mais
elevado, em média 5,4 € 5,9, respectivamente. Essa
distribuicao deve estar relacionada com a tolerancia
elevada de R. tropici a acidez (Martinez-Romero et al.,
1991; Anyango et al., 1995; Mercante et al., 1998;
Hungria et al., 2000; Pinto et al., 2007). Finalmente,
cabe salientar que a diversidade elevada de rizdbio,
detectada em pequenas propriedades em Santa
Catarina, pode indicar que as técnicas e insumos
utilizados na agricultura familiar favorecem a
biodiversidade; contudo, é importante ressaltar que,
em dez propriedades com descarte continuo de residuos
de suinos, nao foi observado nenhum nédulo.

Este estudo é pioneiro na caracterizacdo da
diversidade genética de comunidades de rizébios em
areas produtoras de feijao do Estado de Santa Catarina.
A analise do DNA de 117 isolados por rep-PCR e por
RFLP-PCR do 16S rRNA indicaram diversidade
genética intra- e interespecifica elevada, inclusive com
a indicagdo de novas espécies de rizébios. Essa
diversidade genética pode representar uma fonte
importante de genes com potencial biotecnolégico para
a agricultura e para o meio ambiente, bem como de
estirpes com maior capacidade de fixa¢do bioldgica do
N, com a cultura do feijoeiro. A funcionalidade dessas
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comunidades precisa ser determinada, visando a
delinear estratégias que permitam incrementar a
contribuicao da fixacao biolégica do N,

CONCLUSOES

1. A diversidade genética intra-especifica de
rizébios microssimbiontes do feijoeiro em Santa
Catarina mostrou-se elevada, com 91 % dos isolados
deste estudo apresentando perfis inicos de DNA
analisados por rep-PCR.

2. A composicdo de espécies de rizdbios
microssimbiontes de feijoeiro em Santa Catarina
consistiu de 17,1 % de Rhizobium tropici, 35,9 % de
R. etli, 32,5 % de R. leguminosarum, 1,7 % de R.
giardinii e 12,8 % de perfis distintos, podendo
representar novas espécies.

3. R. tropici ocorreu preferencialmente em solos
mais acidos, enquanto R. leguminosarum e R. etli
apresentaram maior ocorréncia em solos com pH mais
elevado.
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