UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DO SOLO

VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium
spp RECOMENDADAS PARA A CULTURA DA SOJA

FABIOLA GOMES DE CARVALHO
Engenheira-Agrénoma (UFRPE)
Mestre em Agronomia (UFRPE)

Tese apresentada como um dos requisitos para obtengao
do Grau de Doutor em Ciéncia do Solo

Porto Alegre (RS), Maio de 2003



FABIOLA GOMES DE CARVALHO
Engenheira-Agrénoma - UFRPE
Mestre em Agronomia - UFRPE

TESE

Submetida como parte dos requisitos

para obtencédo do Grau de

DOUTOR EM CIENCIA DO SOLO

Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia do Solo
Faculdade de Agronomia

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre (RS), Brasil

Aprovado em: Homologado em:

Pela Banca Examinadora Por

PEDRO ALBERTO SELBACH CARLOS ALBERTO BISSANI
Orientador-PPG-Ciéncia do Solo Coordenador do Programa de

Pds-Graduagao em Ciéncia do Solo

ENILSON LUIZ SACCOL DE SA
PPG-Microbiologia Agricola e do Ambiente - UFRGS

LUCIANO KAYSER VARGAS
FEPAGRO

ZAIDA INES ANTONIOLLI GILMAR ARDUINO B. MARODIN
PPG-Ciéncia do Solo - UFSM Diretor da Faculdade de Agronomia

25



26

Dedico este trabalho a duas pessoas mais do que especiais em minha vida:

a minha mae pelos bons exemplos que me transmitiu, pela torcida e boas vibragdes
que me renovaram as forgas para alcangar mais esta conquista profissional;

a vocé Apolino meu marido querido, amigo e companheiro de todos os momentos,

obrigado pelo estimulo e paciéncia durante a realizagdo deste trabalho



27

AGRADECIMENTOS

A Deus por todas as oportunidades de aprender a cada dia novas licdes de viver e
saber.

Ao Prof. Pedro Alberto Selbach, pela orientagdo, confianga, amizade e apoio
recebidos durante a realizacao deste trabalho.

Ao Prof. Enilson Luiz Saccol de Sa pela amizade e contribuicbes a esta pesquisa.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFGRS) pela possibilidade de
realizagao do curso.

A Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES, pela concessao da bolsa de estudo.

Ao corpo docente da Pds-Graduagao em Ciéncia do Solo e da Pds-Graduagao em
Microbiologia Agricola e do Ambiente, pelos conhecimentos transmitidos.

A Eliane Bangel, chefe do Laboratério de Microbiologia do MIRCEN — FEPAGRO,
pela liberacdo das instalagbes do laboratério durante a analise de caracterizagéo
genética, pelo estimulo e amizade.

Aos amigos do Laboratério de Microbiologia do MIRCEN — FEPAGRO: Luciano
Kayser, Gilmario e Jorge pelo apoio e amizade recebidos.

A pesquisadora do MIRCEN — FEPAGRO Dra. Andréia Mara Rotta de Oliveira pela
amizade, estimulo e preciosa ajuda na realizagdo das analises genotipicas deste
trabalho.

Aos funcionarios da UFRGS Jader, Denise, Maria do Carmo e Adé&o pela ajuda
dispensada, e especialmente ao José (Zé) pela ajuda na condugdo dos

experimentos em casa de vegetacéo.

iv
Aos colegas do PPG - Ciéncia do Solo da UFRGS pelo convivio fraterno durante

todo o curso.



28

Aos amigos que fazem parte do Laboratério de Microbiologia do Solo da UFRGS:
Antbnia, Christine, Cézar Crispim, José Antdnio, Marcio e Rosangela pelo convivio
alegre durante a realizac&o deste trabalho.

Aos amigos Adriana Giongo e Mariel Bizarro pela ajuda, amizade e palavras de
apoio.

A todos os meus amigos que sempre acreditaram em mim e torceram mesmo de

longe para a realizagao deste trabalho.

Muito obrigado.

\"

VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium spp
RECOMENDADAS PARA A CULTURA DA SOJA!"



29

Autor: Fabiola Gomes de Carvalho
Orientador: Prof. Pedro Alberto Selbach

RESUMO

A producdo da soja em escala comercial tem sido viabilizada técnica e
economicamente, entre outros fatores, devido a fixagédo biolégica do N, por estirpes
de Bradyrhizobium que podem suprir a demanda de nitrogénio desta leguminosa.
No entanto, a variabilidade existente nas estirpes de Bradyrhizobium spp
recomendadas para inoculagdo da soja tem comprometido o processo simbidtico.
Variantes espontaneos isolados a partir das estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079
e SEMIA 5080) e B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) foram avaliados quanto ao
desempenho simbidtico (eficiéncia, nodulacdo em diferentes hospedeiros e
competitividade), inducdo de clorose foliar em diferentes hospedeiros, morfologia
colonial, habilidade de metabolizagdo de carboidratos e tolerancia a salinidade em
diferentes temperaturas de incubacdo. Nas etapas de eficiéncia simbidtica e
competitividade foi usada a cultivar de soja BR-16 e na avaliagdo da nodulagéo e
indugao de clorose foliar foram usados os seguintes hospedeiros: soja (Glycine
max) (cultivares Clark e Peking), caupi (Vigna unguiculata) e guandu (Cajanus
cajan). A caracterizagao genotipica foi realizada através da reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), com os oligonucleotideos iniciadores BOX A 1-R, ERIC e RPO1.
Os resultados obtidos demonstraram que variantes e estirpes originais diferem
quanto a caracteristicas fenotipicas, e que diferencas nos perfis eletroforéticos de
DNA analisados através da amplificagdo com os oligonucleotideos iniciadores
testados, evidenciaram a variabilidade genética presente entre as estirpes originais
e os variantes selecionados. A cultivar de soja Clark, assim como caupi € guandu
foram susceptiveis a rizobiotoxina produzida por estirpes e variantes de B. elkanii.
Embora nao se tenha verificado diferencas na nodulagdo em diferentes hospedeiros
quando variantes ou estirpes de B. japonicum e B. elkanii foram inoculados em soja,
caupi e guandu, foi observado uma simbiose eficiente para a soja (cultivares BR 16,
Clark e Peking). A partir da variabilidade existente nas estirpes SEMIA 587, SEMIA
5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080 foram selecionados variantes eficientes e
competitivos quanto a fixagdo de N, em soja.

" Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia
do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (104p.), maio, 2003.

Vi
VARIABILITY OF SPONTANEUS MUTANTS ISOLATED FROM Bradyrhizobium
spp STRAINS RECOMMENDED FOR SOYBEAN CROP!"
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ABSTRACT

The commercial scale of soybean production has been made possible,
technically and economically, among other factors, due to biological N fixation with
Bradyrhizobium strains that can supply the N demand of soybean. Otherwise, the
symbiotic process of nitrogen fixation has been compromised due to the high
variability among Bradyrhizobium spp strains. Spontaneous mutants isolated from B.
japonicum (SEMIA 5079 and SEMIA 5080) and B. elkanii (SEMIA 587 and SEMIA
5019) strains were evaluated concerning symbiotic performance (efficiency, nodules
formation in different host plants, competitiveness), foliar chlorosis induction to
different host plants, colonies morphology, ability of carbohydrates metabolization
and tolerance to the salinity in different incubation temperatures. The soybean
cultivar BR-16 was used for testing symbiotic efficiency and competitiveness of
original strains and spontaneous mutants. The soybean cultivars Clark and Peking,
Vigna unguiculata and Cajanus cajan were used for testing nodules formation and
foliar chlorosis induction. The genetic characterization was determined through the
polimerase chain reaction (PCR) using the oligonucleotides BOX A 1-R, ERIC and
RPO1. The results showed that the spontaneous mutants and the original strains are
different based on phenotypic characteristics and genetic variability through DNA
amplification with specific oligonucleotides. The soybean cultivar Clark, V.
unguiculata and Cajanus cajan were susceptible to rhizobitoxine produced by
spontaneous mutants and original strains of B. elkanii. Although it was not observed
differences in nodules formation when soybean, V. unguiculata and Cajanus cajan
were inoculated with the spontaneous mutants and the original strains of B.
Jjaponicum and B. elkanii, it was observed a higher symbiosis efficiency in soybean
(cultivars BR-16, Clark and Peking). It was possible to select efficient and
competitive spontaneous mutants related to N fixation in soybean due to the
variability occurrence in strains SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 and SEMIA
5080.

(" Doctorate Thesis in Soil Science, Agronomy Faculty, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (104p.) - may, 2003.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A soja como planta hospedeira

2.1.1 Origem e dispersdo da soja

A soja é uma das mais antigas plantas cultivadas do mundo, havendo relatos na
literatura sobre o seu aparecimento ha mais de cinco mil anos (Hymowitz, 1970). Com base
na distribuicdo da espécie Glycine soja, provavel ancestral da soja atualmente cultivada, o
centro de origem desta cultura seria o Leste da Asia, sendo hoje considerado como o seu
centro genético primario a regido Central da China e a Manchuria como o seu centro
genético secundario (Costa, 1996).

O cultivo da soja permaneceu restrito ao Oriente até o final do século XV e inicio do século
XVI, quando entdo foi introduzida na Europa, porém somente a partir do inicio do século
XX, com a transferéncia de germoplasma basico do Oriente, é que houve de fato a expansdo
da soja no Ocidente, tendo a sua explorag¢do comercial comegado pelos Estados Unidos
(Costa, 1996). O fornecimento dos nucleos genéticos basicos para testes e sele¢do de
variedades melhor adaptadas ao Ocidente tornou esta leguminosa a mais importante
oleaginosa sob cultivo extensivo em produ¢do no mundo (Hymowitz, 1970).

A introdu¢do da soja na América do Sul é datada do final do século XIX, e no Brasil desde
1882 ja existiam relatos sobre o cultivo da espécie Soja hispida no Estado da Bahia (D utra,
1882, apud Vargas & Hungria, 1997). A partir de 1892 foram iniciados os primeiros testes
de adaptag¢do com a cultura no Instituto Agronomico de Campinas, cujas pesquisas foram
responsaveis posteriormente pela “tropicaliza¢do da soja” (Freire & Vernetti, 1999),
cabendo também ao IAC o pioneirismo em pesquisas sobre isolamento e selecdo de estirpes

de rizobio no Brasil (Hungria et al., 1994).

No Brasil a produ¢do da soja em escala comercial foi impulsionada inicialmente no Estado
do Rio Grande do Sul na década de 40, com o estabelecimento do programa oficial de
incentivo a triticultura, por ser a soja a melhor alternativa para sucessdo do trigo no periodo

do verdo (Magalhdes, 1981). A partir de 1950, a darea plantada com soja continuou a se
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expandir no pais com a inclusdo dos Estados de Santa Catarina e Parand e, apos se
estabelecer na regido Sul, a soja se disseminou para outras regioes do territorio nacional.
Durante a década de 70, devido a programas de incentivos e desenvolvimento de novas
técnicas de cultivo a soja se estabeleceu na Regido do Planalto Central Brasileiro como
cultura dominante (Vargas & Hungria, 1997). Atualmente, a soja é cultivada em uma drea
de 15 milhoes de hectares, sendo responsavel por uma produgdo de mais de 40 milhoes de
toneladas de grdos, o que torna o Brasil o segundo maior produtor mundial (IBGE, 2001).

No Brasil a transig¢do da soja de lavoura doméstica ao cultivo comercial tornou-se possivel
gracas ao trabalho pioneiro de pesquisadores que, através do melhoramento genético das
variedades melhor adaptadas as novas condigoes edafoclimaticas de cultivo em conjunto
com programas de sele¢do de estirpes de rizobio eficientes na fixagdo de nitrogénio
atmosférico, contribuiram para a sua expansdo ao nivel nacional. Atualmente, a soja é uma
das culturas que apresenta maior relevancia no cenario agricola mundial, nao apenas pelo
valor bruto de seus grdos, mas sobretudo pelo valor dos produtos agregados a sua produgdo

(Embrapa, 2002)

Taxonomia e descrigdo botanica da espécie Glycine max

De acordo com Herman (1962) apud Boddey (1995) a atual classificagdo sistematica
da soja é a seguinte:
Reino: Plantae; Sub-reino: Cormobionta, Divisdo: Spermatophyta, Subdivisdo:
Angiospermae; Classe: Dicotyledoneae; Sub-classe: Archichlamydae;, Ordem: Rosales;
Subordem: Leguminosinae, Familia: Leguminosae, Subfamilia: Papilionaceae (Fabaceae),
Tribo: Phaseoleae; Subtribo: Phaseolinae (Glyciniae); Género: Glycine,; Subgénero.: Glycine
subg. Soja (Moench), Espécie: Glycine max (L.) Merril.
Embora na usual classificagdo sistemadtica a soja seja classificada como pertencente a
familia Leguminosae, alguns taxonomistas a classificam como pertencente a familia
Fabaceae, adotando a proposta sugerida por Delorit & Gunn (1986) apud Hungria et al.
(1994), que subdivide a familia Leguminosae, criando a subfamilia Fabaceae na qual a soja
estaria incluida.
A espécie Glycine max destaca-se dentro do género Glycine, devido a sua importancia
economica e elevado valor nutricional. Na descri¢do botanica geral a espécie Glycine max
¢ uma planta herbacea anual, que apresenta caule ereto, ramificado e piloso, normalmente
com a altura variando de 30 a 150 cm. As folhas primarias sdo unifolioladas e opostas e as

demais folhas sdo trifolioladas e pinadas. Apresenta pequenas flores reunidas em cachos
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curtos com coloragdo branca, rosada ou violacea, que uma vez polinizadas originam vagens
oblongadas e pilosas, com uma a cinco sementes. As sementes sdo lisas, ovoides ou globosas,
possuindo hilo quase sempre castanho, mas cuja coloragdo varia de acordo com a
variedade. O sistema radicular tem forma de raiz pivotante com numerosas raizes laterais

(Gomes, 1990).

2.1.3 Caracteristicas gerais da espécie Glycine max

A soja apresenta duas fases de desenvolvimento: a fase vegetativa, com cinco estadios, e a
fase reprodutiva, com oito estadios. A completa maturagdo da soja pode variar de 75 dias
para as variedades precoces e 200 dias para as variedades tardias (Hungria et al., 1997). No
Brasil, a soja é classificada em quatro grupos de maturagdo: precoce, semiprecoce, tardia e
semitardia e, dependendo da regido onde a soja é cultivada, uma quinta classificagdo pode
ser incluida, a de média maturagdao (Embrapa, 1993).

A necessidade total de agua na cultura da soja varia entre 450 e 800mm, dependendo das
condigoes climaticas, do manejo da cultura e da duragdo do ciclo (Embrapa, 2002).
Embora esta leguminosa seja considerada como tolerante ao estresse hidrico, é nos periodos
de germinagdo-emergéncia e flora¢do-enchimento dos graos que a disponibilidade de agua
torna-se extremamente importante para o seu desenvolvimento. Na fase da germinagado-
emergéncia, o teor de dagua no solo deve ficar na faixa de 50-85% do total maximo de agua
disponivel, pois tanto o excesso quanto o déficit de agua sdo prejudiciais a obten¢do de uma
boa uniformidade na populagdo de plantas e o estabelecimento da simbiose
Bradyrhizobium/leguminosa (Embrapa, 2002).

O desenvolvimento da soja ocorre em uma ampla faixa de temperatura (20-30°C).
Entretanto, tem sido relatado que temperaturas elevadas ocasionam disturbios sobre a
floragdo e a maturagdo, enquanto que as temperaturas mais baixas reduzem ou paralisam o
crescimento vegetativo (Embrapa, 2002).

A adaptacdo de diferentes cultivares a determinadas regioes climaticas depende, aléem das
exigéncias hidricas e térmicas, de sua exigéncia fotoperiodica. A soja é considerada uma
planta de dias curtos. Assim, em fun¢do dessa caracteristica, é determinada a faixa de
adaptabilidade de uma cultivar, sendo a sensibilidade ao fotoperiodo uma caracteristica
variavel entre cultivares (Vargas & Hungria, 1997).

Dentre os elementos mais exigidos para a nutri¢do da soja estdo o nitrogénio e o potassio,
seguidos dos elementos calcio, magnésio, fosforo e enxofre. Para suprir a alta demanda de

nitrogénio, tdo necessario para constitui¢do e reservatorio de proteinas nos grdos, a soja
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recorre as formas do elemento disponiveis no solo. Como nos solos do Brasil os teores deste
elemento sdo baixos, e sendo a pratica da utilizagdo de adubos nitrogenados inviavel
economicamente para complementar o N fornecido pelo solo, a reposi¢ao via associagdo
simbiotica com bactérias que apresentam capacidade de fixagcdo do N, atmosférico tornou-se

a forma usual e economica de fornecimento deste elemento para a soja (Embrapa, 2002).

2.2 0O género Bradyrhizobium nodulador da soja

2.2.1 Taxonomia do microssimbionte

As bactérias que fixam nitrogénio atmosférico através de nodulos em raizes de leguminosas
foram em principio enquadradas no género Rhizobium sendo a denominagdo das espécies
pertencentes a este género baseada essencialmente, na interagdo seletiva do hospedeiro, de
acordo com os chamados grupos de inocula¢do cruzada (Fred et al., 1932 apud Bangel,
2000). A partir do reconhecimento dos grupos de inocula¢do cruzada, as bactérias
responsaveis pela nodulagdo da soja foram classificadas como Rhizobium japonicum.
Devido as limitacées do método da infec¢do em plantas e as diferencas existentes nas
espécies pertencentes a este género, tornou-se claro que os rizobios consistiam em um grupo
de bactérias bastante diverso, o que levou posteriormente a sua divisdao em dois grupos, um
de crescimento rapido e outro de crescimento lento, embora a divisdo do género Rhizobium
em duas classes, de acordo com o tempo de geragao, ja houvesse sido sugerida por Lohnis &
Hansen (1921) apud Santos (1998).

Jordan (1982) ao reclassificar algumas espécies de rizobios, baseando-se em caracteristicas
morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e genéticas para diferencia-las, separou as que
apresentavam crescimento lento em um novo género denominado Bradyrhizobium. Entre as

espécies reclassificadas por Jordan (1982) estava a espécie R. japonicum.

Na década de 80 e inicio da década de 90, varios trabalhos comegaram a demonstrar que existia
grande variabilidade genética e fisiologica entre as estirpes de B. japonicum (Hollis et al., 1981;
Stanley et al., 1985; Minamisawa et al., 1990). Inicialmente, estudos desenvolvidos por Hollis et al.
(1981) com diversas espécies de Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium usando técnicas de
hibridizacdo de DNA-DNA, demonstraram que as estirpes de B. japonicum poderiam ser divididas em
dois grupos principais de homologia de DNA. Stanley et al. (1985) observaram através da
hibridizacdo do gene nifDH e de sequéncias homdlogas dos genes nod, que as estirpes de B.
Japonicum apresentavam dois gendtipos distintos, denominados sTIl e sTII. A confirmagdo que as
estirpes de B. japonicum de fato era composta por diferentes espécies, veio através de trabalhos
posteriores envolvendo a hibridizagdo do DNA com o gene hup (van Berkum, 1990),

sequenciamento dos genes nifDK e nifE (Minamisawa, 1990; Minamisawa et al., 1992) e analises de
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sequenciamento do 16S rRNA (Young et al., 1991; Rumjanek et al., 1993). Entretanto, nem todas as
estirpes estudadas se enquadravam totalmente nos dois grupos propostos, havendo entdo um
grupamento intermediario entre estes, o qual foi denominado genétipo misto (Minamisawa, 1989).

As diferencas genéticas inicialmente demonstradas por Hollis et al. (1981) na espécie B. japonicum,
originaram novos estudos buscando correlacionar caracteristicas fenotipicas e genéticas relatadas
nos grupos | e Il nesta espécie (Huber et al., 1984; Kuykendall et al., 1988; Minamisawa, 1990;
Minamisawa & Fukai, 1991). Os resultados obtidos nestes estudos levaram Kuykendall et al. (1992),
a sugerirem a subdivisdo de B. japonicum em duas espécies: B. japonicum, com as estirpes do grupo
I (I e la) e B. elkanii, com as estirpes do grupo |l, sendo esta nova nomenclatura aceita e validada
pelo International Journal of Systematic Bacteriology a partir de 1993. Recentemente, uma nova
espécie de Bradyrhizobium que nodula Glycine max e Glycine soja foi isolada na Republica Popular
da China por Xu et al. (1995), sendo proposto o nome de B. liaoningense para a sua nomenclatura, e
indicada como estirpe padrao para a espécie a estirpe ESG 2281.

Embora os estudos mostrando diferengas entre estirpes de B. japonicum tenham sido iniciados nos
Estados Unidos na década de 80, poucas analises semelhantes foram realizadas, até recentemente,
com as estirpes "brasileiras", ou seja, as estirpes que foram ou sdo utilizadas em estudos de
inoculantes no Brasil (Boddey, 1995).

Em um trabalho realizado por Rumjanek et al. (1993) baseado na analise de alguns parametros,
como assimilagdo da amodnia pela glutamina sintetase (GS) in vitro e hibridizagdo com a sequéncia
16S rRNA, as duas principais estirpes de B. japonicum (SEMIA 5019 e a SEMIA 587) recomendadas
comercialmente para inoculantes, foram definidas como membros da espécie B. elkanii. Lunge
(1993) através de um estudo com onze oligonucleotideos iniciadores arbitrarios e analise de RAPD,
observou que algumas estirpes "brasileiras" diferenciavam-se, embora ndo tenha sido feita nenhuma
correlagao com a divisdo em gendtipos ou espécies. Analises posteriores utilizando técnicas de PCR
(Sato, 1999) e caracteristicas fenotipicas (Lemos, 1994; Bodey & Hungria, 1995) constataram a
existéncia de dois agrupamentos envolvendo as quatro estirpes “brasileiras” o primeiro formado
pelas estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 e o segundo formado pelas estirpes SEMIA 587 e SEMIA
5019. Atualmente as estirpes de bradirrizébios que nodulam a soja e que sdo recomendadas para
producdo de inoculantes no Brasil, sdo classificadas como B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA
5080) e B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) (Bangel, 2000).

2.2.2 Caracteristicas gerais do género Bradyrhizobium

As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium se caracterizam por apresentar crescimento
lento, com tempo de gerag¢do de 7 a 13 horas e alcalinizagdo do meio de cultivo levedura-manitol,
contendo azul de bromotimol como indicador de pH. Os bradirrizébios s&o predominantemente
aerdbios e quimiorganotréficos, também n&o esporulam, sdo Gram-negativos e possuem a forma de
bastonete, com tamanho variavel de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um, sendo a sua mobilidade dada por um
flagelo polar ou subpolar. Granulos de poli--hidroxibutirato sdo encontrados com frequéncia no
interior das células. A temperatura 6tima para o seu crescimento ocorre entre 25 e 30°C e em meio
de cultivo levedura-manitol apresentam colbnias brancas, circulares, convexas e opacas, raramente

translucidas, tendendo a ser granulares na textura, seu tamanho ndo excede a um milimetro de
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didametro para um periodo de incubagdo de 5 a 7 dias. As bactérias pertencentes ao género
Bradyrhizobium sao capazes de induzir a nodulagdo em leguminosas tropicais e temperadas
(Somasegran & Hobben, 1994; Holt et al., 1994).

23 Ocorréncia de variantes ou derivados em estirpes de rizébios e
bradirrizébios

A ocorréncia de mutacdes espontaneas nas estirpes das cole¢des de culturas de
rizébios e bradirrizobios, tem representado um problema potencial para a
manutencao e indicagcao de estirpes para estudos de taxonomia e fabricagao de
inoculantes, uma vez que estas mutacdes podem alterar importantes caracteristicas
genéticas e fisiologicas, interferindo inclusive com a eficiéncia simbidtica das
estirpes (Mullen & Wollum II, 1989).

O manuseio das culturas matrizes seja através de subcultivos, processos de preservagdo ou
estocagem durante periodos prolongados, pode resultar em culturas com caracteristicas
distintas da estirpe original (Meyer & Pueppke, 1980; Sato, 1995). Mullen & Wollum II,
(1989) observaram que a estirpe USDA 110 de B. japonicum, apos ter sido submetida aos
processos de isolamento e manuten¢do originou um variante pouco efetivo, caracterizado
por formar colonias diferentes, sem producdo de exopolissacarideos.

Flores et al. (1988), observaram que apos o cultivo da estirpe CFN 285 de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli por um ano em laboratorio livre de quaisquer fatores de
estresse, aproximadamente 35% do total de células apresentaram diferen¢as morfologicas
quando comparadas as culturas originais. Observagoes semelhantes foram relatadas por
Lemos et al. (1994), quando isolaram variantes em estirpes de Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli (SEMIA 476) e R. leguminosarum bv viciae (SEMIA 335) que apresentaram
diferencas quanto a morfologia colonial e perfis isoenzimaticos.

Segundo Pinto et al. (1998), a alta variabilidade genética verificada em estirpes capazes de
nodular feijoeiro ocorre devido a reiteragcoes (recombinagoes e/ou delecoes) de certos
elementos no genoma. Assim, estirpes de Rhizobium spp poderiam ser consideradas como
colegoes heterogéneas de organismos similares, mas ndo idénticos, podendo comprometer a
sua utiliza¢do em inoculantes comerciais (Pinto et al., 1998).

Processos de preservagdo de culturas como a liofilizagdo, podem gerar a perda ou afetar a
constitui¢do do material que se encontra mais externo a parede celular dos microrganismos
(Sato, 1995). Rhougley (1976), observou que o aparecimento de variantes coloniais em
culturas liofilizadas de Bradyrhizobium especificas para Vigna unguiculata e Lupinus albus,
estava diretamente correlacionado a perda de eficiéncia e atraso no inicio da formagdo de
nodulos.

O aparecimento de variantes na estirpe de B. elkanii SEMIA 587 foi observado por Sato

(1995), apos o uso de meios de suspensdo durante o processo de liofilizacdo. Segundo a
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autora a liofilizag¢do provavelmente facilitou a sele¢do de variantes, uma vez que alguns dos
isolados diferiram quanto a fermentacdo de carboidratos, resisténcia a antibioticos e fixa¢do
de nitrogénio, sem contudo apresentar variagoes quanto as suas caracteristicas antigénicas e
perfil da isoenzima a-esterase.

Ao analisarem culturas de Bradyrhzobium sp, Herridge & Rougley (1975) observaram a
presenca de dois a trés tipos coloniais, em 12 das 17 culturas de Bradyrhizobium sp
analisadas. A presengca de dois ou mais variantes em culturas de B. japonicum foi
considerada por Sylvester-Bradley et al. (1989) como um fenomeno comum nestes

microrganismos.

2.3.1 Alteracdo de caracteristicas simbioticas em variantes de rizobios e bradirrizobios

Em geral ao serem comparados as estirpes parentais, os variantes, apresentam alteragdo de
importantes caracteristicas simbioticas, que envolve desde a perda de infectividade
(Kuykendall & Elkan, 1976) a alteracoes na eficiéncia e potencial de competi¢do por sitios
nodulares (Mullen & Wollum II, 1989). Desta forma, acredita-se que estirpes do mesmo
sorogrupo de reagdo ou variantes genéticos da mesma estirpe poderiam estar fazendo parte
de um mesmo material biologico, condicionando uma menor expressdo na fixacdo do
nitrogénio (eficiéncia em fixar N, e capacidade competitiva) (Meyer & Pueppke, 1980;
Kozusny-Andreani, 1997).

2.3.1.1 Eficiéncia simbiotica

Diversos autores tentaram correlacionar diferentes parametros fenotipicos a caracteristicas
simbioticas, com a finalidade de identificar alguma caracteristica ou fator que estivesse
envolvido com a alteragdo da eficiéncia simbiotica de variantes e derivados, porém os
resultados foram muito contraditorios (Eaglesham et al., 1987; Mullen & Wollum II, 1989;
Fuhrmann, 1990; Vasilas & Fuhrmann, 1993).

Kozusny-Andreani (1992) ao isolar variantes da estirpe de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6158,
incapazes de metabolizar carboidratos, observou que alguns variantes apresentaram
diferencas no perfil eletroforético de LPS e das isoenzimas a e [-esterase, diferindo também
quanto a capacidade simbiotica.

Kuykendall & Elkan (1976) observaram que a estirpe de B. japonicum 3/1b110 continha

pelo menos quatro tipos de colénias, duas das quais apresentaram pouco crescimento em
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meio contendo manitol como fonte de carbono e que os dois tipos de variantes coloniais
crescidos neste meio nodularam Glycine max ineficientemente, e por terem estes tipos
coloniais se tornado dominantes pela utilizagdo do manitol no meio de cultivo foram
repassados e distribuidos durante cinco anos. Contudo, Mathis et al. (1986) estudando
caracteristicas metabolicas na estirpe de B. japonicum USDA 110, isolaram um derivado
capaz de metabolizar manitol (MN-110) que demonstrou ser simbioticamente eficiente.
Assim, os resultados conflitantes entre os trabalhos desenvolvidos por Kuykendall & Elkan
(1976) e Mathis et al. (1986), servem para enfatizar que a utilizagdo de determinada fonte de
carbono ou a observagcdo da morfologia colonial ndo devem ser tomadas individualmente
como indicadores de eficiéncia simbiotica entre variantes.

Ao avaliar a eficiéncia simbiotica de variantes de Bradyrhizobium isolados das estirpes
SEMIA 587 e SEMIA 5019 em duas cultivares de soja (IAS 5 e Jacui 7), Kober (1997)
observou que, os variantes 587-P7 e 5019-P, que possuiam coléonias pequenas e com pouca
goma, foram mais competitivos, apresentando uma alta eficiéncia relativa na fixacdao de N,

em relagdo a testemunha nitrogenada nas duas cultivares de soja estudadas.

Ha indicagdes que a produgao de rizobiotoxina em conjunto com a auséncia da enzima hidrogenase
esteja relacionada a inferioridade simbidtica, com menor fixacdo de N, e menores concentragdes de
clorofila e proteina nas folhas (Teaney Ill & Fuhrmann, 1992; Vasilas & Fuhrmann, 1993).
Minamisawa (1989) ao estudar a expresséo da hidrogenase e produgéo de rizobiotoxina por estirpes
de Bradyrhizobium noduladoras da soja, observou que estirpes produtoras e n&o produtoras de
rizobiotoxina se diferenciavam quanto a morfologia colonial, sendo sugerido pelo autor que a
quantidade e/ou a composigédo dos polissacarideos celulares estaria relacionada com a produgéo de
rizobiotoxina nas diferentes espécies de Bradyrhizobium estudadas.

Fuhrmann (1990) observou que o sintoma de clorose foliar e 0 menor acumulo de N-total em soja,
estavam relacionados as col6nias grandes e mucdides presentes em estirpes de B. japonicum
pertencentes aos sorogrupos 31, 46, 76, 94, 130. Entretanto, Eaglesham et al. (1987) ja haviam
constatado que os sintomas de clorose foliar em ervilhaca, estavam associados as bactérias isoladas

desta leguminosa, que apresentavam colbnias pequenas e opacas.

Variantes de rizobio que apresentaram colonias grandes e gomosas ou pequenas e secas,
parecem ndo apresentar um padrdo coerente de resposta a fixagdo de nitrogénio,
impossibilitando assim se tracar qualquer relagdo entre morfologia colonial e efetividade
simbiotica (Sa, 1987; Basit et al., 1991).

A identificagdo de sistemas enzimaticos no microssimbionte que gerem uma maior eficiéncia
a associagdo simbiotica rizobio/leguminosa é citada como estratégia para sele¢do de
estirpes mais eficientes, por exemplo: a presenga do complexo enzimatico hidrogenase esta
relacionada a uma maior eficiéncia simbiotica em estirpes do grupo I (B. japonicum), uma

vez que individuos que apresentam o fenétipo hup' (hidrogenase positiva), apresentam um
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melhor aproveitamento energético na redug¢do de N, atmosférico durante o processo de
fixacdo simbiotica, sendo capazes de reciclar os ions hidrogénio liberados e, assim
recuperar parte da energia perdida (Fuhrmann, 1993). Minamisawa (1989) observou que o
fenétipo hup”, restrito ao grupo I, é consistente com a presen¢a de genes estruturais hup.
Segundo o autor, a auséncia dos genes estruturais nas estirpes do grupo II (B. elkanii) tem
sido relacionada a ineficiéncia simbiotica neste grupo de bradirrizobios.

Em sistemas simbioticos eficientes tem sido observada uma porcentagem mais elevada de
nitrogénio transportado na seiva do xilema sob a forma de ureidos (Hungria & Neves, 1986,
Neves et al., 1985). Estirpes de rizobio que contém hidrogenases sdo capazes de produzir
seiva contendo uma maior fra¢do destes solutos nitrogenados, o que tem resultado numa
maior producdo de grdos (Neves, 1982 apud Neves & Rumjanek, 1992). Existe a
possibilidade de que o hidrogénio possa, de alguma forma, modificar as vias de assimilagdo

da aménia presentes na célula vegetal (Neves, 1982 apud Neves & Rumjanek, 1992).

2.3.1.2 Especificidade hospedeira

A especificidade hospedeira é representada pela habilidade de uma estirpe de
rizébio em induzir a nodulagdo e/ou fixar N, quando associada a cultivares ou
espécies do hospedeiro especifico, sendo por isso uma importante caracteristica a
ser considerada em programas de selec¢ao de novas estirpes (Peres et al., 1993).

O mecanismo de reconhecimento entre macro e microssimbionte
obedece a um complexo conjunto de informagdes genéticas, entre a planta e
bactéria (Perret et al.,, 2000). De acordo com Cardoso & Freitas (1992) os
rizobios seriam, na realidade, parasitas extremamente refinados, que através
de uma evolugdao conjunta com o hospedeiro transformaram o processo
parasitario em simbiético, causando muito mais beneficios do que danos. Tal
afirmacgao se baseia no fato de que varios genes necessarios para parasitismo
e amplitude de hospedeiros em Rhizobium sao similares aqueles presentes
em Agrobacterium, uma bactéria patogénica em plantas, também classificada
na familia Rhizobiacea (Perret et al., 2000).

A formagdao dos nddulos ocorre em varias etapas, envolvendo
mudangas fisiolégicas e morfolégicas tanto na célula hospedeira como na
bactéria. As mudangas na bactéria visam principalmente, o recebimento de
fontes de carbono da planta hospedeira e no hospedeiro as modificagoes tém
como objetivo a assimilagio da aménia produzida pelas bactérias
(bacteroides) (Neves & Rumjanek, 1996).
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Diversos eventos pré-infeccio antecedem a formagdo do néddulo,
incluindo estimulo ao rizébio, ativagdo dos genes de nodulagido, adesao da
bactéria a sitios especificos da superficie radicular e a troca de sinais
moleculares entre o hospedeiro e a bactéria. A partir da troca de sinais é que
serao desencadeadas a indugao ou repressao dos genes envolvidos na
nodulagao, podendo estes sinais também atuar sobre a atividade dos
produtos destes genes (Long, 2001).

Inicialmente, o rizébio é quimiostaticamente atraido para a rizosfera por compostos (aminoacidos ou
agucares) exsudados pela leguminosa. Em seguida, ocorre uma interagdo quimica especifica entre a
bactéria e a planta hospedeira, mediada pela producéo de flavondides (Caetano-Anoles et al., 1988).
Os flavondides (complexos fendlicos) sdo indutores potentes e a presenca de diversos indutores em
baixas concentracbes pode resultar numa resposta sinérgica da expressao dos genes envolvidos na
nodulagdo, resultando na biossintese e secre¢do dos fatores Nod pelo rizébio (Long, 2001). Uma
consideravel especificidade tem sido relatada nesta interagdo, por exemplo, luteolina é o principal
flavonoide de Sinorhizobium meliloti ao passo que naringenina e genisteina sdo necessarios para
Bradyrhizobium japonicum (Hungria et al., 1994).

A especificidade entre parceiros compativeis teoricamente minimizaria as chances de infeccdo por
patdgenos e formacao de associagdes inefetivas que seriam prejudiciais a ambos simbiontes (Perret
et al., 2000). Contudo, Yuen et al. (1995) apud Vargas & Hungria (1997), relataram que moléculas
liberadas por n&do-hospedeiros, também s&o capazes de induzir os genes nod, por exemplo, duas
xantonas presentes em Haploclathra spp, induziram genes de nodulagdo em B. japonicum. Porém,
conforme afirmado por Vargas & Hungria (1997), atualmente s6 existem especulagdes sobre o
significado ecologico da indugéo dos genes de nodulagéo por ndo hospedeiros.

A interagdo dos flavondides com o produto do gene nodD, resulta na indugdo da expressdo dos
genes envolvidos na nodulagédo (Schalaman et al., 1998). Os genes induzidos passam a sintetizar
proteinas que séo responsaveis pela sintese de oligossacarideos lipoquitinicos (LCO) ou fatores Nod
(Carlson et al., 1993). Estes fatores Nod quando liberados em baixas concentragdes (<10°) pela
bactéria e, sendo reconhecidos pelas células da raiz, desencadeardao uma série de alteragdes tais
como: deformagédo e encurvamento de pélos radiculares, divisdo de células do cértex da raiz, e
formagcao de um corddao de infeccdo, que permitira a entrada de bactérias e posterior
desenvolvimento do nédulo (Hungria et al., 1994).

A composigao quimica dos fatores Nod varia com o microssimbionte, mas via de regra apresenta
uma molécula central de N-acetilglucosamina com ligagbes do tipo B-1,4 e diferentes radicais
acoplados (Geremia et al., 1994). Embora, os fatores Nod nas diversas espécies de rizébio tenham a
mesma estrutura, a atuagédo enzimatica dos diversos genes de especificidade através da adicdo de
diferentes radicais a molécula basica do LCO, torna o sinal molecular (fator Nod) especifico para
cada hospedeiro (John et al., 1993).

De acordo com Stacey et al. (1994) a especificidade hospedeira em B. japonicum estaria
relacionada, pelo menos em parte, a presenga do radical 2-O-metilfucose na estrutura basica do

LCO nesta espécie. Ainda que se tenham informacdes sobre a influéncia das substituicbes no fator
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Nod, nenhuma correlagdo exata poder ser feita entre o tipo de LCO produzido pelo rizébio e a planta
que ele nodula (Perret et al., 2000). Por exemplo: Rhizobium etli e R. loti ttm o mesmo fator Nod,
mas nodulam com espécies distintas de feijoeiro (Cardenas et al., 1995), 0 mesmo sendo observado
com dois biovares de R. leguminosarum que embora tenham o mesmo fator Nod também nodulam
com espécies diferentes (Orgambide et al., 1995). Outro exemplo interessante que pode ser citado é
a nodulacao de feijoeiro com R. tropici e R. etlli, porém neste caso existem diferentes tipos de fator
Nod (Poupot et al., 1993). Contudo, cada vez mais se acredita que tal especificidade esteja
relacionada a um conjunto de fatores e ndo a um unico fator (Vargas & Hungria, 1997).

Minamisawa et al. (1997) constataram que B. japonicum nodula preferencialmente com Glycine max
e B. elkanii com Macroptilium atropurpureum, contudo os autores observaram que, ao serem usados
diferentes exsudados de sementes e flavondides (isoflavonas, genisteina e daidizeina) como
indutores dos genes nod, nao houve alteragédo nos perfis de metabolitos dos fatores nod analisados,
sendo sugerido pelos autores que a dupla via sinalizadora mediada pelos flavondides do hospedeiro
e fatores nod das bactérias testadas ndo estariam envolvidos na especificidade hospedeira de B.
Japonicum e B. elkanii.

As proteinas NodD possuem comprovada habilidade para reconhecer diferentes indutores, contudo
estas proteinas ndo sdo as Unicas determinantes da especificidade hospedeira que uma estirpe
possui, uma vez que em varias etapas do processo de infeccdo sdo requisitados componentes
adicionais da parede celular (EPS e LPS) e, em alguns casos a secregao de proteinas especificas
também se faz necessaria para que ocorra um completo processo de infeccao e formacado dos

nédulos (Denarié et al., 1996 apud Hadri et al., 1998).

A fungdo dos polissacarideos no processo ainda ndo esta bem elucidada, mas acredita-se
que participem no momento da invasdo dos nodulos (Forsberg & Carlson, 1998). Em
Rhizobium trifolii e R. leguminosarum, tem sido sugerido que a presenca de um ou mais
glicoconjugados (EPS) na superficie celular em conjunto com outros fatores possam
contribuir para a especificidade hospedeira (Hollingsworth et al., 1989). Mutantes de R.
meliloti incapazes de sintetizar succinoglicano (EPS 1) demonstraram habilidade para o
encurvamento de pélos radiculares e desenvolvimento de nodulos em Medicago sativa,
contudo os nodulos formados foram ineficientes, sendo sugerido pelos autores que a
presenca de succinoglicano funcionaria como uma molécula chave ou sinal para iniciar a
abertura dos sitios de infeccdo radicular (Finan et al., 1985 e Leig et al., 1985 apud Perret et
al., 2000). Diebold & Noel (1989) observaram que em estirpes de R. leguminosarum a
produgdo de um exopolissacarideo dcido esteve diretamente associada a nodulagdo de
alfafa, trevo e ervilha, embora em feijao a formagdo dos nodulos ndo foi dependente da

sintese deste exopolissacarideo.

Alteragdes na produgdo ou na estrutura dos lipopolissacarideos extracelulares (LPS) em bactérias
pertencentes aos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, pode influenciar diretamente a etapa de
reconhecimento entre a bactéria e a planta hospedeira (Hadri et al., 1998). Stacey et al. (1982),

observaram que mutantes de B. japonicum incapazes de nodular soja, apresentaram perfil de LPS
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alterado, sendo a perda de infectividade observada nestes mutantes, atribuida exclusivamente a
composicao alterada dos LPS, uma vez que a produgédo de exopolissacarideos e polissacarideos
capsulares foi semelhante a estirpe original, conforme sugerido por Puvanesarajah et al. (1987).

Noel et al. (1986) observaram que mutantes Tn5 induzidos de R. leguminosarum bv phaseoli, foram
capazes de provocar deformacdes nos pélos radiculares e de estimular a divisdo celular, contudo
foram pouco eficientes na invaséo dos tecidos radiculares provocando na maioria das vezes um
cordao de infecgdo abortivo.

Cava et al. (1989) obtiveram mutantes de R. leguminosarum da estirpe CE3 com sintese de LPS
alterada, utilizando a técnica recombinagéo reciproca, a presenga do LPS tipo | ndo pode ser
detectada em nenhum dos mutantes obtidos através da coloragdo com prata, em SDS-PAGE com
técnicas de “immunobloting” ou utilizagdo de soro policlonal e que todas as mutagdes, exceto uma a
Ips-21, induziram a formagédo de nddulos brancos inefetivos, que ndo apresentavam atividade de
nitrogenase. Contudo, Puvanesarajah et al., (1987) observaram que em variantes de B. japonicum a
perda da cadeia do polissacarideo-O, ndo capacitava a bactéria a formar nédulos nas plantas

hospedeiras.

Assim, baseado nos diversos estudos envolvidos com a especificidade hospedeira
de rizébios e bradirrizobios, torna-se evidente que um alto grau de especificidade
em relacdo ao hospedeiro parece ser a excegao e nao a regra (Neves & Rumjanek,
1996). A escolha de estirpes que apresentem baixa especificidade € recomendavel,
uma vez que a variabilidade genética entre as cultivares de leguminosas tem sido
apontada como uma das causas que afetam a eficiéncia fixadora de N, das estirpes
durante a simbiose (Peres, 1979).

Lopes et al. (1976) relataram que estirpes de Rhizobium podem apresentar
potencial simbidtico bastante variado dependendo da leguminosa hospedeira com a
qual estiverem associados. Também tem sido relatado que, para alguns gendtipos
de soja a interagao entre os alelos recessivos rj1rj1 e as estirpes de B. japonicum
resulta na expressdo do fenotipo de n&o nodulacéo (Caldwell, 1966 apud Vargas &
Hungria, 1997). Em soja tem sido constatado um efeito acentuado da interacéo
entre cultivares e estirpes de Bradyrhizobium sp usadas em inoculantes no Brasil
(Vargas & Hungria, 1997).

Na década de 70 com a expansdo da cultura da soja na regidao do Cerrado
brasileiro, a cultivar de soja IAC-2 passou a ser recomendada para o plantio nesta
area. Porém, a alta especificidade hospedeira desta cultivar dificultou o
estabelecimento de uma simbiose eficiente. Assim, foram pesquisadas novas
estirpes que apresentassem capacidade de nodular a cultivar de soja IAC-2 e bom
potencial de competicdo com a populacao de rizébios naturalizada nos solos, sendo

selecionadas duas variantes: a CPAC 7 (SEMIA 5080), obtida apds subcultivos da



49

estirpe SEMIA 586 (CB 1809), e a variante CPAC-15 (SEMIA 5079) isolada de
campo de cerrado, sendo considerada uma mutante natural da SEMIA 566 (BR 40)
(Boddey, 1995).

Utilizando a cultivar de soja IAC-2, Peres & Vidor (1980) observaram que houve
reducdo parcial da nodulacdo desta cultivar quando inoculada com as estirpes
SEMIA 586 (CB 1809) e SEMIA 5039. Nishi (1995), ao trabalhar com esta mesma
cultivar IAC-2 inoculada com as estirpes SEMIA 5080 e SEMIA 586, observou que
esta cultivar restringiu parcialmente a nodulagdo quando qualquer uma das estirpes
foi inoculada e como consequéncia houve menor acumulo de N-total na parte aérea.
Kober (1997) observou que o variante 5080-G, isolado da estirpe de B. japonicum
SEMIA 5080, quando inoculado na cultivar de soja Jacui-7 teve seu desempenho
simbidtico afetado devido a restricdo a nodulagao desta cultivar. Contudo, quando
este variante foi inoculado na cultivar de soja IAS-5, apresentou média para

acumulo de N-total na parte aérea equivalente a testemunha nitrogenada.

2.3.1.3 Competitividade nodular

A competitividade nodular é considerada como a capacidade de uma determinada estirpe estar
presente na maioria dos nédulos do hospedeiro, ainda que represente a minoria numérica na
populacéo de bactérias que fizeram contato com as raizes (Araujo, 1994) ou, de acordo com Hungria
et al (1994), a competitividade poderia ser definida como a relagdo entre o nimero de bactérias de
uma determinada estirpe no indculo e a proporgéo de ndédulos que essa estirpe consegue ocupar nas
raizes da planta hospedeira.

Na complexa interagdo entre rizobios e leguminosas, a competigado por sitios de infecgdo envolve
varias caracteristicas inerentes a leguminosa e ao rizébio, tais como: a influéncia do hospedeiro no
processo de infecgdo; a concentragado de células de rizobio presentes no indculo ou proximas a
semente; a taxa relativa de crescimento das estirpes competitivas; o estado fisioldégico do rizébio na
hora da inoculagdo; variaveis ambientais (temperatura, umidade, pressdao de oxigénio) e nivel
nutricional da planta hospedeira (Trinick, 1982; Vargas et al., 1994). Embora alguns destes fatores
possam afetar diretamente a competitividade, em sua maioria o efeito é direcionado sobre a
persisténcia e sobrevivéncia das estirpes inoculadas, influenciando somente indiretamente as
interagdes competitivas (Sadowsky, 2000).

A forma como uma estirpe pode utilizar um composto presente na rizosfera que nao seja facilmente
utilizado por outras estirpes pode se constituir em uma vantagem para seu crescimento e,
consequentemente, para sua competitividade. As rizopinas sdo compostos derivados de inositol,
sendo sintetizados e catabolizados por aproximadamente 10% das estirpes de Rhizobium. Os genes

necessarios ao seu catobolismo (moc) e sintese (mos) estao ligados a plasmideos simbidticos. A
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capacidade de utilizagdo das rizopinas como fonte de carbono pode significar uma vantagem
competitiva sobre outros microrganismos presentes na rizosfera. Em Sinorhizobium meliloti, estirpes
que catabolizam rizopinas (Moc *) foram dominantes na ocupancia nodular sobre estirpes mutantes
(Moc ). Assim, a utilizag&o de estirpes com fenétipo Mos*/Moc™ poderia se tornar uma boa estratégia
para aumentar a competitividade em estirpes utilizadas em inoculantes (Heinrich et al., 1999) .

De acordo com Weaver & Frederick (1974) a maior ocorréncia de uma estirpe nos nédulos, quando
em mistura com estirpe de capacidade semelhante, pode ser favorecida por diferengas em
concentracdes de células entre as duas estirpes presentes no inoculante ou na rizosfera, tendo os
autores afirmado que as células bacterianas do inoculante devem apresentar uma vantagem
numeérica pelo menos 1000 vezes maior do que o niumero de bactérias existentes no solo, para que
sejam formados 50% dos nddulos pela estirpe inoculada.

Peres & Vidor (1980) estudando o efeito de diferentes concentragdes entre duas estirpes
competitivas (BR 29 e BR 96), observaram uma maior taxa de ocupacgéo nodular proporcionada pela
estirpe presente em maior concentracdo no inéculo. Assim, segundo Vidor et al. (1979), poderia
haver uma atuagao seletiva sobre uma determinada estirpe de rizébio, fazendo com que a estirpe
menos sensivel apresente maior oportunidade de infeccdo da superficie radicular do hospedeiro e,
como conseqliéncia, haveria uma maior porcentagem de ndédulos formados pela estirpe que se
encontrava em maior concentragado no inoculante.

A velocidade para o inicio da nodulagdo pode interferir na competitividade entre estirpes co-
inoculadas, sendo atribuida uma menor taxa de ocupacgéo nodular para as estirpes que apresentem
menor velocidade para iniciar a nodulagdo (Mcderermott & Graham, 1989). Em B. japonicum,
variagdes observadas na capacidade competitiva de estirpes ndo tém sido correlacionadas a
velocidade de inicio da nodulagdo, uma vez que foi demonstrado que estirpes competitivas (USDA
110 e USDA 1028) apresentaram a mesma velocidade de nodulagdo que outras estirpes menos
competitivas (Smith & Wollum II, 1989).

A taxa de adeséo bacteriana ao sistema radicular do hospedeiro pode garantir vantagem competitiva
de uma estirpe em relagao a outra (Vésper & Bauer, 1985). A adsorgédo do rizébio as raizes do
hospedeiro tem sido relatada em B. japonicum (Lodeiro & Favelukes, 1999), Rhizobium etli e
Sinorhizobium meliloti (Diaz et al., 1989 apud Lodeiro et al., 2000), tendo sido atribuida a presenga
de lecitinas radiculares que atuariam no reconhecimento do rizébio, interagindo com os
polissacarideos da superficie celular bacteriana e conferindo ao processo de adesdo alguma
especificidade (Havelson & Stacey, 1986).

A inclusdo das lecitinas entre os determinantes de especificidade hospedeira se baseia no estudo
desenvolvido por Diaz et al. (1989), onde plantas de trevo trangénicas para o gene lecitina, puderam
nodular com R. leguminosarum bv viciae, espécie de rizébio que normalmente ndo nodula trevo. Um
outro exemplo do envolvimento de lecitinas no processo de adesao se refere a trifolina, uma lecitina
sintetizada por diversas leguminosas que poderia estar envolvida no processo de reconhecimento e
aderéncia de R. leguminosarum bv trifolii em trevo, tendo o mecanismo proposto para esta interagao
resultado provavelmente da aglutinagédo entre proteina e bactéria, formando sitios receptores para a
infecgédo (Freire, 1992). Embora existam evidéncias do envolvimento das lecitinas no processo de
adeséo, sua sintese, segundo Ho et al. (1990), tem origem bacteriana e nao vegetal, como se

pensava em principio. Os autores se baseiam em estudos onde foi possivel observar que uma
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lecitina constituida de sacarideos de D-galactose e lactose, denominada de Bj38, foi sintetizada
apenas por B. japonicum.

Apesar da mobilidade e da quimiotaxia ndo serem consideradas essenciais a nodulagdo (Caetano-
Anolles et al., 1988), tem sido observado que mutantes ndo médveis tem sua habilidade competitiva
reduzida, conforme pode ser observado por Liu et al. (1989) em relagdo a um mutante ndo moével
Tn7 de B. japonicum que demonstrou menor competicdo nodular em relacdo a estirpe parental.
Células rizobianas muitas vezes movem-se sobre a superficie radicular do hospedeiro antes da
adeséo e, esta mobilidade pode influenciar sobre a habilidade competitiva de determinada estirpe.

De acordo com Sadowsky (2000) alteragdes ou delegdes de genes controladores de caracteristicas
da superficie celular influenciam a habilidade competitiva de nodulacdo. Bhagwat & Keister (1991)
observaram a perda da capacidade competitiva em mutantes de B. japonicum deficientes na
produgdo de exopolissacarideos e lipopolissacarideos, contudo apdés a inser¢do de genes
necessarios a sintese dos polissacarideos, foi restaurada a capacidade competitiva e de nodulagao,
tornando-os semelhantes a estirpe parental.

A partir dos estudos realizados com variantes de estirpes noduladoras de soja do sorogrupo SEMIA
566 (Boddey & Hungria 1994) foi constatado que diferengas na capacidade competitiva estariam
relacionadas com a habilidade de alterar as proteinas da membrana em resposta ao estimulo das
raizes (Scotti et al., 1993).

Nishi et al. (1996), ao analisarem os parametros relacionados aos fendtipos radiculares em soja
inoculada com a estirpe SEMIA 566 e sua variante CPAC 15 (SEMIA 5079), verificaram que existiam
diferencas quanto ao numero de pélos radiculares, o que, segundo os autores, poderia estar
relacionado a uma maior capacidade competitiva das estirpes.

A competicao por sitios de infeccdo também pode ser influenciada pela presenga de outras estirpes
através da producdo de compostos toxicos a outras espécies ou estirpes especificas de rizobio (De
Antoni et al., 1981).

Genes que codificam a produgao de fatores antibidticos tem sido responsaveis por conferir aumentos
de competitividade (Triplett & Sadowsky, 1992). Embora genes equivalentes nao tenham sido
encontrados em bradirrizébios, genes codificadores de antibiéticos, como a trifolitoxina, presentes
em Rhizobium leguminosarum bv. ftrifolii tem demonstrado aumentar a competitividade de R. etli e
provavelmente em outros rizébios do solo (Triplett & Barta, 1987) .

A produgao de bacteriocinas tem sido apontada como determinante da maior competitividade de uma
estirpe em relagédo a outra. Estudos com o uso de estirpes isogénicas tém mostrado a vantagem
competitiva das estirpes produtoras de bacteriocina sobre estirpes sensiveis. Hudgson et al. (1985)
observaram que a estirpe CB 782 de Rhizobium leguminosarum bv trifolii produtora de bacteriolisina,
quando co-inoculada com estirpes sensiveis a esta toxina, resultou em maiores percentuais de
ocupacgao nos nodulos pela estirpe CB 782. Os autores sugerem que a produgdo de bacteriolisina
por uma estirpe de rizébio poderia torna-la mais competitiva por sitios de infecgcdo em relagdo as
estirpes sensiveis.

A producgdo de rizobiotoxina [2-amino-4-(2-amino-3-hidropropoxi)-trans-but-3-ac. endico] por estirpes
do grupo Il (B. elkanii) em soja induz a clorose em folhas novas de cultivares sensiveis, prejudicando
o crescimento das plantas (Minamisawa, 1989; Fuhrmann, 1990). Means et al. (1961) estudando a

competicdo entre estirpes de B. japonicum produtoras de rizobiotoxina (USDA 76 e USDA 94),
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quando inoculadas nas cultivares de soja Lee e Hawkeye, observaram que a estirpe USDA 76
quando co-inoculada com estirpes nao produtoras de rizobiotoxina foi mais competitiva, nao
importando a sua proporgéo no inéculo, uma vez que a presenga de 1,1% desta estirpe no inoculante
foi responsavel por 85% de ocupagado nodular. Esses resultados reforgam a hipotese sugerida por
Minamisawa (1990), de que a producdo dessa toxina seria vantajosa para a sobrevivéncia das

estirpes produtoras, auxiliando-as na competicdo com outros microrganismos do solo.

2.4 Variabilidade genética em estirpes de rizébios adaptadas aos solos

Quando a soja foi introduzida no pais, os solos brasileiros ndo possuiam estirpes de
Bradyrhizobium capazes de realizar simbiose eficiente com a cultura (Freire, 1977).
Contudo, apos um criterioso trabalho de sele¢cdo de estirpes iniciado na década de 60,
chegou-se a atual recomendagdo de estirpes para produ¢do de inoculantes para soja, que é
composta das seguintes estirpes SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019
(Bangel, 2000).

Apesar da indicagao das estirpes para inoculagao ser baseada em estudos de selegao de estirpes de
comprovada eficiéncia fixadora de nitrogénio, de permanéncia no solo e resisténcia a fatores
limitantes, tem-se observado que o cultivo sucessivo de soja inoculada numa mesma area levou ao
estabelecimento de populagdes de rizébios que nem sempre sdo as mais eficientes quanto a
capacidade de fixagao de N,, mas que podem ser altamente competitivas dificultando a introdugao
de estirpes mais eficientes, ainda que estas estejam presente em maior quantidade (Vargas et al.,
1992).

Alguns trabalhos realizados nos ultimos anos no Brasil, ttm demonstrado que a

adaptacao aos solos influenciada pelos fatores bidticos e abidticos do ambiente,
pode implicar em grandes alteragdes das caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e
genéticas entre as estirpes de rizébio, 0 que na maioria dos casos provoca um

grande distanciamento genético das estirpes parentais (Ferreira, 1999).

Em um trabalho conduzido por Nishi et al. (1996) com a estirpe parental SEMIA 566 e sua variante
CPAC 15 (SEMIA 5079), adaptada aos solos dos cerrados, foram observadas diferengas nas
caracteristicas in vitro (morfologia de colbnias, resisténcia intrinseca a antibiéticos, sintese de acido
indol acético e expressdo da hidrogenase), assim como nas caracteristicas in vivo (restricdo a
nodulagdo em soja e toxidez em plantas de soja e alfafa resultante da producéo de rizobiotoxina).
Além de ser observado pelos autores que a adaptagdo da variante CPAC 15 resultou em grandes
diferengas genéticas em relagéo a sua estirpe parental SEMIA 566.

A partir dos estudos realizados com variantes do sorogrupo SEMIA 566 (Boddey & Hungria, 1995) foi
constatado que diferengcas na capacidade competitiva estariam relacionadas com a habilidade de
alterar as proteinas da membrana da bactéria em resposta ao estimulo das raizes (Scotti et al.,
1993). Com a adaptagdo, estirpes do sorogrupo SEMIA 566 teriam reduzido a produgao de
rizobiotoxina e acido indol acético, os quais de acordo com Boddey & Hungria (1994) também

poderiam estar ligados a maior competitividade.
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A elevada diversidade genética dentro da populagao de rizébios a campo, tem sido atribuida a rapida
reprodugdo, variagbes e mutagdes, e também devido aos processos naturais de transferéncia
genética (Freire, 1992). Em regides tropicais, fatores edafoclimaticos tais como altas temperaturas,
acidez e toxidez por ions aluminio podem favorecer arranjos gendémicos, causando assim a
variabilidade genética presente nas estirpes que persistem no solo (Soberén-Chaves et al., 1986).
Mecanismos de transferéncia genética horizontal também tém sido relatados entre espécies de
Mesorhizobium, onde uma espécie nao simbidtica, que persistiu no solo na auséncia do hospedeiro
foi capaz de adquirir genes simbidticos transferidos por uma estirpe de M. loti introduzida no solo. O
mecanismo sugerido neste caso foi a troca de material genético possivelmente mediada por fagos
que agiram seletivamente nesta populacao, transferindo o material genético (fragmentos de DNA
cromossomal) para a célula receptora (estirpe ndo simbidtica). E assim é postulado que a
transferéncia de DNA nesta populagdo de Mesorhizobium pode trazer vantagem competitiva na
presenca do hospedeiro e que a expansdo do genoma bacteriano pode auxiliar a espécie na
adaptacdo a novos ambientes Sullivan et al. (1996). A transferéncia de genes de nodulacédo e fixagao
localizados em cromossomos também foi confirmada em testes de laboratério por Sullivan &
Ronnson (1998).

De acordo com Hungria et al. (1994) manipulagdes de gendtipos de soja contendo o gene recessivo
rj1, que resulta no fendtipo de “ndo nodulagdo”, poderiam permitir a exclusao das estirpes indigenas
(naturalizadas) de B. japonicum menos eficientes, mas aceitando estirpes selecionadas ou
desenvolvidas especialmente para nodular com esses gendtipos. Usar respostas de
incompatibilidade entre estirpes pode permitir o controle da especificidade hospedeira da soja, tendo
em vista a dificuldade de introduzir estirpes geneticamente melhoradas em solos com populagao
estabelecida.

Neste contexto, usar a variabilidade genética existente em estirpes que ja possuem caracteristicas
desejaveis para a producao de inoculantes como as estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079
e SEMIA 5080, consiste numa ferramenta auxiliar no processo de selecdo de novas estirpes que
possam competir com a populagao de bradirrizébios naturalizada nos solos cultivados e fixar

eficientemente o N, na cultura da soja.

3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Linhagens bacterianas

As estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii
utilizadas em ensaios in vitro e in vivo ao longo da pesquisa (Tabela 1), foram
cedidas pelo Centro de Recursos Microbiolégicos (MIRCEN) - Fundagao de
Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (FEPAGRO).

3.2 Local da pesquisa

Os experimentos com plantas foram conduzidos em casa de vegetacdo e camara
de crescimento localizadas no Campus da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Os
testes in vitro foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Solo da UFRGS,
com excegao da caracterizagdo genética que foi desenvolvida no Laboratério de
Microbiologia do MIRCEN - FEPAGRO.

Obtencao dos variantes de Bradyrhizobium spp

Para a obtencgao de variantes, foi realizado um experimento a partir da inoculagdo
da cultivar de soja BR-16 com as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 (B. elkanii) e
SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (B. japonicum), atualmente recomendadas para
fabricagéo de inoculantes para soja.

A cultivar comercial de soja BR-16 foi utilizada neste experimento por apresentar

amplo espectro de nodulacao (Ferreira, 1999).



TABELA 1. Relagao das estirpes de Bradyrhizobium spp utilizadas nos experimentos

Estirpe
(SEMIA)* Sinonimia Principais caracteristicas/Origem
s
587 BR 96 Isolada pelo IPAGRO, RS em 1967. Eficiente e competitiva (Peres, 1979), recomendada
comercialmente de 1968 a 1975 e de 1979 até o momento
5019 29W, BR Isolada da linhagem IAC-70-559, pela Embrapa-CNPAB, RJ. Considerada com alta (Peres, 1979) a
29 média eficiéncia (Neves et al., 1985), sendo recomendada comercialmente de 1979 até o momento
5079 CPAC 15 Isolada pela Embrapa-CPAC, DF. Eficiente (Vargas et al., 1992), recomendada comercialmente a
partir de 1992
5080 CPAC7 Isolada pela Embrapa-CPAC, DF. Subcultura da CB1809. Competitiva (Vargas et al., 1992),
recomendada comercialmente a partir de 1992
5052 USDA 6 Estirpe padrao da espécie Bradyrhizobium japonicum. Isolada nos EUA
5087 USDA 76  Estirpe padrao da espécie Bradyrhizobium elkanii. Isolada nos EUA
5032 USDA 110 Estirpe de Bradyrhizobium japonicum. Isolada nos EUA, pelo Niftal (Hawai)

Denominagao de referéncia da colecao de culturas do MIRCEN -

FEPAGRO
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As sementes foram previamente desinfestadas através da imersdo em alcool
durante 3 minutos e em solugdo de hipoclorito de sédio comercial (0,3%) durante 2
minutos, sendo em seguida lavadas repetidas vezes em agua destilada esterilizada.
Inicialmente, foi realizada uma pré-germinacdo e apos 4 dias procedeu-se o
transplante, colocando-se 4 plantulas por vaso. Aos sete dias apés o transplante foi
efetuado o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

Neste experimento foram utilizados vasos de Leonard autoclavados por 2
horas, a 120°C e 1 atmosfera de presséo, tendo como substrato areia e carvao
vegetal moido na proporgéo de 3:1. As estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA
5079 e SEMIA 5080 foram crescidas em meio extrato de levedura manitol (Vincent,
1970) com pH ajustado para 6,8 por um periodo de 72 horas, a 28°C, sob agitagdo
de 120 rpom. Para verificagdo da pureza dos isolados, foram utilizados os meios
YMA + azul de bromotimol (25 ug mL™") (Vincent, 1970) e Peptona glicose agar com
Parpura de bromocresol (PGA-BCP) (Somasegaran & Hoben,1994). Depois de
certificada a 9pureza do inoculante, foram aplicados 1,0 mL do inéculo por planta,
contendo 10° células viaveis, sendo esta quantidade estimada de acordo com a
metodologia descrita por Vincent (1970).

O experimento foi conduzido em casa de vegetag&o, obedecendo ao delineamento

inteiramente casualizado, com 3 repeticdes.

De acordo com o tratamento, as parcelas constituidas por cada vaso receberam
solugao nutritiva de Norris (Vincent, 1970) isenta de nitrogénio, autoclavada e com
pH ajustado para 6,0. Além dos tratamentos inoculados havia tratamentos controle
sem inoculagdo: testemunha sem adi¢gdo de nitrogénio e testemunha nitrogenada
(2,14 g de N/vaso na forma de NH4sNOs3;, quantidade esta calculada tomando-se
como base que aos 35 dias apds o plantio, a cada 15g de tecido vegetal da soja
existe um teor de 5% de N. A solugdo de NH4NO3 foi parcelada aos 15 e 30 dias
apos o plantio).

A colheita foi realizada aos 35 dias apds o plantio, coletando-se as raizes das
plantas. Os nodulos foram separados das raizes, contados, classificados, pesados
e em seguida acondicionados em recipientes contendo silica gel para conservagao

e armazenamento objetivando o posterior isolamento.

3.4 Selecgao dos variantes de Bradyrhizobium spp

A selecdo dos variantes de Bradyrhizobium spp foi baseada em parametros

relacionados a eficiéncia simbidtica. Inicialmente, foi realizada uma pré-selecéo dos
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variantes, baseada na expressao do fendtipo hidrogenase positiva. Posteriormente,
dez variantes de cada uma das quatro estirpes SEMIA recomendadas para
inoculagao da soja, foram inoculados na cultivar de soja BR-16 com a finalidade de

serem avaliados quanto a eficiéncia simbidtica.

3.4.1 Detecgao da atividade da hidrogenase pelo método de redugao do azul
de metileno

Para a expressdo da hidrogenase in vitro foi utilizado o método descrito por
Hauglang et al. (1983), com algumas modificagbes. A escolha deste paréametro
como critério inicial para identificar os variantes baseia-se no fato de que a presenca
da enzima hidrogenase em bradirrizobios noduladores de soja, seja um indicativo de
eficiéncia simbibtica, uma vez que a expressdo do fenétipo hup® tem sido
relacionada a um melhor aproveitamento energético na redugdo de N, atmosférico
durante o processo de fixagao simbiética (Fuhrmann, 1993).

Para cada um dos tratamentos inoculados (SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA
5079 e SEMIA 5080) foram selecionados ao acaso 30 nédulos, os quais foram
desinfestados superficialmente através da imersdo em alcool durante 3 minutos e
em solugéo de hipoclorito de sédio comercial (0,3%) durante 2 minutos e lavados
repetidas vezes em agua destilada esterilizada. Em seguida, cada nddulo foi
transferido para tubo de ensaio contendo 10 mL de solugdo salina esterilizada
(0,85% de NaCl), macerado com o auxilio de bastdo de vidro esterilizado, e a
suspenséo de cada tubo de ensaio agitada em vortex por 1 minuto. Aliquotas de 10
ul das suspensées foram inoculadas em triplicata em placas contendo meio YMA +
vermelho congo (25 ug mL™') com pH ajustado para 6,8 (Vincent, 1970) e incubadas
em estufa a 28°C até o crescimento das culturas. Colbnias morfologicamente
distintas foram selecionadas e entéo inoculadas em novas placas com meio YMA +
vermelho congo.
Apés a confirmagdo da pureza (ltem 3.3 ) e persisténcia das caracteristicas
morfolégicas dos isolados, estes foram inoculados em meio liquido extrato de
levedura-triptona (TY) (Beringer, 1972) e incubados sob agitagdo de 120 rom com
temperatura controlada (28°C). Apés 72 horas, foram transferidos para placas com
meio sdlido 10 ul da suspensédo com leitura em espectrofotémetro (DO 540 nm) de
0,05. As placas foram incubadas em estufa a 28°C por 72 horas e de cada placa
foram feitas “copias” pressionando-se discos de papel de filtro esterilizado sobre o
crescimento bacteriano, de forma semelhante a um carimbo. Em seguida o papel de
filtro foi transferido para uma placa contendo solugdo de azul de metileno (Postgate
et al., 1982 apud Haugland et al., 1983) e logo depois de incubado em dessecador
com atmosfera contendo 10% de H.. O periodo de 15 minutos foi suficiente para
detectar a formacao da coloragcdo branca resultante da redugao do corante azul de
metileno, sendo esta observagdo interpretada como indicativo da atividade
enzimatica da hidrogenase nas culturas de Bradyrhizobium testadas.

3.4.2 Eficiéncia simbiotica dos variantes selecionados

Os variantes que demonstraram expressdao da hidrogenase positiva foram
submetidos a um novo experimento com a cultivar de soja BR-16, visando

comprovar o seu potencial simbidtico. Foram testados neste experimento 10
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variantes de cada uma das estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e
B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), além dos tratamentos controle sem
inoculagao (testemunhas sem e com adigcao de nitrogénio).

A eficiéncia dos variantes selecionados foi avaliada sob condigcbes axénicas em
casa de vegetacdo de forma semelhante ao experimento descrito no Item 3.3. A
colheita foi realizada aos 35 dias apds o plantio, coletando-se a parte aérea e as
raizes das plantas. A avaliagcdo da nodulagdo, assim como o procedimento de
conservagao dos nodulos foram de acordo com a descricdo do Iltem 3.3. A parte
aérea foi submetida a secagem em estufa a 60°C e uma vez seca foi pesada, sendo
em seguida moida para realizagdo da determinacéo quimica do teor de nitrogénio

total segundo o método semicro Kjeldahl (Tedesco et al., 1995).

Os resultados obtidos foram analisados no programa estatistico SANEST, e submetidos a analise de
varidncia com teste de F, utilizando-se o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para

comparagao entre médias de tratamentos.

O indice de efetividade simbidtica (Efra) dos variantes foi calculado, através da
férmula abaixo, conforme descrito por Brockwell et al. (1966) apud Sa (2001). Com
base nos indices de efetividade simbidtica (Efra) foram selecionados os variantes
mais promissores utilizados nas proximas etapas do trabalho.

Efra= Ntotal fixado-Ntotal TS/N x 100
Ntotar T E/N=Ntotar TSAN——

onde: Ntotal fixado = Nitrogénio total do tratamento

Ntotal T S/N = Nitrogénio total da testemunha sem nitrogénio
Ntotal T C/N = Nitrogénio total da testemunha nitrogenada

3.5 Nodulagdao e indugdo de clorose foliar em diferentes hospedeiros
inoculados com variantes e estirpes de Bradyrhizobium spp

Neste experimento os variantes selecionados de cada grupo (B. japonicum e B.
elkanii) e suas respectivas estirpes originais foram testados quanto a habilidade de
nodular os seguintes hospedeiros: cultivares de soja Clark e Peking, Vigna
unguiculata (cultivar IPA 206) e Cajanus cajan. Os variantes e estirpes originais
também foram investigados quanto a produgao de rizobiotoxina, avaliada através do
nivel de indugcdo de clorose foliar na cultivar de soja Clark, que é uma cultivar
sensivel a esta toxina (Devine et al., 1983). Para a avaliagao do nivel de indugéo de
clorose foliar foi atribuida a seguinte escala de notas: 0 (auséncia de sintomas), 1

clorose leve e (2) clorose acentuada. Nesta avaliacdo, foram incluidas as estirpes
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SEMIA 5032 (B. japonicum), que nao produz rizobiotoxina, representando o controle
negativo da avaliagdo, e a estirpe SEMIA 5087 (B. elkanii) usada como controle
positivo devido a sua reconhecida capacidade de indugcdo de clorose foliar em
cultivares de soja sensiveis a esta toxina (Teaney lll & Fuhrmann, 1992). Além dos
tratamentos inoculados havia tratamentos controle sem inoculagéo: testemunha

sem adig¢ao de nitrogénio e testemunha nitrogenada.

O experimento foi realizado sob condi¢des controladas em camara de crescimento a 26°C com
regime de luminosidade de 13h/11h (dia/noite), utilizando-se copos plasticos e bandejas de aluminio
como suporte e reservatdrio de solugdo nutritiva. O substrato utilizado foi areia e carvdo vegetal
moido na proporgao de 3:1 autoclavado por 2 horas, a 120°C e 1 atmosfera de pressao.

Os tratamentos em ftriplicata receberam solugéo nutritiva de Norris isenta de nitrogénio, esterilizada e
com pH ajustado para 6,0. A colheita foi realizada aos 35 dias sendo os ndédulos classificados
quanto ao numero, tamanho e disposi¢ao no sistema radicular. Também foram determinados o peso
dos ndédulos secos e a produgcao de matéria seca na parte aérea. Os resultados obtidos foram
analisados no programa estatistico SANEST, e submetidos a analise de varidncia com teste de F,
utilizando-se o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para comparagcéo entre médias de

tratamentos.

3.6 Capacidade competitiva dos variantes de Bradyrhizobium spp

Os variantes mais promissores de cada grupo (B. japonicum e B. elkanii) foram
testados isoladamente e em combinagbées a partir da adicdo de indculos mistos
contendo 10° células mL™" com a finalidade de serem observadas a persisténcia das
caracteristicas simbiéticas e avaliacdo do efeito proporcionado pela co-inoculagao
Sobre a fixagao simbibtica.

A avaliagdo da capacidade competitiva foi realizada sob as condigbes axénicas
descritas no Iltem 2, diferindo apenas quanto a inoculagdo, uma vez que neste
experimento foram adicionados inéculos mistos (1/1; v/v) contendo 10° células mL™
com combinagbes entre os variantes e uma estirpe comprovadamente mais
competitiva (SEMIA 587 ou SEMIA 5019), pertencente a um grupo soroldégico
diferente do variante testado. O substrato utilizado para os vasos de Leonard foi
composto de areia e vermiculita na proporgéo de 2:1.

A colheita e as determinagdes foram realizadas conforme o experimento descrito no

Item 3.4.2, sendo incluido entre os parametros avaliados a tipificagcdo dos nodulos,
realizada através de soroaglutinagao, segundo a técnica descrita por Lemos (1994).
Os anti-soros das estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080
foram cedidos pelo Laboratério de Microbiologia do MIRCEN - FEPAGRO sendo
utilizados os titulos superiores a 1:800.

Para cada tratamento foram tomados ao acaso 40 ndédulos, e, no caso de baixa
nodulagdo, foram utilizados todos os nodulos do tratamento. Inicialmente, cada

nodulo seco foi transferido para um tubo de ensaio contendo solugdo salina
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esterilizada (0,85% de NaCl), reidratado e macerado com o auxilio de um bastéo de
vidro esterilizado, sendo essa suspensao incubada (banho maria) a 100°C durante 1
hora para inativacdo dos antigenos flagelares. Apdés a incubacdo, foram
acrescentados 80uL do corante cristal violeta (0,05% em etanol) a cada 2 mL da
suspensao nodular.

A reacao de aglutinacao foi realizada em placas de microtitulagdo em poliestireno
com pogos em “U” e a cada pogo da placa foram adicionados 50 uL da suspensao
nodular e 50 pL do antissoro diluido a 1:50 em solugao salina esterilizada. As placas
foram homogeneizadas por agitagao durante 5 minutos sendo mantidas em repouso
a temperatura ambiente durante 24 horas. Apods este periodo, a partir da exposi¢ao
das placas através de luz transmitida foram realizadas as leituras da presenca (+)

ou auséncia (-) de aglutinagao.

3.7 Caracterizagao dos variantes de Bradyrhizobium spp

3.7.1 Caracterizagao morfolégica e alteracao do pH do meio de cultura

A avaliagdo da morfologia das col6nias e formagdo de goma foi feita a partir da
inoculacdo de 10° células mL" em meio de cultivo levedura-manitol agar (YMA) +
vermelho congo (25 pug mL™"), com pH ajustado para 6,8 por um periodo de 2 a 5
dias, sendo realizada de acordo com Vincent (1970) e Araujo (1994). Como padrao
para a analise morfolégica das colbnias foram utilizados os critérios propostos por
Fuhrmann (1990), a saber: grande e mucdide (LM), grande e aquosa (LW) e
pequena e seca (SD), respectivamente, para colénias >1mm de diametro,
produtoras de muco, convexas e uniformemente translucidas para opacas; colbénias
>1mm de diametro, formadoras de areas de crescimento fluido, aquoso, colénias
achatadas e translucidas e colénias <1mm de didmetro, secas, levemente convexas
e translucidas tendendo a opacas.

Nos estudos da reacdo do crescimento bacteriano em meio de cultura com
modificacdo do pH, devido a excregcdo de compostos acidos ou alcalinos, foi

utilizado meio YMA + azul de bromotimol (25 pg mL™) com pH ajustado para 6,8.

Caracterizagao fisiolégica e bioquimica
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3.7.2.1 Toleréancia a salinidade em temperaturas de incubagao de 28°C e 35°C

Durante a fase de caracterizagdo fenotipica, foram realizados testes para avaliar o
grau de tolerancia a salinidade e temperaturas de incubagdo nas estirpes originais
de B. japonicum, B. elkanii e seus variantes.

O experimento obedeceu ao delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticbes e seguiu o arranjo fatorial 8 X 2, com 8 concentragées de NaCl
variaveis de 0 a 7,0% e duas temperaturas de incubagéao (28 e 35°C). Inicialmente
as bactérias foram inoculadas em meio liquido extrato de levedura-triptona (TY)
(Beringer, 1972) e incubadas sob agitacdo de 120 rom com temperatura controlada
(28°C). Apés 72 horas, aliquotas de 10 ul das suspensées bacterianas (10° células
mL™"), foram transferidas para placas contendo meio YMA (Vincent, 1970) com
diferentes concentragcbes de NaCl, sendo entdo incubadas sob diferentes
temperaturas.

As avaliagées foram feitas apds um periodo de 2 a 5 dias, onde o crescimento dos
variantes foi estimado pela mensuragao do didmetro (mm) das colbnias.

3.7.2.2 Crescimento em diferentes fontes de carbono

A metodologia utilizada para avaliar a habilidade dos variantes e estirpes originais
em utilizar diferentes carboidratos como fonte de carbono foi a descrita por
Kozusny-Andreani (1992), com algumas modificagoes.

Os variantes e as estirpes originais foram inoculados em meio liquido extrato de
levedura-manitol (Vincent, 1970) e incubados sob agitacdo de 120 rpm com
temperatura controlada (28°C) por um periodo de 72 horas. Uma vez confirmada a
pureza das culturas, estas foram transferidas em triplicatas (10uL) para placas com
meio de cultura WC (Wood & Cooper, 1985) modificado, contendo uma das
seguintes fontes de carbono: arabinose, galactose, sacarose e manitol como
testemunha. Os acgucares foram esterilizados por filtragcado e adicionados ao meio de
WC autoclavado a uma concentracao final de 0,1%. Como indicador da capacidade
de metabolizacdo de carboidratos foi adicionado 2,3,5-trifeniltetrazélio na
concentracdo de 50 mg L™, segundo a metodologia descrita por Kozusny-Andreani
(1992).

A incubacdo das bactérias foi realizada com temperatura controlada (28°C) por
periodo de 7 a 8 dias sendo feita a avaliagao a partir da observacio da presenca de
colénias vermelhas ou brancas, sendo as colbnias vermelhas representativas de
individuos incapazes de utilizar uma determinada fonte de carbono e as colbnias
brancas referentes ao crescimento resultante da habilidade de utilizacdo do

carboidrato.

3.7.3 Caracterizagao genética
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Os variantes e as estirpes originais foram avaliados a partir dos métodos
relacionados com a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando diferentes
oligonucleotideos iniciadores, como BOX A 1-R, que possui uma sequéncia
repetitiva intergénica do cromossomo da bactéria gram negativa Streptococcus
pneumoniae (Martin et al., 1992), ERIC (ERIC 1R + ERIC 2) que possuem
sequéncias repetitivas intergénicas de enterobactérias (de Brujin, 1992) ou o RP01
que apresenta uma sequéncia especifica para uma regido conservada do promotor
do gene nifHDK (Richardson et al., 1995).

Com a finalidade de se comparar os perfis eletroforéticos obtidos por
variantes e estirpes originais, foram incluidas as estirpes padréao de referéncia
usadas em estudos de classificagdo das espécies B. japonicum (SEMIA 5052 =
USDA 6) e B. elkanii (SEMIA 5087 = USDA 76).

3.7.3.1 Extragao de DNA genémico

Para que os variantes de Bradyrhizobium fossem avaliados a partir dos

meétodos relacionados com a PCR, inicialmente foi extraido o DNA gendémico de
cada amostra de acordo com o protocolo adaptado de Ausubel et al. (1987).
A extracdo do DNA de variantes e estirpes de Bradyrhizobium spp foi realizada a
partir de uma cultura de células crescidas em 15 mL de meio YM (5g L™ de manitol)
a 28°C sob agitagdo de 120 rpm durante 72 horas. Apos esse periodo, foram
transferidos para tubos de microcentrifuga com capacidade para 1,5mL, limpos e
esterilizados, 1000ul. da suspensao bacteriana que foram centrifugados (12000
rom, 10 min a 4°C), sendo o sedimentado lavado com solugdo salina (NaCl a
0,85%) para a remogao de polissacarideos extracelulares e de possiveis partes
residuais do meio de cultivo. Uma vez descartado o sobrenadante, o precipitado foi
ressuspendido em 500ul de tampao TE 50/20 (TrisHCI 50 mM pH 8,0; EDTA Na;
20 mM pH 8,0; TrisHCL 1m pH 8,0), 1ul. de proteinase K (20 mg mL™"), 10ul de
lisozima (10 mg mL") e 30ul de sarcosil (10%) sendo as amostras incubadas a
37°C durante 12 - 15 horas. Depois da incubag¢do foram adicionados as amostras
100ul. de uma solugdo de NaCl 5M com homogeneizagéo feita por um pulso em
vortex. A seguir foram acrescentados 80ul. de CTAB/NaCl (10% de CTAB em 0,7M
de NaCl), seguido de agitacdo em vortex e incubagdo a 65°C por 10 minutos. A
cada amostra, foram adicionados e misturados por inversdo dos tubos, 700ul de
cloroférmio / alcool isoamilico (24:1), seguido por uma centrifugagdo por 15 minutos
a 13000 rpom. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado e transferido para um
tubo novo e esterilizado, sendo mais uma vez realizada a etapa de adicdo da
mistura cloroférmio/alcool isoamilico. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e, ao material restante, foram acrescentados 700ulL de cloroférmio
homogeneizados por um pulso de vortex e posterior centrifugagdo de 15 minutos a
13000 rom. O sobrenadante foi coletado, transferido para novos ftubos de
microcentrifuga com adigdo 1ul de RNAse (10mg mL™) e incubagédo a 37°C por 60
minutos.

Para precipitagdo do DNA, foram adicionados 2 volumes (1000uL) de etanol
100% + 0,2 volumes (100uL) de acetato de sodio (3M a pH 5,2), e, em seguida,
procedida uma nova incubagédo das amostras a —20°C em freezer durante 2 horas.
Apdés centrifugagédo (13000 rom por 15 minutos), o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 1mL de etanol 70% e centrifugado por 10 minutos (13000
rom). Descartado o sobrenadante, os tubos foram secos a temperatura ambiente e



o DNA, depois de seco, ressuspendido em 50ul de agua ultrapura, sendo assim
conservado sob temperatura de —20°C.

A quantificagdo do DNA extraido foi obtida tomando-se aliquotas de DNA estoque e
diluindo-as em agua (5ulL de DNA + 995 ul de agua ultrapura), sendo a leitura feita
em espectrofotbmetro a 260 nm. Para o calculo da concentragdo das amostras
considerou-se que uma unidade de densidade ética (DO) é equivalente a 50ug mL™
(Sambrook et al, 1989). A pureza do DNA também foi avaliada em
espectrofotébmetro pelas relagées 260/280 e 260/230 nm.

As amostras foram corridas em gel de agarose a 1,0% com tampao TBE (0,5X) (89
mM de TRIS-base; 89 mM de acido bérico; 2 mM de EDTA; pH 8,0) para verificagao
da presenca e quantidade dos DNAs, sendo a fotodocumentagdo computadorizada
realizada através do sistema EDAS 120- Kodak.

Perfis de amplificagao com oligonucleotideos iniciadores

Os variantes e suas respectivas estirpes originais foram caracterizados pela
PCR com a utilizaggo do oligonucleotideo iniciador RP0O1 (5 -
AATTTTCAAGCGTCGTGCCA - 3)).
Por apresentar uma sequéncia especifica de uma regiao conservada do promotor
do gene nifHDK, o oligonucleotideo iniciador RP01 tem sido indicado para
caracterizagcdo de variantes de Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii (Kozusny-
Andreani, 1997).
As reagbes para amplificagdo dos DNAs genbémicos com este oligonucleotideo
iniciador foram realizadas de acordo com Richardson et al. (1995) (Tabela 2).

TABELA 2. Composicao da mistura (master mix) para as reagées de PCR para cada
oligonucleotideo iniciador

Oligonucleotideos iniciadores

Componentes

BOXA 1-R ERIC1-R + ERIC-2 RPO1
Tampéao 10x - Gibco BRL 1x* 1x* 1x*
MgCl, (50mM) - Gibco BRL 1,5 mM 2,0 mM 1,5mM
dNTP’s (10mM) - Pharmacia 100 uM 100 uM 100 uM
Taq Polimerase (5U/ul.) — Gibco BRL 1U 1U 1U
BSA (0,85mg mL™) 085ugul” - -
DMSO - 1,5 uL 1,5 ul
Primer — Gibco BRL 1 uM 1 uM 0,5 uM
H,O Milli Q ** ** *

* Tampéo 10x (200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCI)
** Agua ultrapura em quantidade necessaria para completar o volume de 25ul da
reacéo

Os DNAs dos diversos variantes também foram comparados pela técnica de PCR,
baseada nas sequéncias repetidas de ERIC-PCR e BOX-PCR.

Na reacdo de amplificagdo com primers dirigidos, ERIC-PCR e BOX-PCR,
apresentam as segquintes sequéncias: 3'-CACTTAGGGGTCCTCCTCGAATGTA-5'



(ERIC1R), 5- AAGTAAGTGACTGGGTGAGCG-3' (ERIC2) e 5%
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'(BOX A 1-R).

A reagao de amplificagdo com o oligonucleotideo iniciador BOX A 1-R foi realizada
de acordo com o protocolo de Martin et al. (1992) com algumas modificagbes
(Tabela 2) sendo a reagdo de amplificagdo com o oligonucleotideo iniciador ERIC
(ERIC 1R + ERIC 2) realizada de acordo com o protocolo adaptado de Brujin (1992)
(Tabela 2).

Para as amplificagées dos DNAs foi utilizado como controle negativo das reagbes
Agua ultrapura. A concentracdo de DNA genémico usada nas amplificacées variou
de 20a 50 ng L.

As condigbes de amplificagdo empregadas para a programag¢do do termociclador
com os diferentes oligonucleotideos iniciadores testados encontram-se descritas na
Tabela 3.

TABELA 3. Programa dos ciclos para o oligonucleotideo iniciador utilizado nas
reacbes de amplificagdo dos DNA gendémicos de estirpes e variantes de
Bradyrhizobium spp

Oligonucleotideo iniciador

Ciclo N° de vezes

BOX A 1-R ERIC1-R + ERIC-2 RPO1
1° 1 1 X 95°C (6 min) 1 X 95°C (7 min) 1 X 94°C (1 min)
90°C (30 seg) 94°C (1 min) 94°C (1 min)
2° 35 35 X 52°C (1 min) 30X 52°C (1min) 35X 51°C (1 min)
65°C (8 min) 65°C (8 min) 72°C (2 min)
3° 1 1 X 65°C (16 min) 1 X 65°C (16 min) 1 X 72°C (5 min)
4° 1 4°C (até desligar) 4°C (até desligar) 4°C (até desligar)

3.7.3.3 Géis para analise de fragmentos amplificados por PCR

A separagdo dos fragmentos amplificados pela PCR com os oligonucleotideos
iniciadores BOX A 1-R, ERIC e RPO01 foi realizada em géis de agarose (1,5%) em
cuba horizontal com tamp&ao TBE (0,5X). Como padrdo de peso molecular foi usado
1 kb DNA ladder (Gibco-BRL). A eletroforese foi conduzida a uma voltagem
constante de 80V durante trés horas e o gel corado durante 20 minutos em solugéo
de brometo de etidio (5 ug mL”). A visualizacdo dos fragmentos foi realizada
através de transluminador com luz ultravioleta e fotodocumentagdo
computadorizada realizada através do sistema EDAS 120- Kodak.

3.7.2.4 Analises de relacionamento genético

As analises realizadas para estimar o relacionamento genético (filogenético) entre
as estirpes originais e 0os seus respectivos variantes utilizaram como informagdo
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basica as matrizes de presencga (1) e auséncia (0), constituidas a partir do perfil de
bandas obtido pela revelagdo dos géis de agarose para 0s oligonucleotideos
iniciadores utilizados. Os agrupamentos foram realizados segundo o método de
agrupamento UPGMA - Unwighted pair group with aritmetic mean (Nei, 1987) e
coeficiente de Jaccard (Legendre & Legendre, 1983) para o calculo da matriz de
similaridade, sendo o programa NTSYS — Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System (Rohlf & Slice, 1992) utilizado para o calculo de similaridade e
elaboragdo dos dendrogramas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Detecgao da atividade da hidrogenase em variantes de Bradyrhizobium
Spp

O resultado desta anélise revelou a presenga do fenétipo hup® em variantes
isolados das estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e B. elkanii
(SEMIA 587 e SEMIA 5019) (Figura 1).

FIGURA 1. Resultado da analise de expressao da hidrogenase “in vitro” em culturas
selecionadas a partir do isolamento de nédulos das estirpes SEMIA 5079 e SEMIA
5080 (B. japonicum) SEMIA 587 e SEMIA 5019 (B. elkanii).

Observa-se na Tabela 4 que entre os trinta variantes isolados de cada estirpe, 33%,
60%, 87% e 63%, respectivamente para as estiroes SEMIA 5079, SEMIA 5080,
SEMIA 587 e SEMIA 5019 expressaram o fendtipo hidrogenase
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TABELA 4. Expressao do fendtipo hidrogenase (hup) em variantes isolados das estirpes de B.
Japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019).

Variantes isolados da estirpe SEMIA 5079*
1 (1A) + 11 - 21 -

2 (2A) + 12 (5A) + 22 -
3 - 13 - 23 -
4 - 14 - 24 -
5 (3A) + 15 - 25 -
6 - 16 (6A) + 26 -
7 (4A) + 17 - 27 (9A) +
8 - 18 - 28 -
9 - 19 (7A) + 29 (10A) +
10 - 20 (8A + 30 -
Variantes isolados da estirpe SEMIA 5080*
1 (1B) + 11 (4B) + 21 -
2 + 12 (5B) + 22 -
3 (2B) + 13 + 23 (8B) +
4 + 14 - 24 +
5 + 15 (6B) + 25 (9B) +
6 - 16 + 26 +
7 (3B) + 17 (7B) + 27 +
8 - 18 + 28(10B) +
9 - 19 - 29 -
10 - 20 + 30 +
Variantes isolados da estirpe SEMIA 587*
1 + 11 - 21 (8C) +
2(1C) + 12 (5C) + 22 +
3 + 13 + 23 (9C) +
4 (2C) + 14 + 24 +
5 + 15 (6C) + 25 -
6 + 16 - 26 +
7 (3C) + 17 + 27 (10C) +
8 + 18 (7C) + 28 +
9 (4C) + 19 + 29 +
10 - 20 + 30 +
Variantes isolados da estirpe SEMIA 5019*
1 (1D) + 11 + 21 (7D) +
2 + 12 - 22 (8D) +
3 (2D) + 13 (4D) + 23 -
4 - 14 + 24 +
5 + 15 - 25 (9D) +
6 + 16 (5D) + 26 +
7 (3D) + 17 - 27 +
8 - 18 (6D) + 28 (10D) +
9 - 19 + 29 -
10 + 20 - 30 -

* + = fendtipo hup *; - = fendtipo hup ~

positiva (hup®). Contudo, a ocorréncia do fendtipo hup® em estirpes de
Bradyrhizobium que nodulam a soja, tem sido observada apenas em estirpes de B.
japonicum (Fuhrmann, 1990; Minamisawa, 1989), como a SEMIA 5080 (Boddey,
1995). .

O método original descrito por Haugland et al. (1983) combina a reducéo do corante azul de metileno
a um procedimento auxiliar para desrepressdo do sistema hidrogenase, uma vez que colbnias de
Rhizobium japonicum normalmente ndo expressam o sistema hidrogenase em vida livre (Lim, 1978).

Convém ressaltar que nas condi¢gdes do presente trabalho, foi utilizado o meio TY como fonte de
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nutrientes, em substituicdo ao meio Meyer utilizado no método original, sendo provavel que o rapido
esgotamento do meio tenha favorecido a expressdo do fendtipo hup®, uma vez que estudos
conduzidos com uma cultura de Azotobacter chroococcum mostraram que, sob condi¢gdes de
limitagédo de carbono e fésforo, as culturas séo fortemente dominadas pelo fenétipo hup® (Yates &
Campbell, 1989 apud Hungria & Araujo, 1994). Entretanto, Haugland et al. (1983) afirmaram que, na
auséncia de inibidores respiratérios, ambas as colénias hup” e hup™ de R. japonicum reduzem o azul
de metileno em taxas aproximadamente iguais e essa atividade pode ser observada em atmosferas
saturadas por ions H, ou N,. Mas, segundo os autores, a incorporacdo de acido malbnico e acido
indolacético, utilizada neste método, seria suficiente para inibir a redugao do corante por substratos
endogenos sem afetar as estimativas de redugdo de H, dependente deste corante. Embora tenham
sido utilizados acido malénico e acido indolacético como inibidores nesta experimentagao, a redugao
de azul de metileno por variantes hup” e hup” foram equivalentes, indicando provavelmente uma
redugdo ndo restrita apenas ao sistema hidrogenase diretamente ligado a fixagdo de N,, 0 que neste
caso, de acordo com Meek & Arp (2000), estaria relacionado ao fato de que o corante, ao ser
reduzido, teria aceitado tanto elétrons diretamente do sistema hidrogenase, assim como de outros
ligantes localizados ao longo da cadeia de transporte de elétrons, resultando em uma redugao nao
especifica.

Provavelmente, a adaptagdo ao método proposto por Haugland et al. (1983) conforme relatado
anteriormente, tenha superestimado a frequéncia deste fen6tipo em variantes isolados de estirpes de
B. elkanii (Tabela 4), que tradicionalmente é relatada como uma espécie hup  (Fuhrmann, 1990;
Minamisawa, 1990). Porém, se de fato, foram isolados variantes hup® para ambas espécies de
Bradyrhizobium, estes poderiam ter seu fenétipo confirmado através de estudos mais complexos,
envolvendo a hibridizagdo DNA:DNA, com utilizagdo de sondas com genes especificos para a
hidrogenase (Hidal et al., 1992 apud Lemos, 1994).

4.2. Eficiéncia simbiética dos variantes de Bradyrhizobium spp

Os resultados de nodulagdo (numero e massa nodular), produgédo de matéria seca e
N total acumulado na parte aérea, para os tratamentos inoculados com a estirpe
original SEMIA 5079 e seus variantes, podem ser observados na Tabela 5.
Observa-se a existéncia de grande variabilidade quanto a nodulagcdo (numero de
nédulos e massa nodular) entre os tratamentos inoculados.

TABELA 5. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nddulos secos) e da
producado de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com a estirne SEMIA 5079 e seus variantes, aos 35 dias apés o plantio.

Nodulagao Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos néd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™)* (mg vaso’) (g vaso™) (mg vaso™)
SEMIA 5079 (A) 90,2 b 520,00 a 9,42 b 259,30 c
1A 86,2 b 530,00 a 10,56 a 310,92 a
2A 134,5 a 470,00 ab 9,60 b 259,04 c

3A 70,9 b 370,00 bc 4,81c 152,44 d
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4A 39,2¢ 330,00 ¢ 4,05d 119,42 e

5A 26,0 cd 146,66 d 244 e 52,70 f

6A 25,6 d 83,33 d 215¢e 51,54 g
7A 26e 53,33 d 2,40 e 20,00 g
8A 26e 73,30 d 210 e 17,459
9A 26e 56,66 d 1,94 e 16,49 g
10A 26e 53,33 d 1,82e 1517 g
TA _ — 0,74 f 845g
TN — _ 10,63 a 279,91 b

cV 15,1 16,3 16,3 17,1

* Dados transformados por / x+1
Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

O tratamento inoculado com o variante 2A destaca-se quanto ao numero de
nodulos, apresentando valores significativamente superiores aos demais
tratamentos. N&o foram observadas diferengas estatisticas entre a estirpe original
SEMIA 5079 e os variantes 1A e 3A quanto ao numero de nddulos formados, porém
estes tratamentos diferiram estatisticamente dos tratamentos que apresentaram
menor nodulag&o.

A produgdo de massa nodular nos tratamentos inoculados variaram em até 100
vezes, considerando o maior e o menor rendimento, 530 mg e 53 mg, obtido pelos
variantes 1A e 10A respectivamente. Em geral, os valores médios de massa nodular
correspondem ao numero de nédulos formados, onde a estirpe original SEMIA 5079
e os variantes 1A e 2A apresentam valor de massa nodular superior aos demais
tratamentos. Observa-se que os tratamentos que apresentaram menor quantidade
de nodulos formados também apresentaram massa nodular, produ¢cdo de matéria
seca e N total acumulado estatisticamente inferior (Tabela 5).

Em relagdo a produgdo de matéria seca da parte aérea observa-se que o
tratamento inoculado com o variante 1A apresentou resultados equivalentes a
testemunha nitrogenada, apresentando ainda valores médios da produgédo de
matéria seca superiores ao demais tratamentos (Tabela 5). O variante 2A obteve
produgdo de matéria seca semelhante a estirpe original SEMIA 5079, enquanto os
demais variantes apresentaram menor produ¢do de matéria seca quando
comparados a estirpe original.

Os valores de N total acumulado na parte aérea estdo, relacionados com o0s
resultados da producédo de matéria seca. Observa-se que o variante 1A apresentou
um acumulo de N total superior aos demais tratamentos. Embora o variante 2A e a
estirpe original SEMIA 5079 apresentem elevados valores de N total, estes
tratamentos foram inferiores a testemunha nitrogenada. A ineficiéncia dos variantes
6A, 7A, 8A, 9A e 10A, fica evidente quando se comparam os seus rendimentos de N
total ao rendimento obtido na testemunha absoluta. A ocorréncia de variantes
ineficientes numa mesma estirpe pode condicionar uma menor expressdo na
fixagdo do nitrogénio (eficiéncia em fixar N,), conforme observado por Rodriguez
(1984) para dois variantes isolados da estirpe matriz de Rhizobium leguminosarum
bv phaseoli CB 410. Enquanto o variante 410-2 apresentou uma nodulagdo
abundante e inefetiva, fixando menos da metade do N total acumulado pela estirpe
original, o variante 410-1 apresentou-se tao eficiente quanto a estirpe da qual foi

isolado.
Em relagdo a nodulagdo (niumero de nédulos e massa nodular) nos tratamentos inoculados com a

estirpe original SEMIA 5080 e seus variantes, observa-se que a estirpe original e os variantes 1B,
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2B, 3B, 4B e 5B, apresentam excelente formagédo de ndédulos e massa nodular, enquanto os demais
variantes apresentaram menor nodulagdo e massa nodular (Tabela 6). Labandera & Vincent (1975),
trabalhando também com R. trifolii, encontraram maior infectividade das culturas derivadas do que a

da estirpe original, sendo no entanto ineficientes.

TABELA 6. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nddulos secos) e da
producédo de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com a estirpe SEMIA 5080 e seus variantes, aos 35 dias apos o plantio.

Nodulacéao Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos noéd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™)* (mg vaso”’) (g vaso™) (mg vaso™)
SEMIA 5080 (B) 102,2 a 536,66 a 10,84 a 315,96 a
1B 1004 a 483,33 a 9,80 bc 293,38 b
2B 84,3 a 473,33 a 9,47 ¢ 288,16 b
3B 96,6 a 550,00 a 10,12 abc 277,12 b
4B 100,6 a 473,33 a 9,48 ¢ 255,92 ¢
5B 81,4 a 423,33 a 10,06 abc 245,47 ¢
6B 3,5¢cd 103,33 b 3,19d 58,96 d
7B 17,9b 176,66 b 3,04 d 36,56 e
8B 85¢c 116,66 b 1,91e 21,90 ef
9B 2,0d 36,66 b 1,80 e 18,45 ef
10B 3,2 cd 103,33 b 1,89 e 15,75 f
TA — — 0,74 f 8,45f
TN — — 10,63 ab 279,91 b
017 18,1 16,4 18,4 15,5

* Dados transformados por «x +1

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

Os melhores resultados da produgcdao de matéria seca foram obtidos pelos
tratamentos inoculados com a estirnoe SEMIA 5080 e os variantes 3B e 5B, e a
testemunha nitrogenada (Tabela 6). O variante 1B também apresentou bom
desempenho quanto a producdo de matéria seca, ndo diferindo da testemunha
nitrogenada. Os tratamentos inoculados com os variantes 6B, 7B, 8B, 9B e 10B
apresentaram os menores valores para producdo de matéria seca da parte aérea,
com redugbes que variaram de 81% (6B) até 84% (9B) quando comparados a
estirpe original SEMIA 5080, contudo, estes variantes apresentaram acumulo de
matéria seca significativamente superior a testemunha absoluta.

A estirpe original SEMIA 5080 apresentou valores médios de N total acumulado na
parte aérea superiores aos demais tratamentos, entretanto os variantes 1B, 2B e 3B
também apresentaram desempenho equivalente a testemunha nitrogenada (Tabela
6). Observa-se que os variantes 8B, 9B e 10B foram ineficientes, apresentando
desempenho equivalente a testemunha absoluta. Em geral, ao se comparar
variantes com estirpes originais, € comum oS variantes. apresentarem alteragées de
importantes caracteristicas simbidticas, tais como a perda de infectividade ou
alteragées na eficiéncia e potencial de competicdo por sitios nodulares, conforme
observado por Kuykendall & Elkan (1976) e Mullen & Wollum 11 (1989).
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Os resultados de nodulagdo, produgdo de matéria seca e N total acumulado na
cultivar de soja BR 16, quando inoculada com a estirpe original SEMIA 587 e seus
variantes, sdo apresentados na Tabela 7. Para os tratamentos inoculados com a
estirpe original SEMIA 587 e os variantes 1C e 3C, ndo foram observadas
diferencas significativas quanto ao numero de nédulos formados, estes tratamentos
diferiram dos tratamentos que apresentaram menor numero de nodulos (2C, 7C, 8C,
9C e 10C).

TABELA 7. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nodulos secos) e da
produgado de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com a estirpe SEMIA 587 e seus variantes, aos 35 dias apoés o plantio.

Nodulagéo Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos noéd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™)* (mg vaso”’) (g vaso™) (mg vaso™)
SEMIA 587 (C) 111,8a 730,00 ab 9,82 ab 295,55 a
1C 103,4 ab 716,66 ab 9,26 bc 244,81 b
2C 47,2 d 353,33 ¢ 7,53 de 193,11 ¢
3C 96,4 ab 786,66 a 9,08 bc 241,86 b
4C 61,3d 526,66 bc 7,23 e 230,85 b
5C 84,4 bc 663,33 ab 8,43 cd 199,89 ¢
6C 85,5 bc 556,66 bc 7,85 de 242,84 b
7C 64,3 cd 636,66 ab 7,78 de 183,32 ¢
8C 11,5e 113,33 d 2,81f 50,87 d
9C 3,8f 90,00 d 2,51f 37,92 d
10C 4,0f 40,00 d 1,80 f 10,71 e
TA — — 0,74 g 8,45 e
TN — — 10,63 a 279,91 a
cv 15,4 16,4 13,7 15,2

* Dados transformados por / x+1

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

Em geral os variantes e a estirpe SEMIA 587 apresentaram boa produg¢do de massa nodular (Tabela
7). Observa-se que a estirpe original e os variantes 1C, 3C, 5C e 7C apresentam valor de massa
nodular superior aos demais tratamentos. Os variantes 8C, 9C e 10C, que apresentaram baixo
numero de nddulos formados, também apresentaram massa nodular, produ¢do de matéria seca e N
total acumulado inferior aos demais tratamentos, indicando que o nimero de nédulos formados em
um sistema simbidtico planta-rizébio estd relacionado a infectividade da estirpe e ndo a sua

eficiéncia, conforme afirmado por Ddbereiner et al. (1966).

A melhor produgdo de matéria seca e N total acumulado, foram obtidas pela
inoculagédo da estirpe SEMIA 587 e pela testemunha nitrogenada (Tabela 7). Com
exceg¢do dos variantes 8C, 9C e 10C, observa-se que 0s demais variantes
apresentaram boa produgéo de matéria de seca e acumulo de N total. Sato (1995) e
Kober (1997) observaram variagdes quanto a eficiéncia simbibtica entre isolados da
estirne SEMIA 587 inoculados na cultivar de soja Jacui-7, pois enquanto o variante
587 P-2, apesar de formar muitos nédulos foi inefetivo, elevados indices de
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eficiéncia relativa foram observados quando esta cultivar foi inoculada com o
variante 587 P-7.

Nos tratamentos inoculados com a estirpe original SEMIA 5019 e seus variantes
(Tabela 8), observa-se a mesma tendéncia de grande variabilidade quanto a
nodulagdo (numero e massa nodular) observada anteriormente com o0s outros
grupos de estirpes originais e variantes. O variante 3D e a estirpe SEMIA 5019
destacam-se quanto ao numero de nddulos formados, apresentando valores
superiores aos demais tratamentos inoculados(Tabela 8).

Em geral, a massa nodular nos tratamentos inoculados com a estiroe SEMIA 5019 e
seus variantes, correspondeu ao numero de nodulos formados. Observa-se que a
estirpe SEMIA 5019 e os variantes 1D, 2D, 3D, 4D e 5D apresentam massa nodular
superior aos demais tratamentos inoculados. Os variantes 7D, 8D, 9D e 10D, que
apresentaram baixo numero de nddulos formados também apresentaram
rendimento em massa nodular inferior aos tratamentos com melhor nodulagéo, de
maneira que a massa nodular neste grupo variou de 33,3 mg a 673,33 mg,
considerando os valores extremos obtidos pelos variantes 9D e 3D respectivamente
(Tabela 8).

TABELA 8. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de noédulos secos) e da
producdo de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com a estirpe SEMIA 5019 e seus variantes, aos 35 dias apoés o plantio.

Nodulagéao Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos ndéd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™)* (mg vaso’) (g vaso™) (mg vaso™)
SEMIA 5019 (D) 109,5 a 520,00 ab 11,28 a 232,11 be
1D 62,8b 650,00 a 8,25b 237,79 b
2D 65,3 b 520,00 ab 7,85b 219,35 cd
3D 120,8 a 673,33 a 7,80 b 201,52 de
4D 59,1b 536,66 ab 7,40 b 200,39 e
5D 29,7 c 496,66 ab 6,01 c 124,15 f
6D 23,8c¢c 390,00 b 544 c 85,33 ¢g
7D 56d 100,00 ¢ 3,76 d 52,77 h
8D 4,3d 66,66 c 1,97 e 30,92 i
9D 4,6 d 33,33 ¢ 2,46 e 17,57 ij
10D 4,0d 33,33 ¢ 1,63 ef 13,32 jj
TA — — 0,74 f 8,45j
TN — — 10,63a 279,91 a
Ccv 19,5 18,7 15,8 18,4

* Dados transformados por «/x +1

Médias seguidas da mesma lefra na coluna néo diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

Quanto a produgdo de matéria seca da parte aérea observa-se que a estirpe SEMIA
5019 nao diferiu da testemunha nitrogenada, apresentando resultado. superior aos
demais tratamentos (Tabela 8). Os variantes 1D, 2D, 3D e 4D obtiveram valores
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superiores de matéria seca em relagdo aos demais variantes. Os variantes com
menor acumulo de matéria seca foram o 8D, 9D e 10D, e dentre estes apenas o
variante 10D n&o diferiu da testemunha absoluta.

Os valores obtidos de N total acumulado na parte aérea, em geral, correspondem
aos resultados de produgdo de matéria seca (Tabela 8). Observa-se que a
testemunha nitrogenada apresentou rendimento de N total superior aos demais
tratamentos. A estirpe original SEMIA 5019 e os variantes 1D, 2D, 3D e 4D
apresentam valores de N total superiores aos demais variantes. Os menores
valores de N total acumulado foram obtidos pelos variantes 9D e 10D que
apresentaram valores similares a testemunha absoluta, apesar de terem induzido a
formagédo de nédulos na cultivar BR-16, o que evidencia a ineficiéncia deste dois
variantes.

Resultados semelhantes aos observados neste estudo com os variantes da

estirpe SEMIA 5019, foram observados por Peres et al. (1984) em isolados obtidos
de nédulos da cultivar de soja IAC-2 inoculada com a estirpe SEMIA 5019, sendo
observado uma boa relagdo entre o peso dos nodulos e o N-total acumulado, e que
a auséncia de correlagdo destes parametros com o numero dos nodulos seria um
indicativo de que a variagdo na eficiéncia de fixagdo de N, ndo estaria associada a
capacidade de formar nédulos pelos isolados da estirpe SEMIA 5019.
As meédias dos indices de eficiéncia relativa, demonstradas nas Figuras 2 e 3,
indicam a porcentagem da contribui¢do, em termos de nitrogénio total acumulado na
parte aérea, do tratamento inoculado em relagdo aos tratamentos controle com e
sem adigéo de nitrogénio.

FIGURA 2. indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes
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originais e variantes de B. japonicum em relagdo ao N total acumulado em soja
(Glycine max) cultivar BR 16, aos 35 dias apds o plantio.
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FIGURA 3. Iindices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes
originais e variantes de B. elkanii em relagcdo ao N total acumulado em soja (Glycine
max) cultivar BR 16, aos 35 dias apos o plantio.

De forma geral, os variantes das estirpes originais SEMIA 5079, SEMIA 5080,
SEMIA 587 e SEMIA 5019 demonstram grande variabilidade na fixagdo de
nifrogénio. Enquanto para alguns variantes foi observado um excelente
desempenho (acima de 80%), para outros, os indices de eficiéncia relativa foram
inferiores a 10% (Figuras 2 e 3).

Uma melhor eficiéncia simbittica (acima de 80%) foi observada para 20% dos
variantes da estirpe SEMIA 5079, 50% dos variantes da estirpe SEMIA 5080, 40%
dos variantes das estirpes SEMIA 587 e 20% dos variantes da SEMIA 5019, o que
representa a possibilidade de obter variantes promissores quanto a eficiéncia de
fixagdo de N, a partir das estirpes que ja possuem caracteristicas desejaveis para a
producgéo de inoculantes para a cultura da soja.

Observa-se que houve maior numero de variantes ineficientes isolados a partir das
estirpes SEMIA 5079 e da SEMIA 5019, apesar de terem sido utilizados para
inéculo variantes que expressaram o fenétipo hup® pelo teste da atividade da
hidrogenase, podendo indicar que para a maioria dos isolados o fenétipo hup® foi de
fato superestimado. Entretanto, Devron et al. (1987) observaram que aos 75 dias a
soja inoculada com estirpes isogénicas hup*apresentava menor matéria seca da
parte aérea, o que foi atribuido pelos autores a limitacdo de O, nos nodulos, pela
oxidagdo da hidrogenase. Estirpes de rizobios rotineiramente sdo reisoladas em
6rgéos de pesquisa para a renovagéo de culturas estoque armazenadas durante um
certo periodo e conforme constado nesta experimentagdo existe um grande risco de
serem obtidas estirpes de menor eficiéncia que a estirpe original (Figuras 2 e 3).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com a hipotese sugerida
por Meyer & Pueppke (1980) de que algumas estirpes de B. japonicum consistem
em misturas de células que coexistem numa mesma populagdo. A analise
sorolégica revelou que os nddulos isolados dos variantes das estirnes SEMIA 5080,
SEMIA 587 e SEMIA 5019 apresentaram a mesma reagédo antigénica das estirpes
originais. Assim, estirpes do mesmo sorogrupo de reagdo ou variantes genéticos de
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uma mesma estirpe fazem parte de um mesmo material biolégico (Peres et al.,
1984).

Com base na média dos indices de eficiéncia relativa apresentada nas Figuras 2 e
3, foram selecionados os variantes 1A, 2A, 3A, 1B, 3B, 4B, 1C, 3C, 6C, 1D e 2D
utilizados nas proximas etapas do trabalho.

4.3 Especificidade hospedeira de variantes e estirpes de B. japonicum e B.
elkanii

Para os valores médios do niumero de nodulos produzidos na cultivar Clark, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos inoculados com variantes e estirpes originais (Tabela 9). Diferengas
s6 foram observadas entre os tratamentos que obtiveram melhores resultados de nodulagao (SEMIA
5079 e o variante 1A) com os tratamentos onde houve menor formacdo de nédulos (SEMIA 5032,
SEMIA 5019 e o variante 2D). Em geral, os tratamentos inoculados com os variantes apresentaram
maiores valores de massa nodular do que os tratamentos inoculados com as estirpes originais, com
excecao da inoculagdo com a estirpe original SEMIA 5079, que apresentou valores superiores em
relagcdo aos tratamentos inoculados com seus variantes (1A, 2A e 3A). Entre os tratamentos
inoculados com variantes e estirpes originais, a média dos resultados de massa nodular obtida pelos
tratamentos inoculados com a estirpe original SEMIA 5079 e seus variantes foram superiores aos

demais.

TABELA 9. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nddulos secos) e da
producédo de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar Clark,
inoculada com estirpes e variantes de Bradyrhizobium spp, aos 35 dias apds o
plantio.

Nodulagéo Parte Aérea
Tratamentos Nodulos Massa de ndéd.secos Matéria seca
(N° vaso™)* (mg vaso™) (g vaso™)
SEMIA 5079 (A) 63,3 a 135,00 ab 1,84 cd
1A 60,3 a 118,76 abc 1,57 cde
2A 42,9 ab 132,66 ab 1,50 cdef
3A 52,9 ab 118,56 abc 1,18 efg
SEMIA 5080 (B) 45,6 ab 42,00 d 1,07 fg
1B 60,0 ab 151,00 a 1,69 cd
3B 44,3 ab 70,66 bed 1,17 efg
4B 47,7 ab 86,67 abcd 1,41 def
SEMIA 587 (C) 42,2 ab 39,66 d 1,88 ¢
1C 42,3 ab 127,00 abc 1,94 bc
3C 49,8 ab 79,66 bed 2,38 ab
6C 45,8 ab 73,33 bed 2,39 a
SEMIA 5019 (D) 26,5b 85,00 abcd 1,60 cde
1D 41,0 ab 126,66 abc 1,52 cdef
2D 30,4 b 94,66 abcd 1,52 cdef

SEMIA 5087 51,7 ab 61,33 cd 1,17 efg
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SEMIA 5032 27,6 b 33,00 d 1,85¢
TA _ 0,90 g
TN _ _ 1,41 def
cV 18,4 20,1 15,9

* Dados transformados por / x+1
Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

Em relacdo a produgdo de matéria seca na cultivar Clark observa-se que todos os tratamentos
inoculados apresentaram acumulo de matéria seca superior ou equivalente a testemunha
nitrogenada (Tabela 9). Os melhores rendimentos médios de matéria seca foram obtidos pelos
tratamentos inoculados com a estirpe original SEMIA 587 e os seus variantes, apresentando os
tratamentos inoculados com os variantes 3C e 6C médias para o acumulo de matéria seca
superiores aos demais tratamentos.

Para a cultivar de soja Peking, observa-se uma maior nodulagéo nos tratamentos inoculados com
variantes de B. japonicum do que em suas estirpes originais (Tabela 10). Contudo o nimero de
nodulos nos tratamentos inoculados com as estirpes originais SEMIA 587 e SEMIA 5019 foi maior do
que nos tratamentos inoculados com seus variantes. Diferengas somente foram observadas entre o
tratamento inoculado com a estirpe SEMIA 5032 e os tratamentos representados pelo variante 3C e
as estirpes originais SEMIA 5080 e SEMIA 5079. Nao houve diferenga estatistica entre os valores de

peso de nodulos secos entre os tratamentos inoculados.

TABELA 10. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nodulos secos) e da
produgdo de matéria seca da parte aérea soja (Glycine max) cultivar Peking,
inoculada com estirpes e variantes de Bradyrhizobium spp, aos 35 dias apoés o
plantio.

Nodulacéao Parte Aérea
Tratamentos Nodulos Massa de ndéd.secos Matéria seca
(N° vaso”!* (mg vaso”! (g vaso”!
SEMIA 5079 (A) 7.2c¢c 46,30 a 0,82 gh
1A 32,1 ab 53,93 a 1,04 fg
2A 38,6 ab 52,63 a 0,949
3A 36,9 ab 50,03 a 0,82 gh
SEMIA 5080 (B) 28,4 bc 52,47 a 1,30 defg
1B 38,3 ab 55,33 a 1,59 cde
3B 36,2 ab 95,20 a 1,53 cde
4B 37,6 ab 79,63 a 1,61 cde
SEMIA 587 (C) 56,9 ab 102,27 a 1,88 bc
1C 50,1 ab 94,27 a 1,86 bc
3C 28,7 bc 52,93 a 2,13 ab
6C 41,0 ab 76,93 a 2,55 a
SEMIA 5019 (D) 44,7 ab 81,00 a 2,51a
1D 38,1 ab 58,20 a 1,72 bed
2D 36,8 ab 66,60 a 1,15 efg
SEMIA 5087 35,8 ab 68,33 a 1,47 cdef

SEMIA 5032 72,3 a 43,66 a 1,22 efg
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TA _ _ 0,47 h
TN _ _ 0,94g
cV 17,8 20,5 15,7

* Dados transformados por /x +1
Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

A média de produgado de matéria seca do tratamento controle com adigao de nitrogénio foi similar ou
inferior aos tratamentos inoculados na cultivar de soja Peking (Tabela 10). Os melhores rendimentos
de matéria seca foram obtidos quando a estirpe de B. elkanii SEMIA 5019, ou os variantes 3C e 6C
foram inoculados nesta cultivar.
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As médias dos indices de eficiéncia relativa obtidas nas cultivares de soja Clark e Peking sao
apresentadas nas Figuras 4 e 5.

FIGURA 4. indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes e variantes de B.
japonicum e B. elkanii em relagéo a produgao de matéria seca de soja (Glycine max) cultivar Clark,
aos 35 dias apds o plantio.
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FIGURA 5. Iindices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes e
variantes de B. japonicum e B. elkanii em relagdo a produgédo de matéria seca de
soja (Glycine max) cultivar Peking, aos 35 dias apos o plantio.

Os indices de eficiéncia relativa obtidos por estirpes de B. japonicum e B. elkanii,
quando inoculadas na cultivar de soja Clark, variaram de 34 a 292% (Figura 4). Em
geral, os tratamentos inoculados com estirpes originais e variantes apresentaram
comportamento bem heterogéneo, tendo as estipes SEMIA 5079 e 5019
apresentado maior eficiéncia relativa em relacdo aos seus variantes, enquanto as
estirpes SEMIA 5080 e 587 foram menos eficientes quando comparadas aos seus
variantes. Quanto as estiroes SEMIA 5032 e SEMIA 5087, observa-se que a
inoculagédo da estirpe SEMIA 5032 (B. japonicum) apresentou maior eficiéncia do
que a estirpe SEMIA 5087 (B. elkanii).

Na cultivar de soja Peking, assim como na cultivar Clark, constata-se um padrdo
heterogéneo quanto ao indice de eficiéncia relativa observado entre estirpes
originais e variantes. Contudo, nessa cultivar de soja os indices de eficiéncia relativa
foram bem mais elevados e variaram de 79 a 472% (Figura 5).

O comportamento das estirpes SEMIA 5032 e SEMIA 5087 na cultivar Peking foi
inverso ao observado na cultivar Clark, podendo ser observado uma maior eficiéncia
da estirpe SEMIA 5087 quanto ao indice de eficiéncia relativa (Figuras 4 e 5).

Nas condigbes desta experimentacdo foi observado que, em geral, a eficiéncia

simbidtica das estirpes brasileiras das espécies B. japonicum, B. elkanii e estirpes
padrao destas espécies (SEMIA 5032 e SEMIA 5087) foi dependente da cultivar de
soja utilizada (Figuras 4 e 5). Vidor et al. (1972) e Hungria & Bohrer (2000) também
observaram um efeito acentuado da interacdo entre cultivares e estirpes de

Bradyrhizobium spp usadas em inoculantes no Brasil.
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Em B. japonicum, a estirpe SEMIA 5079 e o variante 2A, assim como a estirpe
SEMIA 5032, apresentaram melhor eficiéncia quando associadas a cultivar de soja
Clark, enquanto a estirpe SEMIA 5080 e seus variantes apresentaram maior
eficiéncia quando associadas a cultivar de soja Peking. No grupo de B. elkanii
(SEMIA 5087, SEMIA 587, SEMIA 5019 e seus variantes), o comportamento geral
nesta espécie foi de uma melhor associagdo com a cultivar de soja Peking (Figuras
4 e 5). Minamisawa et al. (1997) observaram que a ocupacgao nodular nas espécies
B. japonicum e B. elkanii foi determinada exclusivamente pelo hospedeiro, uma vez
que B. japonicum nodulou preferencialmente com varias cultivares de Glycine max
enquanto B. elkanii foi mais competitiva com a cultivar primitiva de soja Peking e
também com Macroptilium atropurpureum.

A cultivar Peking € uma cultivar primitiva de soja que apresenta sementes com
coloragao escura devido a presenga de antocianinas, sendo provavel que, de forma
semelhante ao que acontece em cultivares de feijao preto, onde a presenga destes
pigmentos tem sido relatada como o mais ativo indutor dos genes nod (Hungria et
al., 1991; Hungria & Phillips, 1993), também na cultivar de soja Peking a presenca
de antocianinas poderia ter sido responsavel por uma melhor indugéo dos genes de
nodulagdo nas diferentes estirpes e variantes de bradirrizébios estudadas,
resultando na maior eficiéncia relativa observada nesta cultivar. Contudo, admitindo-
se que os flavonoides sintetizados nas cultivares de soja Clark e Peking tenham a
mesma composi¢cado, € provavel que a quantidade destes compostos possa ter
interferido  no reconhecimento entre leguminosa e bactéria, influenciando,
consequentemente, os indices de eficiéncia observada para a maioria das estirpes e
variantes testadas, pois a nodulagcdo da soja, assim como a do feijoeiro, pode ser
limitada pela quantidade de indutores dos genes nod, conforme observado por
Vargas & Hungria (1997) e Pueppke et al. (1998).

Os resultados de nodulagao e produgao de matéria seca da parte aérea em caupi
sdo apresentados na Tabela 11. Observa-se que, em geral, os tratamentos
inoculados com os variantes originados das estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080
apresentaram melhor desempenho quanto ao numero de ndédulos, massa nodular e
producao de matéria seca que as suas respectivas estirpes originais, enquanto as
estirpes originais SEMIA 587 e SEMIA 5019 apresentaram maior numero de
nddulos em relagdo aos seus variantes. Os tratamentos inoculados com as estirpes

SEMIA 5032 e SEMIA 5087 seguiram a tendéncia geral observada para as estirpes



B. elkanii e B. japonicum, onde a maior nodulacéo foi observada quando a estirpe
SEMIA 5087 foi inoculada (B. elkanii).

Em caupi, os tratamentos inoculados apresentaram produgdo de matéria seca
menor ou equivalente a testemunha nitrogenada. Contudo, também existiram
tratamentos onde o desempenho foi menor que o observado na testemunha
absoluta (Tabela 11). Nas infec¢gdes envolvendo o género Bradyrhizobium tem sido
relatado que espécies promiscuas como V. unguiculata, em geral, ndo respondem a
inoculagdo sob condigbes de campo (Vargas & Suhet, 1981). Entretanto, sob
determinadas circunstancias V. unguiculata, pode responder favoravelmente a
inoculagdo, dependendo do tipo de solo, numero, efetividade e graus de

especificidade das estirpes nativas, conforme constatado por Bushby (1984).

TABELA 11. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de noédulos secos) e da
producéo de matéria seca da parte aérea em caupi (Vigna unguiculata) cultivar IPA
206, inoculado com estirpes e variantes de Bradyrhizobium spp, aos 35 dias apés o
plantio.

Nodulagéo Parte Aérea
Tratamentos Nodulos Massa de ndéd.secos Matéria seca

(N° vaso™)* (mg vaso™) (g vaso™)
SEMIA 5079 (A) 11,0e 7,00 d 0,64 h
1A 24,9 bcde 16,00 d 1,45 a
2A 26,7 bcde 8,73d 0,90 fgh
3A 33,5 abc 17,66 d 0,70 gh
SEMIA 5080 (B) 12,9 de 15,96 d 0,90 fgh
1B 21,3 cde 45,66 abc 1,18 bede
3B 21,4 cde 46,53 abc 1,35 abc
4B 14,8 cde 24,33 bed 1,26 abed
SEMIA 587 (C) 32,3 abc 20,50 cd 1,19 abed
1C 22,5 cde 14,50 d 0,72 gh
3C 29,0 bcd 18,96 cd 1,43 ab
6C 23,0 cde 14,90 d 1,12 cdef
SEMIA 5019 (D) 57,8 a 12,20 d 1,26 abcd
1D 28,2 bcde 59,66 a 0,74 gh
2D 10,8 e 23,10 bed 0,85 fgh
SEMIA 5087 49,0 ab 21,60 cd 1,03 def
SEMIA 5032 27,6 bcde 49,80 ab 0,90 fgh
TA 0,92 efg
TN — — 1,38 abc
CcVv 16,8 18,7 18,3

* Dados transformados por +/x +1

Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo

teste de Tukey 5%




Na Tabela 12, sdo apresentados os valores de nodulagdo e produgcao de matéria seca da parte
aérea em guandu. Observa-se que, em geral, os tratamentos inoculados com variantes dos grupos
de B. japonicum e B. elkanii induziram uma maior formagcédo de nédulos e apresentaram valores de
massa nodular e produgcdo de matéria seca superiores ou equivalentes ao obtido pelas suas estirpes
originais. Entre os tratamentos inoculados com as estirpes SEMIA 5087 e SEMIA 5032, ndo houve
diferencas quanto aos parametros analisados (Tabela 12), apesar de se observar um melhor
desempenho da estirpe SEMIA 5087 quanto ao numero de nédulos formados, massa nodular e

produgédo de matéria seca.

Foi observado em guandu, que os tratamentos inoculados apresentaram producao
de matéria seca menor que a testemunha nitrogenada, também existindo
tratamentos inoculados onde o desempenho foi equivalente ou até menor do que o

observado na testemunha absoluta (Tabela 12).

TABELA 12. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de nodulos secos) e da
produgédo de matéria seca da parte aérea em guandu (Cajanus cajan), inoculado
com estirpes e variantes de Bradyrhizobium spp aos 35 dias apoés o plantio

Nodulagéo Parte Aérea
Tratamentos Nodulos Massa de ndéd.secos Matéria seca

(N° vaso™)* (mg vaso™) (g vaso™)
SEMIA 5079 (A) 7,59 4,00 de 0,33 cd
1A 33,2 bede 9,43 bcde 0,38 bcd
2A 65,4 ab 19,00 a 0,47 bc
3A 31,8 bedef 12,33 abed 0,40 bcd
SEMIA 5080 (B) 71,1 a 16,30 ab 0,48 b
1B 30,8 bcdef 13,07 abc 0,49 b
3B 47,6 abc 8,33 bcde 0,45 bc
4B 45,6 abcd 10,63 abcde 0,48 b
SEMIA 587 (C) 26,1 cdefg 6,87 cde 0,18 e
1C 38,7 abed 10,13 bede 0,49 b
3C 9,6fg 2,53 e 0,35 bcd
6C 35,8 abed 9,40 bcde 0,36 bcd
SEMIA 5019 (D) 11,4 efg 3,03 e 0,38 bcd
1D 18,2 defg 4,80 cde 0,37 bed
2D 30,9 bcdef 8,13 bcde 0,47 bc
SEMIA 5087 45,1 abed 13,13 abc 0,43 bc
SEMIA 5032 33,3 bcde 6,23 cde 0,42 bed
TA 0,28 de
TN — — 0,64 a
CcCv 19,2 21,3 15,2

* Dados transformados por / x+1
Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo

teste de Tukey 5%
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As médias dos indices de eficiéncia relativa obtida em caupi estdo apresentadas na
Figura 6. Observa-se que, entre variantes e estirpes de B. japonicum e B. elkanii
inoculadas, 53% (9/17) apresentaram indices de eficiéncia negativos variaveis de —4
a —126% (Figura 6), sendo a maior ocorréncia dos indices negativos observada na
espécie B. japonicum, onde 100% das estirpes originais e a estirpe.SEMIA 5032

apresentaram indices negativos. Em B. elkanii, indices de eficiéncia negativos foram
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observados apenas quando foram inoculados os variantes 1C, 1D e 2D (Figura 6).

FIGURA 6. Indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes e
variantes de B. japonicum e B. elkanii em relagdo a produgdo de matéria seca de
caupi (Vigna unguiculata) cultivar IPA 206, aos 35 dias apés o plantio.

Os indices de eficiéncia relativa para o guandu, em geral, ficaram abaixo de 60%, sendo ainda
observado que o tratamento inoculado com a estirpe SEMIA 587 foi o Unico tratamento que
apresentou indice de eficiéncia negativo (—28%) (Figura 7). Na inoculagao de estirpes e variantes de
B. japonicum, incluindo a estirpe SEMIA 5032, os indices variaram de 13 a 58%, onde se observa
que a estirpe SEMIA 5079 e seus variantes apresentam indices de eficiéncia menores que a estirpe
SEMIA 5080 e seus variantes. Os indices de eficiéncia variaram de -28 a 59% quando estirpes e

variantes de B. elkanii foram inoculados. Em guandu, a tendéncia observada entre todos os
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tratamentos inoculados, foi a de um melhor desempenho dos variantes em relagdo as suas estirpes

originais.

FIGURA 7. Indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes e
variantes de B. japonicum e B. elkanii em relagdo a produgdo de matéria seca de
guandu (Cajanus cajan), aos 35 dias apés o plantio.

De acordo com Singleton et al. (1992), nem todas as estirpes que nodulam
determinado grupo de leguminosas sao eficientes na fixagdo de N, com todas as
espécies, conforme também constatado no presente estudo, quando estirpes e
variantes de B. japonicum e B. elkanii foram inoculadas em soja, caupi e guandu.
Os indices negativos de eficiéncia observados em caupi e guandu (Figuras 6 e 7),
indicam a auséncia de fixagao de nitrogénio e diminuicdo da produgdo de matéria
seca da parte aérea e, para a maioria dos tratamentos inoculados ndo houve
diferenca estatistica em relagdo a testemunha absoluta (Tabelas 11 e 12). Assim, a
partir dos resultados de eficiéncia relativa obtida por caupi e guandu, observa-se
que ambas leguminosas ndo respondem a inoculagdo com rizobios ndo homaélogos
(rizobios isolados de seu proprio hospedeiro) e na auséncia de uma simbiose efetiva
os bradirrizébios se comportaram como simples parasitas radiculares.

4.4 Indugao de clorose foliar em diferentes leguminosas inoculadas com estirpes e

variantes de Bradyrhizobium produtoras de rizobiotoxina

Sintomas de clorose foliar induzida devido a produgao de rizobiotoxina, apenas foram observados
quando estirpes e variantes de B. elkanii foram inoculadas na cultivar de soja Clark, Vigna

unguiculata e Cajanus cajan (Tabela 13). A producao de rizobiotoxina em B. elkanii ja havia sido
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estudada anteriormente por Teaney lll & Fuhrmann (1992) e Minamisawa (1990) em soja. Contudo,
nao existem relatos da indugdo de clorose foliar em caupi e guandu provocada por estirpes de B.
elkanii (Ruan & Peters, 1992).

TABELA 13. Avaliagdo dos sintomas de clorose foliar em Glycine max (cultivares Clark e Peking),
Vigna unguiculata (cultivar IPA 206) e Cajanus cajan, inoculados com estirpes e variantes de
Bradyrhizobium spp, aos 35 dias apds o plantio.

Leguminosas hospedeiras*
Glycine max Vigna unguiculata Cajanus cajan

SEMIA 5079
1A

2A

3A

SEMIA 5080
1B

3B

4B

SEMIA 5032
SEMIA 587
1C

3C

6C

SEMIA 5019
1D

2D

SEMIA 5087

* Escala de notas atribuidas aos sintomas de clorose foliar: (0) auséncia de clorose;
(1) clorose leve; (2) clorose acentuada
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Em caupi, sintomas acentuados de clorose foliar foram observados quando as
estirpes e/ou variantes de B. elkanii foram inoculadas. Entre os sintomas
observados, podem ser citados a coloragao diferencial nas folhas e clorose
marginal, observadas nas folhas mais novas. A deteccao de clorose induzida pela
toxina sempre observada nas folhas jovens da mesma planta, pode indicar que a
toxina ndo é transportada para as folhas velhas ou que esta toxina pode ser
rapidamente metabolizada in situ (folhas novas), de acordo com Oweens & Wright
(1965). Contudo, ao comparar-se tratamentos inoculados com B. japonicum ou B.
elkanii, em geral, ndo foram observadas diferengas significativas quanto aos
parametros avaliados (Tabela 11), sendo provavel que a produgéo de rizobiotoxina

em caupi ndo tenha tanta representatividade quanto tem para a soja.entre .

Em guandu os sintomas de clorose foliar observados foram leves (Tabela 13). Contudo, ndo pode
ser atribuida a menor producido de matéria seca da parte aérea exclusivamente a produgado de
rizobiotoxina provocada pela inoculagcdo desta leguminosa com estirpes e variantes de B. elkanii,
uma vez que, assim como o caupi, também o guandu demonstrou ser uma leguminosa promiscua

inefetiva para os grupos de bradirrizobios testados (Tabela 12).
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Na cultivar de soja Clark, ao comparar-se os niveis de clorose foliar observados nos
tratamentos inoculados com a estirpe SEMIA 5087 (controle positivo), estirpes e
variantes de B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), observa-se que, enquanto a
estirpe SEMIA 5087 induziu uma forte clorose foliar, caracterizada por apresentar
sempre nas folhas novas uma clorose marginal, resultando em necrose foliar, as
estirpes originais SEMIA 587 e SEMIA 5019 e seus variantes induziram sintomas
leves de clorose (Tabela 13). Provavelmente, em virtude da fraca indugdo de
clorose foliar quando as estirpes originais SEMIA 587 e SEMIA 5019 ou seus
variantes foram inoculados, o desenvolvimento da cultivar Clark ndo tenha sido
prejudicado (Figura 3). Sintomas de clorose leve foliar também foram observados
por Minamisawa (1990) em cultivares de soja susceptiveis a rizobiotoxina produzida
por estirpes de B. elkanii.

Resultados semelhantes aos da Tabela 13 foram observados por Boddey (1995),
onde é relatado que as estirpes de B. japonicum SEMIA 5079, SEMIA 5080, nao
induziram sintomas de clorose foliar nas cultivares de soja Lee e BR-16. Contudo,
quando foram inoculadas estirpes de B. elkanii (SEMIA 587, SEMIA 5019, USDA 76
e USDA 94) sintomas de clorose foliar leve foram observados na cultivar Lee,
enquanto a cultivar BR-16 apresentou-se altamente susceptivel a rizobiotoxina
produzida pelas estirpes USDA 76 e USDA 94.

A auséncia dos sintomas de clorose pode indicar que, de fato, o rizoébio ndo sintetizou esta toxina,
como é o caso de B. japonicum ou que o hospedeiro, atuando através de mecanismos preventivos,
seja através da inibicdo metabdlica da enzima ou de uma menor acumulag¢ao da toxina nos nédulos,
conseguiu suprimir ou atenuar os efeitos da rizobiotoxina produzida pelas estirpes e variantes de B.
elkanii (Oweens & Wright, 1965).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, variantes ou estirpes de B. elkanii podem
diferir na severidade da clorose foliar induzida em diferentes leguminosas. Ainda que a produgao de
rizobiotoxina por B. elkanii seja desvantajosa para o hospedeiro, ndo se pode descartar a hipétese
sugerida por Minamisawa et al. (1991) de que a produgdo desta toxina pode representar uma
vantagem em termos de competitividade para B. elkanii, uma vez que estirpes produtoras de

rizobiotoxina representam a maioria das estirpes encontradas nos solos.

4.5 Competitividade de estirpes e variantes de Bradyrhizobium spp

Os resultados de nodulagdo (numero de nédulos e massa nodular), produgéo de
matéria seca e nitrogénio total acumulado dos tratamentos inoculados em soja, a
partir da adigdo de inéculos individuais ou misturas contendo estirpes originais e/ou

variantes de Bradyrhizobium spp, sdo apresentados nas Tabelas 14 e 15.
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Em geral, os tratamentos que envolveram a inoculagdo dos variantes originados da
estirpe SEMIA 5079 (1A, 2A e 3A) e da estirpe SEMIA 5080 (1B, 3B e 4B), nao
diferiram entre si quanto a nodulagao (numero de nédulos e massa nodular) (Tabela
14). Exceto pelos tratamentos inoculados com variantes 2A e 3A, foram observadas
significativas redu¢des no numero de nodulos formados e massa nodular quando os
variantes 1A, 1B, 3B e 4B, foram inoculados conjuntamente com a estirpe SEMIA
5019.

Nos resultados de producdo de matéria seca e N total acumulado, também nao
foram observadas diferengas entre os tratamentos envolvendo as co-inoculagbées
dos variantes originados das estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080)
(Tabela 14).

TABELA 14. Avaliagdo da nodulagcdo (numero e peso de noédulos secos) e da
produgédo de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com a estirpe SEMIA 5019 e/ou variantes de Bradyrhizobium japonicum,
a partir da adigéao de inéculos individuais ou mistos, aos 35 dias apoés o plantio.

Nodulagao Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos noéd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™”)*  (mgvaso’) (g vaso™) (mg vaso™)
1A 62,7 ab 361,33 abc 1,92 de 36,93 efghi
2A 33,7 bcde 196,00 jk 1,31 hijk 26,98 kim
3A 11,0f 89,66 mn 1,37 ghijk 23,41 Imn
1A : 2A 44,8 abed 238,00 hij 1,42 fghij 32,27 hijk
1A : 3A 44,4 abed 238,00 hij 1,55 fghi 30,13 ijk
2A: 3A 38,2 bcde 241,00 ghij 1,63 efgh 31,18 ijk
1B 58,3 ab 305,00 cdef 2,27 d 50,08 d
3B 57,6 ab 278,00 defghi 1,66 efgh 39,67 efg
4B 54,9 ab 243,00 fghij 1,71 efg 40,24 ef
1B : 3B 34,8 bcde 196,00 jk 1,19 ijkl 18,98 n
1B : 4B 53,8 ab 220,00 ij 1,67 efgh 35,35 fghij
3B: 4B 46,8 abcd 135,00 kim 1,56 efgh 35,94 fghi
1A : 1B 71,1a 335,00 bed 1,69 efg 34,48 fghij
2A: 1B 39,3 bcde 256,66 efghij 1,16 jki 21,05 mn
3A:1B 49,4 abc 283,00 defgh 1,37 ghijk 31,90 ijk
1A : 3B 52,7 ab 412,00 a 0,92 Im 20,14 mn
2A : 3B 52,0 ab 234,00 hij 1,76 ef 35,88 fghi
3A: 3B 54,5 ab 302,00 cdefg 1,64 efgh 39,25 efgh
1A : 4B 42,8 abed 267,33 efghi 1,45 fghij 32,76 ghijk
2A : 4B 53,6 ab 378,00 ab 1,18 jki 30,24 ijk
3A:4B 48,6 abc 314,00 cde 1,36 ghijk 32,90 ghijk
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1A : SEMIA 5019 25,2 cdef 157,33 ki 3,19¢ 65,96 ¢
2A : SEMIA 5019 17,5 ef 117,00 Im 3,61b 74,75 b
3A : SEMIA 5019 18,9 ef 126,00 Im 323¢ 66,87 ¢
1B : SEMIA 5019 17,1 ef 106,00 Im 1,35 ghijk 28,41 jkl
3B : SEMIA 5019 13,1f 37,66 no 1,75 ef 36,15 fghi
4B : SEMIA 5019 13,0f 22,330 1,66 efgh 43,87 de
SEMIA 5019 22,8 def 143,66 kim 1,25 ki 21,81 Imn
TA — 0,71 m 7,310
TN — — 7,18 a 126,03 a
cv 20,9 23,1 18,2 20,3

* Dados transformados por / x +1

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%

Um comportamento distinto foi observado quando variantes das estiroes SEMIA
5079 e SEMIA 5080 foram inoculados em mistura com a estirpe SEMIA 5019, pois
embora os tratamentos tenham obtido padrdo de nodulagdo (numero e massa
nodular) semelhante, observa-se que os tratamentos onde a estirpe SEMIA 5019
foi inoculada conjuntamente com os variantes 1A, 2A e 3A houve melhor
desempenho simbiético, uma vez que, com uma menor nodulacdo, foram capazes
de obter produgédo de matéria seca e N total significativamente superior aos demais
tratamentos, resultando em expressivos aumentos de eficiéncia relativa (Figura 8).
De acordo com Vinuesa et al. (1998), isolados de uma mesma espécie, que
possuem o mesmo sorotipo, podem diferir significativamente quanto a eficiéncia de
fixagdo de nitrogénio, assim como na sua habilidade para ocupar nédulos em
competicdo com outras estirpes intimamente relacionadas.
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FIGURA 8. indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com variantes
de B. japonicum e/ou a estirpe SEMIA 5019, em relagdo ao N total acumulado em
soja (Glycine max) cultivar BR 16, aos 35 dias apoés o plantio.

As médias dos indices de eficiéncia relativa obtidas nos tratamentos inoculados
estdo demonstradas na Figura 8. Observa-se que entre tratamentos inoculados com
os variantes originados da estirpe SEMIA 5079 (1A, 2A e 3A), o variante 1A
apresenta indices de eficiéncia superior aos demais variantes, e que nas
inoculagbes mistas entre este variante com os variantes menos eficientes (2A e 3A)
resultou em uma menor eficiéncia. De acordo com Weiser et al. (1990), quando
variantes menos eficientes sdo co-inoculados, podem apresentar maior ocupagao

nodular induzindo uma baixa produtividade.
No presente ensaio de competitividade contudo, ndo foi possivel determinar a porcentagem de

ocupacado nodular obtida pelos variantes 1A, 2A e 3A, em qualquer tratamento no qual estes
variantes foram inoculados, uma vez que ndo foram verificadas reagdes de aglutinacdo usando
extratos nodulares dos tratamentos com estes variantes e o antissoro produzido a partir da estirpe
original SEMIA 5079. Como se tratam de variantes espontaneos, é provavel que existam alteragbes
nos determinantes antigénicos espécie-especificos que interferiram nos resultados da analise, uma
vez que reagdes de aglutinagcao foram observadas quando foram utilizadas suspensées antigénicas
a partir de extratos nodulares ou crescimento bacteriano da prépria estirpe original SEMIA 5079,
usando o mesmo soro. Schinghamer & Dudman (1980) observaram que mutantes espontaneos de
Rhizobium spp resistentes a espectinomicina podem diferir quanto a propriedades antigénicas e
fixagdo de nitrogénio em relagdo a estirpe original. Lemos (1994) observou que a estirpe de B.
Japonicum, SEMIA 5052 (USDA 6), classificada no sorogrupo 1, pertence a um grupo de rizébios que

se mostram deficientes tanto para a produgdo de soros hipermunes como para a reatividade
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sorolégica e, que esta baixa reatividade é devido a falta do antigeno-O, constituinte do
lipopolissacarideo da parede celular das bactérias pertencentes a este grupo.

Os resultados da analise sorolégica com os variantes originados da estirpe SEMIA 5079
demonstraram um problema comum aos métodos soroldgicos usados na caracterizagdo de estirpes
de bradirrizébio, que se caracteriza pela presenga de estirpes que ndo reagem com o soro testado.
De acordo com Lindermann et al. (1974) apud Peres (1979), a caracterizagao do rizébio no nédulo é
muito dependente da técnica soroldgica adotada, uma vez que, em sua maioria, os métodos
sorologicos nao apresentam suficiente sensibilidade para diferenciar a presenca de duas estirpes no
mesmo noédulo, quando um segundo sorogrupo esta presente em menor numero. Importante
enfatizar que a analise de aglutinagao foi realizada a partir de soros hipermunes nao purificados,
sendo provavel que a purificagdo do soro para eliminagdo das imunoglobulinas inespecificas ou a
produgédo de soros monoclonais para a estirpe SEMIA 5079, tornaria mais especifica a analise de

aglutinacao para este grupo de variantes, o que nao foi possivel ser realizado no presente estudo.

Os variantes da estirpe SEMIA 5080 apresentaram indices de ocupag¢do nodular
variando de 75 a 97 %, quando inoculados em mistura com os variantes 1A, 2A e
3A (Figura 9). Redugbes nas porcentagens de ocupacdo nodular dos variantes 1B,
3B e 4B foram observadas quando estes variantes foram inoculados conjuntamente
com a estirpe SEMIA 5019. Isto era esperado pois devido a elevada competitividade
apresentada, a estirpe SEMIA 5019, juntamente com a SEMIA 587 e a SEMIA 566
tém sido as estirpes indicadas para estudos de competitividade com a cultura da
Soja (Hungria et al., 1994). Podendo também ser observado na Figura 9 que quanto
maior a ocupagao nodular da estirpe SEMIA 5019 no tratamento inoculado, menor
foi a eficiéncia relativa observada no tratamento, uma vez que a eficiéncia relativa
obtida pela estirpe SEMIA 5019 foi significativamente inferior & observada para os
variantes 1B, 3B e 4B (Figura 8). Na co-inoculagéo da cultivar de soja BR 16 com as
estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 5079, Boddey (1995) observou que os indices de
ocupagdo nodular foram 73 e 27% respectivamente, sendo observado aumentos
significativos de N total em relagdo ao tratamento inoculado apenas com a estirpe
SEMIA 5019.
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FIGURA 9. Porcentagem de ocupag¢do nodular dos tratamentos inoculados com
variantes de B. japonicum e a estirpe SEMIA 5019, isolados e em mistura (1:1).

Os resultados do experimento de competigcdo envolvendo variantes (1C, 3C, 6C, 1D
e 2D) e estirpes de B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), demonstraram que na
inoculagado conjunta, houve menor numero de nddulos formados e massa nodular,
quando comparados os tratamentos com inoculagcdo individual ou em mistura
(Tabela 15). Nishi (1995) também observou, em experimentos de competitividade
redugdes no numero de nédulos, massa nodular e producéo de matéria seca.

TABELA 15. Avaliagdo da nodulagdo (numero e peso de noédulos secos) e da
produgédo de matéria seca da parte aérea de soja (Glycine max) cultivar BR 16,
inoculada com estirpes e/ou variantes de Bradyrhizobium elkanii, a partir da adi¢cdo
de inéculos individuais ou mistos, aos 35 dias apos o plantio.

Nodulagcao Parte Aérea
Tratamentos Massa de

Nodulos néd.secos Matéria seca N-total

(N° vaso™”)*  (mgvaso’) (g vaso™) (mg vaso™)
1C 73,5 a 330,00 c 1,78 de 36,93 de
3C 53,0b 317,00 cd 1,68 defg 34,81 defg
6C 37,8c¢ 253,00 de 1,30 ghi 27,01 ghi
1C:3C 27,9 cd 193,00 ef 3,58 b 74,00 b
1C:6C 8,3 fg 166,00 fg 3,39 b 70,10 b
3C:6C 22,6 de 167,33 fg 3,53b 73,20 b
1D 64,9 ab 441,00 b 1,61 defgh 33,25 defgh
2D 61,8 ab 417,00 b 1,80 de 37,20 de
1D : 2D 37,9c¢ 256,66 de 1,86 de 38,50 d
1C: 1D 26,2 de 180,00 f 1,22 hi 25,20 hi
3C:1D 28,9 cd 155,00 fg 1,45 efghi 29,93 efghi
6C: 1D 9,0f 106,00 g 1,33 fghi 27,47 fghi
1C: 2D 25,6 de 172,66 fg 2,95¢ 61,15¢
3C:2D 23,9 de 164,00 fg 1,83 de 37,94 de
6C : 2D 27,9 cd 156,00 fg 1,75 def 36,20 de
1C : SEMIA 5019 20,9 de 145,00 fg 1,59 defgh 33,00 defgh
3C : SEMIA 5019 2,7 h 20,00 h 1,78 de 36,78 de
6C : SEMIA 5019 3,2 gh 23,00 h 1,90 d 39,44 d
1D : SEMIA 587 17,0 e 136,00 fg 1,72 defg 35,56 def
2D : SEMIA 587 30,7 cd 198,00 ef 3,23 bc 68,88 bc
SEMIA 587 69,9 a 615,00 a 1,92 d 39,79 d
SEMIA 5019 22,8 de 143,66 fg 1,25i 21,81i
TA — 0,71 7,31j
TN — — 7,18 a 126,03 a
cv 17,5 14,4 17,8 15,7

* Dados transformados por /x +1

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey 5%
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Embora nos tratamentos de inoculagéo conjunta com variantes originados de uma mesma estirpe
(1C:3C, 1C:6C, 3C:6C e 1D:2D) e nos tratamentos 1C:2D e 2D:SEMIA 587 também tenham ocorrido
menor formagao de nddulos, observa-se contudo, que nestes tratamentos houve um efeito sinérgico
entre os diferentes organismos co-inoculados, evidenciado pela maior produgdo de matéria seca e N
total acumulado na parte aérea (Tabela 15) e, consequentemente, uma eficiéncia relativa
significativamente superior foi obtida em relagdo aos demais tratamentos inoculados (Figura 8).
Rolfe et al. (1980) observaram que, na inoculagédo conjunta de um mutante n&o-nodulante e um
mutante ineficiente de R. trifolii, houve um efeito estimulatério sobre o mutante ineficiente, que

resultou na formagao de ndédulos efetivos.

FIGURA 10. indices de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com estirpes
e/ou variantes de Bradyrhizobium elkanii, em relagdo ao N total acumulado em soja
(Glycine max) cultivar BR 16, aos 35 dias apds o plantio.
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Em geral, observa-se que os variantes 1D e 2D demonstraram maior porcentagem
de ocupagdo nodular que a sua estirpe original SEMIA 5019, quando foram
inoculados em mistura com os variantes 1C, 3C e 6C (Figura 11). Observa-se que a
inoculagdo conjunta com o variante 2D apresentou indices de eficiéncia relativa
superiores e uma meédia de ocupagdo nodular de 87% para este variante 2D. Nos
tratamentos onde os variantes 1C, 3C e 6C foram inoculados em conjunto com o
variante 1D, observa-se que, embora o variante 1D tenha apresentado elevados
indices de ocupagdo nodular (Figura 11) e bom desempenho simbidtico,
provavelmente a competicdo nestes tratamentos tenha induzido a baixa eficiéncia
observada, prejudicando o desenvolvimento da soja (Figura 10). Bromfield & Jones
(1980) constataram a existéncia de competicdo ou antagonismo quando estirpes
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sdo co-inoculadas, sendo observado uma menor efetividade nos tratamentos que
utilizaram inéculo misto quando comparados aos tratamentos onde foram utilizados
inéculo simples (apenas uma estirpe).

FIGURA 11. Porcentagem de ocupagdo nodular dos tratamentos inoculados com
variantes e estirpes de B. elkanii, isolados e em mistura (1:1).

Ao comparar-se a eficiéncia relativa obtida pelo tratamento inoculado com a estirpe
SEMIA 5019, em relacdo aos tratamentos onde esta estirpe foi co-inoculada com
um dos variantes originados da estirpe SEMIA 587, observa-se que a eficiéncia
relativa dos tratamentos com os inoculos mistos se eleva, em virtude da maior
eficiéncia e ocupagédo nodular apresentada pelos variantes 1C, 3C e 6C (Figuras 10
e 11). Champion et al. (1992) estudando a inoculagdo conjunta entre variantes
eficientes e ineficientes na cultura da soja, observaram que a presenga do variante
eficiente em 60% dos nodulos induzia bons rendimentos de matéria seca e N total.
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Quando estirpes e variantes foram utilizadas individualmente, a sua ocupag¢do nos
noédulos variou de 96 a 100%. Porém, na presenga de um segundo variante ou
estirpe, a porcentagem de ocupagdo nodular foi reduzida, e alteragées de
nodulagédo, rendimentos de matéria seca e N total foram observadas. As
porcentagens de ndédulos ocupados acima de 100%, observada na Figura 11,
principalmente nos tratamentos de co-inoculagdo entre os variantes originados das
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, deve-se a ocorréncia de infecgbes duplas nos
nédulos. Estudando a competicdo em B. japonicum de um mutante nif =~ em
comparagdo a estirpe original, Hahn & Studer (1986) observaram uma elevada
porcentagem de nddulos com dupla ocupagéo, sendo sugerido pelos autores que
uma alta densidade de inéculo (10% e 10° células planta) seja requerida para que
ocorra uma elevada frequéncia de infeccées mistas, uma vez que, apds inoculagcao
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com uma mistura com baixa concentragdo celular (10° a 10° bactérias mL™"), poucos
nédulos apresentaram dupla ocupacéo.

Na avaliagao da eficiéncia simbidtica em rizobios e bradirrizobios, é necessario se
determinar a frequéncia em que cada estirpe ocorre nos nodulos, seja esta estirpe
inoculada ou nativa, uma vez que efetividade e competitividade sdo parametros,
intimamente relacionados quando se trata de fixacdo simbidtica de N, atmosférico
(Araujo, 1994).

No presente estudo, foi observado que o determinante da maior eficiéncia em tratamentos co-
inoculados nao foi a ocupacao nodular de determinada estirpe ou variante presente no indculo, mas
sim a interagdo destes no tratamento co-inoculado, demonstrando como é complexa e variavel a
interagdo entre os rizdbios que apresentam diferentes graus de eficiéncia e competitividade
(Daramola et al., 1994). E importante enfatizar que o experimento de competitividade foi realizado
sob condigbes controladas, eliminando-se assim um grande numero de fatores e interagdes que séo
extremamente importantes nos estudos de competitividade. Desta forma, para confirmagao dos
resultados obtidos é necessario serem realizados experimentos posteriores sob condigées de campo

cultivado com populagéo estabelecida de bradirrizébios noduladores de soja.

5. CONCLUSOES

Devido a variabilidade genética existente nas estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019,
SEMIA 5079 e SEMIA 5080, individuos eficientes e competitivos quanto a fixagdo
de N, em soja puderam ser isolados e selecionados.

Todos os variantes e estirpes de Bradyrhizobium spp nodularam Glycine max
(cultivares BR-16, Clark e Peking), Vigna unguiculata e Cajanus cajan, contudo
apenas para Glycine max a interagdo rizobio-leguminosa demonstrou eficiéncia
significativa.

Variantes que expressaram o fenétipo hidrogenase positiva (hup®), néo
apresentaram necessariamente maior eficiéncia simbibtica durante o processo de
fixagéao.

Variantes com diferentes potenciais para fixagdo de nitrogénio podem coexistir
numa mesma populagdo de bradirrizobios, podendo alterar a eficiéncia simbibtica e
a competitividade das estirpes utilizadas em inoculantes para a cultura da soja.

A anaélise individual dos perfis eletroforéticos da amplificagdo do DNA genémico com
oligonucleotideos iniciadores BOX A 1-R, ERIC e RP01, e também a analise
conjunta com BOX A 1-R e ERIC permitiram diferenciar estirpes originais e
variantes.

O BOX-PCR pode ser indicado como um método complementar para as analises de
controle da qualidade das estirpes utilizadas em inoculantes para a cultura da soja.
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