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1, RESUMO 

Trinta e seis estirpes de Rh.lzobi..u.m pha..óeoü foram estuda

das quanto as suas características culturais, eficiência de fixação de 

nitrogênio, nrvel de resistência a drogas antimicrobianas, produção de 

bacteriocinas e capacidade competitiva entre determinadas estirpes. 

A maioria das estirpes de R. pha.beoü caracterizaram-se 

como produtoras de ácido e crescimento rápido (3-5 dias) em cultura pura. 

A eficiência de fixação de nitrogênio variou de estirpe para estirpe, ve

rificando-se em algumas delas, uma eficiência relativa em torno de 50%, 

Os níveis de resistência natural das estirpes, frente a se 

te drogas antimicrobianas, variaram, em µg/ml, de 1 a 10 para Estreptomi

cina, 1 a 20 para Espectinomicina, a 50 para Cloranfenicol, J a 50 pa-

ra Penicilina, 1 a 10 para Rif ampicina, 

de a S para Bicloreto, de Mercúrio. 

0,01 a O, 1 para Tetraciclina e 

Com base nas frequências destes ní 

veis na população ensaiada, constatou-se em praticamente todos os casos, 

uma distribuição unimodal que a caracteriza coroo uma população sensível a 

tais drogas. 
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Detectou- se a produçi o de bacterioclnas em 25% das esti r

pes analisadas, sendo qte o antagonismo observado é altamente específico 

e a atividade bacteriocinogênica se mante� estável após 

planta hospedetra. 

passagem pela 

Os ensaios de competição entre três estirpes consideradas, 

nao evidenciaram a vantagem seletiva da bacteriocinogênica sobre as de 

mais. Observou-se, porém, a baixa capacidade de nodulação e eficiência 

de fixação de nitrogênio das estirpes mutante resistentes a anti b i õt i cos 

em relação as mesmas estirpes normais. Verificou-se ainda, a alta capa

cidade competitiva das estirpes nativas em relação às estirpes normais e 

mutantes utilizadas como inoculante. 
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2. INTRODUÇÃO

O genero Rh.lzob.lu.m é constituído por bactérias gram negatl 

vas, que normalmente fazem parte da flora autóctone do solo. Apresentam 

a notável peculiaridade de interação com o sistema radicular de plantas 

leguminosas, desenvolvendo uma simbiose mutual fstica através da formação 

de estruturas nodulares, onde se processa a fixação do nitrogênio, essen

cial ao desenvolvimento da planta. 

Com a crise mundial do petróleo, a partir do infeto da dé

cada dos 70s, tornou-se imperativo a busca de fontes alternativas de adu

bos nitrogenados para a elevação dos níveis de produção de alimentos sem 

a consequente elevação dos seus custos. Neste particular, destaca-se o 

papel dos microorganismos fixadores de nitrogênio e, especialmente, Rklzo 

bi.J.un, que oferecem uma fonte barata e, praticamente, inesgotável de nltro 

gênio combinado •. 

O Brasil é o maior produtor mundial de feijão (VlEIRA, 

19781, fonte mais importante de proteínas vegetais na alimentação do povo 
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b ras i lei ro. Entretanto, nos últimos anos, a produtividade total do país 

tem permanecido constante e, como a população vem aumentando, o consumo 

de feijão por indivíduo vem decaindo. O rendimento médio da cultura no 

Brasil é um dos mais baixos do mundo, girando em torno de 600 Kg/ha, su

perior somente aos da Índia e Paquistão (RELATÓRIO SIMONSEN ASSOCIADOS, 

1976). 

A inoculação do fe i joe i ro {Phcuie.olM vul..ga.w) prat i camen-

te nao é feita no Brasil, o que não ocorre com a cultura de soja, onde 

65-75% das sementes são inoculadas (ARAÜJO, 1974 apud SAITO, 1979).

Vários são os problemas inerentes à inoculação de R. pha..ó� 

oü em feijoeiro. Em primeiro lugar, as estirpes autóctones apresentam 

baixa eficiência na fixação do nitrogênio. Por outro lado, ainda que os 

nódulos de feijoeiro apresentem valores altos de atividade de nitrogena

se, esse fato é restrito a um período muito mais curto que em soja, pois, 

iniciando-se nas primeiras semanas apos o plantio, essa atividade cai dras 

ticamente no final da floração e início da formação das vagens, o que o

corre aos 45-60 dias, quando a planta mais necessita de nitrogênio. 

Percebe-se, assim, a grande necessidade de se procurar es

tirpes de R. pha.óe.oU que reúnam alta eficiência de fixação, capacidade 

competitiva e persistência no solo, visando melhorar os padrões atuais de 

produtividade dessa cultura, social e economicamente tão importante ao 

país. 

Utilizando-se 36 estirpes de R. pfuu,e.oU, o presente tra-
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balho objetivou: 

a) Analisar suas características culturais;

b) Determinar os padrões de eficiência de fixação de nitro

gênio;

e) Determinar os níveis de resistência natural de cada es

tirpe, frente a sete drogas antimicrobianas;

d) Detectar a produção de substâncias causadoras do antag�

nismo (Bacteriocinas) entre estirpes;

e) Avaliar a capacidade competitiva entre determinadas es

tirpes.
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1. Bacteriocinas 

As primeiras observaç6es sobre a atividade bacteriocinog� 

nica foram descritas por GRATIA (1925), que demonstrou o efeito inibidor 

de E.6ehvu..efúa. e,oü V (CA7) no crescimento de E. eoü $ (CA81). Esta 

foi a razão histórica da denominação 1
1colicina11 dada por FREDERICQ (1948) 

a tais substâncias, sugerindo que a atividade das mesmas era uma exclusi 

vidade da enterobactêria E. eoü. Posteriormente, verificou-se que es-

ta é uma característica pertinente ao universo bacteriano, pois, tal ati 

vidade tem sido detectada em um grande número de espêcies conhecidas. 

Desde então, o critêrio adotado para a sua denominação não 

é uniforme, variando de autor para autor. Assim, a denominação pode 

ser baseada no gênero das estirpes produtoras, como por exemplo 11Rizobio 

cina11 de Rfúzob-lwn .6pp .. (VfNCENT, 1977), bem como baseada na espécie,

como por exemplo a 1 'Mu tac i na11 de Sbi..e.p:toeoec.u.6 mu.ta.nó (HAMAOA e OOSH l MA, 

1975), ou mesmo a 11Co1 icina11 da E. e,oli. Atualmente, há a tendência em 

se manter a denominação 11Col idna11 para a bacteriocina produzida por 
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E. coü, devtdo ao fato de ser a melhor estudada e caracte r izada, reser

vando-se a denominação mais geral de 11 Bacteriocina11
, abreviadamente, Bac, 

para as substâncias com atuação semelhante à produzida por E. coü, pe

las demais bactérias. REEVES (1972) propôs que, a medida que tais bac

teriocinas fossem melhor estudadas, sua denominação se basearia no segu.']_ 

do critério, ou seja, no nome especifico. 

O critério de classificação dos diferentes tipos de col i

cinas encontrados por FREDERfCQ (1946) baseava-se apenas nas suas ativi-

dades espectrais. Tal método r evelou-se falho, pois, uma determinada 

estirpe pode produzir mais de um tipo de colicina. FREDERICQ (1948) u-

til izou,então, mutantes resistentes à colicinas (Colr), obtidos a partir 

de colônias de estirpes sensíveis, crescidas no halo de ínibição, encon

trando 17 diferentes tipos de colicinas, designadas arbitrariamente por 

letras V, A, B, C, D, E, F, G, H, 1, J, K, Sl, S2, S3, S4, S5. Tal se-

paraçao ainda encontrava dificuldades,pois, um mutante Colr isolado pod� 

ria ser resistente a mars de um tipo de colicina. Assim, FREDERICQ 

(1956), baseando-se na capacidade de transferência genética desta marca 

e a imunidade que ela conferia à célula receptora, concluiu que o grupo 

E, na realidade, poderia ser subdividido em três sub-grupos E1, E2, E3. 

HAMON (1964) relata um quarto tipo E4, produzida por E. coU H. REEVES 

(1972), em um estudo extensivo da resistência a col lcinas, sugere a dlvi 

são das mesmas em dois grupos: 1) A, El, E2, E3, K, L, N, S4 e X; 11) 

B, D, G, H, 1, M, S1, V� Q. Assim, bactérias resistentes a colicinas 

do grupo I podem ou não ser resistentes (ou tolerantes) a colicinas des 

te grupo, porem, nunca são resistentes a qualquer col icina do grupo ti. 
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O inverso é verdadeiro quando mutantes sao isolados para resistência a u 

ma das colicinas do Grupo I t. 

Conforme sal tenta TAGG (1976), atualmente é ilusório ten

tar uma definição precisa sobre tais substâncias, devido principalmente 

à sua granôe diversidade, havendo, entretanto, alguns critérios clássi

cos para a sua caracterização, tomando-se o tipo colicina como padrão. 

Com base nisto, HtRSCH (1978) utiliza o termo 11bacteriocina11 para descr3:. 

ver qualquer agente inróidor, de natureza proteica, capaz de causar anta 

gonismo entre estirpes bacterianas estreitamente relacionadas. t inte

ressante ressaltar a sua diferença fundamental com fagos, pela ausência 

de um mecanismo autopropagativo e com os antibióticos clássicos, pelo 

seu pequeno espectro de ação. 

A produção de bacteriocinas por uma dada estirpe bacteri� 

na, pressupõe um mecanismo de biossíntese letal, fato este demonstrado 

por OZEKI e MARGERIE (1959) , onde observou-se que a semeadura de estirpe 

produtora sobre uma estirpe sensível pré-crescida em placa, originava 

lacunas ou halos de inibição. Tais halos, não continham o clone gera

dor da substância inibtdora, concluindo que a célula produtora não é viã 

vel. Verificou-se, ainda, que somente 0,1% das células da estirpe pro

dutora apresentava a capacidade de produção do halo de inibição, conclu

indo também que, na população de células produtoras, somente uma pequena 

parcela consegue realizar tal evento. 

Vários fatores influenciam a produção de bacteriocinas, 

tais como: viscosidade do meio (KELSTRUP e GIBBONS, 1969,apud TAAG, 1976), 
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pressao osmótica (BEPPU e ARtMA, 1967), presença de açucares como gl ico

se e mani tol (TAGG et a:ii, 1979), condições de incubação e fase do cres 

cimento. HAMADA e OOSHIMA (1975') demonstraram que a estocagem por

períodos prolongados pode levar à perda da característica bacteriocino

gênica. 

Tratamentos com radiação ultra-violeta (UV) ou mitomicina 

C constituem métodos usuais na indução de bacteriocinas, fato este de

monstrado inicialmente por JACOB et alii (1952), em estirpes de E. eoü

ML-E. Tal indução é análoga à indução de profagos, sendo que mui tas 

das bacteriocinas assim produzidas mostraram-se estruturalmente relacio

nadas com fagos, sugerindo-se que estas sejam classificadas mais como fa 

gos defectivos do que como bacteriocinas (GARRO e MARMUR, 1970; 

MAYER, 1972). 

LOTZ e

O modo de açao das bacteriocinas pressupoe um mecanismo 

de união com receptores específicos do envelope celular (FREDERICQ, 1946; 

NOMURA, 1963), realizando-se em dois estágios: um primeiro com a adsor

ção física das bacteriocinas aos receptores e um segundo com o desenvol

vimento de lesões bioquímicas especificas, direta ou indiretamente (PLA

TE e LURtA, 1972). 

Cada tipo de bacteriocina tem a sua açao letal caracterís 

tica, porem, todas elas atuam ao nível dos ácidos nucleicos (DNA, RNA), 

possivelmente ativando ou se comportando como endonucleases, ou, então, 

diretamente na síntese proteica (HARDY, 1975). 

Os determinantes genéticos para a produção de bacterioci· 
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nas, nos casos até agor � estudados, acham-se localizados em plasmfdeos 

(HARDY, 1975), o que exJlica, aliás, o fato de algumas estirpes perderem 

esta característica sem a perda da viabilidade celular (REEVES, 1972). 

Tais plasmideos possuem peso molecular variando de 10 5 a 10 8 daltons, o 

que levou HARDY (1975) a dividi-los em dois grupos: os plasmídeos meno

res entre 10 5 
- 10 6 daltons, e os maiores entre 10 7 

- 10 8 daltons. Mui 

tas das propriedades genéticas e fisiológicas estao correlacionadas com 

essa divisão, visto que somente os plasmídeos maiores são auto-transferi 
_, 

veis por conjugação, enquanto que os menores somente o podem fazer atra

vés da medração de algum outro plasmfdeo auto-transferível, como por e-

xemplo alguns plasmfdeos R. Outras diferenças podem ser relacionadas, 

tais como o numero de cópias por célula e a sua dependência das funções 

da célula hospedeira (estabilidade), 

Com relação ao gênero Rhizob.w.m, as primeiras observações 

sobre a atividade bacteriocinogênica foram descritas por ROSLYCKY (1967) 

SCHWtNGHAMER e BELKENGREN (1968}, estudando algumas pro

priedades de extratos puri ficados de bacter i oci nas de R. br..i..fioW, veri -

ficaram que a alteração do pH e o tratamento com enzimas proteol iticas, 

tais como protease, tripsina e papaina, geravam perda de atividade do ex 

trato. Um dado interessante encontrado pelos autores prende-se ao fato 

de que a adição de histidina e arginina ao meio de cultivo, acarretava a 

reversao dos efeitos inibitórios do extrato sobre a estirpe sensível. 

LOTZ e MAYER (1972} isolaram e caracterizaram partículas 
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com atividade bacterioc nogênica dt urna estirpe de R. luµJn,i.,. Através 

de estudos ao nivel de nicroscopia eletr6nica, constataram que tais par

tículas eram semelhantes a fagos defectivos de Pll..ot.v.w sp. E'. interes

sante ressaltar que o ,solamente somente fof possível com utilização de 

luz ultravioleta (UV). 

SCHWINGHAMER, (1971, 1975), analisando as propriedades de 

bacteriocinas produzidas por seis estirpes de R. W..,6oLu.,,, encontrou, p� 

lo menos, dois tipos que se diferenciavam na estrutura e composição. O 

primeiro tipo era semelhante afagos defectivos descritos anteriormente, 

com sua produção tambêm dependente da indução por luz UV. O segundo 

tipo incluía formas de baixo peso molecular. Verificou ainda que, ape-

sar delas apresentarem características comuns, tais como tamanho, mobi

lidade em gradiente de densidade e sensibilidade ou resistência a enzi

mas proteolíticas, elas variavam na especiflcidade de ação e adsorção a 

membranas filtrantes, terminando por sugerir sua separaçao em sub-grupos. 

GROSS e VIDAVER (1978) relatam a produção de bacterioci

nas por estirpes de R. japon,i.,cum e outros Rhizob,i.um de crescimento len

to. Os autores observaram que estirpes de R. japon,i.,cum, R. phrueoü e 

Rhizobiwn sp. produziram bacteriocina ativa contra Coll..yn.ebact.Vlium ne

blW.li k.en..6 e. 

Evidência para a ocorrência de plasmideos Bac
+ 

transmissl 

veis em R. legwnino◊aJI.U.m ê relatada por HIRSCH (1979), que observou a 

produção de bacteriocinas entre 97 isolados desta espécie, classificando 

as em dois tipos: batxo e médio peso molecular, com base nas suas taxas 
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de difusão em ágar. Três isolados que portavam determinantes genéticos 

para a produção de bacteriocinas dt: baixo peso molecular foram capazes 

de transferir tal carac:erística para estirpes não produtoras de R. legu

m-úio�anum, com frequências relativamente altas de 1/10 a 1/100 células. 

Outras observações indicam a origem pl asmi di al dos deterrni 

nantes genéticos Bac+ em Rh.lzobium. Assim, ZELAZNA-KOWALSKA (1979) 

relata a produção de bacteriocinas em cinco estirpes de R. ;t:Ji,,l6olli en-

tre 44 estirpes ensaiadas. Tratamento das estirpes produtoras com agen-

tes de 11cura11plasmidial, tais como Acridina-orange e Dodecil-sulfato de 

s6dio (SDS), gerava até 100% de perda na atividade bacteriocinogênica. 

Uma interessante correlação foi encontrada por JOHNSTON 

et alii (1978), ao analisar a transferência de transposon Tn5 inserido no 

plasmídeo pJB5JI de R. legwnin.o-0a.tw.m com atividade bacteriocinogênica. 

Quando este plasmídeo era transferido para uma estirpe não infectiva ou 

incapaz de promover a nodulação, tal capacidade era restaurada. Os mes-

mos autores verificaram, além disso, que determinadas estirpes de R. ;t:Ji,,l

&olli e R. ph.Meoli, quando receberam o plasmfdeo, adquiriram a capacida

de de nodular ervilhas. 

BREWIN et alii (1980) observaram também que a transferên

cia do plasmídeo bacteriocinogênico pRLlJI de R. legum.úto-0aJLUm para es

tirpes não infectivas de R. legu.múio�a.JW.m, resultava na r estauração da 

infectividade, sugerindo que a capacidade de nodulação e co-trans 

ferida ou mediada pelo plasmídeo bacteriocinogênico acima citado. 
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3.2. Resistência a Drogas 

O genero Rh./.,zob,i.11.m, como toda bactéria gram negativa 

mais susceptfvel aos antibióticos de largo espectro. Seus efeitos va-

riam de estirpe para estirpe dentro de uma mesma espécie, de tal maneira 

que estas mostram uma variação considerável no nível de resistência natu 

ral. A definição precisa de tais níveis pode auxiliar no processo de 

identificação e caracterização de Rh./.,zob,Úun (ELKAN, 1971), construção de 

meios seletivos (GRAHAM, 1969), bem como a utilização de mutantes resis

tentes como marcadores genéticos em estudos ecológicos, precedidos, po

rém, de uma avaliação das implicações da aquisição de resistência diante 

do sistema simbiótico da bactéria-planta com relação à sua capacidade de 

nodulação e fixação do nitrogênio. 

Os diversos níveis de resistência para R. ph.Meoli relata 

dos na literatura, para os diversos antibióticos,são relacionados na Ta

bela 1, na página seguinte. 

Geralmente, quando são selecionadas mutações naturais ou 

induzidas, sob forte pressão de seleção, como é o caso de seleção de mu

tantes resistentes aos antibióticos e outras drogas, estas acarretam a 

depressão de outras funções. Assim, SCHWINGHAMER (1963, 1967) verifi-

cou que a aquisição de resistência aos determinados antibióticos em R.

legumútoha.JU.lm, R. :tJú6oW. e R. meLü.oü, tais como a Penicilina, Novo-

biocina, Vancomicina, Neomicina e Viomicina, acarretava um decréscimo 

nas propriedades simbióticas, como a fixação do nitrogênio, sendo que P! 

ra os dois Últimos antibióticos, a resistência e acompanhada da perda 
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Tabela 1 - Nlveis de Re� istencia Natural aos Diversos AntibiÕticos em 

R. pha.l,e,oli.

Antibióticos 

Grupo 1 

Estreptomicina 

Espectinomicina 

Cloranfenicol 

Tetraciclina 

Grupo rr 

Ac. Nalidixico 

Rifampicina 

Grupo 1 1 1 

D-Cicloserina

Novobiocina

Penicilina 

Vancomicina 

Grupo IV 

Viomicina 

Neomicina 

Canamicina 

Nivel de Resistência 

{1.19/m.t) 

2 - 1 O 

2 - 20 

20 - 40 
250 
< 1 

40 - 1 00 

1 O 

1 O - 25 

1 - 2 

5 - 10 
50 

0,5 - 2

5 

15 - 30 
1 O - 25 

Referência 

SCHWINGHAMER, (1967) 

SCHWINGHAMER et aLJL (1973) 
PANKHURST (1967) 
SCHWfNGHAMER (1967) 

DAVIS (1962). PATTINSON 
et alii (1974). 

PANKHURST (1977); JOSEY et

alii ( 1978) 
PANKHURST ( 1977) 

SCHWINGHAMER { 1967) 

DAV l S ( 1962) . SCHW rNGHAMEB
(1962) 

SCHWINGHAMER { 1967) 
GRAHAM ( 1963) 

PANKHURST (1977); SCHIJfN-
GHAMER ( 1967); JOSEY 
alii ( 1979) 

SCHWfNGHAMER (1967) 

SCHWlNGHAMEB (1967) 

et

JOSEY et alii (1978); DA
VIS ( 1962); PANKHURST ( 1977) 

G.l. - Antibióticos que atuam na síntese proteica
G. ! l. - Atuam na inibição da síntese de ácidos hucleicos
G. l I l. - Atuam na parede celular
G. IV. - Atuam na síntese proteica e permeabi 1 idade celular
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total da capacidade fixadora e decréscimo na capacidade de nodulação. 

As mutações associadas à aquisição da resistência aos an

tibióticos que atuam ao nível da parede celular (G. 1 ! l), geralmente, a

cham-se mais relacionadas com os efeitos pleiotrópicos da perda da capa

cidade fixadora e, em alguns casos, da capacidade de nodulação (infecti

vidade). ALEXANDER et alii (1969) constataram que a resistência à Vio 

rnicina em Rhi.zob.w.m é decorrente de um decréscimo na absorção do antibii 

tico como resultado da diminuição da permeabilidade da membrana celular. 

Este fato sugere que a perda da integridade da membrana ou parede celu

lar pode ser um importante fator responsável pela incapacidade da trans

formação do Rhizob.w.m de vida 1 ivre em bacteróides nos nódulos, resultan 

do, assim, os nódulos ineficientes (CALDWELL e VEST, 1968). 

DEMERY e ALEXANDER {1969) isolaram mutantes incapazes de 

promover a nodulação, associados à resistência à Canamicina. Observaram 

ainda que tais mutantes produziam maior quantidade de muco extracelular, 

como pol issacarídeos, do que a estirpe selvagem. 

OBATON (1971), confirmando a ausência de efeitos pleiotri 

picos associados à resistência à Estreptomicina em R. me.liloti, sugeriu 

a possibilidade do uso de tal resistência como marcador em estudos ecoló 

gicos de Rluzob.lwn, fato este estendido por SCHWrNGHAMER e DUDMAN (1973) 

para os mutantes resistentes à Espectinomicina em Rh,lzob,U.Ul'I sp. Tais 

mutações não acarretavam resistência cruzada, mudanças antigênicas e con

tinuavam estáveis apos passagem pela planta hospedeira. 
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Por outrc, lado, a perda da capaddade de nodulação fo.i ob 

servada em alguns mutantes resistentes â Estreptomicina em 

sendo o efeito associado com a dose do antibiótico utilizado. 

Rhi..zo b.lwrt , 

Assim, 

ZELAZNA-KOWALSKA (1971) verificou que níveis iguais ou superiores a 200 

µg/ml em R. tlu.6ol.Li., geravam tal perda. 

ALVES e AZEVEDO (1975), estudando as características de 

mutantes de R. japorúc.wn resistentes à Estreptomicina, verificaram que 

doses acima de 64 µg/ml acarretavam a perda da capacidade de nodutação. 

Os mesmos autores relatam ainda os resultados de competição 1
·
1 ln vitro11 

entre estirpes normais e mutantes resistentes à Estreptomicina, quando 

cultivadas em mistura, verificando-se que â medida que a população de cê 

lulas normais aumentava, a outra população mutante resistente decrescia, 

concluindo os autores que a Estreptomicina ê uma droga forte para R. ja

porúeum, segundo BERGAMIN FILHO ( 19 75). 

Com relação à Rifampicina, os dados obtidos na literatura 

evidenciam um comportamento bem diversificado, tendo em vista os efeitos 

pleiotrõpicos associados à sua resistência. BERTALMIO (1973) constatou 

a retenção da capacidade fixadora do nitrogênio na maioria dos mutantes 

resistentes à Rifarnpicina isolados, bem como da sua capacidade de nodula 

ção em R. :tJú.60.f.li. COOPER (1979), analisando mutantes Rifampicina re

sistentes de R. Vú.60.f.li e Rhi..zob.ú.tm sp. (Lotus), constatou a retenção 

da capacidade de nodulação e fixação do nitrogênio em relação aos tipos 

se ]vagens. O autor propõe,ainda, um método rápido de contagem de Rki-

zob.ium resistente a antibióticos no solo, empreg�ndo a marca Rif
r
. 
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Entretanto, PANKHURST (1977) relata a perda parcial da 

capacidade de fixação do nitrogênio em Rhi.zob,lu.m sp. (Lotus) para mutan

tes Rif
r
, fato esse observado também por PAIN (1978) em 11 estirpes, en

tre 143 ensaiadas para a resistência à Rifampicina, utilizando o baixo 

nivel de resistência de 10 µg/mt. 

3.3. Competiçio 

A capacidade de promover da nodulação e o primeiro passo 

para o estabelecimento de uma simbiose efetiva entre Rhi.zob.wm e a plan-

ta hospedeira. Tal capacidade está na dependência de inúmeros fatores 

resultantes da interação bactéria-planta-solo. 

Com relação à bactéria, a presença de Rhi.zobium no solo, 

sua sobrevivência e capacidade de competição para os sítios de nodulação 

constituem,dentre outros, os fatores potencialmente mais importantes pa

ra o estabelecimento da simbiose (VtNCENT, 1977). 

Segundo BROCKWELL (1968), a eficiência de uma determinada 

estirpe geralmente se acha correlacionada com a sua capacidade de compe

tir com outros füzob.lum nativos, habilidade de formar nódulos e fixação 

simbiótica de nitrogênio. Além disso, a capacidade de crescimento da 

estirpe em cultura pura, veículo orgânico e sementes de planta hospedei-

ra, constituem outros fatores correlatos na caracterização de 

eficientes. 

estirpes 

Estirpes selecionadas como eficientes podem se diferen-
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ci ar na sua capacidade de sobrevivência no sol o e colonização da ri zos

fera da planta, bem como na capacidade de nodulação. A predominância 

de certas populações de Rhizob.lwn nativos em diferentes condições do am

biente, em relação a decerminadas estirpes inoculadas, sugere uma alta 

capacidade adaptativa e uma vantagem competitiva superior destas bacté

rias, sob condições adversas (SCHWINGHAMER, 1977). Porém, VINCENT 

(1953) chama a atenção para o fato de que as estirpes nativas de Rhizo

bium geralmente são pouco eficientes com a planta hospedeira introduzid� 

justificando-se, assim, os estudos que incrementem a capacidade competi

tiva de estirpes selecionadas como mais eficientes. 

BERGERSEN et alii (197f), analisando populações naturais 

e mutantes de Rhizob.lum .tJu,60,e_,u_, verificaram que cerca de 24 a 65% das 

estirpes de R • .tJu,60.lli.,isoladas de diferentes local idades, exibiam anta 

gonismo frente a determinadas estirpes de R • .tJu,60-li..i utilizadas como in 

dicadoras. Grande parte deste antagonismo se achava associado ã prod� 

ção de bacteriocinas ou fagos temperados por determinadas estirpes. 

Os estudos de competição entre estirpes de Rhizob..i.u.m, ge

ralmente, são realizados utilizando-se inoculações mixtas, onde cada es

tirpe é combinada em proporções fixas ou variáveis, sendo que a estirpe 

mais competitiva deve formar maior proporção de nódulos do que seria es

perado em relação à sua proporção presente no inõculo (VlNCENT, 1953). 

SKERDLETA e KARTMOVA (1969) verificaram que a resposta a 

inoculação em soja com Rhizobium especifico é proporcional a densidade 

da su spensã·o ap 1 i cada. A competição entre dtferentes serotipos utiliza 
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dos como tnõculos duplos é relacionada com o numero de células presentes 

porém, uma das estirpes mostrou-se mais competitiva mesmo, estando em nu

mero proporcionalmente inferior a outras, na faixa de 3:5 a 1:60. 

CALDWELL (1969) relata a competição entre três estirpes 

de R. japoru.c.um em inoculações duplas, evidenciando as diferentes capac.i_ 

dades competitivas na formação de nódulos. Os tratamentos corresponde� 

tes às inoculações com a estirpe mais competitiva, sozinha ou em combina 

ções, obteve maior produtividade em termos de grãos e N total. 

Alguns trabalhos indicam a predominância de determinadas 

estirpes em relação a outras, quando i·noculadas aos pares ou isoladamen

te em plantas hospedeiras (FREIRE et alii, 1976; GIBSON et alii, 1976; 

SAITO e RUSCHEL, 1980). 

Embora diferentes nódulos na mesma planta possam apresen

tar diferentes estirpes (VINCENT e WATERS, 1953), os ensaios de competi

çao pressupunham que os nódulos apresentassem uma Ünica estirpe (DUDMAN 

e BROCKWELL, 1968). Porém, vários relatos evidenciaram a possibilidade 

de nódulos com infecção mixta. Assim, SKERDLETA (1969) e PINTO et aZii

(1974) verificaram que cerca de 10% de nódulos de trevo e soja inocula

dos com culturas mixtas apresentavam duas estirpes de Rfúzob..w.m. 

JOHNSTON e BERINGER (1976) observaram a existência de no

dules com infecção mixta em ervilha inoculada com R. legt..1m,,<.n,04a/f..Um, uti

lizando marcadores genéticos como identificação.das estirpes. As pro

porçoes das estirpes presentes no inõculo não afetou a frequência de 
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ocorrêncta destes nódulos mfxtos. 

AAY e BOHLOOL (1979,) i nocu !aram i ent ilha (Len.s .é.c.ulenta..J 

com culturas mixtas e analisaram as estirpes presentes em cada nódulo 

por imunofluorescência. Constataram a estreita relação entre a competi_ 

ção e a ocorrência de nódulos duplamente infectados. 

Outro fato interessante foi observado por WtNARNO e LfE 

(1979), em que a capacidade de nodulação de uma estirpe de R. legwn.úu,4� 

JtUm em ervilha, é suprimida pela presença de uma estirpe nao infectiva 

no inoculante mixto. O grau de supressão variou com as estirpes consi-

deradas. Verificou ainda que o período crítico de competição foi res

trito a ·z'4 horas após a inoculação. 

A produção de substâncias antimicrobianas, tais como bac

teriocinas, por determinadas estirpes de Rhizobium, foi aventada comopos 

sível fator incrementador da capacidade competitiva em tais estirpes, pa 

ra o processo de nodulação em plantas hospedeiras (SCHWINGHAMER., 1971, 

1975). A vantagem seletiva das b acteriocinas em outros microorganismos 

tal como Eóc.hruch.ia coU,jã foi evidenciada, sugerindo-se que esta sub� 

tância está implicada no processo de colonização microbiana normal e pa 

tológica do trato digestivo de mamíferos (CHARTONE - SOUZA, 1975; 

ASENSIO e SAQUERO, 1979). 

Tal evidência em Rh-izobi.um é questionada por GROSS e VI� 

VER (1978), que julgam ser a atividade bacteriocinogênica desligada do 

processo de nodu I ação e fixação do N2, pe 1 o menos· d i retamente. Entre-
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tanto, SCHWtNGHAMER e BROCKWELL (1978}, anati' sando a possível vantagem 

competitiva de esti"rpes bacteriocinogêntcas de R. :oú..f;ou.i.., verificaram 

que as estirpes Bac
+ 

predominaram largamente em turfa inoculada com es

tirpes nao bacteriocinogênicas (Bac-), sugerindo os autores que este fa

to poderia ser muito fmportante no solo ou em turfa, quando o inoculante 

é utilizado em cultura mixta. 



4. MATERIAL E MtTOOOS

4.1. Material 

4. 1. 1. Bactirl as
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Foram ut i 1 i zadas 36 estirpes de Rh.-Lzob-Úlm pha.óeoU, da co 

leção da Seção de Microbiologia do Solo do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura (CENA), Piracicaba, SP, selecionadas segundo os critérios de 

maior eficiência de fixação de nitrogênio e variabilidade de origem. 

Tais estirpes acham-se discriminadas na Tabela 2. Para o ensaio de pr� 

dução de bacteriocinas, utilizou-se também estirpes de P�eudomona.ó glyc!:_ 

nae, 10 isolados de bactérias fitopatogênicas e duas de E-Oc.hvúch.úx. CDli, 

reportadas como susceptíveis à ação de bacteriocinas 

(BECKER, 1980; BIAGI, 1980 - comunicação pessoal). 

cham-se discriminadas na Tabela 3. 

corre 1 acionadas 

Tais estirpes a-
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Tabela 2 - Estirpes de R. pha.óe.oli uti 1 izadas no presente trabalho. 

N<? CENA N<? ORIGINAL PROCEDÊNCIA 

c - 01 c - 01 Piracicaba, SP 
e - 03 e - 03 Piracicaba, SP 
c - 05 e - 05 Piracicaba, SP 
c - 09 c - 09 Piracicaba, SP 
c - 10 c - 10 Piracicaba, SP 
e - 12 c - 12 Pi raci caba, SP 
e - 13 e - 13 Tietê, SP 
e - 14 e - 14 Tietê, SP 
e - 15 e - 15 Tietê, SP 
e - 18 e - 18 Capão Bonito, SP 
e - 19 c - 19 Sengés, PR 
c - 20 c - 20 Vi 1 a Ve I ha, PR 
c - 21 c - 21 Vila Velha, PR 
c - 22 c - 22 ltapetininga, SP 
c - 23 c - 23 ltapetininga, SP 
c - 25 e - 25 ltapetininga, SP 
c - 28 127 K - 14 Nitragin Co, EUA 
c - 29 127 K - 17 Nitragin Co, EUA 
e - 33 F 310 Alegre, ES 
e - 34 F 413 Alegre, ES 
c - 40 CIAT 255 (Z 272) CIAT, Colômbia 
e - 44 CIAT 642 CIAT, Colômbia 
c - 45 CIAT 668 CIAT, Colômbia 
e - 48 SMS 445 Campinas, SP 
c - 49 SMS 149 Campinas, SP 
c - 50 SMS 196 Campinas, SP 
c - 86 SEMIA 400 Porto Alegre, RS

e - 88 SEMIA 487 Porto AI egre, RS 
e - 89 CIAT 57 (CC 511} Csiro, Austrália 
e - 90 3644 Rothamsted, Inglaterra 
c - 91 Q.A 1062 Queensland, Austrália 
e - 100 CIAT 640 (Z 632) CIAT, Colômbia 
c - 102 CIAT 632 (21) CIAT, Colômbia 
c - 103 3620 Rothamsted, lngl aterra 
c - 104 CIAT 893 (M 20) CIAT, Colômbia 
e - 105 CIAT 903 (TAL 182) CIAT, Colômbia 
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Tabela 3 - Outras bactérias util izadas como indicadoras no ensaio de p� 

dução de bacteriocinas. 

Bactéria 

P.lie.u.d.omona.õ glyci.na.e. 

P .li e.u.d.omo na.ó g.f.yCÚl.ae. 

P .li e.u.d.omona.ó glyci.na.e. 

P .6 eu.d.o mona.ó glydna.e.

fJfi,U,[n,i_a. sp. 

Xantomonaõ sp. 

EJrW.ÓÚa. sp • 

EJLWÚ'Úna. sp. 

P .li e.u.d.omona.õ sp.

E�a. sp. 

� sp. 

E�sp. 

E�sp. 

E4 c.hvú.c.hi.a. e.ou

E4 c.hvú.clú..a. e.ou

Designação 

B - 01 

B - 04 

e - 01 

Cambará 

A4 

E
3 

E4 

E
5 

c3 

cs 
Cb2
t14 

PS 

K 12 712 R 

J 5 

Origem 

Paraná 

Paraná 

Paraná 

Paraná 

Piracicaba, SP 

Piracicaba, SP 

Piracicaba, SP 

Piracicaba, SP 

São Paulo, SP 

São Paulo, SP 

Piracicaba, SP 

São Paulo, SP 

Campinas, SP 



4.1.2. Meios de Cultura 

4. 1. 2. 1. YMB - ( Yeas t Mannito l Broth) - Cal do Mani to l

(VINCENT, 1970) mod. 

K2HP04 O, 1 g

KHlº4 0,4 g 

MgS04.7H2o 0,2 g 

Nac.l O, l g 

Man i tol 10,0 g

Extrato de Levedura 0,5 g 

Agua Dest i l ada 1000 ml

pH 6,5-7,0 

4.1.2.2. YMA- (Yeast Mannitol Agar) - Meio Manitol 
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Ao meio YMB adicionou�se 15 g de Agar para meio sõl ido e 

7,5 g de Agar para meio semi-sólido. 

4.1 .2.3. 

K2HP04

KH2Po4

Nac.t 

Meio 1179 11 A 

MgS04.7H20

Sacarose 

Gl utamato de Sódio 

Extrato de Levedura 

Ãgua Destilada 

pH 

(Norri s 1964) modificado 

0,4 g 

O, 1 g 

O, 1 g 

0,2 g 

9,0 g

1 , O g

0,5 g

1000 ml

6,5..,;7,0 



vamente. 

4. l .2.4. Meio 1179 11 A Sõlido e Semi-Sólido 
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Meio 1179" A adicionado de 15 g e 7,5 g de Agar, respecti-

4.1.2.5. Meio 11 79 11 B 

K
2

HP0
4 

KH2Po4

Nact 

MgS04.7H
2

0 

Sacarose 

Glutamato de Sódio 

Extrato de Levedura 

Agua Dest i I ada 

pH 

4.1.2.6. Agar-Salina 

Agar 

Nael 

EDTA - Sódio 

Mert i oi ate ou 

Azida de Sódio 

4.1 . 3. Drogas e Suas Origens 

Bicloreto de Mercúrio 

Espectinomicina (Sp) 

C1oranfenicol 

0,4 g

O, l g 

O, 1 g

0,2 g

5,0 g 

0,5 g 

0,5 g 

1000 ml 

6,5-7,0 

0,75% 

0,90% 

30 mg/l 

0,01% 

E. MERCK

UPJOHN 

PARKE-DAVIS 



Penicilina G Potássica (Pn) 

Rifampicina (Rf) 

Sulfato de Estreptomicina (Sm) 

Tetraciclina (Te) 

Cicloheximida 

4.1.4. Soluções 

SQUIBB 

LEPETIT 

FOUTOURA-WYETH 

PFIZER 

SIGMA 

4.1 .4.1. Solução Nutritiva para Teste de Nodulação 

(modificada de McKNIGHT, 1949) 

Caso4 .2Hz° 150,000 g

MgS0
4

.7H
2
0 20,000 g

KHl0
4

20,000 g

KC.t 30,000 g

H
3
Bo

3 
o ,286 g

Mnso
4

.4H
2
0 O, 154 g

znso4. 7Hz° 0,022 g

Cuso4
.H

2
0 0,008 g

H2Mo0 4
. H

20 0,012 g

FeCl
3 

O, 070 g

EDTA - Na 0,030 g

Agua Oest i 1 ada ]000 mt 

pH fina 1 : 6, 4 

Oi 1 ui r: 1: 20 

-27-
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4.1.4.2. Sublimado Corrosivo 

Para esterilização externa de sementes: solução aquosa de 

HgCl2 0,2% (p/v).

Para ester i 1 i zação externa de nódulos: solução aquosa de 

Hgel2 O, 1% (p/v).

4 .. 2. Métodos 

4.1.4.3. Salina 

Solução aquosa de NaCl 0,85% (p/v). 

4.1.4.4. Vermelho Congo 

Solução aquosa 0,25% (p/v). 

4.1.4.5. Azul Bromotimol 

Solução alcoólica 0,25%. (p/v). 

4.2.1. tarecterização das Estirpes 

4.2.l.l. Crescimento em Meio Sólido 

As estirpes de R. phaóeoü foram inoculadas em meio 

onde cresceram até a turbidez. Semearam-se alíquotas de 0,1 ml de 

YMB, 

di-

Juições apropriadas para se obter colônias isoladas em placas contendo 

meio de YMA. Avaliou-se o tempo necessário para que cada colônia isola 

da atingisse o diâmetro médio de 3 mm, sendo a avaliação realizada na 
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própria placa com regua mil imetrada e contador de colônia Baush - Lomb. 

Dados adicionais, tais como cor, consistência e produção de muco foram 

observados. Tal procedimento permitiu também aval iar a existência de 

possíveis contaminantes da cultura original. 

4.2.1.2. Produção de Acido ou Alcali 

Para a aval iação da produção de ácido nas estirpes de 

R. ph~eoti, observou-se o método descrito por NORRIS (1965). As es

tirpes foram inoculadas em frascos retangulares de 75 mm, providos de 

tampa rosqueada, contendo 10 me de meio YMA incl inado, suplementado com 

2,5 me/i da solução estoque de azul de bromotimol como indicador da mo

dificação do pH do meio. Para controle do experimento, usou-se um tu

bo sem inoculação. Após 7 dias de incubação, a 2aoC, fez-se a leitura 

dos frascos, observando-se que a mudança de azul para amarelo indicava 

a redução do pH, enquanto a intensificação de azul mostrava a 

ção de álcal i. 

produ-

4.2.1.3. Eficiência da Fixação de Nitrogênio e Infectivi 

dade em Planta Hospedeira (Nodulação) 

Sementes de feijão (Ph~eoiU6 vul..gaJÚó) cv. IIcarioca" e! 

teril izadas externamente com solução de subi imado corrosivo, segundo 

VINCENT (1970), foram plantadas em vasos de Leonard modificado (VIUCENT, 

1970), esteril izados em autoclave a 1200 C por quatro horas, aos quais 

foram adicionados previamente vermicul ita lavada (substrato) e $Olução 

nutritiva sem nitrogênio (McKNIGHT, 1949). 
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No tratamento sem inoculação (testemunha) com nitrogênio, 

acrescentou-se 70 µg N/mt, sob a forma de NH
4

No
3

, à solução nutritiva, 

renovada a cada 15 dias. Nos demais vasos, adicionou-se 5 µgN/ml, sob 

a forma de NH
4
No

3
, à solução nutritiva, como dose de 1 1arranque11 • 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 

com 35 tratamentos, correspondentes a cada estirpe inoculada e dois con-

troles sem inoculação, um deles com nitrogênio e outro sem 

com 4 repetições. 

nitrogênio, 

No oomento do plantio, procedeu-se à inoculação das estir 

pes através da adição de 1 ml da cultura previamente crescida em meio 

YMB por 3 - 5 dias (cerca de 10 8 células/ml) a cada um dos vasos do tra

tamento considerado. 

Após sete semanas de crescimento, as plantas foram retira 

das dos vasos, seccionando-se sua parte aérea e radicular. A parte ra-

dicular foi imediatamente acondicionada em frascos de 250 ml para aval ia 

ção da atividade de nitrogenase, através da técnica da redução de aceti

leno (BURRIS, 1974), sendo, em seguida, destacados os seus nódulos e pe-

sados, apôs secagem em estufa. 
o 

A parte aérea foi seca em estufa a 60 C 

por 5 dias e, a seguir, pesada e moída, sendo o seu teor de nitrogênio 

percentual avaliado pelo método de semi-microKjeldahl, conforme SARRUGE 

e HAAG (1974). 

A eficiência relativa de cada t�atamento foi calculada se 

gundo BERGERSEN et aZii (1971), através da fórmula: 



Ef 
r 

média matéria seca planta inoculada 
= ----------------------------------

média matéria seca planta testo c/ N 
x 100 

4_2.2. Deterlrinação dos Miweis de Resistência a Drogas 
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Para a verificação do nível de resistência natural de ca 

da estirpe frente a 7 drogas antimicrobianas, util izaram-se soluções

padrão de 10 000 ~g/mt de Penicil ina G Potássica, Sulfato de Estreptom~ 

cina, Cloranfenicol, Rifampicina, Tetracicl ina, Espectinomicina e Bicl~ 

reto de Mercúrio. Tais soluções foram preparadas no momento de seu u-

so, com os diluentes recomendados. Para o caso específico de Tetraci-

cl ina e Rifampicina, foi util izado metano! como diluente, no volume CO! 

respondente a 10% do volume total da solução; para os demais antibióti 

cos, util izou-se água destilada esteril izada. 

o nível de resistência foi determinado pelo método da di 

luição em placas, segundo CHARTONE-SOUZA (1975), onde cada droga foi a

dicionada ao meio YMA, mantido a 450 C, de tal maneira a se conseguir 

concentrações finais por placa de 1, 5, 10, 20, 50, 100 e 500 ~g da dr~ 

ga por me do meio de cultura. No caso da tetracicl ina, util izou-se 

concentrações 10 vezes menores. Após homogenização e sol idificação, 

el iminou-se o excesso de umidade na superfície do meio, entreabrindo-se 

as placas em ambiente asséptico, durante um período de até 2 horas, sen 

do, a seguir, utiJ izadas. 

As amostras de R. phaóeoli foram preparadas através de 

sua inoculação em meio YMB J íquido e incubadas por 3 a 5 dias a 
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até a turvação. Após diluição apropriada, cada estirpe foi inoculada 

nas placas previamente preparadas com o antibiótico, através de multial-

ça de 17 unidades descrita por AZEVEDO et alii (1980). Para constatar 

a viabi lidade das amostras foram util izadas placas-controle 

meio YMA, porém, isento de drogas. 

do mesmo 

Após incubação por 3 a 5 dias a 28°e, as placas foram ob

servadas, sendo considerado como nível de resistência a concentração da 

droga imediatamente inferior àquela que impedia o crescimento da amostra. 

4.2.3. Produção de Bacteriocinas 

Para se detectar a produção de bacteriocinas entre as es

tirpes de R. p~eotl relatadas na Tabela 2, procedeu-se conforme a téc-

nica descrita por COSTA (1973). Des te modo, as amostras 

foram crescidas em meio 1179
11 A I íquido, até a turbidez, e inoculadas com 

multialça de 17 unidades em placas contendo meio 117911 B sól ido. Incubou

se as placas a 28°C, até as colônias apresentarem crescimento bem eviden 

te e uniforme (3 a 5 dias). A seguir, as placas foram invertidas e 

mt de clorofórmio foi colocado na tampa de cada uma delas. Após 15 mi-

nutos, foram entreabertas em ambiente asséptico durante 30 minutos para 

a eliminação do clorofórmio residual. 

Sobre cada uma das placas inativadas com o clorofórmio, 

adicionou-se 5 mt de meio 117911 B semi -sól ido, previamente inoculado com 

0,1 mt da estirpe indicadora crescida em meio 1179" A I íquido, de tal mo

do a formar uma fina pel ícula sobre as colônias inativadas e que permi-
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tiu o crescimento da es tirpe indicadora inoculada. Após 3 a 5 dias de 

incubação a 28°c, as placas foram analisadas e a leitura foi feita atra 

vés da constatação ou não do halo de inibição em torno das colônias ina 

tivadas . 

O esquema de análise utilizado teve como objetivo avali

ar todas as estirpes como possíveis produtoras frente às mesmas, utili

zadas corro indicadoras. 

Outras bactérias relatadas na Tabela 3 e reportadas como 

susceptiveis a bacteriocinas correlacionadas, foram posteriormente uti

lizadas como indicadoras frente àquelas estirpes de R. pha..óeoU que mos 

traram atividade bacteriocinogênica. 

4.2.4. Avaliação da Capacidl.� Competitiva 

4.2.4.1. Seleção de Estirpes 

Com a final idade de verificar-se a possível vantagem se

letiva da característica de produção de bacteriocinas,selecionaram-se as

seguintes estirpes: C.40 - produtora de bacteriocina (Bac+), C.88 - sen 

sível à bacteriocina produzida por C-40 (Bacs), C. 100 - nao 

e insensível à bacteriocina produzida por C.40 (Bac-). 

produtora 

Para cada uma, obteve-se antissoro específico, bem como 

mutantes resistentes a antibióticos, utilizados como marcas seletivas 

no processo de recuperação e identificação das estirpes após passagem 

pela planta hospedeira. 
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4.2.4.2. Produção do Antissoro 

Cada estirpe selecionada foi crescida em meio 117911 A lT-

quido, por cinco dias, a 28°C (cerca de 10 9 células/mi). A seguir, fo 

ram centrifugadas a aproximadamente 5000 rpm por 15 minutos, sendo o so 

brenadante desprezado e o sedimento ressuspendido em solução sal ina em 

um volume suficiente para se conseguir uma suspensão densa. Corro pre-

servativo da suspensão, adicionou-se Mertiolate na concentração final 

de 0,01%. Esta suspensão assim obtida foi uti I izada para a imunização 

de coelhos através de injeções intravenosas, segundo o esquema ilustra

do na Tabela 4. 

Tabela 4 - Esquema de imunização de coe1hos~ por via intravenosa, com 

estirpes de R. p~eoLi (BOHLOOL, 1975). 

Dia Volume Injetado (rnt) 

01 0.5 

02 1 , O 

03 1.5 

04-06 descanso 

07 1 ,5 

08 2,0 

09 2,0 

A seguir, os coelhos foram colocados em repouso por uma 
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semana, apos a qual. foi real izada a sangria parcial através da veia mar 

ginaJ da orelha. o sangue coletado foi deixado em repouso por uma ho-

ra, a temperatura ambiente, recolhendo-se, em seguida, o soro, o qual 

foi centrifugado a aproximadamente 5000 rpm por dez minutos e util izou-

se o sobrenadante para o teste de aglutinação em tubos, a fim de determi 

nar-se o titulo de anticorpos. 

Coelhos que mostraram um título suficientemente alto, ou 

seja, igualou superior a 1/1280, foram deixados em jejum por 24 horas 

e. Jogo após, sangrados por punção cardíaca, recolhendo-se aproximadame~ 

te 50 rol de sangue, o qual seguiu a mesma rotina anteriormente descrita 

para obtenção do soro. Adicionou-se Mertiolate na concentração 

o de 0,01%, sendo estocados a -16 C. Coelhos que não exibiram 

final 

títulos 

suficientemente altos, foram injetados com 2 rol de suspensão antigênica 

("Sooster"), via intradérmica e sangrados por punção cardíaca uma semana 

apos. 

4.2.4.3. Obtenção de Mutantes Resistentes a Antibióticos 

Culturas das estirpes C.40, C.88 e G.100 foram crescidas, 

cada uma delas,em meio "79" A I íquido por cinco a seis dias a 28°e. Em 

seguida, as culturas foram centrifugadas a cerca de 5000 rpm por lS minu 

tos, sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspendido em solu 

ção sal ina esteril izada até conseguir-se uma suspensão densa, com cerca 

de 10 9 células/rol. A seguir, 0,2 rol da suspensão de cada uma das es-

tirpes foram espalhados em placas com 20 rol de meio "7911 A sõlido, supl~ 

- ~ . 
mentado com um antibiótico específico na concentraçao final de 100 ~g/rol. 
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Os antibióticos util izados, bem como os fenótipos selecionados, 

tram-se discriminados na Tabela 5. 

eneon-

Tabela 5 - Antibióticos utilizados na obtenção de mutantes resistentes, 

e o respectivo fenótipo selecionado para cada estirpe. 

Estirpe Antibiótico Utilizado Fenótipo Selecionado 

C.40 Estreptomicina (Sm) s"t 
c.88 Espectinomicina (SI') SI' 

r 

C. 100 Ri famp i dna (Rf) Rf r 

As colônias emergentes observadas apos a incubação por 3 

a 5 dias a 28°C, foram repicadas para meio 1/79ft A líquido suplementado 

com o respectivo antibiótico na concentração final de 100 ~9/ml e incuba 

do a 28°C até a turvação, sendo, então, novamente repicada para meio 

1179" A só1 ido, sem ° antibiótico. Este procedimento objetivou a elimi-

nação de possíveis células não-mutantes. 

Posteriormente, aval iou-se a possfveJ existência de resis 

tência cruzada entre os antibióticos util izados, inoculando-se separada

mente os rrutantes obt i dos em I' 1 acas com me i o 1179'1 A só! i do supJ ementado 

com doses de 20, 50 e 100 l1g/rnl do antibiótico para o qual não forem se-

lecionados. 
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4.2.4.4. Ensaio em Casa de Vegetação 

Foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetação, sendo 

um deles em vasos de Leonard esteril izados e o outro em vasos contendo 

solo não esteril izado. 

No ensaio com vasos de Leonard, util izoupse vermi cul i ta 

lavada COITO substrato e solução nutritiva sem nitrogênio (McKNIGHT, 1949). 

o Tais vasos foram autoclavados a 120 C por 4 horas. No outro ensaio, u-

tilizou-se vasos de plástico de 1 I itro, com solo e vermiculita na pro-

po rção de 1: 1 . 

Em ambos os ensaios uti 1 izaram-se duas séries de estirpes 

de R. phaóeoli como inoculante, sendo uma delas constituída de células 

normais e a outra de células mutantes resistentes a antibióticos, obti-

dos conforme o item 4.2.4.3. 

Sementes de feijão (Pha4eot~ vutg~) varo IICar iocalt
, 

previamente esterilizadas externamente segundo VINCENT (1970) e pre-

germinadas por 2 dias em ambiente esterilizado, foram transplantadas pa-

ra os vasos de modo a obter-se duas plântulas viáveis por vaso. Em se-

guida, inoculou-se as estirpes em combinações simples, duplas e triplas, 

observando-se um volume final de 3 me. No momento da inoculação, foi 

realizado o plaqueamento das estirpes utilizadas, com diluições apropri~ 

das, em meio 1179" A sólido, para a contagem do número de células viáveis. 

o delineamento estatístico. em ambos os ensaios, foi in-

te i ramente casua I i zado, com 15 tratamentos tota-j s, sendo 14 corresponde~ 
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tes às inoculações e um controle não inocuJado, com 4 repetições, confor 

me o esquema ilustrado na Tabela 6. 

o 
mantida a temperatura de 25 C. 

Ourante a condução dos ensaios/oi 

Tabela 6 - Tratamentos referentes aos dois ensaios de competição. 

Tratamentos Estirpes Inoculadas 

1. Esti rpes No rmais

A C.40

B C.88

c c. 100

AB C.40 X C.88

AC C.40 X C. 100

BC C.88 x e. 1 oo

ABC C.40 x c.88 x c. 100

2. Esti r�s Mutantes

A C.40 Sm r

B C.88 Sp r

e C. 100 Rf r

AB Smr 
X Sp 

r 

AC Smr x Rf r

BC Sp r x Rf r

ABC Smr 
X Sp 

r x Rf r

Controle sem inoculação 
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No ensaio com solo utilizou-se latossolo vermelho-escuro 

série Luiz de Queiroz, pH 5,35, escolhido de uma área onde se constatou 

o plantio prévio de feijão da mesma variedade,com nodulação evidente.

Após 30 dias de crescimento, as plantas foram retiradas 

dos vasos, seccionada a parte aérea e radicular. A parte radicular foi 

utilizada para avaliação da atividade de nitrogenase através da técnica 

de redução do acetileno. Logo apôs, foram retirados os nódulos, conta-

dos, pesados e avaliados com relação à estirpe predominante. A parte 

o 
aérea foi seca em estufa a 60 C por 5 dias, pesada e analisada no seu 

teor de nitrogênio percentual através do método semi-microKjeldahl (SAR

RUGE e HAAG, 1974). 

4.2.4.5. Atividade de Nitrogenase 

A atividade de nitrogenase dos nódulos radiculares foi a-

valiada pela técnica da redução de acetileno. Assim, o sistema radicu-

lar foi colocado em frasco de 250 ml e, apos a sua vedação com rolha de 

borracha, retirou-se 25 me. de ar com seringa apropriada, sendo, a se-

guir, injetado igual volume de acetileno (C
2

H
2

) no frasco. Após meia 

hora de incubação à temperatura ambiente, amostras de 0,5 me. foram reti

radas da atmosfera do frasco e analisadas por cromatografia gasosa em a-

parelho SECKMAN GC modelo 65. Os cálculos para a atividade de nitroge-

nase foram realizados segundo a fórmula: 

e 
e 

= L X A X K 

onde: C = concentração do etileno evoluído 
e 



L = leitura da amostra 

A= atenuação 

K = fator de correção das amostras. 

O fator K foi calculado observando-se: 
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K = K' . 1/tempo incubação . 1/volume injetado • volume do frasco 

onde K' constitui o fator de correçao do padrão injetado, sendo calcula

do por 

Concentração de Etileno 

L • R 

onde: l = leitura do padrão (500 ppm c2H4)

R = 11Range 11 do cromatógrafo

(o volume de etileno injetado foi de 0,5 x 10- 3 /ml do padrão).

4.2.4.6. Recuperação e Identificação das Estirpes dos Nó

dulos 

Na identificação das estirpes normais predomi nantes nos 

nódulos de cada tratamento, nos dois ensaios, empregou-se a técnica de 

inunodifusão em Agar (OUDNAN e BROCKWELL, 1968). Para as estirpes 111.1-

tantes, utilizou-se meios seletivos com antibióticos. 

Para a anâl ise serolôgica foram tomados aleatoriamente. 

12 nódulos de cada vaso. Tais nódulos foram este ri 1 izados externamente, 
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esmagados individualmente com bastão de vidro e repicados para placas 

com meio YMA, conforme metodologia descrita por VINCENT (1970). Após 

crescimento visível e abundante, a massa bacteriana proveniente de cada 

nódulo foi raspada com espátula apropriada e diluída em solução salina 

até se conseguir uma suspensão densa. AI íquotas da suspensão foram col� 

cadas em poços previamente preparados em Agar-salina, constituindo-se o 

antígeno; em outro poço central foi adicionado o antissoro específico. 

Através da difusão simultânea, observou-se a formação de uma zona de pr� 

cipitação entre os poços do antissoro (Ac) e o antígeno (Ag) correspon

dente. 

No processo de recuperaçao e identificação das estirpes 

dos nódulos provenientes dos tratamentos com mutantes resistentes a an

tibióticos, tomaram-se também, aleatoriamente, 20 nódulos por vaso. Após 

passarem pelo mesmo processo de esterilização anteriormente citado, fo

ram esmagados individualmente e repicados sucessivamente e na mesma posl 

ção, para placas com meio YMA suplementadas com um antibiótico específi

co, bem como para placa com o mesrro meio, porém, isento de droga (placa 

de viabilidade ou controle). Tais placas eram quadriculadas na parte 

inferior, de tal maneira a obter-se 20 quadrantes/placa, onde em cada um 

deles inoculou-se o nódulo esmagado. Este procedimento permitiu avaliar 

o crescimento em um determinado meio seletivo e sua ausência no outro

meio seletivo, concluindo-se, então, da origem da estirpe em questão. No 

ensaio com solo as estirpes nativas foram avaliadas por exclusão. A ati 

vidade bacteriocinogênica da estirpe C.40, tanto normal quanto mutante, 

r (Sm ), foi avaliada após a passagem pela planta hospedeira,uti1 izando-se 

a estirpe C.88 normal e mutante (sp� coiro indicadoras. 
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5.. RESUl TAOOS 

5.1. taractenstic::as Culturais das Estirpes 

A anâl i se do tempo de c.rescimento em meio sôl ido, mostrou 

que as colônias de R. ph.tu,e.oli levam, em média, 3 a 5 dias para atingir 

o diâmetro de 3 mm, sendo que, eventualmente, algumas estirpes mostrara�

se extremamente lentas em relação às demais, levando em média 5 a 6 dias 

para atingir tal crescimento, como no caso das estirpes C.28 e C.50. 

Em todas as estirpes com crescimento de 3 dias, observou

se a produção de muco extracelular, sendo que, em alguns casos, a produ

ção é intensa, sal lentando-se das d emais. De uma maneira geral, as es

tirpes de crescimento mais rápido apresentam urna produção de muco, en

quanto que nas estirpes de crescimento mais lento tal produção de muco 

é mais discreta ou até mesmo ausente, caracterizado por uma consistência 

11seca11 percept íve I no momento da realização de repiques para 

meios. 

outros 

A produção de ácido foi observada na maioria das estirpes 

analisadas em meio 1179''A suplementado com indicador Azul de Bromotimol. 
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As estirpes C.29, C. 18 e c.14 caracterizaram-se como produtoras de álca

li nas mesmas condições anteriores. Cerca de sete estirpes (C.Ol, 

C.05, C.12, C.25, C.28, C.50, C.89) permaneceram com a cor do meio inal-

terada. Tais estirpes foram mantidas por mais sete dias a 28°C, sendo 

então evidenciada a ligeira alteração de cor do meio, indicando pH ácido. 

Os resultados encontram-se descritos na Tabela 7. 

5.2. Eficiência de Fixação de Nitrogênio 

Os dados de acúmulo de matéria seca, N% e H-total da par

te aérea, acúmulo de matéria seca de nódulos e sua atividade de Nitroge

nase, bem como a eficiência relativa de cada estirpe considerada, encon

tram-se na Tabela 8. 

A análise dos dados evidenciou o aumento no acúmulo de ma 

téria seca e teores de N-total nos tratamentos com inoculação, em rela

ção ao tratamento testemunha sem inoculação e sem suprimento de Nitrogê-

nio mineral. Cada estirpe mostrou sua determinada capacidade em contri 

buir para o desenvolvimento da planta, em termos de suprimento de nitro

gênio, que foi avaliada com base na sua eficiência relativa. 

A eficiência relativa baseada no acúmulo de matéria seca 

evidenciou valores percentuais superiores a 40% para as estirpes C.34, 

C.48, c.88. A eficiência relativa baseada nos teores de H-total eviden 

dou valores superiores a 40% nas esti rpes C.OS, C.14, C.18, C.19, C.22, 
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Tabela 7 - Caracter1sticas culturais das esUrpes de R. pntI.1.ieoU em meio 
11 7911A. 

Estirpe 

e. 01
C.03
e.os
C.09
e. 1 o
e. 12
e. 13
e. 14
e. 1 s
e. 18
e. 19
C.20
C.21
C.22
C.23
C.25
C.28
C.29
C.33
C.34
c.4o
c.44
c.45
C.48
c.49
c.so
c.86
c.88
c.89
c.90
C.91
C.100
e. 102
e. 1 03
C.104
e. 1 os

Tempo de Cresc. 
em Meio Sõl ido 

(dias} 

03 
03 
05 
05 
03 
05 
04 
04 
05 
05 
03 
03 
04 
03 
03 
05 
06 
04 
03 
04 
04 
04 
05 
04 
03 
06 
05 
03 
05 
03 
03 
03 
03 
04 
03 
04 

++ produção intensa 
+ produção discreta
- não produtoras

Produção 
de 

Muco 

++ 
++ 

+ 
+ 

+ 
++ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
++ 
+ 
+ 
+ 

+ 
++ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
++ 
++ 
+ 
++ 
+ 

Produção 1

Observ. 

Ãcido Ãlcali 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
++ 

++ 

++ 

+ 
+ 
+ 

++ 

Neutro 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
++ 

Neutro 
Neutro 

++ 

+ 
++ 
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Tabela 8 - Efeito da inoculação de 33 estirpes de R. pfuueo.U em feijoeiro 
var. 11 carioca 11

, em vaso de Leonard, apÕs 7 semanas de crescimen 
to, em relação a duas testemunhas não inoculadas, sem nitroge
nio (T s/N) e com nitrogênio (T c/N) (mêdia de 4 repetições). 

Parte Aêrea llódulos 

Estirpes 
Matéria Inoculadas (N} 

H Matéria 
Seca Total Seca 

{g/planta) l (g/planta) (g/p1 anta} 

01 1,sn J, 17 49,587 0,17 8  
03 1,037 4,51 38.885 0,105 
05 1,649 3,14 51,885 0,201 
09 1,519- 3,34 50,411 0,183 
10 1,417 3,0S 42,889 0,105 
12 0,943 2,66 24,505 0,090 
13 0,467 1,78 8,093 0,068 
14 1,333 4,27 56,994 0,159 
15 0,727 1,94 14,435 0,153 
17 1,024 2,38 24,023 0,137 
18 1,435 4,47 64,050 0,202 
19 1,517 3,67 56,123 0,242 
20 1,174 2,05 24,082 0.201 
21 0,929 4,28 40,004 0,2fl 
22 1,26) 4,45 55,0S4 0,086 
23 1,653 4,33 n,858 0,166 
25 1,095 2,85 31,638 0,138 
28 1,631 3,50 55,154 0,115 
29 1,352 3,42 45,810 0,240 
33 1,662 3,61 58,193 0,203 
34 1,766 3,10 54,304 0,325 
40- 1,426 2,69 38,215- 0,226-
48 1,855 l ,98 36,447 0,309 
49 0,895 3,17 2il,461 0,144 
50 1,365 3,11 42,423 0,154 
66 1,517 - 3,00 - 46,997 ..- 0,419--
88 2,115- 3,23 ~·"" 67,573- 0,476 = 
89 0,649 _,_ 2,9&- 19,641 ,_ 0,.?53"'' 

91 1.2� 2,33 28,555 :l,242 
lJO 1,090 ·- 2,29 24,841- 0,303 •.... 

102 1,108 2,74 .. 30,594---· 0,223 •... 
104 =• 0,928 2,15 20.115 •• 0,140•·· 
105 0,917 2,31 21,405- 0,101 
T S/N 0,402 2,74 12,on o 

T C/N 4,292 2,98 127,808 o 

F 13,90- s,21- 11,454** 4,2,..... 

IJIS 0,967 1,51 36,950 0,273 

C.Y. {I) 25,74 17,53 31,56 52,29 

\aneles c
2
ll4'?hnta/h. 

2
ava1 iada confcnne item 4.2.1.3. (Material e Métodos) 

3avaliada confonre a relação: Efr = Media N-Total Planta Inoculada
100 

Media N-Total P 1 anta Test. C/t) X 

Obs.: Não foram analisadas as estirpes C,44, C.45, C.90 e e. 103. A estirpe C. 17 

na Tabela 2. 

Ef1c1 en<:i •2 Eficiênc113 

Atividade1 Relativt Relativa 
(l} {l) N•ase 

18,40 36,60 38,79 
14,30 24,16 30,42 
10,73 38,42 40,57 

3,76 35,39 39,44 
7,53 33,01 33,55 

12,43 21,97 19, 17 
2,79 U>,88 6,33 

19,13 31,05 44,59 

5,53 16,93 11,29 
14,46 23,85 18,79 
13,66 33,43 50,11 
23,27 35,34 43,91 

6,80 27,35 18,84 
6,66 21,64 31.30 

13,01 29,38 43,10 
15,08 38,51 56,22 
10,97 25,St 24,75 

4.97 38,00 43,15 
6,27 31 ,50 35,84 

11,40 38,72 45,53 
17,92 41,14 42,48 

33,22.-� ---l9,90 
15,07 43.21 28,51 

6,41 20,11) 22,26 
17,13 31,11> 33,19 
9,13- 35,34=- 36,77�" 

19,41<-- 49,27 -

4,75·····- 15,12 .. • 15,36 •. _ 

3,69 28,42 22,342 

20,94- 25,39 ... 19,43 
10,80'·- 25,81- 23,39-· 

3,95- 21,62.., 15,7J.-, 

24,90 •. 21,36. 16,74r· 
o 9,36 9,44 

o 100.00 100.00 

11,01-

11,08 

35,538 

foi incluída, apesar de nio estar relacionada 
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C.28, C.33, C.34, C.88.

Comparando-se os dados de atividade de Nitrogenase e Efi

ciência Relativa, verificou-se que, em um número considerável de trata

mentos, não foi observada uma proporcional idade, visto que aqueles que 

apresentaram alta eficiência nem sempre evidenciaram alta atividade de 

fixação de nitrogênio. 

5.3. Produçio de Bacteriocinas 

Os resultados do ensaio de produção de bacteriocinas en

tre as 36 estirpes de R. plicueoü, contra as mesmas estirpes tomadas co

mo indicadoras, encontram-se na Tabela 9. 

Nela podemos observar que 9 estirpes (25%) manifestaram

se como produtoras e 17 estirpes (47,2%) evidenciaram-se como susceptf

veis à ação de tais substâncias. 

O espectro de atividade das estirpes produtoras gera !men

te foi baixo, ficando restrito de 1 a 3 estirpes sensíveis, com exceçao 

da estirpe C.40 que apresentou amplo espectro de ação, cuja bacteriocina 

foi ativa contra 8 estirpes. O tamanho do halo de inibição produzido 

nesta estirpe foi bem distinto da maioria observada, caracterizando-se 

por ser maior de 3 mm, tomado da sua borda estema até os bordos da colô 

nia produtora. 

Entre as estirpes indicadoras, verificou-se que 17 delas 
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Tabela 9 - Estirpes de R. 
teriocinas� em 
cadoras ( I). 

pha6e.o.U produtoras e nao produtoras de bac
re lação ãs mesmas estirpes utilizadas como indi 

ESTIRPES ENSAIADAS Cmll PRODUTORAS 

3 5 9 10 12 13 14 15 18 19 21 22 23 25 28 29 33 34 40 44 45 48 49 50 86 88 89 90 91 100 102 103 104 105 

3 

5 

9 

-0-0- -0·
-e- -

-e- - -10 

12 

13 

14 

15 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

25 

28 

29 

33 

34 

40 

44 

- - - . - ·0- - - ... - -

45 

48 

49 

50 

86 

88 

89 

90 

91 

100 

102 

103 

-0 ·

0 

00-. -

104 0 

- -0-

- - - - - -0-

- -e- - - - - - -

- -e-
- -e- -

- -0- - - - -

- -e- -
- - - - -0- - - e- - - - - - -

-0-

105 -0 -
- Ausência de halo de inibição. Não Produtora. 

0Pre$ença de halo de inibição < IML Produtora, 

8Pres,,_nça de halo de inibição,:_ 1ml. Produtora. 

-0

-0
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mostraram-se susceptíveis a bacteriocinas das estirpes produtoras consi

deradas, sendo as demais resistentes a qualquer tipo de bacteriocina pr� 

duzida. Tal susceptibilidade foi esparsa e restrita a 1 ou 3 tipos de 

bacteriocinas, à exceção da estirpe C.88, que mostrou um amplo espectro 

de susceptibilidade, considerando-se as bacteriocinas produzidas por 5 

estirpes. 

Confirmou-se, também o fato já re 1 atado por FREDERI CQ

(1957), no qual a população de células bacteriocinogênicas apresenta imu 

nidade contra a própria bacteriocina produzida. 

A Figura 1 ilustra a produção de bacteriocinas pela estir 

pe C.40, frente à estirpe C.88, tomada como indicadora, evidenciada atra 

vês da presença de halo de inibição em torno da colônia inativada. 

5. 4. Nl ve1 s de Res1 s tên c1 a a Drogas An t'f microbianas

Os resultados dos níveis de resistência para cada estirpe, 

bem como a frequência destes níveis na população ensaiada, encontram-se 

na Tabela 10 e Figuras 2 e 3, respectivamente. 

Em termos gerais, as figuras mostram que a maioria das 

drogas utilizadas apresenta uma distribuição unimodal, à exceção do Clo

ranfenicol e, talvez também, a Espectinomicina, que apresentaram uma ten 

dência ã bimodalidade, embora tal situação não esteja bem caracterizada 

como em outros resultados descritos para outros microorganismos, onde a 
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Figural - A - Atividade bacteriocinogênica da estirpe C.40, frente à es

tirpe C.88 (indicadora, crescida em toda a placa), eviden

ciada através do halo de inibição em torno da colônia pro

dutora. 

B - Estirpe C.86 nao produtora de bacteriocina frente a estir

pe indicadora C.88. 
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Tabela 10 - relveis de resistência (NR) de 36 estirpes de R. phlueoU fren 

te a 7 drogas antimicrobianas. 

Drogas (µg/ml) 
Estirpes 

Sm Sp C.l Pn Rf Te Hg 

e. 01 2 1 20 <1 5 0,02 2 

C.03 <1 1 5 2 <1 o.os 2 

e.os <1 1 1 1 <t 0,02 1 

c.09 2 1 20 5 5 O, 1 1 

e. 1 o 2 1 10 20 2 O,t 1 

e. 12 5 1 10 5 2 0,2 1 

e. 13 <l 1 1 2 1 0,2 2 
e. 14 1 1 10 5 0,05 1 

e. 15 1 2 1 <1 10 0,05 1 

e. 18 5 1 5 5 2 0,05 l 

e. 1 9 <1 2 5 10 10 0,2 1 

C.20 5 20 20 10 5 0,05 1 

C.21 1 1 10 10 2 O, 1 

C.22 <1 5 10 5 2 0,05 <1 
C.23 2 1 5 1 1 0,05 2 

C.25 1 1 1 O 20 2 0,2 5 
C.28 1 1 1 5 2 0,2 2 
C.29 1 O 5 2 20 1 O, 1 1 

C.33 5 5 10 2 10 o.os 1 
C.34 5 5 20 1 2 O, 1 1 
c.4o l 2 20 2 2 0,05 1 

C.44 1 2 20 5 5 O, 1 2 
c.45 1 5 20 1 10 0,2 5 
c.48 5 20 1 O 5 10 0,05 1 

c.49 1 5 1 5 2 0,05 5 
C.50 1 1 50 1 O 5 º· 1 2 
c.86 l 1 <1 <1 5 0,05 1 

c.88 l 5 50 20 5 0,2 1 

c.89 2 5 10 5 5 O, 1 1 

C.90 2 2 1 5 5 O, 1 2 
e. 91 1 1 20 5 2 0,1 2 

e. 100 10 10 10 20 10 O, 1 1 

C. l 02 2 1 1 10 5 0,01 2 

e. 103 10 2 10 50 <1 O, 1 2 

e. 1 o4 2 2 10 5 2 O, 1 1 

e. 105 2 5 10 2 1 O, 1 2 

Sm: Estreptomicina; Sp: Espectinomicina; U: Cloranfenicol; Pn: Peni

cilina; Rf: Rifampicina; Te: Tetraciclina; Hg: Mercúrio 
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caracterização de populações resistentes e sensíveis se dá através de u

ma nítida separação entre dois grupos (TRABULSt, 1971; CHARTONE-SOUZA, 

1975). 

Os menores níveis de resistência foram observados nos tra 

tamentos com tetracic1ina, onde 100% das estirpes apresentaram nível de 

resistência inferior a 1 µg/mt. Este antibiótico foi, então, ensaiado 

para concentrações 10 vezes mais baixas que os níveis originais, verifi

cando-se, então, a sua distribuição uniroodal. 

Para os demais antibióticos, os níveis de resistência si

tuaram-se na faixa de 1 a 50 µg/mt. 

Com relação ao mercúrio, os níveis de resistência encon

trados foram baixos, também com uma distribuição unimodal e com a fre

quência maior em torno de 1 µg/ml. 

5.5. Obtençio de Mutantes Resistentes a Anttbiõticos 

No processo de obtenção das estirpes mutantes resistentes 

a antibióticos, relatado no item 4.2.4.3. de 11Material e Mêtodos11
, veri

ficou-se o crescimento de poucas colônias nas placas com os respectivos 

antibióticos na concentração final de 100 µg/ml. Note-se que a avalia

ção da frequência de mutação não foi realizada tendo em vista os objet.!_ 

vos práticos da obtenção dos referidos mutantes. 

A possível existência de resi.stência cruzada entre os mu-
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tantes resistentt!S assin obtidos, foi excluída, visto que nao se obser

vou o seu crescimento na5 placas suplementadas com os antibióticos, toma 

dos separadamente, para :>s quais não foram se1ecionados. 

5.6. Capaci dade Competitiva 

Com base nos resultados do ensaio de produção de bacteri� 

cinas (Tabela 9), foram selecionadas as seguintes estirpes: C.40 (Bac
+

), 

Tais estirpes, apôs procedimento detalhado 

no item 4.2.4.1. de "Material e Métodos 11
, foram ütiJizadas nas inocula

ções (tratamentos) aplicadas nos dois ensaios de competição, visando a 

verificação da possfve1 vantagem seletiva da estirpe bacteriocinogênica 

sobre as demais. 

O numero de c�lu1as viáveis/mi. do meio de cultura de cada 

estirpe utilizada como inoculante, nos dois ensaios de competição (vaso 

Leonard esteri Jizado e vaso com solo), encontra-se na Tabela 1 1. 

Tabela 11 - Niinero de cêlulas viãveis/ml das culturas liquidas de R. pha, 
1>e.oli, utilizadas como inoculante� nos dois ensaios de com::

petição (mêdia de 3 placas). 

Inõculo Ensaio Vaso Leonard Ensaio Vaso c/ Solo 
(nQ cêl ulas/ml} {nQ cêl ulas/mll 

1. Esti r�s Normais

C.40 4,0 X 10 ª 
3,8 X 10 ª 

c.88 6,9 X 10 ª 4,35 X 10 8 

e. 100 5,0 X 10 ª 
3,05 X 10 ª 

2. Esti r�s Mutantes

C.40 Sm r 6, 1 10
7 4,03 10 ª 

X 

C. 88 Sp r 1 ,43 X 10 8 2,8 X 10
8 

C.100 Rf r 

9,3 X 10 
7 1,0 X 10

8 
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As Figur,s 4 e 5 ilustram os aspectos gerais da condução 

dos referidos ensaios, ?m casa de vegetação. 

5.6.1. Efeito das inoculações (tratamentos} na planta-hospedeira 

nos dois ensaios de competição 

5.6.1.1. Vaso de Leonard 

Os dados de acúmulo de matéria seca, N%, N-total da parte 

aerea, acúmulo de matéria seca na raiz, bem como o número, matéria Úmi

da e atividade de Nitrogenase dos nódulos, após 30 dias de crescimento 

das plantas nos diversos tratamentos considerados, encontram-se na Ta 

bela 12. 

A análise de variância dos valores obtidos para N-total 

da parte aerea e nodulação, encontram-se na Tabela 13. Nela podemos o� 

servar que o efeito dos vários tipos de inoculação (tratamentos) entre 

estirpes originais (C.40, C.88 e C.100) não promoveu diferenças signifi

cativas nas características analisadas, com exceção dos valores de N

total da parte aérea nas inoculações simples, com estirpes normais. Com 

relação aos tratamentos correspondentes às estirpes mutantes, verificou

se também o me smo fato, ou seja, as diferenças detectadas entre as inocu 

lações simples, duplas e grupos não foram significativas. 

Na comparaçao entre os tratamentos com estirpes normais 

e mutantes, observou-se diferenças significativas para todos os caracte

res analisados, que corresponderam, em termos gerais, a uma diminuição 

dos valores encontrados nas estirpes mutantes em relação às estirpes nor 
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Figurá 4 - Aspectos gerais da condução do ensaio de competição em vaso de 
Leonard esterilizado, mostrando as plantas (feijoeiro var. 

11ca 
rioca") com 30 dias de crescimento. 

Figura 5 - Aspectos gerais da condução do ensaio de competição em vaso 

com solo não estéril, mostrando plantas (feijoeiro var. "cari·o 
ca" com 28 dias de crescimento. 



Tabela 12 - Efeito das inoculações simples, duplas e triplas 

pes de R. pn46 eoli ( no nna i s e rnu tan tes} soo re a 

de 
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3 estir-

parte aerea, 

raiz e nodulação de feijoeiro var. "carioca 11

, com 30 dias 

crescfmento, em vaso de Leonard (media de 4 repetições). 

de 

Tratamentos 

( l nocu lações) 

1. Origjnais 

A - C. 40 

B - C.88 

e - e. 1 ao 

AB - C.40, C.88 

AC - c.4o x c. 100 

se - e. 88 " e. 1 oo 

ABC - C.40, C.88 
X (. 1 QQ 

2. M.utantes 

A - C.40 sm' 

B - C. 88 sp' 

C - C.lOORf' 

AS - sm' X Sp' 

AC - S.a r " R f r 

BC - Sp r x Rf r 

ABC - Sm' X Rf' 
X Rf í 

T s/ inoculação 

�S (Tukey 5%} 

c.v. (t} 

Matêria 
Seca 

(g/planta} 

O, 547 a 

0,492 ab 

0,334 ab 

0,426 ab 

0,309 ab 

0,343 ab 

0,424 ab 

O, 303 ab 

O,Jo8 ab 

0,259 b 

0,294 ab 

0,382 ab 

0,392 ab 

0,J43 ab 

0,193 b 

2. 7""* 

0,274 

30,25 

1- umoles C
2

H
4

/planta/h. 

Parte Aêrea 

K 
(\} 

3,66 a 

3,51 a 

3,52 a 

3,66 a 

lt,00 a 

3,69 a 

3,59 a 

4,34 a 

3,75 a 

3,71 a 

3,64 a 

3.96 a 

J,71 a 

3,33 a 

1,30 b 

1 ' º" 

11, 52 

N 
Total 

(1119/planta} 

20,09 a 

11,92 ab 

15,60 a 

12,48 ab 

12,63 ab 

15,33 a 

13,09 ab 

11,59 ab 

9,66 ab 

10,78 ab 

14,80 a 

15,07 a 

11,62 ab 

2,82 b 

3, 16** 

11 , 22 

33, 87 

Raiz 

Ma teria 
Seca 

(mg/planta) 

ll2,90bc 

119,18 bc 

97,42 bc 

137,55 a 

116,02 bc 

104,76 bc 

ll0,03bc 

74,57 e 

81 ,00 bc 

110,22 bc 

79,76 b 

77 ,28 bc 

98,02 bc 

89,57 bc 

182,2 a 

5, 02** 

62,88 

23,25 

Número 
(planta) 

189,50 a 

157,75 a 

139,75 a 

141, 12 a 

142,50 a 

188,50 a 

122,37 a 

81 ,62 a 

74, 12 a 

148,62 a 

111, 75 a 

132, 12 a 

134,50 a 

112,75 a 

o b 

120,65 

)9,90 

No<iulaçao 

Matêria 
Omida 

(mg/planta) 

683,51 a 

641, 11 a 

562.58 a 

646,01 a 

625,43 a 

667,66 a 

570, 1 a 

260,8 a 

333.05 a 

405,7 a 

355, 45 a 

402,63 a 

439,8 a 

21t6, 18 a 

o b 

4,97** 

449,67 

20 ,61 

Valores dentro da mesma coluna t COffl a mesma letra 1 não diferem estatisticamente ao nível de 5% (Tukey) 

Atividade' 

6, 13 a 

9,62 a 

8,65 a 

5,89 a 

7,73 a 

5,55 a 

6,63 a 

3, 18 a 

7 ,31 a 

6,76 a 

4,79 a 

1<, 18 a 

7,39 a 

3,53 a 

o b 

2,ltlt* 

7 ,90 

20,3� 
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mais. Os dados referentes aos tratamentos inoculados evidencíaram tam-

bém diferenças significativas para todos os caracteres analisados, em re 

lação à testemunha sem inoculação. 

5.6.1 .2. Vaso com Solo 

Os dados de acúmulo de matéria seca, N%, N-total da parte 

aerea, acúmulo de matéria seca na raiz, bem como o número, matéria úmida 

e atividade de Nitrogenase dos nódulos, encontram-se na Tabela 14. 

A análise de variância dos valores obtidos para N-total e 

nodulação encontram-se na Tabela 15. Através desta, evidenciou-se dif� 

renças significativas entre os tratamentos considerados, com exceção do 

peso da matéria úmida dos nódulos. 

Com relação ao efeito da inoculação entre as estirpes nor 

mais, sobre os caracteres analisados, nos tratamentos correspondentes, 

verificou-se uma certa homogeneidade dos valores obtidos entre as inocu

lações simples, duplas e entre grupos. Este Último, revelou diferenças 

significativas para peso da matéria úmida de nódulos somente. 

Entre as estirpes mutantes, diferenças significativas fo

ram detectadas para N-total, considerando-se as inoculações entre gru

pos, bem como o número de nódulos fornecidos através das inoculações sim-

ples. 

Verificou-se, ainda, diferenças significativas entre es

tirpes normais e mutantes, para os valores obtidos de N-total, numero e 
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Tabela 14 - Efeito das inoculações simples, duplas- e triplas de 3 estir

pes de R.. phaheoU (normais e mutantes} sobre a parte aerea, 

raiz e nodu lação de feijoeiro var. r1 carioca" � com 30 dias de 

crescimento, em vaso com solo (média de 4 repetições). 

r ratamentos 
(Inoculações) Matéria 

Seca 
(g/planta) 

1) Estir�s llormais 

A • C.ltO G,858 a 

8 - e. 88 0,748 ab 

e - e. 100 0,828 a 

AS • C. 40 X C.88 0,748 ab 

AC ·C.40xC.IOQ 0,742 ab 

BC - C.88xC.l00 e, 708 abc 

ASC - C.40 x c.88x C.100 o,817 a 

2) Estirees �utantes 

A - C. 40 Smr 0,668 abc 

B - C.88 Sp r 
0,5•9 bc 

e - C.100 Rf r 0,487 e 

AS - sr./ • Sp r O, 777 a 

AC - sm' X Rf' 0,702 abc 

BC - Sp
r X Rt' 0, 7 l 1 ab 

ABC - s,i/ X Sp r 

X Rf' o, 751 ab 

T s/ ínocu lação 0,720 ab 

5,01"* 

01'1S (Tukey 5%) 0,222 

c.v. (%) 12, 07 

'µmoles c
2

Hlp l anta/h. 

Valorei dentro da Mesma coluna, com a me5ffla 

Parte Aérea • Raiz 

N N Matéria 
Total Seca Nimlero 

{ % ) (mg/planta) (mg/planta) 

1 ,55 cd 13,39 ab 307, 13 ai> 80,87 a 

1 ,53 cd 11 ,41 ab 323 ,06 a 68,62 a 

1 ,45 d 12, 15 ab 347,41 a ,�.'<5 a 

1 ,64 bcd 12,08 ab 305,47 ab 57,5 • 

l, 43 d 10,57 a 248,97 ab 7'3,75 • 

1 ,57 cd 11, 00 b 270,25 ab 75,50 a 

1 ,45 d 11 ,88 ab 264,75 ab 85,37 a 

1 ,81 abcd 12,21 ab 185,95 t 43 ,87 b 

1,95 abcd 10,75 b 237, 1 3 ab 47,87 a 

2, 14 ab 10,39 b 185, 17 b 47,37 a 

2,00 abc 1 S ,62 a 277,75 ab 55,75 a 

2,23 a 15,74 a 238, 77 ab 57,25 a 

1,88 abcd 13,43 ab 242, 13 ab 67,00 a 

1, 79 abcd 13,44 ab 242,23 ab 59, 12 a 

1, 99 abc 10,33 b 250, 82 ab 62,25 a 

8,01** 4, 14** 3,61 *"' 2,20* 

0,524 4,353 134 ,5 40,36 

10,60 13 ,88 18,35 28,4li 

letra., não diferem estatisticamente iiO nível de 5% (Tukey) 

NocMaçio 

Matéria 
llmida 

(mg/p 1 anta l 

185,87 a 

120,80 a 

1s,.112 a 

176,75 a 

186,57 a 

1',8,15 a 

2211,33 a 

134,33 a 

142,25 a 

102,52 a 

192,50 a 

205,85 a 

196,07 a 

192,70 a 

199,82 a 

G, 77 ns 

208,08 

43,57 

Atividade' 

1 , 27 •b 

1,61 ab 

2,07 a 

1 ,20 ab 

0,99 ab 

l ,26 ab 

1, 3S ab 

0,69 ab 

1 ,29 ab 

O,H b 

0,59 ab 

O, 76 ab 

1 ,01 ab 

1 , 25 ab 

0,1<0 b 

2, 10• 

1,59 

56,84 
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atividade de nódulos. 

significativas. 

Os va !o res obtidos nao evidencia ram diferenças 

O confronto dos valo res obtidos para os t ratamentos inoc!:!_ 

lados f rente à testemunha sem inoculação, revelou dife renças significatj_ 

vas para N-total e atividade de Nit rogenase dos nódulos, po rém, os valo

res encont rados para núme ro e peso de matéria úmida não evidenciaram di

ferenças significativas. 

As Figu ras 6 e 7 ilustram os t ratamentos com inoculações 

simples de estirpes normais (N) e mutantes (M), respectivamente, em rela 

ção ao controle não inoculado. 

5.6.2. Recuperação das estirpes inoculadas 

5.6.2.l. Ensaio em vaso de Leonard 

5.6.2.1.1. Estirpes Mutantes 

Os dados refe rentes à po rcentagem de 

recupe raçao das estirpes mutantes resistentes a antibióticos, nos dive r

sos t ratamentos conside rados, encont ram-se na Tabela 16 e Figura 8. 

At ravés delas, podemos observar que os t ratamentos comi

noculações simples (Sm r (A) e Sp r {B)) geraram 100% de recupe ração, en-

quanto que o t ratamento com Rfr gerou 86,25% de recuperação. Nos t rata 

mentes correspondentes às inoculações duplas, obse rvou-se uma maior po r

centagem de recuperação das estirpes Sp r (AB e AC), enquanto que no t ra-



Figura 6 -

Figura 7 -
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Detalhe das plantas (feijoeiro var. 11carioca11) pertencentes 
aos tratamentos correspondentes às inoculações simples com as 
estirpes normais (N) C.40, C.88 e C. 100, em relação à teste
munha não inoculada, no ensaio de competição em vaso de Leo
nard esterilizado, com 30 dias de crescimento. 

Detalhe das plantas (feijoeiro var. 11carioca1 1) pertencentes 
aos tratamentos correspondentes às inoculações simples comes 
tirpes mutantes resistentes a antibióticos (M) C.40 Sm r-;
C.88 Sp r e C. 100 Rf r, em relação à testemunha não inoculada,
no ensaio de competição em vaso de Leonard esterilizado, aos
30 dias de crescimento.
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tamente AC a quase totalidade recuperada foi Sm r . No tratamento comi-

noculações triplas (ABC) prevalecu a maior porcentagem de nódulos r 
Sp

Observou-se ainda duplos crescimentos nos tratamentos AB (3,75%), BC 

(1,25%} e ABC (3,75%). 

Tais crescimentos duplos foram analisados mais detalhada-

mente, e os resultados encontram-se na Tabela 17. Deste modo, observo� 

se que nenhum clone proveniente destes nódulos cresciam em placas se1etl. 

vas com dois antibiÕti cos, correspondentes ao tratamento considerado. 

5.6.2.l .2. Estirpes normais 

A porcentagem de estirpes normais, 

presentes em c ada um dos nódulos dos tratamentos considerados no ensaio 

em vaso de Leonard, encontra-se na Tabela 18. 
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Tabela 18 - Percentual de estirpes normais presentes em cada nôdulo� i

dentificados através de testes serolõgicos, nos tratamentos 

correspondentes, do ensaio em vaso de Leonard ( 12 nódulos 

analisados por planta) 

Tratamentos 
(Inoculações) 

A - c.4o 

B - C.88 

e - e. 1 oo 

AB - e .4o x e. 88 

AC - c.4o x e. 100 

BC - e.as x e. 100 

ABC - C.40xC.88xC.100 

C.40

100,0 

33,3 

58,4 

25,0 

X Avalia da de Cada Estirpe 

C.88 C.100 Reações Duplas ª1 

100,0 

100,0 

58,4 8,3 

41,6 

66,6 33,4 

50,0 16, 7 8,3 

�/positivo para dois antissoros específicos 
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5.6.2.2. Ensaio em vaso com solo 

5.6.2.2.1. Estirpes mutantes 

-

A porcentagem de recuperaçao das es-

tirpes mutantes resistentes a antibióticos, nos diversos tratamentos con 

siderados, encontra-se na Tabela 19 e Figura 9. Através delas, eviden-

eia-se a alta porcentagem de nódulos portadores de estirpes nativas (% 

não recuperada) em relação às estirpes mutantes. Nos tratamentos cor 

respondentes às inoculações duplas e triplas, predominaram os nódulos 

portadores de estirpes Sm r (AB, AC, ABC). 

5.6.2.2.2. Estirpes normais 

O percentual das estirpes normais pr!:_ 

sentes em cada nódulo dos diversos tratamentos do ensaio em vaso com so-

lo, analisados por serologia, encontra-se na Tabela 20. 
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Tabela 19 - Frequência de recuperação(%) das estirpes mutantes resisten 

tes nos diversos tratamentos do ensaio de competição em so

lo (80 nódulos por tratamento). 

% Recuperadas % a/ 
Tratamento 

Smr Spr Rfr
Não 

Recuperada 

A 28,75 71 ,25 

B 6,25 93, 75 

e 5, 00 95,0 

AB 55, 00 3,75 41 ,25 

AC 51,25 5, 00 43, 75

BC 8,75 1 O, ºº 81 ,25 

ABC 35,00 2,50 62,50 

T 100,00 

X 42,5 5,31 2,23 84, 1 O 

a/A ,. • d . 1 1 . • b. - .
- usenc1a e crescimento nas p acas se et1vas com ant, 1ot1cos corres-

pondentes ao tratamento considerado. 
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Tabela 20 - Percentual t1as estirpes originais presentes em cada nõdulo, 

identificadas através de testes serolõgicos, nos tratamentos 

correspondentes, do ensaio em vaso com solo (12 nôdulos por 

planta) 

Tratamentos 

(Inoculações) 

% Avaliada em Ca da Esti rpe 

C.40 C.88 

A - C.40 41 ,6 

B - C.88 58,3 

c - c. 1 oo 

AB - c.4o x c.88 33,4 41 ,6 

AC - c.4o x c.100 25,0 

BC - C.88 x C.100 41,6 

ABC - C.40xC.88xC.100 25,0 33,4 

T s/lnoc 

a/ . - ( - . d - )- avaliadas por exclusao ausenc1a e reaçao 

C.100 Nativasª1

58,4 

41,6 

33,3 66,6 

25,0 

16,6 58,3 

25,0 33,3 

16,6 25,0 

100,0 
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5. 6. 3. Atividade bacteri oci nogêni ca apos passagem pela planta

hospedeira 

A análise da atividade bacteriocinogênica das estirpes r� 

cuperadas de nódulos provenientes de tratamentos de inoculações simples 

com estirpes C.40 (normal e mutante) do ensaio em vaso de Leonard esteri 

llzado, frente à estirpe C.88 (normal e mutante) tomadas como indicado

ras, encontra-se na Tabela 21. Através dela, podemos constatar que a 

estirpe C.40 normal recuperada conservou a sua atividade em 100% dos i

solados analisados. A atividade bacteriocinogênica da estirpe C.40 

(Sm r) foi estável em cerca de 83% dos isolados analisados. O isolado 

n� 8 da estirpe C.40 (Sm r) apresentou atividade contra estirpe C.88 nor

mal, mas não com a estirpe C.88 (Sp r). 
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6. DISCUSSÃO

6.1. Caracterl'sticas culturais das estirpes de R. pwu,.U.

Os resultados encontrados com relação as caracterís ti1cas 

culturais das estirpes analisadas foram consistentes com os dados relata

dos na literatura (VINCENT, 1977;BUCHANAN e GIBBONS, 1974; NORRIS, 1965). 

Na análise do tempo de crescimento em meio sólido, verificou-se que as co 

lônias isoladas de R. pha/2�0.U levam, em média, de 3 a 5 dias para atin

gir o diâmetro de 3 mm, fato este que o coloca entre os Rhizob,i.u.m de cres 

cimento rápido. Este crescimento, geralmente é acompanhado da produção 

de material extracelular em forma de goma ou muco. NUTMAN (1965) sugere 

que a produção deste material é um importante fator no estabelecimento de 

microcolônias no seu meio ambiente, na medida em que facilitaria a agreg� 

ção de partfculas do solo. 

tirpes. 

A produção de ácido também foi observada na maioria das es 

A natureza e implicações deste fato ainda são discutfveis, res-

saltando, alguns autores, (NORRIS, 1965; HOLDING e LOWE, 1971) 

implicações ecológicas para o Rhizo6..út.m, principalmente em solos 

" . poss1ve1s 

tropi-
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cais e sub-tropicais com caracterfstlcas ácidas. Se a produção de áci-

do observada em cultura pura processar-se no seu microhabitat, hã a possl 

bil idade da modificação do pH, com as naturais consequências na sobrevi

vência e multiplicação dos microorganismos presentes. Esta hipótese e 

corroborada pelos dados apresentados por NORRIS (1965) onde constatou-se 

que os Rlúzobium de crescimento lento associados a determinadas legumino

sas tropicais de solos ácidos, produziam reação a1cal ina ou menos ácida 

em relação aos Rfu.zo6�um de regiões temperadas de solos levemente alcali

nos, os quais produziam reações ácidas em meio de cultura. 

Entretanto, HOLDING e LOWE (1971) salientam que o pH da ri 

zosfera de determinadas plantas que crescem em solos ácidos, podem apre

sentar valores de pelo menos uma unidade a mais do que o solo que as su

portam, fato este que poderia gerar um efeito 11tampão11 através da absor

ção de parte da produção de ácido dos microorganismos que nela se loca

lizam. Os mesmos autores constataram também, que não há correlação en

tre o pH final em meio de cultura e o pH de solos dos quais os Rfúzob�um 

foram isolados. Além disso, DATE e HALLIDAY (1979) verificaram que o pH 

final em meio de cultura varia conforme a fonte de carbono disponível (a

rabtnose, manitol, sacarose). Assim, é questionável se a produção de á

cido ou âlc:ali observada em cultura, se expresse em condições naturais no 

solo ou se essa característica tenha realmente valor seletivo em solos ã-

ci dos. As estirpes ana J i sadas no p res,en te t raba 1 ho, proven lentes de di -

versos locais, com diferenças na acidez do solo, não apresentaram também, 

ao que tudo indica, relação entre o local de coleta (Tabela 2} e produção 

de âctdo ou álcali em meio de cultura (Tabela 7}. 
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Alguns ácidos produzidos por Rhizoói..u.m têm sido identifi 

cados no sobrenadante de culturas l Íquidas, constituindo-se, principalme!: 

te, de ácido acético, isobutírico, butírico e pirúvico, sendo o ácido is� 

butírico aquele observado em maior concentração e o ácido pi rúvico obser-

vado em maior constância. DU DMAN e HEI L DELBERGER ( 1969) observaram que 

os íons pi ruvato são importantes constituintes dos pol issacarídeos extra

celulares de R.fu.zobi..u.m, sendo possível que a secreção de piruvato se ache 

correlacionada com a produção de material extracelular. VINCENT (1977), 

ana 1 i sande quan ti tat i vamente tais po 1 i ssacarí deos, verificou que, dentre 

outros componentes, os Rhizabi..u.m produtores de ácido apresentam maior pe� 

centual de ácidos urônicos, piruvato e acetato. Com base nestes dados, 

poder-se-, a pensar na existência de uma corre 1 ação entre a produção de ã-

ci do e produção de muco. Porém, pelos dados obtidos no presente traba-

lho (Tabela 7}, verificou-se não haver em todos os casos, tal correlação, 

pois, em algumas estirpes, a produção de muco observada não era acompanh2., 

da da respectiva acidez no meio de cultura e vice-versa. Convém salien-

tar no entanto, que o método de avaliação da produção de muco foi apenas 

visual e não quantitativo, o que torna o método um tanto quanto subjetivo. 

Entre as estirpes de R. pha.óeoU analisadas, três delas 

(C.14, C.18 e C.29) caracterizaram-se como produtoras de álcali e cresci 

men to ma i s 1 en to. Este fato talvez, seja o reflexo da alta variabilida-

de observada em re 1 ação às ca racte ris ti cas anal i sadas, dentro de uma mes-

ma espécie. Esta variabilidade possivelmente é devida ao critério taxo-

nômico utilizado para as diferentes espécies de Rhizob..i..wn, o qual se ba 

seia, fundamentalmente, na sua capacidade de nodular leguminosas espec1-

ficas. Assim, cê 1 u Ias com acentuadas diferenças genot í picas, cromossômi 
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cas ou talvez até mesmo p1asmidiais, mas que retiveram a capacidade de no 

dulação, sao co siderad is como pertencentes a um único grupo. Percebe

se assim a nece sidade Je futuros trabalhos com outras características na 

tentativa de separar gr 1pos dentro de uma mesma espécie. Pode-se pensar 

também, em estudos da Vdriabi 1 idade dentro de um mesmo clone, onde uma ca 

racterística tal como a produção de álca\i, poderia ser analisada quanto 

à sua estabi !idade. A detecção de uma alta instabi !idade nesses casos, 

indicaria a possibilidade de ocorrência de fatores extra-cromossômicos en 

volvidos. 

As características culturais analisadas, não parecem in

terferir na produção de bacteriocinas ou resistência a drogas antimicrobl 

anas. As curvas unimodais das frequências dos níveis de resistência a 

tais drogas e a alta especificidade das bacteriocinas na população ensaia 

da, indicam que todas as estirpes devem pertencer à mesma espécie e que 

essas características culturais (produção de muco, tempo de crescimento 

em meio sólido e produção de ácido ou álcali) não definiriam bem o R. ph� 

4eoU tanto quanto a sua capacidade de interação com a planta hospedeira. 

6.2. Effctênc1a de f1xaçio de nitrogênio 

A avaliação da eficiência de fixação de nitrogênio em Rlú

zob.ú.un constitui uma etapa importante no processo de seleção de estirpes, 

tendo em vista a sua aplicabilidade na agricultura, através da sua utili

zaçao em inoculantes para sementes de leguminosas. 

A eficiência pode ser avaliada diretamente através do teor 
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de N-total ou indiretamente pela avaliação do peso da matéria seca da pia!:: 

ta pois, estes dois parâmetros são altamente correlacionados. Porém, a 

avaliação realizada através do peso da matéria seca da planta pode dar o

rigem a uma margem de erro maior, visto que algumas plantas que apresen

tam baixo acúmulo de matéria seca podem apresentar teores de N-total maio 

res do que plantas com maior acúmulo de matéria seca, conforme dados refe 

rentes às estirpes C.21 e C.48 (Tabela 8). 

A capacidade de nodulação, abrangendo a especificidade ho� 

pedeira, peso da matéria seca de nódulos e sua atividade de nitrogenase, 

constituem outros fatores de avaliação. Com relação ao peso da matéria 

seca de nódulos, geralmente seu valor é diretamente proporcional à efici

ência de fixação de nitrogênio, embora nem sempre possa ser observada tal 

proporcionalidade, como e o caso dos valores encontrados para a estirpe 

C.22 (Tabela 81 que apresentou nódulos com pequeno acúmulo de matéria se

ca e elevada taxa de fixação de nitrogênio. 

A atividade de nitrogenase, avaliada com base na evolução 

de etileno/planta/hora, nem sempre correspondeu aos valores encontrados 

para N-tota1. Uma possível e.xpl icação para o fato prende-se ao processo 

de amostragem, pois, a avaliação da atividade de nitrogenase através da 

redução de acetileno foi ocasional, assumindo-se que a atividade e cons

tante durante todo o pedodo de crescimento da planta, o que nao ocorre. 

Por outro lado, a avaliação da fixação de nitrogênio através do teor de 

N-total representa, na realidade, um somatório de toda a atividade de ni

trogenase nos nódulos, durante todo o crescimento da planta. Para se mi 

nimtzar tal efetto, dever-se-ia realizar várias amostragens da atividade 
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de ni trogenase em divenos perfodos, durante o crescimento da planta. 

t interessante ressaltar a alta variabilidade observada en 

tre as estirpes, para as características analisadas (Tabela 8). Esta va 

riabilidade natural, no aspecto genético, é salutar na medida em que os 

mecanismos genéticos de recombinação bacterian�, tais como conjugação, 

transformação e transdução, possam vir a ser utilizados apos uma seleção 

das estirpes, sem a necessidade de indução de mutações. Recentemente, 

estes sistemas de transferência genética envolvendo Rhlzobium e até mesmo 

outros fixadores de nitrogênio, têm sido ensaiados com razoável sucesso e 

vários exemplos encontram-se relatados (BRILL, 1975; SCHWINGHAMER, 1977; 

McNEIL, 19781, confirmando a viabilidade da manipulação genética das ca

racterísticas pertinentes à nodulação, fixação de nitrogênio e capacidade 

competitiva da bactéria. 

Por outro lado, parte desta alta variabilidade observada, 

pode ser creditada também à planta hospedeira, visto que possíveis varia

çoes genotÍpicas dentro de um mesmo cultivar de uma mesma espécie podem 

alterar a interação bactéria x planta hospedeira. Este fato poderia ser 

minimizado em futuros trabalhos, através da utilização de cultivares os 

mais isogên i:cos poss ívet s. 

6.3. Nfve1s de resistência a drogas antimicrobianas 

De um modo geral, os níveis de resistência observados fren 

te a sete drogas antimicrobianas (Tabela 10), situaram-se dentro da faixa 

de resistência natural a vários antibióticos relatados na literatura 
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{Tabela 1), principalmente quanto à Estreptomicina, Espectinomicina, Clo

ranfenicol, Penicilina, Rifampicina e Tetraciclina. 

A determinação precisa de tais níveis encontra uma aplica

bi !idade imediata, conforme salienta JOSEY et alii (1979), através da i

dentificação de estirpes, no solo ou nódulos, usando-se a sua resistência 

intrínseca a determinados antibióticos, possibilitando, assim, estudos e

cológicos sem a necessidade da utilização de mutantes ou serologia. 

Com relação à frequência destes níveis na população ensaia 

da, verificou-se uma distribuição tipicamente unimodal para Estreptomici

na, Penicilina, Rifampicina e Tetraciclina, para os quais pode-se afir

mar que a referida população é sensível, conforme o método de classifica-

çao de TRABULSI et alii (1970). No caso do Cloranfenicol e Espectinomi-

cina, observou-se desvios desta frequência. Apesar de não existir uma 

caracterização tipicamente unimodal para a frequência do nfvel de resis

tência a estes dois antibióticos na população, a caracterização como bi

modal, dentro do modelo adotado, é também duvidosa, mesmo porque e difí

cil supor um  mecanismo pelo qual as amostras de Rfúzobium tomem contato 

continuamente com o antibiótico, a ponto de gerar estirpes com resistên

cia atípica. Exemplos de uma distribuição bimodal típica, em outras bac 

térias, são relatados por CHARTONE-SOUZA (1975), onde observa-se uma níti 

da separação entre a população sensível e a população resistente. Neste 

caso, as populações resistentes encontram-se em condições de forte pres

são de seleção através do contato com altas doses de antibióticos. Tal

vez, os desvios da uniroodalidade observados para o Cloranfenicol e Espec

tinomidna na população de R. phMe,oü ensaiada, sejam decorrentes de flu 
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tuações aleatórias, enquadrando-se então como os demais, ou seja, a popu

lação é sensfvel aos dois antibióticos. 

Não houve correlação entre os diferentes níveis de resis

tência encontrados e as diferentes eficiências de fixação de N2. Isso é

uma indicação de que os níveis encontrados são devidos à resistência natu 

ral e não de mutantes revertentes, pois, estes apresentam, em geral, efi-

ciências reduzidas. Então, as curvas são realmente unimodais e as dife-

renças observadas podem ser atribuídas à variabilidade natural dentro da 

espécie. 

No caso da Tetraciclina observou-se um baixo nível de re-

sistência (<1 µg/ml) para todas as estirpes analisadas. Esta fato e re-

latado também para outros Rfúzobium (DAVIS, 1962; PATTINSON et alii, 

1974) e pode ser objeto de algumas especulações. CHOPRA e HOWE (1978), 

comparando a resistência à Tetraciclina entre bactérias gram negativas e

positivas, inferiu que há casos excepcionais em que certos antibióticos 

ou metais pesados penetram na célula utilizando os mecanisoos normais de 

absorção e transporte de nutrientes celulares. Sendo a Tetraciclina um 

antibiótico de largo espectro que atua ao nível da síntes de protefnas 

impedindo a ligação do aminoaci 1 t-RNA ao ribossomo bacteriano, é de se 

supor um mecanismo de passagem e acúmulo do antibiótico através da membra 

na e parede celular para a sua posterior açao. Se há diferenças ao n í 

vel de parede celular e membrana entre as células bacterianas, pode-se 

inferir a existência de diferentes mecanismos de transporte entre as célu 

las. Esta hipótese e corroborada através da constatação de que o envelo 

pe celular das células mutante resistentes a tetracicl ina é ai terado 
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CHOPRA e HOWE (1978). 

A resistência a altas doses de Tetracicl ina, nos casos até 

agora estudados, é devida à aquisição de plasmfdeos que podem ou nao apr! 

sentarem elementos de inserção ou t ransposons, evidenciado pelo fato de 

que a resistência cromossoma! de 11único-passo11 não foi obtida para qual-

quer tipo de bactéria (CHOPRA e HOWE, 1978). O sistema de transporte da 

tetracicl ina pode, entretanto, fazer parte do complexo de membrana essen

cial à viabilidade celular. Deste modo, os produtos dos genes plasmidi

ais envolvidos na aquisição de resistência reduziriam especificamente a a 

afinidade do sistema de transporte para a tetracicl ina, sem alterar a in-

tegridade da membrana. Por outro lado, alguns receptores de protefnas 

podem es-tar envolvi dos, como componentes de ligação a I tamente especf fi-

cos, de um sistema de transporte, de substratos presentes em pequenas 

quantidades no meio ambiente; tais componentes não essenciais poderiam, 

assim, ser utiltzados como receptores de outros agentes antimicrobianos, 

tais como, bacteriÕfagos e bacter iocinas, sendo que uma mutação que leva 

a uma perda destes receptores poderia conferir uma resistência a bacterió 

fagos ou bacteriocinas, sem causar a inviabilidade celular. 

6.4. Isolamento de mutantes resistentes a antibtõticos 

Baseando-se em informações preliminares do nodelo de resis 

tênci a em Rhlzobi..um para três antibióticos (Estreptomicina, Espect inomi cl 

na e Rifampicina) (ALVES e AZEVEDO, 1975; SCHVINGHAMER, 1972; BERTALHIO, 

1971), observou-se o crescimento de colônias em meio de cultura com doses 

altas (100 µg/ml) de cada ant ib i õt i co, conf i mando-se assim, primar i amen-
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te, o modelo de resistência monogênico ou de 11único-passo11 para os referi 

dos antibióticos, cuja resistência é determinada por uma mutação em um ú-

nico gene principal. Ressalvando-se poucas exceções, geralmente os mu-

tantes resistentes a antibióticos, em Rfúzobi..um, que seguem este modelo, 

apresentam a sua capacidade de nodulação e fixação, ao contrário daqueles 

obtidos através de resistência poligênica ou 11multiplos-passos11 (SCHWIN

GHAMER, 1967, 1977; ZELAZNA-KOWALSKA, 1971; PANKHURST, 1977; PAJN, 1978). 

6,5. Produçio de Bacteriocinas 

Entre as estirpes de R. ph.aóeoU ensaiadas, constatou-se 

que 25% delas apresentavam atividade bacteriocinogênica frente a 47% das 

mesmas estirpes tomadas como indicadoras ou sensfveis (Tabela 9). Segun

do AZEVEDO (1977), o percentual de produção de bacteriocinas varia com a 

espécie considerada, não havendo, portanto, limites rígidos. O percen-

tua) de estírpes de Rh.lzobi..um que apresentam atividade bacteriocinogênica 

+ 

(Bac) relatada na literatura varia consideravelmente. ROSL YCKY ( 196 7) 

observou que 24,5% de um total de 136 estirpes de Rhi..zobium ensaiadas,pr� 

duziram bacteriocinas, sendo que no caso especffico de R. pha.,4eoU , con.!_ 

tatou a atividade em 6 estirpes de um total de 13 ensaiadas. SCHWINGHA

MER (1971) verificou a presença de 13,7% de estirpes Bac
+ 

de R. tlú6clli 

de um total de 28 estirpes ensaiadas. Deve-se ressaltar, porém, que a 

maioria dos dados relatados não podem ser rigidamente comparados tendo em 

vista que a detecção da atividade bacteriocinogênica variou conformeo si!_ 

tema produtor/indicador utilizado, bem como a presença ou não de agentes 

indutores, tal como a radiação ultra-violeta (UV). Além disso, a carac-
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terização de uma estirpe como nao produtora é relattva. pois, a metodolo

gia usualmente empregada na sua detecção requer o encontro da bactéria 

sensTvel àquela bacteriocina produzida. Este percentual de atividade p� 

de aumentar na medida em que outras estirpes indicadoras vão sendo ensaia 

das contra aquelas estirpes em que não foi observada a atividade bacterio 

cinogên i ca. 

Nos casos até agora estuda<ios, os determinantes genéticos 

para a produção de bacterioci nas, localizam-se em p l asmfdeos. (REEVES, 

1972; HARDY, 1975; ZELAZNA-KOv/ALSKA, 1979; H I RSCH, 1979}. Este fato po-

deria acarretar algumas implicações, tais como. a perda da característica 

de produção por alguns clones de bactérias e a sua transmissão ou mobili

dade com alta frequência na população, o que contribuiria ainda mais para 

alterar os valores percentuais de estirpes produtoras e nao produtoras 

dentro de uma mesma espécie. 

O antagonismo entre estirpes se manifestou em placa de Pe

tri, através da prod uç ão de ha 1 o de inibição do crescimento da estirpe 

indicadora em tomo da colônia produtora inativada. Os tamanhos destes 

halos variaram consideravelmente, podendo ser dlvididos arbitrariamente 

em halos  iguais ou maiores que 3 nn e menores que 3 mm. Este fato indi-

ca que há diferenças q ualitativas entre as bactériocinas produzidas, vis

to que a sua difusibilidade no ágar depende, entre o utros fatores, dope

so e conformação moleculares. A avaliação quantitativa atra� da leh.!!, 

ra do h.alo de inibição não teria mui to significado. pois, uma grande p� 

dução des·ta substância, porém,, com baixa difusibilidade, pode dar origem 

a um pequeno halo de inibição e vice-versa. 
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-

A especificidade de açao das bacteriocinas em estudo, ava-

liada com a utilização de bactérias indicadoras sabidamente sensíveis a 

bacteriocinas de outras bactérias (Tabela 3), indicou que esti rpes de R. 

pha.L>eoli apresentaram atividade bacteriocinogênica intra-específica, pois 

não se evidenciou o antagonismo em nenhuma das combinações tomadas, em r� 

lação àquelas bactérias indicadoras. 

+ 
Na avaliação da estabilidade da marca Bac das estirpes 

C.40 N (normal) e C.40 Sm r (mutante resistente à Est reptomicina), apos 

passagem pela planta hospedeira (Tabela 21), verificou-se que 100% dos i

solados de nódulos provenientes de plantas inoculadas com estirpe C.40 N, 

mostraram atividade frente às estirpes indicadoras C.88 N e C.88 Sp r . Ce� 

ca de 17% dos isolados de nódulos provenientes de inoculação com 

4 r -C. Q Sm nao apresentaram atividade frente às mesmas estirpes 

esti rpe 

indicado-

ras. Algumas hipóteses poderiam ser levantadas acerca deste fato. Em 

primeiro lugar, esta perda de atividade poderia ser inerente ao próprio 

processo de obtenção dos mutantes, nos quais selecionam-se clones que a

presentaram a mutação para a resistência, sem nos preocuparmos com a sua 

atividade bac terioci nogên i ca. Neste caso, toda a população do inóculo 

- . .. + . nao apresentaria a caracter1 s ti ca Bac , se o clone se I eci onado para res 1 � 

tência não apresentar o determinante genético ou plasmfdeo codificador da 

produção de bacteriocina. 

Outra hipótese que poderia ser aventada, prende-se ao pro-

cesso de infecção e recuperação das estirpes. t sabido que, normalmen-

te, o processo de infecção se inicia po r uma única bactéria e que nem to-

dos os- indivfduos de uma estirpe caracterizada como Bac
+ apresentam 
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a capacidade de produzir bacteriocinas, pelo fato de não portarem o plas

mf deo (AZEVEDO, 1977}. Assim, a possibi 1 idade do processo de in

fecção se iniciar por uma célula não produtora, originando um clone Bac 

no nódulo pode ser considerada. Além disso, o processo de recuperaçao 

da estirpe do nôdulo requer várias etapas de inoculação e crescimento em 

meio de cultura, nas quais poderia haver a seleção de colônias que não a

presentam o plasmTdeo 

Não foi observada qualquer correlação entre a capacidade de 

produção de bacteriocinas e outras características analisadas tais como 

produção de muco, produção de ácido ou âlcali e eficiência de fixação 

de nitrogênio. 

Futuros trabalhos nesta área devem ser conduzidos visando 

melhor caracterização destas substâncias. Deste modo, pode-se sugerir a 

ampliação do sistema produtor/indicador através da utilização de maior nú 

mero de estirpes, bem como a caracterização físico-química de suas bacte

riocinas isoladas através da determinação de peso molecular, difusibilid! 

de através de membranas, susceptibilidade a enzimas proteolf ticas e ob

tenção de antissoro específico. A possibilidade de localização plasmi

di a I dos genes envo 1 vi dos em sua produção, con f i rmada em outros Rhizobl.,um 

(ZELAZNA-KOWALSKA, 1979) , pode servir de base na manipulação genética de� 

te caráter, através dos processos clássicos de recombinação bacteriana ou 

por engenharia genética, utilizando-se plasmídeos Col como vetores. 
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6.6. Capacidade competttiva 

-

6.6.1. Dados referentes a planta hospedeira 

Os dois ensaios de competição intraespecífica conduzidos, 

sendo um em vaso de Leonard e outro em vaso com solo, evidenciaram dife

renças significativas entre os tratamentos (inoculações), com relação às 

várias características das plantas, tais como acúmulo de matéria seca, 

N%, N-total da parte aérea, acúmulo de matéria seca da raiz e nodulação. 

No primeiro ensaio, em vaso de Leonard, a inoculação de 3 

estirpes normais em combinações simples, duplas e triplas mostraram dife

renças significativas apenas para os valores obtidos para N-total da par

te aérea (Tabela 13), correspondente a um menor acúmulo de nitrogênio de

vido à baixa eficiência da estirpe C. 100 em relação às estirpes C.40 e 

C.88, o que aliás, corresponde aos dados da Tabela 8, onde se constata a

baixa eficiência desta estirpe em relação às outras duas. Com relação 

às inoculações com estirpes mutantes, observaram-se diferenças significa

tivas apenas nas inoculações simples, para numero, peso da matéria úmida 

e atividade de nitrogenase dos nódulos, em relação à inoculação com estir 

r 
pe C. 100 Rf 

No confronto entre estirpes normais e mutantes, verificou-

se diferenças significativas para todas as características anàlisadas. 

Tais diferenças corresponderam, em última análise, a uma queda dos valo

res obtidos para as estirpes mutantes em relação às estirpes normais. 

Este fato, pode ser melhor discutido com base no mecanismo 
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genético das mutações e suas naturais implicações na fisiologia celular. 

Segundo BERGAMI N FILHO et alii ( 1975), se considerarmos que o gene que 

confere a resistência a d rogas não foi adicionado ao cromossomo do micro 

organismo e stm alterado da sua função original, ligado, portanto, a uma 

dete rminada função no metabolisrro celula r, é razoável supor que os mutan 

tes resistentes obtidos, apresentem o seu metabolisrro alterado. Esta 

alteração pode se manifestar ao n fve 1 de uma função importante, refleti n 

do-se, então, na alteração de sua taxa de crescimento. Se, porem, esse 

gene controlasse uma função secundária, como por exemplo, a morfologia 

ou até mesmo a capacidade de nodu lação e fixação de nit rogênio, o mutan

te resistente a drogas não teria, necessariamente, a sua taxa de cresci 

mento alterada. No p rimeiro caso, a droga é considerada forte. No se 

gundo caso a droga é conside ra da fraca e nos casos i ntermedi ãrios a dro

ga ê considerada neutra. 

Os efeitos pleiotrópicos associados à aquisição de resis 

tência cromossômica podem se manifesta r de diferentes irodos. Assim, AL 

VES e AZEVEDO (1975} isolaram e caracterizaram mutantes resistentes à Es 

treptomicina de R. ja.porú.c.um, ve rificando que os mutantes Sm r obtidos,pe.!:. 

deram a capacidade de nodul ação. Baseando-se na informação de que o 9,!:. 

ne responsáve I pe 1 a resistência à Estreptomicina em bactérias está di re

tamente relacionado com a produção da protéina ribossômica S12 da sub

urridade 30S, a qual ê alterada impedindo a ação do antibiótico, a hip,2 

tese de que mutações em diferentes sítios desse gene pudesse produzir di 

ferentes efeitos foi aventada. 

Deste modo, a mutação em um determinado sítio poderia oca 
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sionar alteração na sequência de aminoácidos da protefna e, consequente

mente, alteração na conformação da mesma, dando origem a uma aquisição de 

resistência da bac tê ri a mutada, sem a 1 tera r a capacidade de nodu lação ou 

fixação de nitrogênio. Por outro lado, o sítio mutado poderia ocasionar 

a produção de uma proteína que simultaneamente acarretaria a resistência 

e perda das características de nodulação e fixação de nitrogênio. t pr� 

vável que, na maioria dos casos, ocorra uma situação intermediária, na 

qual a capacidade de nodulação e fixação são retidas, porém, com o seu p� 

tencial reduzido, conforme observado nas estirpes de R. phat>eoli ensaia

das no presente trabalho. 

No segundo ensaio, em vaso com solo, foram aplicados os me� 

mos tratamentos e analisadas as mesmas caracterrsticas anteriormente cita 

das (Tabelas 14 e 15). O confronto entre as inoculações das estirpes 

normais e mutantes evidenciou diferenças significativas observadas para 

N-total, número e atividade de nitrogenase dos nódulos, aos quais também

corresponderam, em termos gerais, uma di mi nu i ção significativa nos valo

res encontrados para tais caractedsticas nas estirpes mutantes em rela-

-

çao as estirpes normais. Outro fato interessante foi observado no con-

fronte entre tratamentos inoculados com o tratamento sem inoculação (tes

temunha}, onde constatou-se diferenças significativas para N-total e ati

vidade de nitrogenase mas não para o número de matéria úmida dos nódulos. 

Isto mostra que as estirpes nativas não apresentaram boa eficiência de fi 

xação, porém, nodulam em igualdade de condições com as estirpes inocula-

das (normais e mutantes) no solo. As causas e possrveis implicações des 

te fato serão discutidas mais adiante, no tópico referente a 

de estirpes no ensaio de competição em vaso com solo. 

recupe raçao 
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6.6.2. Recuperação das esttrpes 

No ensaio em vaso de Leona rd, o pe rcentual de re cupe r aç ao 

das estirpes mutante resistentes (Tabela 16), foi maio r para a 

r estirpe C.88 Sp , nas inoculações d uplas e triplas. Porém, através de u 

ma análise mais detalhada do núme ro de células presentes no inóculo apli

cado (Tabela 11) ,ve rifica r-se-á que esta diferença é, possivelmente, dev� 

da ao maio r número de células no inóculo, não significando, assim, uma va:: 

tagem seletiva em favor desta estirpe em relação às demais. Nas inocula 

ções simples com a estirpe C. 100 Rfr , obse rvou-se um percentual de recup� 

ração de apenas 86,25%, quando o esperado ser ia 100%, fato esse que pode

ria estar ligado à possível p resença de células revertentes ao tipo nor

mal , no i nócu lo ut i l i zado ou mesro::> no p recesso de multi p 1 i cação da bacté-

ria no interior dos nódulos. Futu ros estudos da taxa de reversão dos mu 

tantes Rf r em R. pha.6e.oli e competição 1
1in vitro11 entre células normais 

e mutantes, venham, talvez, esclarece r as reais causas desse percentual 

de recuperação observado, desde que esta é uma resistência 

por um único gene atuando ao nível da RNA pol ime rase. 

condicionada 

Clones dos isolados de nódulos que apresentaram crescimen

to duplo nas placas seletivas com um antibiótico específico (Sm e Sp; Sp e 

Rf), quando foram ensaiados em placas seletivas com os dois antibióticos 

especf ficos e nao apresentaram c rescimento, enquanto que seu crescimento 

e ra observado nas placas com um antibiótico (Tabela 17). Tal fato descar

ta a possibl l idade de células recombinantes e sugere a p resença de nódu-

lds com infecção mixta. A ausência de crescimento de alguns destes elo-

nes nas placas com antibiótico pode se r devida, talvez, à reversao ao 
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tipo norma 1. 

No en sa i o em vaso com sol o, o per cen tua 1 de recuperação das 

estirpes mutante resistentes, nos t ra tamen tos com inoculações dup Ias e t r J.. 

pias, foi maior para a estirpe C.40 Sm
r

. Verifica-se aqui, também que

este percentual foi proporcional ao inóculo aplicado, visto que esta es

tirpe apresentava maior número de células/ml (Tabela 11). 

Verificou-se ainda, a alta competitividade das estirpes na 

tivas em relação às estirpes mutante resistentes inoculadas, bem como em 

relação às estirpes normais (Tabelas 18 e 20) identificadas através de a

nálise serológica. 

A alta competitividade das estirpes nativas em relação as 

estirpes inoculadas é um fato já  relatado na 1 i teratura (VINCENT e WA

TERS, 1953), sendo da mais alta importância para o caso da interação R. 

phaóeoü x Pha.óe.olt.Lé, vu.lga!Ú.6 pois, as tentativas de inoculação em larga 

escala de estirpes selecionadas, em feijoeiro, não têm apresentado bons 

resultados, para as condições brasileiras. 

Pode-se levantar a hipótese de que as estirpes nativas a

presentam uma maior capacidade de instalação ou estabilidade no solo e u

ma maior 11agressividade11 em relação às estirpes inoculadas. A maior ca

pacidade de instalação ou estabilidade pode ser facilmente compreendida, 

com base no fato de que tais estirpes já passaram por um processo de sele 

çao natural no meio ambiente do solo; assim, é razoável supor que a in

trodução de estirpes selecionadas somente para as caracterTsticas de nodu 
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lação e capacidade de fixação de nitrogênio nao se encontrem aptas para 

as demais condições do solo. A maior 11agressividade11 poderia ser o re 

flexo, talvez, da produção de substâncias antimicrobianas específicas, co 

mo, por exemplo, bacteriocinas, as quais poderiam atuar contra as estir-

pes inoculadas. Neste particular, seria interessante avaliar a ativida-

de bacteriocinogênica nas estirpes nativas frente às estirpes seleciona

das para a fixação de nitrogênio como indicadoras. Por outro lado, pod� 

se pensar também nas próprias condições do solo, onde fatores tais como o 

pH, baixa tolerância ao alumínio e antibióticos, poderiam formar um qua

cro altamente desfavorável às estirpes inoculadas. 

Provavelmente, a seleção natural no solo, atua no sentido 

de promover os indivíduos mais aptos às condições do solo e com capacida

de de nodulação. A capacidade de fixação de nitrogênio seria decorrente 

e nao objetivo fundamental desta seleção, visto que a manutenção do Rhi 

zobium no solo ou em associação com a planta, não implica necessariamente 

na sua capacidade de fixação. 

Portanto, a estirpe de R. phMe.oU ideal para a utilização 

como inoculante em solos brasileiros seria aquela que apresentasse, ao li! 

do do alto potencial de fixação de nitrogênio. uma alta capacidade compe

titiva e persistência no solo, características estas, fundamentais para a 

formação de nódulos eficientes. A possibilidade de manipulação genética 

destas características torna plausfvel a construção desta estirpe, reuni!!, 

do um alto potencial de fixação e os fatores genéticos que concorrem para 

o incremento da sua competitividade no solo.



As duas têcn i cas de i den t I n cação das es ti rpes dos nódulos 

nos dois ensaios de competição, envolvendo o uso de mutantes resistentes 

a antibióticos e análise serológica por imunodifusão em ágar, cumpriram 

os seus objetivos no presente estudo. O uso de mutantes resistentes, a-

presenta a vantagem da facilidade de seu isolamento, tendo em vista o em

prego de meios seletivos que exclui os possíveis contaminantes. Porém, 

e uma técnica em que se trabalha com células alteradas e que, na maioria 

dos casos, não correspondem totalmente às estirpes normais. Por outro 

lado, a técnica serolôgica dá excelentes resultados, desde que se obtenha 

o antissoro altamente especrfico para cada estirpe, com total ausência de

reações cruzadas, o que, às vezes, limita um pouco esta técnica,visto que 

utilizam-se estirpes de uma mesma espécie. As possibilidades desta téc

nica superam aque 1 as que envolvem o uso de mutantes, devi do princi palmen

te a uttlização de células normais além da sua acurácia na identificação 

das estirpes. Pode-se tentar, no futuro, como variante desta técnica, a 

utilização de extratos de nódulos tornando-se, assim, mais rápida a iden

tificação das estirpes nele presentes. 

Não foi evidenciada a predominância da estirpe de R. pha.6� 

oU produtora de bacteriocina em relação às demais estirpes, com resulta

dos semelhantes àqueles encontrados por GROSS e VIDAVER (1978), nos quais 

a vantagem competitiva das estirpes de R. ja.poni..c..um não parece estar cor

relacionada com a capacidade de p redução de bacteri oci nas 11in vi tro11
• Po 

rem, esta assertiva é passível de algumas considerações, que podem auxi

liar na condução de futuros ensaios nesta area. 

Em primeiro lugar, o sistema de tnoculação util tzado, tal-
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vez, nao favoreceu a plena expressao do caráter produção de bacterlocinas 

observada em meio de cultura. Para maximizar este efeito, as inocula

ções poderiam ser realizadas no vaso com solo em perrodos anteriores ao 

plantio das sementes, ou então, utilizar plantios sucessivos para a ava

liação da sua persistência no solo. Pode-se q uestionar também, se este 

caráter se expresse no solo. Não há dados relatados de casos onde este 

nao se expressa. Possivelmente, este antagonismo observado e 

em meio de cultura, devido às condições ótimas oferecidas. 

realçado 

Entretanto, tais estudos nesta área devem continuar, pois 

a produção de bacteriocinas pode se manifestar como uma importante ferra

menta para a obtenção de uma estirpe de R. phai,eoli que se aproxime daq� 

1 e tipo i dea 1 • 
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7. CONCLUSOES

1) A vadab ili dade das estirpes de Rfúzobium pha..be.oÜ e 

bastante ampla para todas as caracterfsticas analisadas. 

2) Distribuição unimodal dos níveis de resistência foi ob

tida, ensaiando-se as estirpes de R. ph.a..óeoü frente a sete drogas antimi 

crobianas, caracterizando-as como uma população sensível. 

3) Cerca de 25% das estirpes de R. ph.a6eoü ana 1 i sadas, a

presentaram atividade bacteriocinogênica. O caráter é estável mesmo a 

pós a passagem pela planta hospedeira e nao determinou vantagem competitl 

va nas condições ensaiadas. 

4) Em geral, não há diferenças significativas entre as in�

culações simples, duplas e triplas para as características analisada-s,nos 

dois ensaios de competição. 

5} As estirpes mutantes resistentes a antibióticos mostra

ram uma diminuição si gn if tcati'va na capact dade de nodul ação e fixação de 
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nitrogênio, em relação as estirpes normais correspondentes. 

6) As estirpes nativas de R. pha.6eoü apresentaram alta e!

pacidade competitiva em relação às estirpes normais e mutantes, utiliza

das como inoculante. 

7) A inoculação, nos dois ensaios de competição, determina

ram aumentos significativos nos teores de N-total e atividade de nitroge

nase, em relação ao controle não inoculado. 
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8. SUMMARY

Thirty six strains of Rh,,[zobium phM�oU were studied in 

relation to severa! growth characteristics, inffectiveness and 

effectiveness on plant host, leveis of resistance to antimicrobial drugs, 

bacteriocin production and competi tive abil ity among strains. 

Most of the strains were acid producers and showed rapid 

growth (3-5 days) in pure culture. Ni trogen fixation varied among strains, 

some showing an effectiveness of about 50%. 

The strain natural level of resistance in relation to seven 

antimicrobial drugs varied, in µg/ml, from 1 to 10 for Streptomycin, 1 to 

20 for Spectinomycin, 1 to 50 for Chloranphenicol, 1 to 50 for Penicilin, 

1 to 10 for Rifampicin, 0.01 to O. 1 for Tetracyclin and 1 to 5 fo Hgc.t
2
• 

An unimodal distribution was found for practicalJy a11 drugs 

tested. lt can be them concluded that the strains are non-resistant to 

these drugs. 



Bacteriocin production was found in 25% of the strains 

analysed. Such bacteriocins are very specific and their actlvity is 

maintained even after growth of the bacteria in the host plant. 
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There are no selective advantage of the bacteriocinogenic 

strain in competition with two non-producers strains. On the other hand, 

antibiotic resistant strains, showed low inffectiveness and low 

effectiveness when compared with normal strains. H i gh competi tive 

advantage for indigenous strains in relation to normal and mutant strains 

used as inoculant, was also observed. 
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Tabela 1 A - Recuperação das estirpes mutante-resistentes, em placas se

letivas (antibiÕticos)� nos diversos tratamentos do ensaio 

de competição em vaso de Leonard esterilizado (20 nôdulos/ 

placa) 

Tratamentos 

(Inoculações) 

A 1 

A 11 

A 111 

A IV 

B 1 

B 11 

B 111 

B IV 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

l 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

Controle 

A B C D E 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

Sm 

A B C O E 

+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

Placas 

Sp 

A B C D E 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 
+ + + + + 

Rf 

A B C D E 

(continua) 



(Tabela 1 A,

T ra tamen tos 

(Inoculações) 

e 1 

e 11 

e 111 

e IV 

AB 1 

AB 11

AB 111 

AB IV 

continuação) 

1 

2 

1 

2 

1 

2 

1 

2 

3 
4 

1 

2 

1 

2 

3 

1 

2 

4 

1 

2 

Controle 

A B C D E 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + ++ + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

Placas 

Sm Sp Rf 

A B C D E A B C D E A B C O E 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + - - + 

+ + + + + 

- - - - - + + + + +

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + -

+ + ++ + 

+ + ++ +

- - - - - + + + + +

+ + + ++ 

++ + - +

- + + - -

+ + + + + 

+ - - - + + + + 

+ + + - + + 

- - + + + + + -

+ + + + + 

+ + + + + 

+ - + - + - + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + ++ -

+ - + + +

+ + + ++ 

+ - + - + + + + 

+ - + + + - + + 

+ - - + + + + 

+ + + + + + 

(continua) 



(Tabela 1 A, continuação) 

Placas 

T ra tamen tos Controle Sm Sp Rf 

(Inoculações) 
A B C D E A B C D E A B C D E A 8 C D E 

1 + + + + + + + + + + 

AC 1 
2 + + + + + + + + + + 

3 + + + + + + + + + + - - - - -

4 + + + + + + + + + + 

1 + + + + + + + + + -

AC 11 
2 + + + + + + + + + + 

3 + + + + + + + + + + 
4 + + + + + + + + + + 

1 + + + + + + + + + + 

AC 111 
2 + + + + + + + + + + 

3 + + + + + + - + + + 

+ + + + + + + + + + 

1 + + + + + + + + + + 

AC IV 
2 + + + + + + + + + + 

3 + + + + + + + + + + - - - - -

4 + + + + + + + + + + 

1 + + + + + - + + + + 

BC 1
2 + + + + + + + + + + 
3 + + + + + + + + + + 
4 + + + + + + + + + + 

1 + + + + + + + + + + 

BC 11 
2 + + + + + + + + + + 
3 + + + + + + + + + + 

4 + + + + + + + + + + 

1 + + + + + + + + + + 

BC 111 
2 + + + + + + - + + + + + -
3 + + + + + + + + + + 
4 + + + + + - + + + + + - -

1 + + + + + + + + + + 

BC IV 
2 + + + + + + + + + + 
3 + + + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + + 

(continua) 



(Tabela 1 A, continuação) 

T ra tarnen tos 

(Inoculações) 

1 

ABC 1
2 

3 

1 

ABC 11
2 

3 

1 

2 
ABC 111

3 
4 

1 

ABC IV 
2 

3 

+ crescimento

Controle 

A B C D E 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ ;! + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

ausência de crescimento

Placas 

Srn Sp 

A B C D E A B C D E 

+ + - - + + + + 

+ + + + + 

+ - + + + - + -

- + - + + + + + 

- + - + + + - +

+ + + + + 

+ - - + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ - - - + - + + + -

- + - + - + - +

+ + + + + + 

+ + + + + -

+ - + + - - + - - + 

+ - - + + + + 

- + + + + +

Sm Estreptomicina; Sp: Espectinomicina; Rf: Rifampicina

Rf 

A B C D E 

- - - -

- - - -

- - - -

-

-

-



Tabela 2 A - Recuperação das estirpes mutante-resistentes, em placas se

letivas (antibióticos), nos diversos tratamentos do ensaio 

de competição em vaso com solo (20 nõdulos/p1aca) 

Placas 
Tratamentos 

(Inoculações) 
Controle Sm Sp Rf 

A B e D E A B e D E A B e D E A B C D E 

l + + + + + - + + + + - - - - -

2 + + + + + - - + - +
A 1 

3 + + + + + + + - - + - - - - -

4 + + + + + - + - - +

1 + + + + + - + - - - - -

2 + + + + + - - - -

11 
3 + + + + + - + + + - - - - - -

4 + + + + + - - + - - - - -

1 + + + + + - + - - - - - -

2 + + + + + - + + - - - -

111 
3 + + + + + - + - - - - - -

4 + + + + + 

1 + + + + + 

2 + + + + + - + -

A IV 3 + + + + + + - - - + - - - - -

4 + + + + + - - - - -

1 + + + + + + - - - - - -

B 1 
2 + + + + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + - - - - -

2 + + + + + - + 
B 11 

3 + + + + + 

4 + + + + + - - - + -

1 + + + + + - - - - -

2 + + + + + - - - -

111 
3 + + + + + - - - + -

4 + + + + + - + - - - - -

1 + + + + + - - - - -

B IV 
2 + + + + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

(continua) 



(Tabela 2 A, continuação) 

Tratamentos 

(Inoculações) 
Controle 

A B C D E 

1 + + ++ +

e 1 
2 + ++ ++

3 + + ++ +

4 + + + + + 

1 + + +++

2 +++ ++
e li 

3 + + + + + 

4 + + + ++

1 + ++ + + 

e IH 
2 + ++ + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + ++ + +  

e IV 
2 + + +++

3 + + + + +

4 + +++ +

l ++ ++ +

2 +++ ++ 
AB 1

3 + + + + + 

4 ++ +++ 

1 + + ++ +

2 + ++ ++
AB 1 1 

3 ++ +++
4 + + + + + 

1 ++ + ++ 

AB 1 1 1 
2 + ++ + + 

3 + + + + + 

4 + + +++

1 + ++ + + 

2 + ++ + +  
AB IV 

3 + + + ++

4 + ++ ++

Placas 

Sm 

A 8 C D E 

-

-

-

-

-

-

- - -

- - -

- +
- - + -

+ -

+ + 
- - + + + 

+ + 
- - - ++

+ - + - +

+ + - + -

+ + +

+ ++ + +  

++ + + + 

+ + + + -
++ + + + 

+ + + - +

Sp 

ABC D E 

-

-

- - -

- - - -

+ - -

-

- + -

- -

- +

- -

Rf 

ABC D E 

� 

- - - + -

+ - - - +

- - - - -

- - - + -

- - - - -

(continua) 



(Tabela 2 A, continuação) 

T ra tamen tos 

(Inoculações) 
Controle 

A B C D E 

l + + + + +

2 + ++ ++
AC l 

3 + + + + +

4 + + + + + 

1 + + + + + 

AC 11 
2 + + + + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + 

AC 111 
2 + + + + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + 

2 + + + + + 
AC IV 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + 

2 + + + + + 
BC 1 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + 

BC 11 
2 + + + + + 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

1 + + + + + 

2 + + + + + 
BC 111 

3 + + + + + 

4 + + + + + 

l + + + + +

2 + + + + +
BC IV 

3 + + + + +

4 + + + + +

Placas 

Sm 

A B C D E 

+ + + - +

+ +  + - o 

- - + + + 

+ - - - +

+ - +

- + + 

- + + 

+ + 

++ + - +

- + -

- + + + + 

- + - + -

+ + + - +

+ + + + + 

Sp 

A 8 C 

- - +

- - -

D E 

- -

- - - + -

+ + -

+ + -

- - -

- + -

- - -

- -

- -

Rf 

A 8 C D E 

-

-

- - -

- - -

-

-

- +

-

-

- - -

- - -

+ -

+ - + -

+ -

- - - -

+ - +

-

-

-

- - - + -

+ + - + -

-

-

- -

- -

- + -

- - -

-

- -

-

(continua) 



(Tabela 2 A, continuação) 

Tratamentos 

(Inoculações) 

ABC 1 

ABC 11 

ABC 111 

ABC IV 

T 
s/inoc. 

l 

2 

3 

4 

1 

2 

3 

1 

2 

3 

1 

2 

3 
4 

1 

2 

3 
4 

+ crescimento

Controle 

A B C D E 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 
+ + + + + 

+ + + + + 

- · ausência de crescimento

Sm 

A B C D E 

+ - + + + 

+ - +

+ -

- + + 

+ + - + + 

- + -

+ + -

- + + - +

- +

+ - - - +

+ - + - +

+ + - + -

Placas 

Sp 

A B C D E 

+ 

-

- + 

- - - -

Sm Estreptomicina; Sp: Espectinomicina; Rf: Rifampicina 

Rf 

A B C D E 




