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RESUMO

Sessenta e cinto estirpes de Rbizobium phaseoli foram
examinadas quanto a apresentacdo de variantes e estas a pds
isoladas foram estudadas, por meio de experimentos de
laboratério e casa de vegetacdo, quanto a suas caracteristi
cas culturais, biogquimicas, genéticas e simbidticas.

Com base em diferencas na morfologia colonial foi
verificado que trés culturas apresentavam-se com variantes,
sendo separadas para o estudo duas variantes das estirpes
SEMIA 476 e SEMIA 410 e trés variantes da estirpe SEMIA 424,
as quais tiveram sua capacidade nodulifera comprovada.
ram observadas diferencas entre variantes da mesma estirpe
quanto a capacidade de metabolizar alguns carboidratos e na
sensibilidade a antibidticos.

Aparentemente ndo houve diferencas plasmidiais en-
tre as variantes. Num experimento em casa de vegetacdo pa-
ra avaliar a efetividade e capacidade competitiva das va-
riantes, observou-se que existem entre elas diferente capa-
cidade de competir por sitios de nodulacdo. No mesmo expe-
rimento a variante SEMIA 410-2 se comportou como inefetiva
enquanto que as variantes SEMIA 424-1 e SEMIA 424-3 foram
superiores a sua estirpe matriz. Foi observada certa rela-
cdo entre o tipo de morfologia colonial e a efetividade em
fixacdo do nitrogénio, sendo menos efetivas as variantes com
coldénias grandes e viscosas.

1/

=/ Dissertagdo de Mestrado em Agrononia { Area de Concentragdo
Solos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre (90p.) - junho, 1984.
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SUMMARY

Sixty five strains of Rhizobium phaseoli Were
examined in relation to the existence of variants in their
cultures and after isolation they were studied in their
cultural, biochemical, genetic and symbiotic characteristics
in a series of laboratory and greenhouse experiments.

Based in differences in colony morphology it was
observed that three cultures presented variants and it were
isolated for study two variants from strains SEMIA 476 and
SEMIA 410 and three variants from strain SEMIA 424. These
variants were checked for their nodule formation capacity.
There was no differences in their cell morphology but
marked differences were observed in relation to
carbohidrates utilization and tolerance to antibiotics. No
differences were observed in the plasmids.

Differences were observed between variants in
relation to effectiveness and competitiveness for nodule
sites. Variant SEMIA 410-2 was ineffective and variants
SEMIA 424-1 and SEMIA 424-3 were superior in effectiveness
in relation to their parent culture. Some relation was
observed between colony type and effectiveness in
dinitrogen fixation. Variants with large viscid colonies
were less effective than those with small or punctiform
colonies.

l/M.Sc. Dissertation in Agriculture (Soils} - Agricultural
School - Federal University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre (90p.) - June, 1984.
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1. INTRODUGAO

A pratica da inoculagao das sementes de leguminosas
com estirpes de RhAizobium & realizada para a obtencao de
maiores beneficios da fixagdo biolSgica do nitrogénio. Os
chamados inoculantes sao constituidos por culturas dos rizd
bios especificos selecionados do material gené€tico natural-
mente existente, que apresentem: uma nodulagdo efetiva com
a leguminosa recomendada, capaz de formar uma grande propor
¢3o de nGdulos em competigdo com os rizdbios naturais pre-
sentes no solo e persisténcia no solo em presenga ou ausén-
cia do hospedeiro. Essa pratica representa uma alternativa
para a prodﬁgéo de alimentos de boa gqualidade a menores cus
tos que pelo uso do nitrogénio mineral.

As estirpes usadas na fabricagao de inoculantes sao
continuadamente cultivadas em meios de cultura, em repica-
gens sucessivas, o que pode ocasionar alteragoes nas suas
caracteristicas culturais, bioguimicas, morfoldgicas e sim-
bidticas, devido a multiplicacao acelerada. Dal que a esta
bilidade genética das estirpes de Rhizobium usadas na fabri
cagao de inoculantes seja uma caracteristica que - deve ser
mantida.

Tém~-se encontrado nos inoculantes comerciais para



leguminosas estirpes de Rhizobium que modificaram sua capa-
cidade de fixar nitrogénio e/ou a habilidade de nodular a
leguminosa hospedeira.

Essas observagdes mostram a importdncia de se tes-
tar periodicamente as caracteristicas culturais bem como a
efetividade das estirpes mantidas em culturas estoques, benm
como a possibilidade de se obter estirpes mais efetivas a
partir de uma mesma estirpe com caracteristicas desejaveis.

A presente pesquisa foi conduzida com o cobjetivo de
observar a presenga de variantes espontdneas em estirpes de
Rhizobium phaseoli da Colegdao de Culturas do IPAGRO/
Secretaria da Agricultura do Rio Grande do Sul. Avaliou-se
também suas caracteristicas bioguimica, plasmidial, sensibi
lidade a antibidoticos, bem como a estabilidade de suas ca-
racteristicas simbibticas, como a fixagdao de nitrogénio at-

mosférico, nodulacgao e capacidade competitiva.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tem sido relatado um bom numero de observagGes refe
rentes & ocorréncia natural de variacgdo na capacidade de no
dular (infectividade) e na habilidade de fixar nitrogénio
(efetividade) em estirpes de Rhizobium em condigoes de
"stress" ambiental como: prolongado cultivo em meio artifi
cial, conservagao a temperaturas baixas, dessecag&o no solo,
passagem através do hospedeiro e exposicao a fagos virulen-
tos (SCHWINGHAMER, 1962).

Numa das primeiras revisdes sobre o assunto, ALLEN
e ALLEN (1950) mencionam que ISRAILSKY e STARYGIN, em 1930,
foram os primeiros a chamar a atengao sobre a presenga de oo
16nias de Rh{izobium lisas e rugosas e que ambas culturas for
mavam nddulos. Os primeiros autores sugeriram gque alguma
relagao deveria existir entre o tamanho da coldnia de
Rhizobium e sua habilidade de fixar nitrogénio simbiotica-
mente.

VINCENT (1954) faz mencao que as estirpes de
Rhizobium spp. sao usualmente estiveis por muitos anos em
meio de cultivo, mas que no entanto, variagoes na efectivi-~
dade simbidtica tém sido notadas.

E comumente aceito (ROUGHLEY, 1976) gque as estirpes



de R. trhifolii sdo propensas a produzir mutantes inefeti-
vos enquanto gue as estirpes de R. mefifoti sao mais esta-
veis. Tem-se observado gue apesar das culturas terem sido
mantidas na forma liofilizada e cultivadas no meio basal le
vedura manitol ocorrem variagOes entre as estirpes wusadas
na fabricagdo de inoculantes. Assim trés estirpes de R.
trifolii mostraram variagdo, duas estirpes na efetividade
ou infectividade mas ndo na morfologia colonial; uma estir
pe de Caupil variou tanto na morfologia colonial como na e
fetividade. Uma estirpe de R. Lupini modificou sua morfo-
logia colonial e o tempo de surgimento dos nodulos.
LABANDERA e VINCENT (1975a) reportam perda da efetividade
em estirpes de R. trifofi{ usadas na fabricagdo de inocu-
lantes.

A partir de uma estirpe efetiva de R. tralfolid,
VINCENT (1962) isolou trés tipos diferentes de colénias,
com alta, média e baixa produgdo de goma gue se mostraram
respectivamente efetiva, inefetiva e inefetiva na fixagao
de nitrogénio.

KUYKENDALL e ELKAN (1976) encontraram em algumas es
tirpes de Rhizobium faponicum a presenga de populacces de
células coexisﬁindo e que eram morfoldgica e fisiologicamen
te distintas denominadas "variantes".

Num estudo com 17 dulturas de uma mesma estirpe de
Rhizobium spp. HERRIDGE e ROUGHLEY (1975) encontraram que a
maior parte das culturas continha dois ou mais tipos de co-

1dnias e gue as caracterIsticas nao eram estaveis. Esses



autores observaram a existéncia de uma relagdo entre a efe-
tividade simbidtica e o tipo de coldnia originalmente isola
da. As trés sub-estirpes mais inefetivas foram derivadas o
riginalmente de coldnias grandes e gomosas e as mais efeti-
vas foram isoladas de coldnias punctiformes e seca.

0 possivel papel do polissacaridio extracelular na
formagao do cordac de infecgao foi investigado por HUBBELL
(1970) , gque trabalhou com duas variantes de R. ftrifofidl, o
tipo L formando coldnias grandes e gomosas de crescimento
rapido nao inefetivas e o tipo S representado por coldnias
muito pequenas, nac gomosas, de crescimento lento e inefeti
vas. Este autor observou que o polissacaridioc livre das cé
lulas, obtido da variante tipo L induziu uma leve deforma-
cao dos pélos radiculares, ao passo que © polissacaridic ob
tido da variante tipo S provocou uma tipica deformagao nos
pélos. A andlise quimica mostrou a presenga de galactose e
acido glucorénico no polissacaridio das coldnias S e galac-
tose, glucose e acido glucordnico no polissacaridio tipo L.

As observagoOes feitas por LJUNGGREN e FAHRAEUS
(1959) indicaram que as células de Rh{izobium excretavam uma
substdncia sollivel na Agua, estavel ac calor e cujo princi-
pio ativo s@o polissacaridios que induziam formag¢ao de poli
galocturonase que por sua vez induz a deformagao do pélo
radicular.

Com o objetivo de determinar se podem ser compara=-
dos os valores de fixacado livre e simbiStico de nitrogénio

além da sensibilidade a sais entre variantes de quatro



estirpes de R, faponicum, UPCHURCH e ELKAN (1977} conduzi-
ram um experimento em camara de crescimento e observaram mar
cadas diferengas na fixacdo livre, as coldnias pequenas ndo
gomosas apresentaram atividade da nitrogenase 5-114 vézes
maior que as coldnias grandes e gomosas. A mesma correla-
cao foi observada na fixagdo simbiética onde as coldnias pe
gquenas e nao gomosas foram 6-16 vezes mais efetivas gque as
coldnias grandes e gomosas. O exXxperimento também mostrou
que as coldnias pequenas ndo gomosas foram mais sensiveis
aos sais.

Resultados opostos foram encontrados por SANDERS et
alii (1976). Por repetidas passagens através de filtro mil
lipore de 1,2 um eles isolaram uma variante de R.
Leguminosarum deficiente na produgdo de polissacaridio ex-
tacelular e na habilidade de nodular. Esta variante for-
mou coldnias pequenas, como resultado da perda do polissa-
caridio extfacelular. Células gue voltaram a produzir o po
lissacaridio extracelular voltaram a nodular a planta hospe
deira. Posteriormente NAPOLI e ALBERSHEIM (1980) reporta-
ram o isolamento de trés variantes de R. fLeguminosarum gque
mostraram diminuig¢ao na produgao do polissacaridio extrace-
lular e que num ensaio em camara de crescimento apresenta-
ram relagao entre a quantidade de polissacaridio extracelu-
lar formado e a eficiéncia na nodulacgao. .

Mac GREGOR :@¢ ALEXANDER (1972) trabalhando com duas
variantes de uma estirpe de R. trifofii, encontraram que a

variante que formava coldOnias menos gomosas nao tinha a



capacidade de nodular, enquanto que a variante com coldnias
gomosas nodulava o trevo. Os autores nao cobservaram dife-
rengas significativas guali e quantitativas gquanto aos po-
lissacaridios extracelulares entre as variantes; a maior di
ferenga entre as duas variantes foi a incapacidade da va-
riante menos gomosa de formar nddulos na parte superior da
raiz de T. pratense.

Resultados semelantes obteve HEPPEER (1972) com
dez estirpes de R. trifolii. Nesse estudo, foram inclui-
das quatro estirpes efetivas, quatro inefetivas e duas nao
infectivas, sendo observado que ndo apresentavam diferen-
¢as significativas na composigao do polissacaridio extra-
celular e concluiram que ndo existiu correlagdo entre a
composigao do polissacaridio e a habilidade da nodular ou
de fixar nitrogénio.

PRAKASH et alii (1980) observaram que a mudanga de
coldnias lisas para rugosas ndo necessariamente significava
perda da infectividade. Os autores trabalharam com varian-
tes rugosas de R. Leguminosarum selecionadas por resistén-
cia a fagos e gue se mostraram inteiramente inefetivas ou e
fectivas além de conservar as marcas de estirpe original,
exceto a sensibilidade a fagos.

Existe um continuo interesse no estudo da fisiolo-
gia e biologia molecular de variantes bacterianas, Um gran
de nimero de provas bioquimicas tem sido usadas para deter=-
minar se existe um padrao caracteristico de utilizagd@o, sen

sibilidade a antibidticos, caracteristicas genéticas e



estabilidade das suas caracteristicas simbidticas (infecti-

vidade e efetividade) entre estirpes de Rhizobium.
2.1. Caracteristicas bioquimicas

0 manual de Bergey na sua 8% edicdo (BUCHANAN e
GIBBONS, 1974) descreve a familia Rh{zobiaceae formada por
bactérias de células normalmente na forma de bastdo, sem en
dosporos, aerobias, gram negativos e moveis, com um flagelo
polar ou subpolar ou de 2-6 flagelos'peritriquios, com dois
géneros: Agrobacterium e Rhizobdium,

Segundo VINCENT (1977) as células do género
Rhizobium medem de 0,5-0,9 ym x 1,2 -3,0 um, freqlientemen-
te com proeminentes granulos de poli-8-hidroxibutirato, tem
peratura otima de crescimento 25 -30°C, crescimento pobre
em peptona, lento crescimento no leite litmus eventualmente
dando reagéo acida ou alcalina, algumas vezes com clara zo-
na de soro indicativo de uma ligeira atividade proteoliti-
ca. Podem usar nitrato, amdénio ou aminoécidos como unica
fonte de nitrogénio. ’

Os rizdbios de crescimento rapido (R, meliloti, R.
phaseoli, R. trnifolii, R. Leguminosarum) acidificam o meio
de cultura; tém um tempo de geragdo de 2 -4 horas e geral-
mente formam coldnias grandes (2 -4 mm de diametro) gomosos,
sem cor ou brancas depois de 3 -5 dias.

Os rizdbios de crescimento lento (R. japondicum, R.

Lupini, R. spp.) alcalinizam o meio de cultura, tem um



tempo de geragao de 6 -8 horas e geralmente formam coldonias
pequenas (< lmm de didmetro) apds 7 -10 dias, densas e vis-
cosas, geralmente sem cor, raramente cor rosada, e a goma &
menos abundante que as de crescimento rapido.

TAN e BROUGHTON (1981) sugerem gque as mudangas de
pH produzidas por Rhizob.ium crescendo no meio levedura Mani
tal & causada pela utilizagdo preferencial de aglcares pe-
las estirpes de crescimento rapido e de compostos nitrogena
dos pelas estirpes de crescimento lento.

DRETS e ARIAS (1972) estabeleceram diferencas enzi-
maticas entre os rizdbios de crescimento lento e os de cres
cimento r3pido. Eles detectaram nicotinamida adenina dinu-
cleotide fosfato -6 - fosfogluconato desidrogenase nas estir
pes de crescimento lento.

Embora a utilizag@o de carboidratos por Rhizobium
tenha sido extensivamente estudada, as diferengas entre as
estirpes fréqﬂentemente sao mascaradas pela presencga de ex-
trato de levedura no meic de cultura (BALDWIN e FRED, 1927;
GEORGI e ETTINGER, 1941) citados por GRAHAM (1964).

Diversos trabalhos tém mostrado diferengas na utili
zagcdo de carboidratos entre culturas variantes de Rhizobium,
Assim, KUYKENDALL e ELKAN (1977) num estudo com variantes
de uma estirpe de R. jfapondicum,encontraram que as variantes
que possuiam a enzima induzida D-Manitol desidrogenase eram
consideravelmente menos efetivas na fixagao simbidtica «de
nitrogénio medido pela redugao de acetileno, que as varian-

tes gue nao possuiam a enzima. Os autores sugeriram gue a
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presenca de D-manitol desidrogenase intracelular tem como
conseqliéncia a redugdo da eficiéncia da utilizagdo de D-glu
cose.

KUYKENDALL e ELKAN (1976) estudaram a utilizagao de
carboidratos por duas variantes de uma estirpe de R.
japonicum e nao encontraram diferengas na taxa de crescimen
to em L-arabinose, glicerol, D~Manose e gluconato. Entre-
tanto, uma clara diferenga na habilidade de utilizar D-mani
tol ou D-arabitol foi observada; uma das variantes se mos-
trou mais eficiente na utilizagao de D-glucose,enguanto que
a outra foi superior na utilizacgao de D-frutose. 0 exame
da morfologia colonial em meio com diferentes aglicares nao
mostrou diferencas.

MULONGOY e ELKAN (1977} investigaram se o catabolis
mo de carboidratos como fonte de energia e metabdlitos di-
feria em duas variantes de R. japonicum em relagao a efi-
ciéncia na fixagéo de nitrogénio. Eles observaram que uma
das variantes se caracterizou por uma eficiéncia 5 a 10 ve-
zes maior na fixagao de nitrogenio, menor tempo de geragao
em glucose e utilizagao preferencial da via EMP (Embden-
-Meyerhof-Parnas) conhecida como um meio mais eficiente de
produg¢ao de energia que a via ED (Entner-Doudoroff}, apa-
rentemente predominante na outra variante.

A assimilagao de amdnio por variante de R. japondicum
efetivos e inefetivos na fixagdo de nitrogénio foi estudada
por UPCHURCH e ELKAN (1978). Eles encontraram que as duas

variantes inefetivas formavam colGnias grandes e gomosas e
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apresentaram duas vezes maior atividade das enzimas glutami
na sintetase e glutamato sintase e 3 - 9 vezes malor ativi-
dade da enzima glutamato deshidrogenasa. Essas observagoes
indicam que Rhizobium pode simultaneamente naoc reprimir a
biossintese da nitrogenase e reprimir a biossintese de enzi
mas gue assimilam o aménio. Também podem unir a eficiéncia
na assimilagao de amonio com a eficiéncia na atividade da

nitrogenase.
2.2. Resisténcia a antibidticos

A aplicagao pratica envolvendo resisténcia a anti-
bidticos em Rhizob{ium tem sido investigada sob dois aspec-
tos: ' 1) a determinagao dos niveis de resisténcia de estir-
pes efetivas afim de identificar culturas possvindo © mesmo
padrao de resisténcia, com o proposito de estudos ecolbgi-
cos (DAVIS, 1962); 2) a selegdac no laboratdrio de mutantes
resistentes para a impressdao de uma marca de identificagdo.
Esta metodologia foi utilizada para determinar a influencia
da resisténcia a antibidticos de culturas de Rhizobium na
nodulagao e inefetividade (SCHWINGHAMER, 1964, 1967).

Nos estudos ecoldgicos, técnicas soroldgicas e de re
sisténcia a antibidticos tém sido empregadas com bons resul
tados. A resisténcia a antibidticos & preferivel ds técni-
cas soroldgicas, porgque & simples e rapida e pode ser amplia
da pelo uso de uma marca adicional como sensibilidade a fa-

gos (BROCKWELL et alii, 1977).
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ATOUN et alii (1982) identificaram claramente a to-
lerancia de estirpes de R. meliloiti pelo uso de discos im-
pregnados com antibidticos, teste este empregado na bacte-
riologia médica.

HAGEDORN (1979a) diz gue deve ser considerada se a
efetividade ou outras caracteristicas das estirpes de
Rhizobium pode ser alterada pela selegao de resisténcia a an
tibidticos, conforme trabalhos (SCHWINGHAMER, 1964; 1967) que
indicam a resisténcia a alguns antibibticos, enguanto que
resisténcia a outros antibidticos ndo tem influéncia.

No que se refere a estabilidade da marca de resis-
téncia a antibidticos, usada comc uma técnica para o reco-
nhecimento das estirpes de Rhizobdium, JOSEY et alii (1979)
trabalharam com R, phaseoli e R, Leguminosarum e.encontra—
ram que o padrdo de resisténcia permaneceu estavel para as
duas estirpes subcultivadas ou reisoladas dos nodulos. As
similaridades éncontradas entre estirpes originais e varian
tes depois de alguns anos de cultivo sugerem que a resistég
cia 8 baixas concentrag¢des de antibidticos & uma proprieda-
de estavel da bactéria.

Resisténcia 3 estreptomicina & uma marca fregflente-
mente usada para investigagoes ecolbgicas de competitivida-
de e sobrevivéncia no solo (SCHWINGHAMER e DUDMAN, 1973;
SCHWINGHAMER, 1977). A resisténcia a esse antibidtico &
considerada uma caracteristica estavel em cultivo, por nao
se conhecer a que grau os fatores edaficos podem levar a

perda ou modifica¢ao dos seus caracteres (SCHWINGHAMER,
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1%67) .

PANKHURST (1977) distingue trés tipos de associacao
entre o modo de agac dos antibidticos e a efetividade sim-
bidtica de mutantes de Rhizobium, de crescimento lento e ria
pido resistentes a antibidticos, gue se associam a Lotus:
Assim a resisténcia a inibidores da sintese de proteinas foi
associado com pouca ou nenhuma perda da efetividade simbio-
tica; a resisténcia a inibidores de sintese de DNA e RNA
foi associada com perda freqliente da efetividade, e a resis
téncia a inibidores da sintese da parede celular foi asso-
ciada com perda variivel da efetividade. A resisténcia aal
guns antibidticos como D-ciclosserina, novobiocina e penici
lina foi associada 4 perda da efetividade de Rhizobium de
crescimento rapido e lento, poré@m, a resisténcia a outros
antibidticos, como neomicina, viomicina, canamicina e vibro
micina foi associada & perda da efetividade somente em
Rhizob.ium de.crescimento rapido. Esses resultados confir-
mam os obtidos por SCHWINGHAMER (1967) e LEVIN e MONTGOMERY
(1974).

Estudos de HAGEDORN (1979a) com R. trifoldii ressal-
tam que uma perda completa ou parcial da efetividade nao es
teve associada a uma classe particular de antibidticos.A re
dugéo da efetividade ocorreu em 12,5% dos mutantes resisten
tes estudados e aumento dos niveis de efetividade ocorreram
unicamente em 2,5% dos casos.

MEYER e PUEPPKE (1980) em estudo para diferenciar

variantes de R. japonicum com diferente morfologia colonial
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observaram que as variantes que formavam c¢oldnias grandes
foram maié sensiveis aos antibidticos testados que as va-
riantes que formavam coldnias pequenas.

ZELAZNA-KOWALSKA (1978, 1979) citados por
KUYKENDALL (1981) encontraram gue mutantes de R. mefiloiti
deficientes nas propriedades simbidticas e possuindo baixos
niveis de resisténcia 3 estreptomicina, poderia ter resti-
tulda a habilidade simbidtica pela selecao de mutantes re-
sistentes a altos niveis desse antibidtico ou pela insercao
do gene str A. Eles levantaram a hipdtese de que mudangas
na permeabilidade da membrana era a causa da perda da capa-
cidade simbidtica e que a deficiéncia foi corrigida pelos e
feitos pleiotrdpicos 4o gene que controla a alta resistén-
cia a estreptomicina.

Em estirpes de crescimento rapido de R. ftralfolfidi,R.
phaseoldi, R. melifoti e R, Leguminosarum SCHWINGHAMER (1967)
encontrou gque a resisténcia a antibidticos capaz de inibir
a sintese das proteinas em outras bactérias (estreptomicina,
espectinomicina, cloranfenicol) foi associada com pouca ou
nenhuma perda da efetividade simbidtica. Por outro lado, a
resisténcia a antibidticos que inibe a sintese da parede ce
lular (D-ciclosserina, novobiocina) e antibidticos que afe-
tama permeabilidade da parede e sintese de proteinas (viomi
cina e neomicina) foi associada com perda da efetividade
simbidtica.

Entretanto, LEVIN e MONTGOMERY (1974) nao encontra-

ram relagao entre a perda da efetividade simbidtica e a
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resisténecia a antibidticos em mutantes de R. japondicum de
crescimento lento.

Segundo HAGEDORN (1979a) com tal diversidade das in
formagoes disponiveis sobre a resisténcia a antibidticos em
Rhizobium faz parecer inutil sugerir alguma generalizagdo
ou tendéncia. Pode ser gue o rizdbio & assim diverso ousua
exposi¢ao a antibidticos no solo & variavel ou gue cada es-—
tirpe tem propriedades proprias e distintas e poderia por
conseguinte ser considerada na forma individual para esta
caracteristica em particular., A probabilidade de que a re-
sisténcia a antibiSticos no rizdbio seja mantida por elemen
tos extracromossomicos pode ser um fator que dificulta che-
gar a uma compreensivel asseveragao.

0 uso de marca de resisténcia a antibidticos como
método para a identificacao de estirpes de Rhizeobium apre-
senta trés inconvenientes: (1) a presenca de caracteristi-
cas de resistéﬁcia pode perturbar o expeiimento e realizar
por exemplo, alteragao da velocidade de crescimento ou da
permeabilidade da célula (SCHWINGHAMER, 1977); (ii) existe
uma alta resisténcia natural a antibidticos em muitas estir
pes de Rhizobium (PARIISKAYA e GORELOVA, 1976), conforme ci
tagdao de ROBERTS et alii (1980); e (iii) a resisténcia aan
tibibdticos pode ser transferida entre estirpes no solo as-
sim como no nddulo (JOHNSTON e BERINGER, 1976; PARIISKAYA e

GORELOVA, 1976) citados por ROBERTS et alii (1980).
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2.3. Caracteristicas plasmidiais

Nos iltimos anos tem ocorrido um significativo avan
¢o no campo da genética de Rhizobium. Sistemas de transfe-
.réncia de genes cromossdmaicos e mapeamento tém sido estabe
lecidos e o crucial papel dos plasmidios na simbiose foi es
clarecido. No entanto, ainda € cedo para o uso destas in-
formagdes como uma ferramenta na compreensaoc da simbiose,
Segundo KONDOROSI e JOHNSTON {(1981) o sucesso ou fracasso
da aplicagac dos conhecimentos em genética de Rh{izobium po-
de ser julgado pelo grau em que podera ajudar a elucidar os
detalhes do desenvolvimento do nddulo e a fixagao de nitro-
génio e na maneira em que estas informagdes poderao ser usa
das para melhorar a interagao simbidtica,

B muito conhecido que as propriedades simbioticas
tais como a habilidade de induzir a formagao de nddulos nas
raizes de 1egﬁminosas (NOD+) e a habilidade de fixar nitro-
génio dentro do nddulo (FIX') sdo relativamente estiveis em
certas culturas de Rhizobium conservadas em laboratorio
(DENARIE et alii, 1981).

A primeira evidéncia genética de que os genes conti
dos nos plasmidios (DNA estracromossomico) em Rhizobium po-
dem estar envolvidos no estabelecimento das caracteristicas
simbidticas assim como da especificidade hospedeira, foi re
portada por HIGASHI (1967) e JOHNSTON et alii (1978). Nesse
estudo, HIGASHi (1967) encontrou que as estirpes de R.

thifolidl e R, phaseofi perderam a habilidade de formar
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nodulos apds o tratamento com laranja de acridina, corante
comumente usado para eliminar plasmidios de bactérias gram-
-negativas. Esses resultados sugeriram que os plasmidios
poderiam estar envolvidos no controle da formagao dos nddu-
los. Pesquisas posteriores confirmaram essa idéia, como a
demonstragao da fixagdo de nitrogénio por Rhizobium na au-
séncia da planta hospedeira, indicando que os genes para a
sintese e fungdo da nitrogenase estdo na bactéria (PAGAN et
alii, 1975; Mc COMB et alii, 1975).

A presenca fisica de plasmidios em Rhizobium foi su
gerida pelos estudos de densidade de DNA (SUTTON, 1974)e de
monstrada em algumas estirpes por gradiente de densidade
(KLEIN et alii, 1975; DUNICAN et alii, 1976; ZURKOWSKI e
LORKIEWICZ, 1976; OLIVARES et alii, 1977, citados por
DENARIE et alii, 198l1). Simultaneamente foi mostrado queou
tro membro da familia Rhizobiaceae, Agrobacterium tumefaciens ,
que induz tumor nas dicotiledOneas, também possuia um plas-
midio.

NUTI et alii (1979) procuraram evidéncias de que os
genes da fixagao de nitrogénio (nif) estdo localizados num
plasmidio e concluiram que o DNA de R. Leguminosarum exami-
nado continha seqgliéncias gque eram homdlogas a uma parte dos
genes estruturais para a nitrogenase de K. pneumonia. Isto
2 uma forte evidéncia de que os genes nif H e nif D estao
localizados em plasmidic. Tem sido demonstrado que o nif D
esti envolvido na sintese de um dos polipeptidios do compo-

nente I e nif H no componente II da enzima nitrogenase
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(ROBERTS et alii, 1978).

PRAKASH et alii (1981), pela técnica de eletrofore-
se em gel de agarose, encontraram gue estirpes de R.
tnifolil, R. Leguminosarum, R, melifoti e R, phaseoli conti
nham pelo menos dois plasmidios com peso molecular de
180 - 300 x10%, 150 - 250 x 105, 91 -180 x10°% e 100-250 x 1
respectivamente e que alguns genes nif estavam ligados aos
plasmidios nestas espécies. Os mesmos autores encontraram
que 0s genes para a nodulacdo e fixagdo de nitrogénio esta-
vam localizados no mesmo plasmidio.

HOMBRECHER et alii (1981) comprovaram a presenga de
genes nif KHD nos plasmidics de R. phaseofi  R. Leguminosaium
numa prova de hibridizagao usando um plasmidio contendo os
genes estruturais de K. pneumonia marcado radicativamente.

BEYNON et alii (1980) observaram gque a supressao es
pontanea do plasmidio de uma estirpe de R. phaseofi  gerou
estirpes que néé produziam melanina, alem de perder a capa-
cidade de nodular. Pela técnica de eletroforese em gel de
agarose, plasmidios de elevado peso molecular (superior a
300 x 106) denominados megaplasmidios, tém sido encontrados
em algumas estirpes das familias Rhizobiaceae e |
Pseudomonadaceae segundo CASSE et alii (1979); HIRSH et
alii (1980); HANSEN e OLSEN (1978).

ROSENBERG et alii (1981) observaram que dez varian-
tes espontidneas de trés estirpes de R. mefifoifi mostraram
ter sofrido supressdo dos genes nif DH na regiao domegaplas

midio. Estes resultados indicam que o0s genes gue controlam
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o primeiro estagio da formagao dos nddulos estdo localiza-
dos na regido dos genes nif DN do megaplasmidio. Resultados
similares sao citados por BANFALVI et alii (1981).

0O entendimento da organizagao e regulacdo dos genes
que regulam a simbiose em R. melifotd{ tem um particular in-
terésse ja que R. mefifoiti forma simbiose com uma importan-
te cultura forrageira (M. sativa) e a manipulagao genética
desta simbiose pode trazer um beneficioc agricola no futuro
(BANFALVI et alii, 1981).

R. trnifolii se une especificamente com as raizes do
trevo pela interagdo entre as lectinas da planta e a bacté-
ria (DAZ20 e BRILL, 1979). Estirpes de R. trig0l4i4i,que per
deram um plasmidio grande pela incubagao a elevadas tempera
turas, foram incapazes de formar nodulos devido & inexistén
cia da unido com a lectina da planta (ZURKOWSKI e LOKIEWICZ,
1979). A capacidade de uniao com o pélo radicular e forma-
¢do de nddulc foi recuperada quando a cultura que perdeu o
plasmidio o adquiriu novamente pela conjugagdo com a estir-—
pe original como doadora.

ROBERTS e BRILL (1981) também observaram que os ge-
nes envolvidos na uniao do Rhizobium com a planta estavam
localizados num plasmidio grande. De maneira geral nac tem
sido firmemente estabelecida a presengca de megaplasmidios
em Rhizobium de crescimento lento (grupo do Caupl e R.
japondicum), com a excegao de estirpes de R. japonicum isola
das de solos alcalinos pelo fato de que, neste caso,uma des

naturagdo alcalina foi eficiente em determinar a presenga
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de plasmidios (GROSS et alii, 1979). ©No entanto, alguns re
sultados positivos mas nao para todas as estirpes estudadas
sugerem a presenga de megaplasmidic nas bactérias de cresci
mento lento (NUTI et alii, 1977).

Fato interessante foi observado por MASTERSON et
alii (1982) com uma estirpe de R. japonicum de crescimento
rapido originaria da Repilblica Popular da China, que . apre-
sentava caracteristicas fisioldgicas semelhantes &s estir-
pes de crescimento ripido e que, geralmente era inefetiva
com as cultivares norte-americanas. Além disso, foi encon-
trado que os genes nif estavam localizados num megaplasmi-
dio. Os autores explicam tais observagOes sugerindo que é
possivel que as estirpes de R. japondicum citadas,tenham for
mado parte recentemente da familia dos organismos que fixam
nitrogénio.

APPELBAUM et alii (1984) examinaram estirpes de R.
faponicum Qe &rescimento rapido e encontraram ¢ue algumas
das estirpes possulam um megaplasmidio de péso molecular mi
nimo de 450 x 106, além de 1 a 3 plasmidios menores e obser
varam que em algumas das estirpes estudadas os genes nif e
da nodulagdo estavam juntos num s& plasmidio e nas outras
estirpes possivelmente a localizacdo destes genes era cro-
mossomica.

Segundo PRAKASH et alii (1981) em R. phaseofi os ge
nes estruturais nif estdao localizados num megaplasmidio (p€
so molecular superior a 250 x 106). A presenga de megaplas

midio em estirpes de R. Leguminosarum e R. trigolil tem sido
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demonstrada, além de plasmidios menores.

Os bacterdides formados por algumas estirpes de
Rhizobium sdao capazes de sintetizar o complexo hidrogenase
a il

que cataliza a oxidégﬁo de H O (DIXON, 1968). As estir

2 2
pes de Rhizobium que possuem esta caracteristica t8m a habi
lidade de recuperar parte da energia gasta pela liberagdo
de N2 catalisado pela nitrogenase (DIXON, 1972; EMERICH et
alii, 1979). ALBRECHT et alii (1979) mencionaram gque num
experimento em casa de vegetagao, plantas de soja inocula-
das com estirpes hidrogenase positiva demonstraram maior
porcentagem de nitrogénio no tecido e nas sementes que as
plantas inoculadas com estirpes hidrogenase negativa.
CANTRELL et alii (1982) analisaram uma série de estirpes na
tivas de R. japondicum para determinar se existe alguma apa-
rente correlagdo entre o perfil do plasmidio e a presenca
do sisﬁema assimilador de H2. Os resultados indicaram que
a alta atividaae da hidrogenase nas estirpes estava associa
da com a auséncia de plasmidios distinguiveis. Destas ob-
servagoes seria possivel postular gue a presenga de algum
plasmidio em R. japonicum geria incompativel com um sistema
ativo da hidrogenase.

BREWIN et alii (1980) trabalharam com duas estirpes
nativas de R. feguminosarum com diferentes habilidades de
assimilar o H2 e encontraram que os denes que especificam a
capacidade de nodular e assimilar H, estavam unidos.Um plas
midio com péso molecular de 190 x 10° parecia conter osdois

genes,
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Segundo COLE e ELKAN (1973) existem evidéncias que
sugerem gque a resisténcia de R, fapondicum a certos antibid-
ticos é controlada por genes contidos num plasmidio. Esta
proposi¢ao € baseada na similaridade das propriedades do fa-
tor R que intervem na resisténcia em bactérias entéricas
(ANDERSON e LEWIS, 1965; WATANABLE, 1963) e nas proprieda-
des e resisténcia a antibidticos em R. japondicum. Estas si
milaridades foram: (i) a resisténcia simultdnea de um gran
de nlmero de estirpes de R. jfaponicum a tetraciclina, peni-
cilina G, neomicina e cloranfenicol; (ii) a notavel resis-
téncia a penicilina G, neomicina e cloranfenicol dependente
do inbdculo; (iii) a eliminagao da resisténcia a estes anti
bidticos por tratamento com acridina laranja; e (iv)os com
parativamente elevados niveis de resisténcia aos mesmos an-
tibidticos, similares aos encontrados na bactéria enterica
que possui o fator R, porém geralmente menor gque a resistég
cia conferida por genes cromossdmaicos.

Embora as informagdes disponiveis sejam ainda limi-
tadas, & possivel ter-se uma idéia da funcgdo dos genes con-
tidos nos plasmidios de RhLzobi{um (BERINGER et alii, 1980):
a) producao de bacteriolisinas no meio de cultura; b)peque-
na repressao de bacteriolisinas; c¢) habilidade de nodular;
d) especificidade hospedeira; e) sintese da nitrogenase;
f) composicdo do polisacaridio extracelular; g)produgao de
pigmentc; h) possibilidade de transferéncia entre estirpes;

i) incompatibilidade fisioldgica entre plasmidios.
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2.4, Capacidade competitiwva

A habilidade das estirpes de Rh{zobium em competir
entre si pelos sitios de nodulagao € uma importante caracte
ristica, sendo que notdveis diferengas quali e guantitati-
vas tem sido demonstradas (DATE, 1976). Essa habilidade &
determinada ou fortemente influenciada por fatores diversos
conforme PETERSON e LOYNACHAN (1981): temperatura (BROCKWELL
et alii, 1968; HARDARSON e JONES, 1979); acidez do solo
(BROMFIELD e AYANABA, 1980); e deficiéncia ou excesso de nu
trientes (FRANCO, 1978; KEYSER e MUNS, 1979). A habilida-
de das estirpes de produzirem bacteriolisinas, liberar bac-
teriofagos (SCHWINGHAMER e BROCKWELL, 1978) ou tolerar bac-
tericfagos (EVANS et alii, 1979) podem afetar a competitivi
dade no solo e no meio de cultura. Predagﬁo (DANSO et alii,
1975 e RAMIREZ e ALEXANDER, 1980) e antagonismo por actino-
micetos e outrbs microorganismos do solo (DAMIRGI e JOHNSON,
1966; SMITH e MILLER, 1974; FOO e UARMA, 1976; CHOWDHURY,
1977) podem afetar a capacidade competitiva do Rhi{zobium no
solo, se bem gue estes fatores ndo tém sido avaliados emcon
digdes de campo.

As estirpes de Rhizobium diferem uma da outra na ha
bilidade de serem selecionadas pela planta hospedeira. 0 ng
mero de ndédulos formados por cada estirpe presente depende
nao so da capacidade competitiva das estirpes como também
do seu numero. Para predizer o comportamento de uma estir-

pe com relagéo ao comportamento de outras, deve-se conhecer



24

a relagao quantitativa entre a proporgido das estirpes no i-
néculo e a propor¢do dos nbdulos formados (AMARGER e
LOBREAU, 1982).

IRELAND e VINCENT (1968), citados por AMARGER e
LOBREAU (1982), encontraram que num solo, o logaritmo dapor
centagem de plantas noduladas por estirpes efectivas de R.
trifolii estd em fungdo direta do logaritmo do nimero de cé
lulas de rizdbios efetivas aplicadas na semente e o logarit
mo do nimero de rizdbios no solo.

Num estudo e€m camara de crescimento, LABANDERA e
VINCENT (1975b) observaram que estirpes efetivas de R.
thifolii mostraram ter maior capacidade competitiva que as
estirpes inefetivas. As mesmas observagoes foram feitas
por MARQUES-PINTO (1974) e ROBINSON (1969). Vinte e quatro
estirpes de R. mefilotfi consideradas com potencial para se-
rem usadas na fabricagao de inoculantes foram estudadas por
VAN-RESBURG e STRIJDOM (1982). As estirpes foram agrupadas
em pares para observar a sua habilidade de competir por si-
tios de nodulagao em trés cultivares de Medicago. Com base
nestes estudos, eles sustentam gue a capacidade competitiva
das estirpes de Rhizob{ium nao tem relagdo com os outros as-
pectos da simbiose, por exemplo, as estirpes mais competiti
vas nao estavam necessariamente entre as mais efetivas e a
capacidade competitiva também nao estava relacionada com a
capacidade da estirpe de sobreviver no solo.

MARQUES-PINTO et alii (1974), em estudo em casa de

vegetacgao, compararam ¢ "indice de competitividade" que
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expressa o €xito relativo na nodulagao de duas estirpes com
variantes gomosas e nao gomosas de R. mefiloti e R.trnigolid
gquando estan representadas em igual proporgao na superficie
da raiz e encontraram que as variantes gomosas tinham um 'fn
dice de competitividade" maior que as nao gomosas.

VINCENT (1970) mencionado por ROLFE et alii (1980},
em experiéncias de campo e provas no laboratdorio, encontrou
gque um inoculante para trevo continha na sua maior parte es
tirpes ndo invasoras, assim como invasoras porém inefetivas,
que formavam coldnias peguenas. Mais recentemente foi ob-
servado que todas as subestirpes que formavam coldnias gran
des, contidas na coleg¢ac da Universidade de Sidney, demons-
traram ser nao invasoras. Entretanto, as culturas gque for-
mavam coldnias pequenas mantiveram a capacidade de infectar,
mas eram inefetivas na fixagdo do nitrogénio. As bases ge-
néticas destes diferentes tipos de mutantes sao desconheci-
- das (ROLFE ét alii, 1980).

| Estudos feitos por GHAI et alii (1982) indicaram gque
o comportamento das estirpes de Rh.izobium num tipo de solo
particular e a capacidade competitiva das estirpes nesse so
lo coincidem amplamente. Assim, a capacidade competitiva
das estirpes pode ser julgada com base a seu comportamento,
E de se esperar, provavelmente, gque as estirpes que possuam
maior capacidade de nodulacgao num solo particular'possamsér
as mais competitivas também no campo.

Em trabalho de campo HAGEDORN (1979b) utilizou duas

marcas de resisténcia cada uma para 100 ug/ml de
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estreptomicina e espectinomicina respectivamente e observa
ram gque as estirpes foram muito competitivas em relacao aos
rizébios do solo na nodulacgao de T. subterraneum L.

PETERSON e LOYNACHAN {(1981) ressaltam que © mecanis
mo que afeta a competitividade & pouco entendido. Embora os
estudos tenham mostrado especificidade na planta na intera-
cao simbidtica com Rhizobium, a razdo da seletividade nao
estd ainda bem definida. Lectinas, exsudados radiculares ,
substdncias do tegumento das sementes e gue difundem (HALE
e MATHERS, 1977) podem estar envolvidos.

Estudos ecolégicos.a longo prazo no camnpo cCom espé-
cies de Rhizobium dependem da sua validez "na estabilidade
das marcas usadas para distinguir as estirpes. Métodos imu
noldgicos tém sido amplamente usados (DUDMAN, 1964;HOLLAND,
1966; TRINICK, 1969; SKRDLETA, 1970) com aparente bons re-
sultados.

Devido ao desaparecimento progressivo de estirpes
de R. frifolii imunologicamente identificaveis em microcomu
nidades do solo, tem sido considerada como pobre a persis-
téncia de rizdbios envolvidos. No entanto, &€ possivel gque
tenha havido uma perda gradual das caracteristicas antigéni
cas que nao permite a identificagao soroldgica (DUDMAN e
BROCKWELL, 1968; BROCKWELL et alii, 1972).

DUDMAN e BROCKWELL (1968) encontraram que a técnica
de imunodifusdc no gel & ideal quandc o proposito & a iden-
tificagao de estirpes de Rhizobium isoladas do campo, e pro

porciona resultados inequivocos com esforgo minimo.



27

Posteriormente, BROCKWELL et alii (1977) usaram pa-
ralelamente marcas imunoldgicas e de resisténcia a estrepto
micina para a identificagdo de R. tni4ofii{ e concluiram que
alguma perda das caracteristicas imunologicas ou de resis-
téncia ao antibidtico ocorre no campo, pOrém, a pProporgao
n3oc & representativa e ndo afeta a confiabilidade das técni
cas de imunodifusao em gel e/ou uso de mutantes resistentes
3 estreptomicina na identificacdo de estirpes dos nodulos

em estudos ecoldgicos de Rhizoblum.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengao das culturas variantes

Examinaram-se 65 culturas de Rhizobium phasecli per
tencentes a colegao de culturas do IPAGRO/Secretaria da
Agricultura . do Rio Grande do Sul, em relagao a presenga
de variantes.

Das culturas matrizes conservadas sob 6leo mineral
e em refrigeracao, a repicagem foi feita em meio YEM- HM
(Yeast, Extract, Mannitol - Hepes, Mes) descrito no Apéndice
1, pela técnica usada por KUYKENDALL e ELKAN (1976). As cul
turas foram incﬁbadas a 30°C até aparecimento das coldnias
no agar (geralmente 48 horas). As culturas gque apresenta-
ram mais de um tipo de morfologia colonial foram escolhidas
para o estudo, e repicando-se para tubos com meio levedura-
-manitol, armazenados a 4°c ap0s o crescimento.

As culturas foram purificadas até a comprovagao da
persisténcia das caracteristicas da morfologia das coldnias
e inoculadas em plantas de feijao em casa de vegetagdo. |

Teste de pureza das culturas variantes foram feitas
por provas de crescimento em leite litmus (SMIBERT e KRIEG,

1981) e glucose - peptona - agar descritas por VINCENT et alii
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(1979).
3.2. Morfologia celular

A dimensac das células foi realizada pela medigao
com ocular micrométrica, de coloragao de Gram, de culturas

jovens em fase exponencial.
3.3. Descrigao das culturas variantes

Para a observacgdo da morfologia das coldnias de ca-
da uma das variantes e estirpes originais, as culturas fo-
ram repicadas para placa com © meio gluconato-manitol
(MEYER e PUEPPKE, 1380), descrito no Apéndice 2,e incubadas
a 30°C. No mesmo meio observou-se a produgdo de dcido ou

alcali pelas culturas.
3.4, Utilizagao de carboidratos

Foi verificada a habilidade das estirpes variantes
na utilizagao de alguns carboidratos como fonte de carbono,
utilizando-se o© melio base citado por SCHWINGHAMER (1970},
descrito no Apéndice 3. O0s caboidratos testados foram: D(+)
xilose, D(~) arabinose, D(+) glucose, D(+)} galactose, D(-}
frutose, L(-) ramnose, melibiose, lactose, sacarose, levulo

se, D(~) manitol, L(-) arabitol e inositol. <Cada
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carboidrato foi esterilizado por filtragao através de mem-
brana Millipore com poros de 0,45 um de didmetro, adiciona-
do ao meio base para uma concentragao final de 1% e coloca-
do nas placas.

Cada uma das culturas das variantes e das estirpes
originais foram repicadas para placas em cada meio (5 repe-
tigoes) e incubadas a 30°%.

Ve

3.5. Teste de sensibilidade a antibidticos

Determinou-se a sensibilidade das estirpes a dua-
tro antibidticos, de distintos tipos de agdo sobre as cé&lu-
las, conforme descrito por BUSHBY (1982}:

1. Estreptomicina, sulfato (LAFERGS) 780 mcg/ml.
Concentracdes (pRg/ml): 500, 1000, 5000, 10000, 15000 e 25000.
Acdo: inibe sintese de proteinas.

2. Novobiocina; sal sddico (Sigma Chemical)
Concentragaes(ug/ml) : 100, 200, 250, 300, 350, 440, 500 e 1000.
Acao: 1inibe sintese de parede ou membrana celular.

3. Neomicina, sulfato (LAFERGS) 667 U/mg
Concentrages (ug/ml): 1500, 2000, 3500, 3000, 3500, 4500, 5000,

6000 e 7000.
Acdo: 1inibe sintese de proteinas e possivelmente afeta
a permeabilidade da parede.
4. Acido nalidixico (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuti
cos, Ltda.] 104%

Concentragoes (ug/ml): 100, 200, 500, 1000, 2000, 4000 e 10000.
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Agao: inibe sintese de &cidos nucleicos.

Todos os antibidticos foram dissolvidos em agua ex-
ceto o acido nalidixico, que foi dissolvido em NaOH 0,1 N e
esterilizados por filtragao. Uma tira de papel de filtro
Whatman 42, com dimensao de 7 X 85 mm esterilizado foi im-
pregnada com 0,1 ml de cada uma das diferentes concentragoes
de antibibticos e colocada no centro da placa com meio leve
dura manitol. Cada estirpe foi inoculada macissamente, la-
teralmente a tira de papel com o antibidotico. Foram feitas
cinco repetigoes por tratamento. As placas foram incubadas
a 30°% por 48 horas. Estimou-se a sensibilidade das cultu-

ras a cada antibidtico medindo a faixa de inibigao.
3.6. Isolamento da DNA plasmidial

Com o ohjetivo de determinar se as estirpes varian-
tes tinham modificado seu perfil de plasmidios foi s$eguida
a tecnica abaixo desc¢rita, utilizada no Centro de
Biotecnologia do Rio Grande do Sul e citada por SANTOS e
AFFONSO (1982) que se detalha a seguir:

a) Montagem do gel de agarose, metodologia descrita
no Apéndice 4.
b) Isolamento dos plasmidios.
1) As culturas foram inoculadas em tubos com 3
ml de meio levedura manitol e incubadas a 30°C
em banho-maria com agitagaoc por 18-20 horas.

2) Centrifugadas a 10000 rpm durante 5 minutos.



3)

4)

5)

6)

7)

8)

9}

10)

11)
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As cé€lulas foram ressuspencas em 1 ml de TEB
(Apéndice 5).

Centrifugadas novamente e ressuspendidas em100
pl de TEB em um vortex até total homogeneiza-
¢do.

Foram colocadas num tubo de Eppendorff de 1,5
ml de capacidade: 30 pl da suspensao de célu-
las e 30 pl de uma mistura litica (ver Apéndi-
ce 6), homogeneizadas manualmente.

Depois de 5 minutos 3 temperatura ambiente fo-
ram aplicados 50 ul de cada mistura na canale-
ta do gel (agarose 0,8% em TEB).

Em seguida adicionou-se 25 pl de solugdo de
SDS -~ ficoll 10% (ver Apéndice 7).
Homogeneizou-se lentamente, em movimentos cir-
culares com o auxilio de um palito de madeira
éfé que a mistura apresentou aspecto viscoso.
Adicionou-se 100 ul de solugao de SDS-ficoll
5%, lentamente, evitandc gque esta camada se mis
turasse com a camada inferior.

As canaletas foram seladas com agarose fundido,
aproximadamente a 50°%C.

A camara da cuba foi preenchida com TEB e o ma
terial foi submetido a uma corrida inicial de
2 mA durante 45 minutos e em seguida a 40 mA
até que o corante atingisse a parte inferiordo

gel.
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12) 0 gel foi colorido com uma solugdo de brometo
de etidio a 1 pg/ml por 30 minutos.
13) © material foi examinado sob luz ultravioleta

e fotografado.

3.7. Avaliagdo da eficiéncia e da capacidade compe-
titiva por sitios de infecgao nodular das es-

tirpes variantes

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao u-
tilizando-se vasos "Leonard" contendo areia e carvao vege=-
tal na proporcaoc de 4 : 1 para eliminar possivel toxidez de
manganés relacionada com a areia e esterilizados. Para ir-
rigar foi usada a solugao nutritiva esterilizada de SPECHT
et alii (1956) descrita no Apéndice 8; em intervalos perid-
dicos foi adicionada agua destilada esterilizada durante o
ciclo da planté.

Semearam-se 6 sementes por vaso de cultivar de fei-
jdo Turrialba-4, previamente desinfectadas em alcool 96° GL
por 5 minutos, HgCl2 0,1% durante 3 minutos e lavagens con-
secutivas com agua destilada para eliminarc)emce&x:de!kﬁﬂz.
Sete dias apds a semeadura foi feito o desbaste deixando-se
duas plantas por vaso. As estirpes, desenvolvidas indivi-
dualmente em meio levedura manitol, foram suspensas em solu
¢do salina 0,85% esterilizada e egualizadas por turbidime-
tria num colorimetro fotoelétrico (Klett-Summerson). Deter

minou-se o nimero real de células vidveis de cada suspensio



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Descrigao das variantes isoladas

As coldnias selecionadas foram obtidas das estirpes
SEMIA 424, nativa do Rio Grande do Sul; SEMIA 410, isolada
de um inoculante comercial dos Estados Unidos e SEMIA 476
(CC 511) originaria da Australia.

A morfologia colonial das estirpes de R. phasecli es
tudadas esta detalhada nas Tabelas 1, 2, 3 e Apéndices 9 a 18.

Foi observada a presencga de variantes na estirpe
476, gue apresentou dois tipos diferentes de colonias: pun
tiformes e opacaé, que correspondem a variante 476-1,e a va
riante 476-2 que formou colonias viscosas com 1 mm de did-
metro. A estirpe 424 apresentou trés tipos de morfeologia
colonial distinta; variantes 424-1 e 424-3 formaram colo-
nias de 1 mm de diametro e viscosas. A 424-2 formou cold-
nias grandes e muito viscosas, mostrando morfologia tipica
dos rizdbios de crescimento rapido. A estirpe 410 apresen-
tou dois tipos de coldnias, a 410-1 formou coldnias peque-
nas e opacas e a 410-2 desenvolveu coldnias maiores e visco
sas. Essas variantes conservaram suas caracteristicas colo

niais quando foram transferidas para placas com meio
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pelo método de diluigao em placa, obtendo-se uma concentra-

10 10 células/ml.

¢d3o em torno de 2,5 x 107 a 4,0 x 10

Foram preparados indculos mistos de 3 estirpes adi-
cionando 2 ml de cada suspensao de células. Sendo usadas to
das as combinagbes possiveis entre as estirpes, além do‘que
foram inoculadas cada uma delas em forma individual. A ino
culacdo foi efetuada com. 1 ml da suspensdo de células. Tes-
temunhas sem inocular e com nitrogénio total e outra sem i-
nocular foram adicionadas ao experimento. O tratamento ni-
trogenado recebeu a cada 3 dias 10 ml de NH4HO3 contendo 7
mg de N/ml durante o ciclo da planta totalizando 700 mg de
N/vaso. Para propiciar um melhor desenvolvimento inicial
das plantas, adicionou-se 35 mg de nitrogénio na forma de
NH,NO, a todos os tratamentos. Utilizaram-se 3 repetigoes
por tratamento.

A colheita foi efetuada 48 dias apds, em floragao
plena, e avalioﬁ-se: 0 peso seco dos nodulos e o rendimen-
to de matéria seca da parte aérea ap0s secagem em estufa a
60°C até peso constante; nitrogénio total da parte aérea
(TEDESCO, 1982).

Para a identifica¢do dos grupos sorologicos das es-
tirpes inoculadas foram preparados os antissoros ' especifi-
cos de cada uma delas em coelhos, conforme a2 metodologia ci
tada por SCHMIDT et alii (1968). De cada uma das estirpes
foi feita uma suspensao com solugao salina 0,85% e colocada

em banho-maria a 100°C durante 30 minutos para inativar os

antigenos flagelares, uma gota da suspensdo de células
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de cada estirpe foi colocada num tubo em contato com cada um
dos antissoros preparados, posteriormente incubados por 2-3
horas em banho-maria a 60°C e lida a aglutinacgao.

A avaliagao da capacidade competitiva das variantes
foi efetuada pelo reisolamento e identificagao das estirpes
formadoras dos nodulos tomando-se ao acasc 60 rnddulos (20
por repetigao) dos tratamentos inoculados com as misturas
das culturas. Cada variante assim recuperada foi identifi-
cada pela sua sensibilidade a um ou mais dos antibidticos:
testados conforme determinado no item 3.5 e seguindo a mes-
ma metodologia.

Para determinar as caracteristicas das colonias das
estirpes variantes apds passagem por planta, as culturas re
cuperadas dos nddulos foram repicados ao meio gluconato-ma-
nitol em placa, o mesmo que foi usado para a descrigac da

morfologia das colonias ao inicio da pesquisa.
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TABELA 1. Caracteristicas das colonias de R. phasectd
SEMIA 476 e suas variantes no meio de cultura glu
conato-manitoll/, apGs 48 horas de ihcubagao.

Estirpes e Variantes

Caracteristicas

476 476-1 476-2
Didmetro (mm) 1 <l 1
Forma irreqular puntiforme circular
Elevacao plana convexa baixa convexa baixa
Superficie lisa lisa lisa
Bordos inteiros inteiros inteiros
Densidade Gtica translQcida opaca transliucida
Consisténcia viscosa butirosa viscosa
pH do meio sem mudanga sem mudanga sem mudancga

1/MEYER e PUEPPKE (1980).
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TABELA 3. Caracteristicas das colonias de R. phaseoli
SEMIA 410 e suas variantes no meio de cultura glu
conato-manitoll , apds 48 horas de incubagao.

Estirpes e Variantes

Caracteristicas

410 410-1 410-2

Diametro (mm) 3 1 5

Forma circular circular circular

Elevacgao convexa alta convexa alta convexa alta

Superficie lisa lisa lisa

Bordos inteiros inteiros inteiros

Densidade otica translucida opaca transliucida

Consisténcia muito viscosa butirosa muito wviscosa

pH do meio

sem reagao

sem reagao

sem reagao

1/MEYER e PUEPPKE (1980).
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levedura manitol em passes sucessivos.

A variante 424-3 acidificou o meio de cultura gluco
nato-manitol enquanto que as outras variantes nao mostraram
mudancgas.

No estudo das caracteristicas de morfologia celular,
nao foram observadas diferengas de tamanho das células das
variantes observadas (Tabela 4). Em preparagoes rapidas em
campo escuro todas as culturas apresentaram igual motilida-
de.

A resposta das variantes em meio leite litmus
(Tabela 5) esté dentro do reportado por VINCENT (1979) para
Rhizobium. O meio foi alcalinizado pela maioria das varian
tes, & excegdo da estirpe matriz 410 e sua variante 410-2,
gue nao modificaram o pH. A estirpe 424 e suas variantes
424-1, 424-2 e 424-3 formaram uma pequena zona de soro. Em
meio peptona-dextrose~«agar as estirpes 424 e 410, assim co=-
mo suas variéntes, desenvolveram-se abﬁndantemente. 0O meio
foi acidificado unicamente pela estirpe 424 e suas varian-
tes, engquanto gue a estirpe 476 e suas variantes cresceram
pouco e nao mostraram alteracdo no pH. VINCENT et alii
{1979) menciona que o Rhizobium cresce pobremente heste meio
com pouca alteragao de pH. Pelo observado neste trabalho
nem todas as estirpes de R. phaseoli se comportam desta for

ma.
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Dimens3o das células das estirpes de R. phaseoli
SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410 e suas variantes,
apds 48 horas de crescimento no meio gluconato-ma
nitol. Médias de 10 repeticgoes.

Tamanho das células

Estirpe (10)
476 1,50 x 2,45
476~1 1,16 x 2,23
476-2 1,23 x 2,16
424 1,35 x 2,46
424~1 1,20 x 2,44
424f2 1,15 x 2,21
424-3 1,10 x 2,39
410 1,13 x 2,19
410-1 0,86 x 2,83
410~2 1,00 x 2,23
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4.2. Utilizagao de carboidratos

Na Tabela 6 sao mostrados os resultados da utiliza-
gao de carboidratos pelas estirpes em estudo. A estirpe 476
€ suas variantes 476-1 e 476-2) foram incapazes de utili-
zar ramnose, arabitol e inositol; frutose, melibiose e le-
vulose foram metabolizados pobremente pela estirpe 476 en-
quanto que suas variantes nao a utilizaram. Essa mesma es-
tirpe, assim como suas variantes, cresceram abundantemente
em xilose, arabinose e manitol; a lactose foi pobremente
metabolizada e a sacarose nao foi utilizada pelas variantes.
Nao foram observadas difereng¢as marcantes entre as variantes
476-1 e 476-2 na utilizagao dos carboidratos testados, com
excegao para a glucose; que foi metabolizada pobremente pe
la variante 476-1, ao passo que a 476-2 nao se desenvolveu,
O gue sugere que esta variante carece de uma hexaquinase.
KUYKENDALL e ELKAN (1976) testaram a utilizagdo de uma sé-
rie de carboidratos por variantes de R. japonicum e encon-
traram que uma delas crescia bem no manitol, enquanto que a
outra variante nao desenvolveu. Verificou-se assim que a
estirpe 476 e suas variantes foram menos eficientes na uti-
lizagao dos carboidratos.

A estirpe 424 e suas variantes mostraram de forma
geral, maior eficiéncia na metabolizagdo dos carboidratos;
sendo que as variantes mostram ter o mesmo comportamento.
MEYER e PUEPPKE (1980) nao encontraram diferencas significa

tivas na utilizagao de carboidratos entre variantes de P.



45

faponicum.

As variantes 410-1 e 410-2 mostraram diferencas na
capacidade de utilizar a galactose, ja que a variante 410-1
cresceu abundantemente, enquanto que a 410-2 nao se desen-
volveu; esta mesma variante utilizou muito pouco a sacaro-
se, contrariamente a 410-1 gue se desenvolveu bem. Nos ou-
tros carboidratos nao houve diferengas entre as variantes
desta estirpe.

As variantes 476-1, 376-2 e 410-2, que mostraram me
nos exigéncia no metabolismo dos carboidratos usados, coin-
cidentemente apresentaram baixa efetividade (Tabela 10). Re
sultados semelhantes sao reportados por MILONGOY e ELKAN
(1977) em R. japondicum.

A maior ou menor eficiéncia no metabolismo de car-
boidratos e outros nutrientes poderia explicar as variagoes
nas caracteristicas culturais, como por exemplo, o aspecto
colonial. Poderia também ressaltar que o crescimento de cul
turas com predomindncia de variantes de maior exigéncia nu=
tricional pode trazer problemas a sua preservagac em cole-
goes bem como & multiplicagdo para a producao de inoculan-

tes.
4.3. Sensibilidade a antibidticos
A Tabela 7 mostra os resultados dos testes de sensi

bilidade das estirpes a estreptomicina. Observa-se que a

diferenca entre as variantes 476-1 e 476-2 & mais acentuada
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Resultados dos testes de sensibilidade a diferen-
tes concentracoes de estreptomicina das estirpes
de R. phasecli SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410 e
suas variantes. Médias de cinco repetigdes.

Estreptomicinaa ug/ml*

Estirpe Variante :

500 1000 5000 10000 15000 25000

476 P 9 13 15 18 18
476-1 5 10 15 20 20 20

476~2 5 5 10 16 18 18

424 0 3 3 5 5 10
424-1 7 15 18 20 20 20

424-2 0 0 3 5 7 10

424-3 8 10 12 15 17 19

410 0 0 3 5 6 14
410-1 8 10 12 15 15 20

410-2 0 0 5 6 8 13

a - poténcia 780 mcg/mg.

b - faixa de inibigao do crescimento em mm.

*As tiras de papel filtro Whatman 42, foram impregnadas com
0,1 ml de estreptomicina as concentragoes indicadas.
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nas concentragées de 1000, 5000 e 10000 ug/ml.

Das variantes da estirpe 424, a 424-2 se mostrou mais
resistente, sendo a 424-1 a mais sensivel.As variantes 410-1
e 410-2 mostraram ser muito diferentes na sensibilidade a
estreptomicina, sendo a 410-2 mais resistente; no experi-
mento para avaliagao da efetividade (Tabela 10) esta varian
te mostrou ter perdido a capacidade de fixar nitrogénio.
PANKHURST (1977) afirma ser pouco fregflente a perda da efe-
tividade em estirpes de Rhizobium de crescimento rapido re-
sistentes aos antibibticos que inibem a sintese de protei-
nas, como a estreptomicina. HAGEDORN (1979) encontrou gque
resisténcia a estreptomicina em R, melifoti esteve associa-
da a redugdo da efetividade em algumas estirpes. No entan-
to, outras nao mostraram modificagdo. A explicagido dadapor
aquele autor & gque a alteragao & mais dependente da estirpe
que do antibidtico.

MEYER e PUEPPKE (1980) observaram gue as variantes
de ‘R. japonicum que formavam coldnias grandes foram mais sen
siveis aos antibidticos que as que formavam coldnias pegue-
nas. Esses resultados nao coincidem com os observados nes-
ta pesquisa. Observou-se claras diferengas na sensibilida-
de a novobiocina (Tabela 8) entre as variantes 476-2, 424-1
e 410-1, gque mostraram ter perdido resisténcia ao antibiéti
co. A variante 476-2 mostrou-se mais sensivel que a 476-1.
O comportamento das variantes 424-2 e 410-2 .em diferentes
concentragoes de novobiocina foi semelhante ao de suas res-

pectivas matrizes.
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TABELA 8. Resultados dos testes de sensibilidade a diferen-
tes concentragoes de novobiocina das estirpes de
R. phaseofi SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410 e suas
variantes. Médias de cinco repeticgoes.

Novobiocina ug/ml*
Estirpe Variante

100 200 250 300 350 400 500 1000

b

476 0 3 3 5 5 5 11 20
476-1 0 1 5 5 5 8 190 20
476-2 0 5 10 10 10 12 15 20
424 0 0 0 0 0 0 0 10
424-1 0 3 5 10 10 15 15 20
424-2 0 0 0 0 0 0 0 10
424-3 0 0 0 3 10 10 12 15
410 0 0 0 0 0 3 3 9
410-1 4 8 10 10 10 10 14 16
410-2 0 0 0 0 0 3 5 8

b - faixa de inibigao do crescimento em mm.

* Ag tiras de papel filtro Whatman 42, foram impregnadas
com 0,1 ml de novobiocina as concentracgoes indicadas.
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BUSHBY (1982) cita perda da efetividade em estirpes
de Rhizobium de crescimento rapido, resistentes a novobioci
na (inibidor de sintese da parede .celular): em concordan-
cia, as estirpes e variantes 424, 424-2, 410 e 410-2 foram
as mais resistentes e apresentaram baixa efetividade.

As variantes 424-3 e 410-]1 mostraram-se mais sensi-
veis 3 neomicina (Tabela 9) que as outras variantes, sendo
que no experimento de avaliacac da efetividade foram mais e
fetivas. BUSHBY (1982) menciona gque as estirpes de Rhizobium
de crescimento rapido sdo menos efetivas com o aumento de re
sisténcia a neomicina; HAGEDORN (1979) encontrou que as mu
tantes de R. melilfot{ resistentes a neomicina foram altamen
te inefetivas.

Todas as estirpes mostraram-se resistentes ao acido

nalidixico em concentra¢ées até 10000 ug/ml.
4.4. Caracteristicas plasmidiais

A Figura 1 mostra o perfil de plasmidios de cada u
ma das estirpes matrizes e suas variantes. Na estirpe 410nao
foi observada a presenga de plasmidios pela técnica usada
que, porém, tem um baixo grau de resolugao. Essé figura mos
tra que, tecdas as outras estirpes tém pelo menos dois plas-
midios e nao apresentam diferengas entre elas, mesmo quahdo
houve perda da efetividade como a variante 410-2,

DJORDJEVIC et alii (1982) nao encontraram altera-

¢Oes demonstraveis nos plasmidios de duas mutantes efetivas
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TABELA 9. Resultados de avaliagao de teste de sensibilidade
a diferentes concentragoes de neomicina das estir
pes de R. phaseofi SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410
e suas variantes. Médias de cinco repetigoes.

Neomicina® ug/ml*
‘Estirpe Variante

2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 6000 7000

476 0 0 0 2 3 3 3 3 3
476=1 0 2 2 3 3 4 5 5 5
476=2 0 3 3 4 5 5 5 5 5
424 0 2 2 3 4 4 5 5 5
424-1 1 2 3 3 3 3 5 5 5
424-2 0 2 2 4 4 4 4 4 5
424-3 3 5 5 5 5 5 6 6 6
410 0 0 0 2 4 A 5 5 5
410-1 2 2 2 5 5 5 5 5 5
410=2 0 2 2 4 4 4 4 4 5

a - poténcia 667 U/mg.
b - faixa de inibicao do crescimento em mm.

*As tiras de papel filtro Whatman 42, foram impregnadas com
0,1 ml de neomicina as concentracoes indicadas.
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FIGURA 1. Perfil eletroforético em gel de agarose do DNA
plasmidial das estirpes de R. phaseolfi: SEMIA 476,
476-1, 476-2, SEMIA 410, 410-1, 410-2, SEMIA 424,
424-1, 424-2, 424-3 nas canaletas 1 a 10 respecti
vamente.
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e inefetivas de R. thnifofii. O mesmo autor cita comunica=-
gao pessoal de AUSUBEL, F.M., que um pegqueno elemento movel
residente pode inserir-se especificamente em sitios do geno
ma de R. meliloti{ e indiretamente inativar a expressao dos
genes para a fixagao do nitrogénio, sem modificagao dos plas
midios. Essa poderia ser uma explicagao ao fato de que ava
riante 410-2 se comportou como inefetiva e seus plasmidios

aparentemente nao se modificaram.

4.5. Avaliagao da eficiéncia e capacidade competiti
va por sitios de infec¢ao nodular das varian-

tes

Os dados obtidos de peso de nddulos secos em experi
mento em casa de vegetagac nao revelam uma relagdo com o ni
trogénio fixado (Tabela 10), ja que variantes que se mostra
ram inefetivas.bomo a 410-2, formaram maior massa nodular
que outras mais efetivas como a 476-2 ou a mistura de va-
riantes do primeiro tratamento. 1Isso & confirmado pelo tes
te estatistico.

No rendimento de matéria seca foram encontrados uni
camente trés grupos diferentes estatisticamente: a testemu
nha nitrogenada no grupo superior, um intermediario que in-
cluiu todos os tratamentos inoculados com as estirpes e um
grupo inferior, a testemunha sem inoculagao. Ainda que a
diferenga no rendimento entre os tratamentos n3ao seja signi

ficativa, observou-se que onde o rendimento de matéria seca
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TABELA 10. Peso seco de nodulos, rendimento de matéria seca
da parte aérea, porcentagem e teor de nitrogénio total
de Phaseorus vuflgartis cv. Turrialba 4 em respos-
ta a inoculagdc com as estirpes de R. phaseofdi
SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410 e suas variantes, .
individualmente e em combinagoes mistas. Médias
de trés repeti¢oes (duas plantas/vaso).

Peso de Matéria

Tratamentos $ de N N total

nodulos seca

mg/vaso g/vaso mg/vaso
424-1 476-1 476-2 51lab 4,37 Db 1,70 b 78 bc
424-1 410-1 410-2 436 b 2,37 b 1,22 b 29 bc
424-1 424-2 424-3 467ab 2,92 b 1,40 b 40 bc
424-2 476-1 476-2 910ab 5,13 b 1,55 b 87 bc
424=-2 410-1 410-2 799%ab 4,11 b 1,46 b 63 bc
424-3 476-1 476=2 506ab 3,10 b 1,60 b 50 bc
424~3 410-1 410-2 934ab 4,48 b 1,74 b 64 bc
410-1 476-1 476=-2 813ab 4,15 b 1,41 b 62 bc
410-1 424-1 424-2 664ab 4,01 b 1,58 b 65 be
410-~2 424-1 424=2 769ab 4,04 b 1,50 b 63 bc
476-1 4242 424-3 587ab 3,00 b 1,26 b 38 bc
476~1 410-1 410-2 770ab 3,56 b 1,51 b 52 bc
476-2 410-2 476-1 808ab 4,73 b 1,67 b 75 bc
476-2 424-3 410-1 525ab 3,10 b 1,44 b 47 bc
476~2 424-1 424-2 1194a 4,00 b 1,78 b 73 bc
410-1 424-1 424-3 1209a 6,11 b 1,96 b 119 b..
' 424-1 569ab 4,31 b 1,80 b 75 bc
424-2 . 595ab 2,86 b 1,68 b 51 bc
4243 798ab 4,34 b 1,84 b 80 bc
410-~1 573ab 3,35 b 1,82 b 62 bc
410-2 558ab 2,19 b 1,23 b 29 bc
476-1 600ab 4,11 b 1,51 b 62 bc
476~2 479ab 3,21 b 1,74 b 69 bc
424 525ab 4,23 b 1,63 b 67 bc
476 687ab 4,72 b 1,61 b 76 bc
410 687ab 4,12 b 1,52 b 63 bc
Tes temunha - 1,51 ¢ 1,51 b 23 ¢

Testemunha + N - 12,67a 3,47a 422a

Médias seguidas da mesma letra nac diferem significativamen
te pelo teste de Tukey a 5%. As andlises de varianca s3o a
presentadas nos Apéndices, 19 a 21, -
Coeficiente de variagao %: peso de nédulos, 39; matéria
seca, 37; % de N, 44; N total, 40.
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foi alto, o conteldo de nitrogénio total seguiu a mesma ten
déncia.

A porcentagem de nitrogénio no tecido nao foi dife-
rente entre os tratamentos inoculados com as estirpes.

Os resultados de nitrogénio total no tecido dos tra
tamentos inoculados com as culturas na forma individual nao
foram diferentes estatisticamente entre eles; embora estas
diferengas nao sejam significativas, podemos observar diver
sidade na capacidade de fixar nitrogénio atmosférico entre
algumas variantes. No caso da variante 410-2, que produziu
29 mg de N/vaso, menos da metade de sua estirpe matriz (63
mg N/vaso), torna-se evidente que ela perdeu a capacidade
de fixar nitrogénio atmosférico, sendo de salientar gque os
nddulos formados pela variante foram inefetivos (de cor bran
ca) e abundantes. No entanto, a outra variante 410-1 se com
portou como sua estirpe matriz.

As variantes 476-1 e 476-2 nao apresentaram diferen
¢as marcantes no nitrogénio total no tecido.

Entre as variantes da estirpe 424, 424-1 e 424-3 .mos
traram ser superiores em efetividade que a 424-2,

Pelos dados obtidos a variante 410-2, que sinteti-
zou uma. grande quantidade de polissacaridios extracelulares,
se comportou como inefetiva; a variante 424-3, que formou
coldnias pequenas, mostrou ter uma boa capacidade de fixar
nitrogénio. Essa mesma tendéncia se observou com as outras
estirpes. Esses dados contradizem os observados por VINCENT

(1962), que encontrou que as variantes de R. taifolii que
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formavam coldnias muito viscosas, eram mais efetivas.Por ou
tro lado, HERRIDGE e ROUGHLEY (1975) observaram que as va-
riantes de Rhizobium spp. gque formavam coldnias grandes e
viscosas foram menos efetivas que as peqguenas e secas. Re-
sultados semelhantes sao reportados por UPCHURCH e ELKAN
(1977) em R. japonicum.

Nas combinagoes das variantes, o tratamento inocula
do com a combinacao 410-1, 424-1 e 424-3 foi superior. Se-
gundo a Tabela 11, 63% dos nddulos foram induzidos pela va~-
riante 424-3, seguido pela 424-1 (25%) e mais pobremente pe
la 410«1 (12%). Individualmente as duas primeiras wvarian-
tes mostraram ter boa capacidade de fixar nitrogénio,em mis
tura, elas dominaram e seriam as responsaveis pela alta fi-
xagao.

As variantes 424-2, 476~1 e 476-2, que individual~-
mente se mostraram menos efetivas, que gquando foram inocula
das em combinagéo; de alguma maneira, a combinagéo«iastrés
culturas influiu para a apresentagaoc de uma melhor capacida
de fixadora.

Pelo contrario a variante 424-3, que individualmen
te se comportou como boa fixadora,quando se inoculou em mis
tura com outras culturas, sua efetividade diminuiu apesar
de que ela dominou os sitios de nodulagao. BROMFIELD e
JONES (1980) observaram que pode existir uma competicao ou
antagohismo entre as estirpes quando sao inoculadas juntas
o gque faz com gue a sua capacidade fixada nao seja manifes-

tada.
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TABELA ll. Ocorréncia das estirpes variantes de R. phaseoli
em nbédulos de Phaseolfus vulgaris cv. Turrialba 4
cultivada em casa de vegetacao, em resposta & i-
noculacao com combinagoes das estirpes. Identi-
ficagdes feitas pela sensibilidade a antibidti -

COS.
%

Tratamentos

424-1 424=-2 424=3 410-1 410-2 476-1 476-2 Total
424=1  476~1  476-2 66 - - - - 17 17 100
424-1  410-1  410-2 43 - - 14 43 - - 100
424=1  424-2  424-3 s 80 15 - - - - 100
4242  476~1  476-2 - 65 - - - 15 15 95
424-2  410-1  410-2 ~ 60 - 20 20 - - 100
424-3  476~1  476-2 - - 76 - - 12 12 100
424-3  410-1  410-2 - - 64 18 18 - - 100
410-1  476-1  476-2 - - - 22 - 22 55 99
410-1  424-1  424-2 50 30 - 10 - - - 90
410-2  424-1  424-2 33 54 - - 11 - - 98
476-1  426-2  424-3 - 33 47 - - 20 - 100
476-1  410-1  410-2 - - - 6 47 47 - 100
476-2  410-2  476-1 - - - - 3 10 53 99
476-2  424-3  410-1 - - 56 33 - - 10 99
476-2  424-1  424-2 24 38 - - - - 36 98

410-1  424-1  424-3 25 - 63 12 - - - 100
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A capacidade competitiva mostrada pela variante
410-2, embora nao sendo muito alta, poderia apresentar pro-
blemas se ela dominasse a cultura mista original, ou se fos
se usada em mistura com outras, ja gue ela se comportou co-
mo inefetiva. Essa variabilidade apresentada por estirpes
de R. phaseolfi pode gerar problemas na fabricacao de inocu-
lantes, ja que provavelmente decresceria sua utilidade para
propdsitos agricolas se forem usadas culturas com predomi-.
nio de variantes com caracteristicas indesejaveis.

FRANCO e VINCENT (1976) afirmam gque a habilidade
dasrestirpes de Rhizobium de competir por sitios de nodula~-
cao nac & relacionada com outros aspectos da simbiose; por
exemplo, a melhor capacidade competitiva nao significa ne-
cessariamente que a estirpe seja mais efetiva.

£ de ressaltar que apds a inoculagdo e reisolamento
dos nddulos formados, as variantes recuperadas nac apresen-
taram a mesma‘morfologia colonial que tinham antes de ser i
noculadas. Houve portanto, uma aparente reversao as carac-
teristicas da cultura matriz, que era na realidade uma mis-
tura de tipos variantes ou a imposigao de caracteristicas

novas.



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

a) Algumas das estirpes de R. phasecfi{  estudadas,
pertencentes a colecao de culturas do IPAGRO/
Secretaria da Agricultura do Rio Grande do Sul,
apresentaram variantes espontdneas, com modifica
¢o0es nas caracteristicas culturais, bioquimicas,
de sensibilidade a antibidticos e simbidticas.

b) A variagao nas caracteristicas culturais apresen
tadas pelas culturas, mostrou nao ser estavel a-
pds passagem por fase de infecgao em planta e for
magao de nodulos.

c) Apesar de nao haver significdncia estatistica
observou-se ocorrencia de variantes com redugao
ou aumento da efetividade na fixacao de nitrogé-

nio, com relagao a cultura matriz.
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7. APENDICES

APENDICE 1. Meio de cultura YEM-HM (COLE e ELKAN, 1973).

Na2HPO4 0,125 g
Na,50, 0,25 g
NH,Cl 0,32 g
MgSO4.7H20 0,18 g
FeCl 4 0,004 ¢
CaC12.2H20 0,013 g

N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid. (HEPES)1,3qg

(2- |N-morpholina! ethane sulfonis acid). (MES) 1,1lqg
Manitol 0,5%
Extratc de levedura 0,025%
L-Arabinose 0,05%
Agua dg.s.p. 1000 ml

pH 6,6 com NaOH 5N



APENDICE 2. Meio de cultura gluconato-manitol (MEYER e
PUEPPKE, 1980).

Manitol 5,0

g
Gluconato de sédio 5,0 g
Glutamato de sddio 1,0 g

g

(NH,},S0, 0,5
HEPES 1,3 g
MES 1,149
Biotina 0,01 mg
Suplemento B 2 ml

Azul de bromotimol 0,1 g
Agar 15 g
Agua g.s.p. 1000 ml

pH 6,9
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APENDICE 3. Meio de cultura base para a prova de utilizagao
de carboidratos pelas culturas (SCHWINGHAMER,
1970).

MgSO, .7 H,0 0,25 g
Caso, .2 H,0 | 0,03 g
Na,HPO, .12 H,0 1,20 g
KH2PO4 0,55 g
NaCl 0,25 g
FeSO .7 H,0 0,0035 g
Znso4.7 H,0 0,00016 g
CuSO4.5 H,0 0,00008 g
H,BO, 0,0005 g
Mnso4.4 H,0 0,0004 g
Ext. levedura (Difco) 0,25 g
Azul de bromotimol 0,1 g
Agar 15 g
Carboidrato 1%

Agua q.s.p. 1000 ml
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APENDICE 4. Montagem do gel de agarose (SANTOS e AFFONSO,

1982}. :

Preparar em um erlenmeyer de 250 ml de capacidade, 70 ml
de agarose em tampao TEB e concentragao de 0,8%.

Fundir a agarose e resfriar a aproximadamente 50%¢.
Colocar aproximadamente 8-10 ml de agarose na canaleta
inferior da cuba de eietroforese.

Imediatamente apds, verter a agarose cuidadosamente (pa-
ra evitar a formagcdo de bolhas) entre duas placas de vi-
dro (110 x 140 mm), separadas por espacgadores de lucite
de 2,5 mm de espessura, e mantidas em posigéo vertical
por prendedores de metal.

Colocar, na parte superior entre as placas, um pente de
acrilico medindo 6,5 x 15 x 2,5 mm (o numero de dentes
do pente varia de acordo com o numero de amostras).

ApSs a solidificagdo do gel, retirar os prendedores de me
tal, o pente e o espagador inferior. Remover o excesso
de agarose das canaletas com um palito de madeira,
Montar © conjunto placas-gel com o auxilio dos prendedo-
res de metal, na cuba de eletroforese vertical, apoiado
sobre a canaleta existente na parte inferior da cuba,con

tendo a agarose solidificada.
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APENDICE 5. Fdrmula da solugao tampao TEB (SANTOS e AFFONSO,

1982),
Tampdao TEB pH 8,2
Tris-OH 89 mM
Na,-EDTA 2,5 mM
H3BO4 89 mM

Preparar 10 vezes concentrado:

Dissolver o Na2—EDTA a quente em aproximadamente
600 ml de agua bidestilada.

- Adicionar em seguida o Trizma-base e o H3BO3.

- Ajustar o pH para 8,2,

- Completar o volume para 1000 ml com &gua bidesti-
lada.

~ Diluir 10 vezes no momento do uso.
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APENDICE 6. Mistura litica (SANTOS e AFFONSO, 1982).

Lisozima 7500 U/ml
Ribonuclease I 0,3 U/ml
Ficoll 400.000 20 %
Azul de bromofenol 0,005 %
Naz-EDTA 0,25 M 2 ml

a) Preparo da solugao de RNAse:

- Dissolver 10 mg de RNAse em 1 ml de tampao aceta-
to de sodio 0,4 M pH 4,0.

- Ferver a solugdo em banho-maria por 2 minutos.

- Manter em congelador.



APENDICE 7. Solug@ao de SDS (Dodecil sulfato de sddio) -
Ficoll (SANTOS e AFFONSO, 1982).

- SDS - Ficoll 10%

SDS 0,2 g
Ficoll 400,000 10 g
TEB g.s.p. 100 ml

- SDS - Ficoll 5%

5Ds 0,2 g

Ficoll 400.000 5 g

TEB g.s.p. 100 ml
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APENDICE 8. Solugao nutritiva para vasos Leonard, elaborada

Solugao

Solucao

Solucado

Solugao

Solugao

por SPECHT et alii (1956).

Estoque A: wusar 1 ml por litro da solugdo final

MgCl,.6 H,O0 ‘ 178,2 g
MgS0, .7 H,0 256,5 g
Agua destilada esterilizada 1000,0 ml
Estoque B: usar 1 ml por litro da solugao final

K,HPO, 164,7 g
K2804 82,4 g
Agua destilada esterilizada 1000,0 ml
Estoque C: wusar 10 ml por litro da solugao final

Na EDTA (Titriplex III "C10H14N2Na203'2H20) 3,72 g
FeSO4.7 H,0 3,78 g
Zqgua destilada esterilizada 1000,00ml

Dissolver o NaEDTA + FeSO4.7H20 em 900 ml de A&gua
destilada esterilizada, aquecendo a 80°C até disso-

lugdo total. Completar volume com Agua.

Estogue D: wusar 3 ml por litro da solugao final
Cas0,.2 H,0 63,33 g
Agua destilada esterilizada 1000,00ml
Estoque E: usar 0,5 ml por litro da solugdo final
MNCl,.2 H,0 7,24 g
H3BO3 5,72 g
CuSO4.7 H,0 9,32 g
ZnS04 .7 H,0 0,44 g
Na,Mo0, .2 H,0 0,25 g

Agua destilada esterilizada 1000,00ml
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APENDICE 9. Estirpe de R. phaseoli SEMIA 476 cultivada em
meio gluconato manitol. Apds 48 horas de cres-
cimento a 30°cC.
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APENDICE 10. Variante de R. phaseoli 476-1 cultivada em meio

gluconato manitol. Apos 48 horas de crescimen
to a 30©°c.
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APENDICE 1l1. Variante de R. phaseocli 476-2 cultivadaem meio
gluconato manitol. ApOs 48 horas de crescimen
to a 30°cC.
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APENDICE 12. Estirpe de R. phaseoli{ SEMIA 424 cultivada em
meio gluconato manitol. Apos 48 horas de cres
cimento a 30°C. -
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APENDICE 13. Variante de R. phaseolfi 424-1 cultivada em meio
gluconato manitol. ApSs 48 horas de crescimen
to a 30°C.
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APENDICE 14. Variante de R. phaseoldi 424-2 cultivada em meio
gluconato manitol. Ap6s 48 horas de crescimen
to a 30°c. .
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APENDICE 15. Variante de R. phaseoli 424-3 cultivada em meio

gluconato manitol. ApSs 48 horas de crescimen
to a 300cC. 4o
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APENDICE 16. Estirpe de R. phaseofi SEMIA 410 cultivada em
meio gluconato manitol. Apds 48 horas de cres
cimento a 30°cC. -
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APENDICE 17. Variante de R. phaseold 410-1 cultivada em meio
gluconato manitol. ApSés 48 horas de crescimen
to a 30°c.
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APENDICE 18. Variante de R. phaseofd 410-2 cultivada em meio

gluconato manitol. Apds 48 horas de crescimen
to a 30°cC. i
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APENDICE 19. AnAlise de variancia do pé€so de ndédulos secos
de Phaseolus vulgaris cv. Turrialba 4 inocula-
da: com as estirpes de R. phaseoli. SEMIA 476,
SEMIA 424, SEMIA 410 e suas variantes, indivi-
dualmente € em combinagoes mistas.

Causas de variacao GL SQ QM F
Tratamentos 25 5855014 ,43 234200,60 3,35%*
Erro experimental 53 3696131,48 69738,33

*
Signific8ncia a 5% de probabilidade.



88

APENDICE 20. Analise de varidncia de péso de matéria seca
da parte aérea de Phaseolus vufganis cv. '
Turrialba 4 inoculada com as estirpes de R.
phaseol{ SEMIA 476, SEMIA 424, SEMIA 410 e suas
variantes, 1nd1v1dualmente e em combinagoes mis

tas.
Causas de variagao GL SQ oM F
Tratamentos 27 308,90 11,44 4,95%
Erro experimental 56 129,22 2,31

*
Significancia a 5% de probabilidade.
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APENDICE 21. Andlise de varidncia do percentagem de nitrogé
nio de Phasecfus vulganis cv. Turrialba 4 ino-
culada com as estirpes de R. phaseofi SEMIA 476,
SEMIA 424, SEMIA 410 e suas variantes, indivi-
dualmente e em combinagOes mistas.

Causas de variagao GL SO oM F
Tratamentos 27 13,83 0,51 3,64%
Erro experimental 56 7,58 0,14

*
Significancia a 5% de probabilidade.
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APENDICE 22. Analise de varidncia do nitrogénio total da par
te aérea de Phaseofus vulgaris cv, Turrialba 4
inoculada com as estirpes de R. phaseoldi SEMIA
424, SEMIA 410 e suas variantes, individualmen
te e em combinagoes mistas.

Causas de variagao GL SQ oM F
Tratamentos 27 410217 15183,2 17,2%*
Erro experimento 56 49416 882,4

* Significdncia a 5% de probabilidade.
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