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Olhai para os lirios do campo, como eles crescem: nao trabalham nem fiam;
E eu vés digo que nem Salomao, em toda a sua gldria, se vestiu como qualquer deles.
Pois, se Deus assim veste a erva do campo,
que hoje existe, e amanha é langada no forno,
nao vos vestira muito mais a vés, homens de pouca fé?
N&o andeis pois inquietos, dizendo: Que comeremos, ou que beberemos, ou com que
nos vestiremos?
Porque todas estas coisas os gentios procuram
De certo vosso Pai celestial bem sabe que necessitas de todas estas coisas;
Mas, buscai primeiro o reino de Deus, e a sua justiga, e todas estas coisas vos serao
acrescentadas.
Nao vos inquieteis pois pelo dia de amanha,
Porque o dia de amanha cuidara de si mesmo.

Basta a cada dia o seu mal.

(Mateus 7)
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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA, BIOQUIMICA E MOLECULAR DE RIZOBIOS
RECOMENDADOS PARA INOCULAGAO DE LEGUMINOSAS ARBOREAS

RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar as diferengas microbiolégicas, moleculares e
a composicao de exopolissacarideos entre as estirpes que foram classificadas como
Bradyrhizobium recomendadas para a inoculagdo de leguminosas arboreas, mas que
através de ensaios isoenzimaticos da superoxido dismutase apresentaram perfis de
Rhizobium. As estirpes foram crescidas em meio de cultura RDM e avaliadas em curvas
de crescimento, morfologia de colbnias, producdo de acido/base. A analise dos
agucares presentes nos EPS foi feita em CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
e a analise molecular foi realizada através da metodologia de PCR-RFLP utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para a regido do DNA correspondente ao 16S
rDNA , para as restri¢cdes utilizou-se as endonucleases Taq |, Msp |, Hae lll e Dde |. Os
fragmentos foram visualizados em gel de agarose e analisados pelo programa Quantity
One (BIORAD) que utiliza para a comparagao dos dados o coeficiente de Dice e para o
agrupamento o método UPGAMA(Unweighted pair group method with arithmetic
means). De acordo com os resultados obtidos pode-se verificar que as estirpes SEMIA
5080, 6160 e 6159 e SEMIA 4077 e 6070 apresentaram todas as caracteristicas
avaliadas como sendo dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, respectivamente,
entretanto pode-se observar que existe uma mistura de caracteristicas entre as outras
estirpes. O grupo formado pelas estirpes SEMIA 6159, 6192 e 6164 apresentou
predominancia das caracteristicas de Bradyrhizobium, enquanto que aquele formado
pelas estirpes SEMIA 6162 e 6168 mostrou-se preponderantemente com caracteristicas
de bactérias do género Rhizobium. Por outro lado, o grupo formado pelas estirpes
6169, 6161 e 6165 apresenta uma equivaléncia entre as caracteristicas dos géneros

Bradyrhizobium e Rhizobium.

Palavras-Chave: Bradyrhizobim, Rhizobium, Exopolissacarideos, 16SrDNA, PCR-
RFLP.



MORPHOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF LEGUME TREES RHIZOBIA

ABSTRACT - This research aimed to evaluate strains of Bradyrhizobium
recommended for inoculation of legume trees according to their microbiological,
molecular and, exopolysaccharides contents characteristics. Although these strains
were supplied as Bradyrhizobium, their isoenzymatic profile for superoxid dismutase
was similar to Rhizobium profile. The strains were grown in RDM culture medium for
determination of their growth curve, the colony morphology and the production of
acids/bases. The analysis of sugar content of exopolysaccharides was done using
HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY) and the molecular
analysis was done by PCR-RFLP using specific primers for 16S rDNA. The restrictions
used the endonucleases Taq I, Msp I, Hae Ill and Dde, the fragments were observed on
EBAGE and analysed by Quantity One Software. This program uses the Dice coeficient
for the comparation of the data and the methodology of UPGAMA for the grouping. The
results obtained showed strains SEMIA 5080, 6160, 6159 and SEMIA 4077, 6070
presented all characteristics as belonying to the genera Bradyrhizobium and Rhizobium,
respectively. Besides either, the results showed that there are a mix of characteristics on
the other strains. The group formed by SEMIA 6192 and 6164 presented predominance
of characteristics from Bradyrhizobium, by the way the group constituted by SEMIA
6069, 6162 and 6168 showed more characteristics from Rhizobium. Another group,
formed by the strains SEMIA 6169, 6161 and 6165 showed similar numbers of

charactheristics from Rhizobium and Bradyrhizobium.

Keywords — Bradyrhizobium, Rhizobium, Exopolysaccharides, 16S rDNA, PCR-RFLP.



I. INTRODUGAO

A fixagdo do nitrogénio, processo pelo qual o nitrogénio molecular é reduzido a
amoénia, € uma caracteristica unica de alguns procariotos. Associagdes simbidticas de
Rhizobiacea com plantas hospedeiras da familia leguminosae ocorrem na natureza.

As espécies de Rhizobium foram inicialmente classificadas dentro de um unico
género, sendo posteriormente, reclassificadas dentro da familia Rhizobiaceae em
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium. Essas
bactérias formam ndédulos nas raizes e algumas vezes nos caules, de varias plantas
hospedeiras. Espécies, subespécies e biovares dentro destes géneros s&o definidas
para um grande numero de leguminosas hospedeiras. Entretanto, questbes
taxonémicas continuam a ser um ponto importante nas pesquisas com estes
microrganismos.

Estudos para identificar as linhagens de uma dada espécie sdo importantes para
entender, e talvez manipular, a ecologia e a competicdo entre rizobios no campo.
Centenas de estirpes de Bradyrhizobium sp tém sido isoladas e mantidas em colec¢des,
entretanto, as poucas informagdes existentes ndao permitem, na maioria das vezes,
diferencia-las.

Geralmente, os métodos utilizados para identificacédo de linhagens consideram
propriedades de (1) membranas tais como interagdo lectina-planta, sorologia,
fagotipagem e marcas de resisténcia a antibiético, (2) necessidades metabdlicas e (3)
respostas fisiologicas de tolerancia a temperatura, salinidade, variagées do pH, etc.

Embora haja uma série de restrigdes quanto a especificidade destes testes, sem
duvida nenhuma, o conjunto das informagdes obtidas com eles permite juntamente com
uma metodologia mais especifica, tais como, perfil protéico e de lipopolissacarideos em
SDS-PAGE, polimorfismo enzimatico e padrées de RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polimorphism, identificar um maior numero de linhagens de Bradyrhizobium sp a fim de

conhecer suas caracteristicas biolégicas.



Pelas grandes possibilidades metodologicas que existem atualmente e que
permitem a caracterizagao bioquimica e molecular dos mais diversos microrganismos, o
objetivo desse trabalho foi o de avaliar as caracteristicas de estirpes que estédo
classificadas como Bradyrhizobium, que s&o recomendadas para inoculagédo de
leguminosas arboéreas, mas que através de ensaios isoenzimaticos da Superoxido
dismutase e Glicose 6-fosfato desidrogenase apresentaram perfis de Rhizobium. A
caracterizagao foi dada pela avaliagdo das diferengas microbiolégicas, da composigao
de EPS (exopolissacarideos) e da analise dos fragmentos do produto da reagéo da
polimerase em cadeia da regido do gene 16S rDNA digeridos com endonucleases
(PCR-RFLP).



Il. REVISAO DE LITERATURA

Dentre as espécies vegetais mais promissoras para a restauragdao de solos
empobrecidos e erodidos estdo as espécies de leguminosas perenes tais como as
esséncias arbodreas, que nao soO protegem os solos, como também participam,
vantajosamente, da ciclagem de nutrientes. Uma propriedade importante de grande
parte dessas espécies de leguminosas € a habilidade em promover simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium e Bradyrhizobium.

A familia Rhizobiaceae foi inicialmente classificada em dois géneros: Rhizobium
e Bradyrhizobium (JORDAN, 1984). Sao bactérias gram-negativas que em simbiose
com leguminosas formam noédulos e fixam nitrogénio atmosférico (N2). A simbiose entre
as leguminosas e bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium pode suprir grande
parte do nitrogénio necessario ao desenvolvimento e produtividade destas plantas,
entretanto, para que isso ocorra, a leguminosa deve estar eficientemente nodulada pelo
rizobio especifico. Para ocorrer a nodulagédo € necessario que haja uma alta populagao
de rizdbios, juntos ou proximos, a superficie radicular da leguminosa hospedeira.

Atualmente, existem centenas de estirpes de rizdbios isoladas e recomendadas,
mas poucas foram classificadas sistematicamente. Estudos basicos sdo necessarios
para diferencia-las e agrupa-las, tendo em vista que estirpes idénticas recebidas de
varias fontes podem ter catalogacado diferente nos centros de germoplasmas,
aumentando os gastos com manutencéo e riscos de contaminagcdo dos estoques. A
classificagado da bactéria como pertencente ao género Rhizobium ou Bradyrhizobium se
faz através da anadlise das caracteristicas dos isolados quanto a velocidade de
crescimento e morfologia de coldnias.

A classificagdo de bactérias tem se baseado em caracteristicas genéticas e/ou
fenotipicas. As genotipicas podem ser obtidas através de varios métodos, tais como:
relacdo mol% G+C, andlise da sequéncia de nucleotideos (DNA e/ou rRNA);

hibridizagdo DNA-DNA e/ou RNA; perfil do polimorfismo obtido com a amplificagao ao



acaso do DNA (RADP) ou dos fragmentos de restricdo (RFLP); perfil obtido com
sequéncias repetitivas no genoma (REP e ERIC) e etc. As fenotipicas levam em
consideragao aspectos morfologicos, fisioldgicos ou bioquimicos e no caso da familia
Rhizobiaceae, também na compatibilidade simbidtica com as leguminosas hospedeiras.

Por outro lado, quanto a possibilidade de diferenciar uma estirpe por um conjunto
de métodos bioquimicos moleculares, abrem-se perspectivas novas, para os estudos de
competicdo e da permanéncia no solo das estirpes inoculadas, uma vez que as estirpes
assim caracterizadas poderiam ser seguramente identificadas.

A classificagcao oficial da familia Rhizobiaceae, como se encontra no Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (JORDAN, 1984), considera somente caracteristicas
fenotipicas e a relagdo mol% G + C, entretanto, o subcomité de taxonomia de
Rhizobiacea (GRAHAM et al., 1991) propés que um conjunto minimo de metodologias
padronizadas deveria ser executado para a descricdo de um novo género ou espécie.
Assim, seria desejavel que pelo menos trés caracteristicas genotipicas (homologia de
DNA:DNA; RFLP; RADP ou REP e ERIC); trés caracteristicas fenotipicas (por ex.:
propriedades simbidticas; caracteristicas morfologicas e de cultivo) e uma caracteristica
mista das duas (Analise de multiplos loci enzimaticos por eletroforese, MLEE) fossem
analisadas.

A classificagdo taxondmica usual dividia o género Rhizobium em seis espécies
distintas, a saber Rhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium trifolii,
Rhizobium phaseoli, Rhizobium meliloti e Rhizobium lotus sp. Entretanto, os resultados
encontrados por MURPHY (1970) indicaram variagbes de padrdes isoenzimaticos, que
permitiram estabelecer grandes semelhangas entre as espécies, Rhizobium
leguminosarum e Rhizobium trifolii, enquanto que Rhizobium meliloti foi considerada
como um grupo distinto das demais, quanto ao padrao de esterase, 0 mesmo ocorrendo
com Rhizobium japonicum cujos resultados indicaram a auséncia de atividade
esterasica. Tais resultados somados aos obtidos na analise de outras caracteristicas (a
composicao de base e hibridizagcdo de DNA; a presenca e natureza de polissacarideos,
a sorologia, a utilizacdo e metabolismo de carboidratos, a composi¢do protéica, a

susceptibilidade a antibiéticos e bacteriéfagos, etc.) como evidenciado por JORDAN



(1984), levaram a uma nova divisdo do entdo género Rhizobium. As espécies Rizobium
phaseoli, Rhizobium trifolii € Rhizobium viciae foram situadas como “biovars” dentro da
espécie Rhizobium leguminosarum. Outras espécies do género Rhizobium também
foram descritas: Rhizobium etli, Rhizobium tropici, Rhizobium galegae, Rhizobium
huakuii e Rhizobium hainanensis.

Posteriormente, dois novos géneros foram descritos: Azorhizobium (incluindo a
especie Azorhizobium caulinodans que nodula Sesbania rostrata) (DREYFUS et al.,
1988) e Sinorhizobium (incluindo a antiga espécie Rhizobium meliloti, noduladora de
alfafa, e agora reclassificada como Sinorhizobium meliloti) (CHEN et al., 1988). Na
década passada, foi proposto e aceito que as bactérias do ramo de Rhizobium loti
constituissem um novo género, Mesorhizobium (LINDSTROM et al., 1995).

HUNGRIA et al., (1997) relata que as bactérias que nodulavam soja foram
classificadas como Rhizobium japonicum, embora fosse salientado que diferiam de um
grupo grande de estirpes de rizobio, por apresentarem crescimento lento e produgao de
alcali em meio de cultura com manitol como fonte de carbono. A partir de 1982, as
bactérias da espécie Rhizobium japonicum foram reclassificadas em um novo género,
Bradyrhizobium, que apresentava uma Uunica espécie definida, Bradyrhizobium
Japonicum.

A inclusdo de outras espécies no género Bradyrhizobium ficou dependente da
realizacédo de estudos taxondmicos, uma vez que este género representa um grupo
heterogéneo de bactérias onde as relagdes taxondbmicas n&o sao ainda bem
compreendidas (LEMOS, 1994). Assim, as espécies do género Bradyrhizobium,
diferentes de Bradyrhizobium japonicum, passaram a ser referidas como
Bradyrhizobium sp, seguido pelo nome da planta hospedeira, entre parénteses
(JORDAN, 1984). Este cuidado na classificagcdo dos bradirrizébios €& totalmente
compreensivel uma vez que HOLLIS (1981) obteve resultados de hibridizagao de
DNA:DNA, para diferentes Bradyrhizobium japonicum, que sugeriam a existéncia de
dois grandes grupos de homologia.

Trabalhos posteriores confirmaram a ocorréncia de divergéncias fenotipicas e

genéticas dentro da espécie Bradyrhizobium japonicum, recém incluida no género



Bradyrhizobium. Através da analise de Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) e usando sondas de genes nifDKE, MINAMISAWA (1992), mostrou
que as vinte e cinco estirpes de Bradyrhizobium japonicum, por ele analisadas poderiam
ser divididas em dois grupos divergentes, denominados gendtipos | e Il. Trabalhos mais
recentes de genética molecular tem consistentemente reforcado a proposta de
classificagdo em dois grupos, sugerida por HOLLIS et al., (1981). Na verdade, esses
pesquisadores caracterizaram dois grupos de homologia de DNA onde um desses
grupos foi subdividido em | e la e 0 segundo seria o grupo Il. As espécies reunidas no
grupo |l caracterizariam-se por nodular varios hospedeiros, por induzir a clorose foliar
em alguns cultivares de soja e também por apresentar diferengas na composi¢cao de
exapolissacarideos, na morfologia das col6nias, na expressdo da hidrogenase e na
analise dos padrdes de RFLP.

Com base nesses aspectos, KUYKENDALL et al. (1992) fizeram uma proposta
em relagdo ao género Bradyrhizobium sugerindo a separagao de Bradyrhizobium
Jjaponicum em duas espécies distintas. Uma chamada Bradyrhizobium japonicum
(noduladora especifica de soja e com homologia com o grupo I/la de DNA) e uma nova
espécie, a Bradyrhizobium elkanii (noduladora de varios hospedeiros e apresentando
homologia do grupo Il de DNA). Na década de 1990, as duas principais estirpes de
Bradyrhizobium japonicum (29W=SEMIA 5019 e SEMIA 587), utilizadas no Brasil como
inoculantes comerciais, foram definidas por RUMJANEK et al. (1993) como membros da
espécie Bradyrhizobium elkanii.

As principais diferengas morfoldgicas, segundo GILLER et al. (1991), entre os
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium sao: o crescimento mais rapido do Rhizobium,
colénias possuindo um tamanho maior que 1mm em 2 dias; tempo de geragédo de 2,4 a
4,0 horas; enquanto que em Bradyrhizobium, o crescimento € lento, as colénias
apresentaram tamanho de 1 mm em 6-10 dias e o tempo de geragédo € de 7 a 13 horas.

ARAUJO (1994) relatou que em meio sdlido, as colbnias de rizébios sdo
geralmente discretas, redondas, variando de achatadas a conicas, ou até em forma de
cupula. As colbnias sdo normalmente lisas, podendo ser brancas, opacas ou leitosas, e

até translucidas. Podem ser brilhantes ou foscas, podendo escurecer no centro quando



a cultura fica velha. Alguns rizébios podem produzir colénias rosadas. O tempo
necessario para as colénias atingirem seu maximo desenvolvimento, em placas, varia
de 3-5 dias para estirpes de crescimento rapido com colénias medindo de 4-5mm de
didmetro até 7-12 dias para estirpes de crescimento lento medindo entre(1-4mm) de
didmetro.

A velocidade de crescimento varia com a temperatura de incubagéao, a origem do
inoculo (cultura ou nédulo) e a composi¢gao do meio. O tamanho das colonias também
pode diminuir em placas superpovoadas. Algumas estirpes de rizébios, sobretudo as de
crescimento rapido, apresentam coldénias com aspecto bastante gomoso devido a
producao de exopolissacarideos (EPS), polimeros de glicose e outras hexoses que
compdem as capsulas das bactérias. Em alguns casos, as colénias chegam a “pingar”
nas tampas das placas que sao incubadas invertidas.

Devido a existéncia de polissacarideos externos nas células de rizobios, estas
tendem a se agrupar. A formagdo de grumos € ao acaso e, quanto mais a espécie
bacteriana produzir exapolissacarideos, maior a dificuldade de dissolucdo destes
agrupamentos de células. A densidade Optica de uma suspensdo bacteriana é,
geralmente, correlacionada com o numero de células presentes. Assim, medidas de
transmitancias desta suspensao, ou de diluigdes, podem ser um modo conveniente de
estimar o numero de células, ao longo de cultivos, mas possuem limitagbées, sendo
adequadas para meios de cultura sem particulas, culturas em fase logaritmica de
crescimento e para linhagens que ndo apresentam grande formacgdo de
exopolissacarideos (URENHA, 1994). Um outro aspecto também observado pelo autor,
foi que o tempo de aparecimento das colonias deve ser detectado o mais precocemente
possivel, evitando que as mesmas coalescam. O tempo de geragdo de
aproximadamente 3,5 horas. As bactérias do género Bradyrhizobium (Bradyrhizobium
japonicum) tém crescimento lento e produz reagdo basica no meio de cultura,
provocando aumento do pH. YELTON ( 1983) relatou que o tempo de geragcéo de
estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium pode variar dependendo do meio de cultura. A
estirpe de Rhizobium USDA 191, apresentou tempo de geracédo de 4 —7 horas e para
Bradyrhizobium 15 — 16 horas. Entretanto, foi observado por STOWERS e



EAGLESHAM, (1984), que a estirpe de Rhizobium apresentou tempo de geracao de 3-5
horas em meios com glicerol, manitol, sacarose, arabinose e succinato. Tempos de
geragao variando de 1 a 44 horas, foram obtidos por HERNANDES e FOCHT, (1984)
com varias estirpes do grupo Cowpea e de Bradyrhizobium japonicum cultivadas em
meio contendo extrato de levedura com glicose.

Essas discrepancias entre o tempo de geracéo e crescimento talvez possam ser
explicadas pelo fato de que a forma para o calculo do tempo de geragao baseia-se em
estudos realizados com bactérias como E. coli que se duplicam em questdo de minutos,
enquanto que os rizobios necessitam de algumas horas.

O género Bradyrhizobium suporta condi¢gdes adversas de crescimento, possuem
granulos de poli-B-hidroxibutirato, sdo gram negativas, aerdbicas, crescem em pH 6timo
de 6,7 — 6,8 e temperatura de 25° — 30°C. As coldnias sdo circulares, opacas,
eventualmente, translucidas e brancas, nédo ultrapassam 1 mm de diametro com 5-7
dias de incubacéao, (HOLT et al.;1994). Entretanto, o género Rhizobium possui colénias
circulares, convexas, semitranslucidas e mulcilaginosas, usualmente apresentando com
2-4 mm de didmetro em 3-5 dias e pronunciada turbidez apds 2 ou 3 dias em meio
liquido, sob agitacdo suave. Produz acido em meio contendo manitol, sais e outros
carboidratos.

Jordan (1984), citado por URENHA (1994), relatou que em Rhizobium
leguminosarum bv. Phaseoli, a presenca de reagao acida durante o cultivo, promoveu
queda do pH do meio de cultura. No entanto, dados experimentais de cultivo desta
bactéria, em fermentadores, na presenga de sacarose, glutamato monossodico e
extrato de levedura mostraram comportamento oposto.

Do mesmo modo ARAUJO (1994), de uma forma bem grosseira, verificou que
os rizébios podem ser divididos em trés classes quanto a reagao de indicadores de pH
adicionados ao meio de cultura: estirpes que acidificam o meio de cultura, que
alcanilizam e que né&o alteram o pH do meio de cultura.

As células dos rizobios geralmente ndo absorvem o corante Vermelho Congo,
quando as placas sao incubadas no escuro. Essa propriedade permite que se

empregue este corante em estudos que envolvam o plaqueamento de misturas de



microrganismos. Apds o crescimento, as colbénias dos contaminantes adquirem
coloragdo vermelha intensa, enquanto que as colbnias de rizdébios permanecem
brancas ou levemente rosadas. A reacdo depende da concentracdo de Vermelho
Congo e da idade da cultura. As coldnias dos rizébios absorvem o corante se forem
expostas a luz durante uma hora ou mais apds ter ocorrido o crescimento. No caso de
culturas velhas de rizobios, que acidificam o meio, pode haver mudanga na coloragao
do meio, que passa a violeta devido a acidez, HUNGRIA, (1994).

Placas contendo sais e agar, adicionadas de Azul de Bromotimol, recém
preparadas, tém um pH em torno de 6,8 e cor verde. Rizébio de crescimento lento
tendem a alcalinizar o meio de cultura, causando uma mudanga na cor do indicador,
para azul. As estirpes de Rizébios de crescimento rapido costumam apresentar reagao
acida tornando o meio de cultura amarelo.

Como ja foi dito, além da morfologia de colénias (RUMJANEK et al.; 1993;
LEMOS, 1994), varios outros métodos tém sido utilizados na identificagdo de estirpes,
tais como resisténcia a antibidticos (SCOTTI et al., 1982; PADMANABHAN et al.; 1990),
utilizacdo dos corantes Vermelho Congo e Azul de Bromotimol (VINCENT, 1970.),
atividade da enzima hidrogenase (LEMOS,1994), perfil de plasmideos (PLASZINSKI et
al.,1985; BALDANE et al., 1992; MARTINEZ-ROMERO, 1994), sorologia (MPEPEREKI
& WOLLUM, 1991), analise de lipopolissacarideos (SINDHU et al., 1990; ANDREANI,
1992; CARARETO ALVES e LEMOS, 1996, PRADO, 2000).

Entre essas técnicas uma das mais utilizadas é a eletroforese de multiplos loci
enzimaticos (DEMEZAS et al.,, 1991; VICARI, 1999; PRADO, 2000). Em estudos
taxondmicos de bactérias, muitos pesquisadores tém se utilizado de perfis enzimaticos
em gel de amido para uma classificagdo preliminar desses microrganismos
(NORIS,1964; CAN e WILLOX, 1965; LUND, 1965; NAKAYAMA e TAKETA, 1987;
HOGAN e COLWELL, 1969). O principio basico desta técnica é o de que diferencas na
mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico s&o resultantes de diferengas nas
sequéncias de DNA que codificam tais enzimas. Assim, se os padroes de bandas de
dois individuos diferem, assume-se que estas diferengas possuam base genética e
sejam herdaveis (MURPHY e MASTERSON (1970). PEREIRA (2000) observou através
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desta técnica uma baixa correlacdo entre 19 estirpes de leguminosas forrageiras de
clima tropical por ele estudadas.

O polimorfismo enzimatico em estirpes de Rhizobium isoladas de varias
leguminosas foi também usado ndo sé com intuito de caracterizagdo de estirpes como
também para um melhor entendimento da estrutura genética da populagdo de
Rhizobium leguminosarum, no solo e em ndédulos.

Muitas formas de enzimas foram detectadas através de eletroforese em gel de
amido e poliacrilamida em estirpes de Rhizobium. Por ex., a enzima 3-hidroxibutirato
desidrogenase (HBDH) (D-3 hidroxibutirato:-NAD oxi-redutase, EC.1.1.1.30) catalisa a
reacao reversivel de oxidagdo do 3-hidroxibutirato para acetoacetato na presencga do
NAD+, e os padrbes eletroforéticos obtidos para essa enzima, em alguns casos,
revelaram-se especificos tanto em relagéo a espécie como para a linhagem especifica
de Rhizobium (FOTTRELL e O'HARA, 1969).

A ocorréncia de alta concentracdo de esterases e a grande atividade
demonstrada por essas enzimas, além da facilidade de deteccdo analitica de suas
formas multiplas, levaram MURPHY e MASTERSON (1970) a investigar a presencga de
esterases em 52 estirpes de seis espécies de Rhizobium para fim de classificagdo. Os
padrées isoenzimaticos obtidos foram analisados e comparados com a finalidade de
subsidiar uma classificagdo mais adequada dos rizébios estudados.

LEMOS (1994), em analise por isoenzimas em estirpes de Bradyrhizobium
Jjaponicum e Bradyrhizobium sp (Cowpea), observou variagdes nos padrdes polimorficos
das isoenzimas o e B- esterase permitindo uma rapida identificagdo das estirpes
estudadas, inclusive aquelas de mesmo sorogrupo.

PRADO (2000), através de analises por isoenzimas, em estirpes recomendadas
para inoculacao de diversas leguminosas, também observou que este tipo de marcador
bioquimico possibilita a diferenciacédo entre as estirpes de rizébios e bradirrizobios,
sendo possivel agrupar estirpes da mesma espécie que nodulam o mesmo hospedeiro.

Do mesmo modo, PEREIRA (2000), em analise por isoenzima de rizébios de

leguminosas forrageiras de clima tropical, observou que os sistemas o e - esterase
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sdo muito semelhantes entre si e revelaram um alto polimorfismo entre as estirpes
deste grupo, possibilitando diferenciar a maioria delas.

Resultados obtidos por BENTO' (comunicacéo pessoal), estudando 11 sistemas
isoenzimaticos em estirpes de Bradyrhizobium sp que nodulam leguminosas arboreas
(segundo a classificagdo do catalogo da FEPAGRO), verificou um alto polimorfismo
entre essas estirpes, sugerindo que algumas estirpes podem estar classificadas
erroneamente como Bradyrhizobium. Nos sistemas isoenzimaticos da superoxido
redutase e da glicose 6-fosfato desidrogenase, um grupo de estirpes (SEMIA 6168,
6162, 6153, 6069, 6070, 6165 e 6161) apresentou perfis caracteristico de Rhizobium.

Os exapolissacarideos das bactérias estabelecem um modelo importante para o
estudo da agregacgao e secregao molecular, regulagdo génica, interagdes célula-célula,
simbiose e patogenicidade (LEIGH e COPLIN, 1992; DENNY, 1995).

Os EPSs, segundo COSTERTON (1987), possibilitam vida livre a bactéria,
permitindo a aderéncia e colonizagdo a superficies solidas onde nutrientes se
acumulam. Eles envolvem as membranas das células protegendo-as do dessecamento
e outros estresses ambientais, alem de poder ajudar na fixagdo de minerais e nutrientes
proximos a bactéria (SUTHERLAND, 1988; WHITFIELD, 1988).

Os exapolissacarideos (EPS) podem ser homopolimeros ou heteropolimeros e
possuem uma variedade de substituintes ndo carboidratados (COSTERTON, 1987).
Entre os homopolimeros encontrados em bactérias que interagem com plantas, as mais
comuns sao as glucanas periplasmaticas B (1-2) presentes em Rhizobaceae, celulose
em Agrobacterium e alginatas em Pseudomonas sp fluorescentes. J& em Erwinia
amylovora e E. stewartii os exapolissacarideos sdo heteropolimeros compostos de
galactose, acido glucurdnico e piruvato. Em Xylella fastidiosa estes heteropolimeros sao
compostos por manose, glicose e acido galacturénico (OTOBONI, 2001).

Em Bradyrhizobium, os EPSs sdo macromoléculas que contém agucares que
fazem parte das estruturas e componentes de superficie celular das bactérias. Na
composicao dos EPSs foram encontrados os seguintes agucares: manose, glicose,

galactose e ramnose em diferentes concentragbes. Em determinada estirpe desta
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bactéria além desses acgucares, foi encontrado também o acido galacturdnico. Suas
fungcdes no processo de invasdo bacteriana incluem: modificagdo da superficie
bacteriana, no sentido de evitar o desenvolvimento de uma resposta de defesa do
hospedeiro; encapsulamento da bactéria, como uma forma de protecao contra estresse
fisiolégico encontrado no cordao de infecgdo e reconhecimento da superficie bacteriana
através da aderéncia ao hospedeiro (BREWIN, 1991; NICOLAS, 1996).

MINAMISAWA (1989) mostrou que estirpes de rizébio podem ser classificadas
em relagdo a composigao de agucares do EPS, onde o tipo A é constituido por glicose,
manose, galactose e 4-O-metil galactose, e o tipo B apresenta estrutura de EPS
constituida de ramnose e acido galacturénico.

Marcadores moleculares de acidos nucléicos constituem-se também em
poderosas ferramentas na aquisicdo de informagdes sobre a diversidade genética e
relacdes filogenéticas entre espécies. A analise de polimorfismos no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) ja foi amplamente utilizada para se determinar relagoes
filogenéticas entre diversos microrganismos (ENGVILD et al., 1990; DEMEZAS et al.,
1991; KOZUSNY-ANDREANI, 1997). Desse mesmo modo, a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), técnica facil e versatil que utiliza as informagdes cruzadas dos
“primers” BOXA, REP e ERIC (também conhecida como rep-PCR), possibilita um alto
nivel de resolugdo taxondmica, sendo portanto, muito util nos estudos de diversidade de
Bradyrhizobium e Rhizobium (VAN ROSSUM et al.,, 1995; BRUIJN, 1992; VICARI,
1999, PRADO, 2000).

A diversidade genética entre linhagens de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,
revelada por isoenzimas, foi também constatada através de RFLP por DEMEZAS et al,
(1991), tornando possivel a discriminagdo entre isolados do meio ambiente e entre
estirpes de uma mesma espécie, bem como proporcionaram a confirmagdo da
diversidade genética entre essas linhagens

O avancgo da biologia molecular gerou um novo enfoque para a caracterizagao de
rizobios. HOLLIS et al. (1981), através de hibridizagdo DNA-DNA, indicaram a

' Maria Candida Bento, Mestranda do Curso de Pés-Graduagao em Microbiologia. FCAV/UNESP.
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inadequada classificagdo de Bradyrhizobium, propondo que as linhagens estudadas
fossem divididas em 2 grupos: Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium spp.

KAY et al. (1994), identificaram linhagens de B. japonicum isoladas de solos da
Italia por meio de duas técnicas: a espectrofotometria de pirdlise de massa (PLYMS) e a
PCR usando oligonucleotideos arbitrarios.

Para varias linhagens de Rhizobium meliloti, BRUIJN (1992) mostrou que ha uma
correlagao entre dados derivados da analise de REP e ERIC-PCR e dados gerados por
eletroforese de multiplos loci enzimaticos.

JUDD et al. (1993) estudaram linhagens de Bradyrhizobium japonicum
"serocluster" 123 geneticamente relacionadas utilizando a técnica de PCR
conjuntamente com os oligonucleotideos iniciadores correspondendo as sequéncias
REP e ERIC e concluiram que esta técnica pode diferenciar linhagens proximamente
relacionadas, as quais nao eram distinguidas usando outros métodos. Os autores
verificaram ainda que, embora ERIC e REP-PCR fornecam um meio para diferenciar
essas linhagens, esses “primers” ndo fornecem um meio efetivo para classificar
linhagens de Bradyrhizobium geneticamente divergentes. Os resultados obtidos pela
andlise de RFLP estavam correlacionados com a classificagdo de linhagens de
Bradyrhizobium japonicum "serocluster" 123 obtidas por e ERIC-PCR.

SELENSKA-POBELL et al. (1995) também aplicaram a técnica de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores arbitrarios e especificos correspondentes as seqiéncias
ERIC, REP e BOX para identificar linhagens de Rhizobium galegae e verificaram que
esta técnica mostrou-se conveniente para controlar a produgcdo e aplicagdo de
Rhizobium em inoculantes.

CHEN et al.(2000), trabalhando na caracterizagdo molecular de 48 isolados de
nddulos de soja de 16 regides do Paraguai, detectaram alto nivel de diversidade
genética através de ERIC-REP-PCR, com a maioria dos isolados representando
estirpes unicas. A maioria dos isolados se caracterizavam por apresentar crescimento
lento e por alcalinizarem o meio em que foram cultivadas (meio contendo manitol como
fonte de carbono), sendo, entdo caracterizadas como estirpes representantes de

Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii. O sequenciamento da regidao 16S
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rDNA confirmaram a identidade das espécies. Os demais isolados apresentaram alto
polimorfismo pelos perfis de ERIC- REP-PCR e se caracterizam por apresentar rapido
crescimento e reagdes acidas “in vitro” mostrando alta identidade com espécies de
Rhizobium.

Um outro aspecto molecular usado no estudo das bactérias fixadora de
nitrogénio foi proposto por SEGOVIA et al. (1991) e YONG et al. (1991). Esses autores
analisaram a distancia filogenética entre estirpes de Rhizobium através do
sequenciamento do gene DNA ribossomal 16S usando amplificagcdo do DNA.

WOESE, 1987 relata porque os rDNAs sdo muito utilizados em estudos de
filogenia bacteriana. Os rRNAs mostram um alto grau de constancia funcional, a qual
assegura uma relativa representatividade da taxa de mudancga evolutiva numa linha de
descendentes. Eles ocorrem em todos os organismos e assumem diferentes posi¢coes
em suas sequéncias, mudando ao acaso em taxas muito diferentes, permitindo que a
maioria das relagdes filogenéticas seja medida. Essas sequéncias sado longas, o que
permite que elas fornecam informagdes adequadas, e consistem de muitos dominios.
Ha cerca de 50 extremidades em forma de hélice na estrutura secundaria do rRNA 16S.
Todas essas caracteristicas os tornam acurados cronémetros evolutivos.

Talvez, a melhor razdo para o uso dos RNAs ribossomais como medida de
mudancga de taxa evolutiva, seja porque eles podem ser isolados com maior facilidade,
rapidez e com uma técnica de extracdo mais rigorosa que para o DNA, sendo
diretamente sequienciadas por meio da enzima transcriptase reversa, o que os distingue
das outras sequéncias existentes nas células exceto por umas poucas espécies de
pequenos RNAs. Entretanto, a natureza conservativa do gene do 16S rRNA limitam o
poder de discriminagédo deste método em distinguir linhagens geneticamente préximas.

AMANN et al. (1995) descreveram que a utilizacdo dos rRNAs juntamente com
outras técnicas moleculares tem um grande potencial na analise da diversidade
microbiana que sdo limitadas devido a técnicas de obtencdo de culturas puras. O
sequenciamento dos rDNAs permitirdo o conhecimento de novas informagdes genéticas
para a biotecnologia. A construgdo de sondas de moléculas de rRNA e mRNA serao

uteis em estudos de ecologia e de atividades “in situ” de populagdes definidas.
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Em bactérias, o operon DNA ribossomal compreende trés genes conservados
funcional e evolutivamente: o gene da subunidade menor (rrs) 16S (rRNA), seguido por
um espaco, 0 gene para a subunidade maior, 23S rRNA, seguido por um segundo
espaco e o0 gene 5S rRNA.

WEISBURG et al. (1991), descreveu duas sequéncias de oligonucleotideos
iniciadores (fD1 e rD1) para amplificacdo da regido do gene 16S do operon DNA
ribossomal. Essas sequéncias sdo capazes de amplificar o gene 16S rDNA de muitas
espécies de bactérias e tem sido usadas, com sucesso, para caracterizar e identificar
varias espécies de bactérias em nivel de género e espécie.

LAGUERRE et al (1994) mostraram que a utilizacdo de um método de analise
por PCR-RFLP resultava na rapida identificacdo de Rhizobium, Bradyrhizobium e
Agrobacterium. Neste método, sequéncias iniciadoras da regido do gene 16S
ribossomal, fD1 e rD1, descritas por WEISBURG et al.1991, foram usadas para a
amplificacdo do DNA. Derivados de regides conservadas dos genes 16S rDNA, os
iniciadores fD1 e rD1 foram capazes de amplificar quase que totalmente o 16S rDNA de
muitos géneros de bactérias. A observagdo em gel de agarose dos produtos obtidos
com PCR apods tratamento com endonuclease de restricdo permitiu a diferenciagao de
48 estirpes representantes dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium.

Estudos similares foram realizados por VINUESA et al. (1998) na caracterizagao
genotipica de estirpes de Bradyrhizobium, através do uso de PCR-RFLP dos genes
16S rDNA e do espacgo intergénico 16-23S rDNA e sequenciamento parcial do gene

16S rDNA, mostraram que ha uma grande diversidade entre as estirpes.



ll. MATERIAL E METODOS

As estirpes de Bradyrhizobium e Rhizobium utilizadas foram obtidas junto ao
Instituto de Pesquisas Agronémicas da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do
Rio Grande do Sul (IPAGRO), setor de Microbiologia e estao relacionadas na Tabela 1,
bem como as leguminosas hospedeiras. Foram utilizadas como padrbes de

Bradyrhizobium e Rhizobium as estirpes 5080 e 4077, respectivamente.
1. Curvas de crescimento

Foram utilizados frascos especiais “Side Arm” contendo 100 mL de meio RDM
(Rhizobium Definied Medium) (BISHOP et al.,1976). Em cada frasco foi inoculada 1
estirpe e estes foram mantidos sob agitacdo (140 rpm ), a 28° C, por 9 dias. A cada 24
horas, o crescimento foi registrado através da leitura da turbidez do meio realizada em

um fotocolorimetro (Klett- Summerson , 640-700nm).
2. Morfologia e tempo de aparecimento de colénias

Foram realizadas diluicbes seriadas e inoculados 100 pul do meio de cultura
contendo as estirpes em estudo em placas contendo meio YMA (Yeast Manitol Agar)
(VINCENT,1970) com Vermelho Congo (SOMASEGARAN e HOBEN, 1984). As placas
foram incubadas em BOD, a 28°C e observadas diariamente para a avaliagdo do tempo

de aparecimento das col6nias e sua morfologia.
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Tabela 1 - Relagao de estirpes recomendadas para inoculagdo de leguminosas arboreas.

Hospedeiro Simbionte Semia Origem
Leucaena leucocephala V. Bradyrhizobium sp. 6069 DF-10
Cunni.

Leucaena leucocephala V. Bradyrhizobium sp. 6070 DF-15
Cunni.

Leucaena leucocephala V. K72,

L. leucocephala V. K8, L. Bradyrhizobium sp. 6153 BR-827
leucocephala V. Peru

Enterolobium timbouva Bradyrhizobium sp. 6159 BR-4406
Sclerobium paniculatum Bradyrhizobium sp. 6160 B R-5610
Prosopis juliflora Bradyrhizobium sp. 6161 BR-4002
Prosopis juliflora e Leucaena Bradyrhizobium sp. 6162 BR-4007
diversifolia

Acacia decurrens, A. meamsii, Bradyrhizobium sp. 6164 BR-3608
Mimosa scabellaa Bradyrhizobium sp. 6165 BR-3454
Gliricidia sepium Bradyrhizobium sp. 6168 BR-8801
Albizia falcata Bradyrhizobium sp. 6169 BR-5612
Tipuana tipa Bradyrhizobium sp. 6192 SEMIA original
Glycine max Badyrhizobium japonicum 5080* CPAC-7
Phaseolus vulgaris Rhizobium leguminosarum  4077** UMR 1899

* Padrao de Bradyrhizobium; ** Padrao de Rhizobium
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3. Testes de producgao de acido/base

Com o intuito de se observar a producado de acido ou base pelas estirpes estas
foram semeadas em placas de meio YMA contendo Azul de Bromotimol na
concentragao final de 25ug/mL do respectivo corante. O pH final dos respectivos meios
de cultura foi ajustado para 6,8 e 0 mesmo foi submetido a esterilizagdo a 120° C por
20 minutos. As estirpes foram repicadas em duplicata nesses meios e mantidas a 28°C,
durante 10 dias. Para as estirpes produtoras de acido, o meio se tornaria amarelo e,

para as produtoras de base, ele se tornaria azul.

4. Analise de EPS

O sobrenadante de culturas crescidasem meio RDM com 9 dias de crescimento
foi coletado por centrifugacdo (10.000 rpm, 30min. a 4°C), e disposto em um
concentrador (AMICON 8400) até reduzir o volume a 25 mL e em seguida foi dializado,
liofilizado, e mantido a -20°C para analise posterior. Na etapa seguinte foi realizada a
hidrolise dos exapolissacarideos onde aproximadamente, 0,5 mg das amostras foram
dissolvidas em 200 uL de acido trifluoracético (TFA) 4 M, em tubos de hidrdlise de 13 x
100 mm e selados com uma chama de um macarico sob vacuo. Os tubos entdo foram
incubados a 120°C, durante 2 horas.

ApoOs o resfriamento, a temperatura ambiente, os tubos foram abertos e a
solucao foi evaporada em um liofilizador Hetovac Vre — 1. O residuo foi dissolvido em
0,5 mL de isopropanol, novamente evaporado e posteriormente utilizado para a pré-
derivatizacdo (marcagdao quimica). Para a composicdo em monossacarideos, as
amostras foram tratadas segundo a metodologia modificada de FU e O'NEILL (1995) e
a quantidade de amostra injetada foi de 40 uL. As analises das amostras e padrdes
derivados foram desenvolvidas num sistema para CLAE equipado com um detector
UV/VIS (Shimadzu, modelo SPD-M10A).
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O comprimento de onda para a deteccao foi de 245 nm. A separagcdo dos
monossacarideos derivados foi realizada através de uma coluna HRC ODS C18 (4,6
nm x 15 cm) com velocidade de fluxo constante de 0,5 mL por minuto e usando os
tampdes A e B, constituidos por 100Mm de acetato DE AMONIO, pH 5,5, com 10% e
25% de acetonitrila, respectivamente, como fases modveis. O gradiente para a
separacao foi de 30 a 100% de B em 55 minutos. E 100-45% no intervalo de 55-65
minutos.

A quantidade de padrao injetado foi de 40 uL. Para a construgdo da curva de
calibragdo foram utilizadas as seguintes condentragbes da mistura dos acgucares
padrbées: 6,25; 12,5; 25 e 50 umol. Esse ensaio foi realizado no laboratério de
Bioquimica de Microrganismo e Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias de Jaboticabal.

5. Tempo de crescimento maximo das bactérias

Muitos modelos matematicos tém sido propostos para analisar dados nao
lineares. Um modelo que apresenta caracteristicas interessantes para essas aplicagoes
€ o0 modelo exponencial quadratico dado por RATKOWSKY (1989), citado por
SANCHES (1997), o qual possibilita determinar o tempo maximo (horas) do crescimento
das bactérias, bem como agrupar estirpes com as caracteristicas semelhantes através
de analise de agrupamento, segundo SNEATH e SOIKAL (1973). Um conceito
fundamental a ser observado na aplicagdo das técnicas de agrupamento € a escolha
adequada de medidas que definam a distédncia entre 2 objetos ou individuos que
identifique quanto eles sao similares. Esta medida é chamada de coeficiente de
similaridade, usando caracteres quantitativos e qualitativos. Analise de agrupamento
separa o conjunto de dados em grupos tendo a maxima homogeneidade dentro de cada

grupo e a maxima heterogeneidade entre os grupos
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6. Extragao e Purificagdo do DNA das estirpes de rizébio

Para a extragdo do DNA gendmico das estirpes bacterianas seguiu-se o
procedimento descrito por SANTINI CAMPOS (1995), com algumas modificages.

As células previamente crescidas em meio YMA e lavadas com NaCl 0,85%
foram ressuspendidas em 1,0 mL de solugao salina-EDTA (NaCl 0,15 M, EDTA 0,01 M,
pH 8,0), transferidas a tubos de vidro especial “COREX” (n° 00156 - Pirex) e incubadas
a 37°C, por 10 minutos, com agitagdo. Apos a realizagéo da lise por digestdo da parede
celular, adicionou-se com o auxilio de um pipetador automatico, 500 uL de uma solugao
de lisozima (5 mg/mL), preparada momentos antes do uso em uma solugdo de EDTA
10 mM; Dextrose 50 mM e Tris-HCI 24 uM, pH 8,0, incubando-se novamente a 37°C,
por 30 minutos, com agitagcdo suave. Foram adicionados 500 uL de solugdo SDS 20%
(P/V) e apds incubagéo a 55°C (banho-maria) por 20 minutos, com agitagdo ocasional,
acrescentou-se lentamente 500uL de uma solugdo 5 M de perclorato de sddio,
agitando-se suavemente o tubo. A seguir, adicionou-se 2 mL de solugao
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e agitou-se por uma hora a 8°C, sendo em
seguida centrifugada a 10000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. A fase superior foi coletada e
2 mL de solugéo cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) foram adicionados, sendo os tubos
agitados por 20 minutos a 8°C, centrifugados a 7000 rpm por 20 minutos a 4°C e a fase
superior foi cuidadosamente coletada e transferida para outro tubo COREX. Repetiu-se
esta ultima extracdo por mais uma vez, ou até que se conseguisse uma fase aquosa
superior livre de proteinas. Adicionou-se entdo ao coletado, dois volumes de etanol
gelado e deixou-se a —20°C durante a noite.

O DNA precipitado foi separado por centrifugacdao a 7000 rpm, durante 20
minutos, a 4°C, e apos duas lavagens rapidas com 1 mL de etanol 70 %(V/V) em cada
lavagem, os tubos foram vertidos sobre papel toalha até ser eliminado o excesso de
etanol. Apds secagem a temperatura ambiente e dentro do fluxo laminar, o DNA foi
ressuspendido em 500 uL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1mM, pH 8,0).
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7 . Amplificagdao do DNA com oligonucleotideos correspondentes as regioes 16S
rDNA e digestao dos produtos da amplificagdao por endonucleases de restrigao
(PCR-RFLP)

Os oligonucleotideos iniciadores pA e PC5B descritos por DUNBAR et al. (1999),
correspondendo a regides conservadas do gene rDNA 16S foram utilizados para a
amplificagcdo do DNA através da técnica de PCR. As sequéncias dos oligonucleotideos

estao descritas abaixo:

e pA-(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’)
e PC5B - (5- TACCTTGTTACGACTT- 3’)

As condigdes para a reagédo de PCR foram as seguintes:

e Tampao de PCR 1x (Tris-HCI 20mM pH8,4 e KCI 50mM);
¢ 1,5 mM de MgCl; (Invitrogen)

e 200 uM de cada dNTP (Invitrogen)

e 30 ng do DNA molde;

¢ 30 ng de cada oligonucleotideo iniciador;

e 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen)

e Agua milli-Q autoclavada para completar um volume final de 20 pl.

A amplificagao foi realizada em um termociclador MJ Research, Inc., modelo
PTC-100, utilizando os seguintes ciclos: 1 ciclo a 94°C por 2 min.; 35 ciclos (94°C por
30 segundos; 50°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto), 1 ciclo a 72°C por 5 min. e um
ciclo final a 4°C.

Os produtos da amplificacdo foram examinados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, aplicando-se uma aliquota de 10 uL da reacé&o de PCR acrescida de 3uL
de tampao de amostra (azul de bromofenol + glicerol). A corrida eletroforética foi

realizada em uma cuba SunRise e conduzida em tamp&o TBE 1x (Tris 89 mM, Acido
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Bdrico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), adicionado de brometo de etidio (0,5 ug/ml),
durante 1 hora e 30 min. a 80 V constante. O marcador de peso molecular utilizado foi o
"ladder"de 1 kb (Invitrogen)

A visualizagao foi realizada sob luz UV e a imagem de gel documentada em um
fotodocumentador modelo GEL DOC 1000 (BIO-RAD), com a opgéo imagem invertida
para produzir uma imagem negativa.

Aliquotas de 5 uL dos produtos de PCR foram digeridas com endonucleases de
restricdo (1U) como especificado pelo fabricante (Bio Lab - New England), para um
volume final de 20 pL. Foram utilizadas quatro enzimas de restricdo: Taq | (TYCGA),
Msp | (CL.CGG), Hae Il (CG{C*C) e Dde | (CL TNAGG). As amostras foram digeridas a
37°C, durante 1 hora.

Apés a restricao, 2 uL do tampéo de carregamento (30% glicerol; 0,025% de azul
de bromofenol; 250 mM EDTA) foi adicionado as amostras. O marcador de peso
molecular utilizado foi o “ladder” de 1 kb (GIBCO-BRL).

O DNA digerido foi analisado por eletroforese horizontal em gel de agarose 2%.
A corrida eletroforética foi realizada em uma cuba SunRise e conduzida em tampéo
TBE 1x (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), adicionado de
brometo de etidio (0,5 ug/ml), durante 3 horas e 30 min. a 100 V constante. As imagens
foram visualizados sob luz UV e documentadas em um fotodocumentador modelo GEL
DOC 1000 (BIO-RAD), com a opg¢ao imagem invertida para produzir uma imagem
negativa.

As imagens foram analisadas utilizando-se o programa Quantity One (BIORAD)
que utiliza para a comparagao dos dados o coeficiente de Dice (2na/na + np) € para o

agrupamento o método UPGAMA.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Rhizobium e Bradyrhizobium podem ser caracterizados de acordo com o
crescimento em meio liquido e sodlido. A forma, tamanho e textura das colénias e
habilidade de alterar o pH do meio pela producdo de metabdlitos sdo caracteristicas
estaveis que podem definir uma estirpe. Segundo HOLT et al., (1994), o género
Bradyrhizobium apresenta col6nias circulares, opacas, algumas eventualmente
translucidas ou brancas e ndo excedem a 1-2 mm de didmetro com 5-7 dias de
incubacdo em meio YMA. Por sua vez o género Rhizobium, apresenta colénias com
diametro de 2—4 mm apdés 3—4 dias de incubagao, com grande produgao de EPS.

Tais caracteristicas morfologicas de colbnias foram avaliadas nas estirpes em
estudo neste trabalho e se encontram na Tabela 2. Analisando os resultados péde-se
observar que, quanto ao aspecto, todas as colénias sdo circulares e convexas € a
maioria apresenta-se translicida, apenas as estirpes SEMIA 6153, 6161, 6162 e 6165
apresentam colénias brancas e opacas.

Um aspecto importante observado foi a alta produgdo de goma pelas estirpes
SEMIA 4077 e SEMIA 6070, uma importante caracteristica de estirpes de Rhizobium. O
mesmo pode ser observado quanto ao tamanho da col6nia ap6s 5 dias de cultivo, a
maioria das estirpes apresentaram didmetro de 1 a 2 mm, apenas as estirpes SEMIA
4077 e 6070 se mostraram com caracteristicas de Rhizobium com colénias com
didmetro de 5mm.

Outra caracteristica importante a ser analisada na caracterizagao de rizobios é a
capacidade de producido de acido ou base pelas bactérias. Quanto a este aspecto
pode-se observar uma diferenca entre o padrdao de Rhizobium (SEMIA 4077) e
Bradyrhizobium (SEMIA 5080), o primeiro foi produtor de acido e o segundo de base
(tabela 2). Por outro lado, as estirpes analisadas puderam ser divididas dentro desses
dois grupos: as produtoras de base (SEMIA 6159, 6160, 6164, 6192, 6161) e as
produtoras de acido (SEMIA 6169, 6069, 6070, 6153, 6162, 6165 e 6168). N&o foram
observadas estirpes com capacidade de nao alterar o pH do meio de cultivo. Segundo
dados da literatura (JORDAN, 1984; ARAUJO,1994) Bradyrhizobium tendem a
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alcalinizar o meio de cultura, enquanto as estirpes de crescimento rapido tendem a

acidificar o meio de cultivo.

Tabela 2 — Caracterizagdo morfologica das estirpes

Morfologia
Estirpes Tamanho Reacao acido/base/cor
Cor da colbnia depois de 5
dias

4077* Translucida 5mm Acido- amarelo
5080 Translucida Tmm Base- azul
6159 Translucida Tmm Base- azul
6160 Translucida Tmm Base- azul
6164 Translucida Tmm Base- azul
6169 Translucida Tmm Acido- amarelo
6192 Translucida Tmm Base- azul
6069 Transldcida 2mm Acido- amarelo
6070* Translucida 5mm Acido- amarelo
6153 Opaca 2mm Acido- amarelo
6161 Opaca Tmm Base-azul
6162 Opaca 2mm Acido- amarelo
6165 Opaca 2mm Acido- amarelo
6168 Translucida Tmm Acido- amarelo

*estirpes que apresentaram alta produgéo de goma.

Além disso, ao se avaliar o tamanho das colbnias apds 5 dias de crescimento
pode-se verificar que existe uma variagdo quanto ao tempo necessario para o
aparecimento de colénias em placas com meio YMA, as estirpes SEMIA 5080, 6159,
6160, 6164, 6192 e 6161 demoraram mais tempo, 4 dias ou mais para serem
visualizadas, enquanto que as outras puderam ser observadas apds 2 dias de cultivo.
Esses resultados sugeriram que as primeiras apresentam, em meio de cultivo YMA,

uma menor velocidade de crescimento quando comparadas com o outro grupo.
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Desta maneira uma anadlise da curva de crescimento das estirpes em estudo foi
feita no sentido de se verificar quais estirpes apresentam crescimento lento e quais
apresentam crescimento rapido em meio YMA.

Analisando o crescimento das estirpes em meio liquido, sob agitacdo e
temperatura controlada, péde-se separa-las em dois grupos: o primeiro com estirpes que
sao caracterizadas por apresentarem crescimento lento (até um maximo de 160 unidades de
kletts) e com fase exponencial de crescimento pouco acentuada (Figura 1A), estas estirpes
séo: SEMIA 5080, 6159, 6160, 6164, 6169, 6192 e 6165. E 0 segundo grupo caracterizado por
apresentar estirpes com crescimento rapido (até 400 unidades de klett) e com acentuado
crescimento exponencial entre 24 e 48 horas de cultivo (Figura 1B), as estirpes constituintes
desse grupo séo: SEMIA 4077, 6069, 6070, 6153, 6161, 6162 e 6168.

O tempo de geracdo (tempo necessario para se dobrar o numero de células
bacterianas no meio de cultivo) variou de 11 a 21 horas para as estirpes de crescimento lento e
de 1 a4 horas para as estirpes de crescimento rapido. Por outro lado, o tempo de crescimento
maximo dessas estirpes foi de 7 e 6 dias, respectivamente (Apéndice A).

Todas as estirpes em estudos estédo classificadas como Bradyrhizobium devido ao
hospedeiro de que foram isoladas, leguminosas arbdreas. Entretanto, quando algumas
caracteristicas microbiolégicas sao analisadas pode-se verificar que algumas delas
apresentam caracteristicas dos dois géneros, Rhizobium e Bradyrhizobium.

As estirpes SEMIA 5080, 6160, 6159 e 6192 apresentaram todas as caracteristicas de
Bradyrhizobium desde os padrbes de isoenzimas descritos na literatura até o tamanho e
tempo de aparecimento das colbnias, producao de base em meio YMA e o padrao de
crescimento em meio RDM.

Por outro lado as estirpes SEMIA 4077 e 6070 mostraram caracteristicas de Rhizobium
com tempo de crescimento rapido, colbnias grandes, alta produgcdo de goma e producao de
acido em meio de cultivo.

Dentre as estirpes que apresentaram caracteristicas comuns dos dois géneros estao as
estirpes SEMIA 6164, 6169, 6168, 6162, 6153, 6069, 6165 e 6161. A maioria dessas estirpes
guando analisadas quanto ao tamanho das col6nias em meio YMA mostraram caracteristicas

de Bradyrhizobium com colbnias pequenas de até 1mm de didametro.
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Por outro lado, apenas a estirpe SEMIA 6161 e 6164 demoraram 4 dias para ter suas
colbnias visiveis, sendo produtora de alcali, as outras comegaram a ser visualizadas com 2
dias de cultivo e s&o produtoras de acido, caracteristicas de Bradyrhizobium e Rhizobium,
respectivamente.

Esses parametros analisados caracterizam alguns aspectos microbioldgicos das
estirpes em estudo e mostram o compartilhamento de caracteristicas entre os dois géneros de
bactérias, portanto, para melhor caracterizagéo delas deve ser utilizada outras técnicas.

A classificagdo de bactérias tem se baseado em caracteristicas genéticas e/ou
fenotipicas, onde as fenotipicas levam em consideragdo aspectos morfolégicos,
fisioldgicos ou bioquimicos e no caso da familia Rhizobiaceae, também na
compatibilidade simbidtica com as leguminosas hospedeiras; e as genotipicas podem
ser obtidas através de varios métodos tais como: relagdo mol% G+C, analise da
sequéncia de nucleotideos (DNA e/ou rRNA); hibridizagdo DNA-DNA e/ou RNA; perfil
do polimorfismo obtido com a amplificagdo ao acaso do DNA (RADP) ou dos
fragmentos de restrigdo (RFLP); perfil obtido com sequéncias repetitivas no genoma
(REP e ERIC) e etc.

A classificagao oficial do género Bradyrhizobium como se encontra no Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (JORDAN, 1984) considera somente caracteristicas
fenotipicas e a relagdo mol% G + C, entretanto, o subcomité de taxonomia de
Rhizobiacea (GRAHAM et al., 1991) propés que um conjunto minimo de metodologias
padronizadas deveriam ser executadas para a descricdo de um novo género ou
espécie. Assim, seria desejavel que fossem analisadas pelo menos trés caracteristicas
genotipicas; trés caracteristicas fenotipicas e uma caracteristica mista das duas.

Como neste estudo foram observadas bactérias com caracteristicas dos dois
géneros, outras metodologias de analise foram avaliadas para melhor se caracterizar

essas estirpes.
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Figura 1- Curvas de crescimento de estirpes de rizébios
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ARAUJO (1994) descreve a grande capacidade das bactérias do género
Rhizobium em produzir EPS. Estas, quando cultivadas, podem fazer com que esse
material pingue na tampa das placas quando essas sdo invertidas. A Tabela 3 mostra a
anadlise da composicdo e teor total dos EPSs das 14 estirpes obtidas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os resultados revelam que os EPSs
dessas estirpes tém em sua composicdo 0s monossacarideos manose, ramnose, acido
galacturénico, glicose e galactose em diferentes concentragbes. Os cromatrogramas se
encontram no Apéndice P.

Quanto ao teor total de agucares encontrado no EPS das estirpes pela analise por
CLAE pode ser verificado que existe trés grupos de bactérias: aquelas que produzem baixa
quantidade de EPS (3,63 a 38,10 umol/mL) constituidas pelas estirpes SEMIA 5080, 6159,
6160 e 6165; outro grupo que produz alta quantidade (101,89 a 286,95 umol/mL), constituido
pelas estirpes SEMIA 4077, 6169, 6192, 6070, 6153 e 6168; e um terceiro grupo com
producao intermediaria de EPS (59,96 a 90,33 umol/mL), onde aparecem as estirpes SEMIA
6164, 6069, 6161 e 6162.

Esses resultados ndo estdo de acordo com dados de literatura que mostram alta
producao de EPS para bactérias fixadoras de nitrogénio que apresentam crescimento rapido.
As estirpes deste trabalho que apresentam crescimento rapido sao as estirpes SEMIA 4077,
6168, 6162, 6153, 6069, 6070 e 6161; por outro lado as estirpes que produzem maior
quantidade de EPS sdo SEMIA 4077, 6168, 6153, 6070, 6169 e 6192, portanto, pode-se
observar que as duas ultimas estirpes (SEMIA 6169 e 6192) apesar de apresentarem
quantidades elevadas de EPS (caracteristica de Rhizobium) apresentam crescimento
caracteristico de Bradyrhizobium. Contrariamente, a estirpe SEMIA 6069 apresenta
caracteristicas microbiologicas de Rhizobium, mas se mostra baixa produtora de EPS.

Quanto a analise qualitativa dos agucares constituintes do EPS, pode ser observado,
que as estirpes SEMIA 6165, 6169, 6069, 6070 e 6153 apresentaram a mesma composi¢ao
em agucares que a estirpe padrao de Rhizobium SEMIA 4077, entretanto, a estirpe SEMIA
6153 diferenciou-se por apresentar uma quantidade muito maior de glicose enquanto que a

6165 apresentou teores baixos de todos esses agucares.



Tabela 3 - Composi¢ao molar de EPS de estirpes de Rizdbios e Bradirrizébios (umol/mL).
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Acucares Total de
Manose Ramnose Ac. Galac. Glicose Galactose
m acucares
4077 4,68 1,17 1,31 82,06 85,99 175,21
5080 5,90 - - 21,40 10,80 38,10
6159 - 23,40 0,92 1,10 - 25,42
6160 - 4.1 - 10,30 - 14,40
6164 2,18 - 26,12 43,70 8,54 80,54
6169 0,43 2,02 0,55 40,18 85,54 128,72
6192 30,38 1,99 - 55,26 14,26 101,89
6069 242 6,80 0,63 47,02 3,09 59,96
6070 0,40 1,58 0,15 121,22 40,69 164,04
6153 0,35 0,06 65,96 145,07 75,51 286,95
6161 6,51 - - 83,82 - 90,33
6162 0,67 - 8,79 64,95 8,29 82,70
6165 0,64 1,11 0,11 1,25 0,52 3,63
6168 1,06 2,87 - 128,04 55,81 187,78

Por outro lado, o EPS das estirpes SEMIA 6192 e 6168 apresentou-se constituido de

manose, ramnose, glicose e galactose, mas a diferenca mais significativa entre elas foi a

grande concentracdo de manose na primeira e de glicose na segunda. Essa mesma diferenca

quantitativa em acucares pode ser observada entre a estirpes SEMIA 6164 e 6162, ambas

apresentaram EPS constituido de manose, acido galacturdnico, glicose e galactose, sendo

que a estirpes SEMIA 6164 apresentou teor maior de manose e acido galacturénico que a

outra estirpe, a qual teve, por sua vez, maior quantidade de glicose.

As estirpes SEMIA 6159 e 6160 ndo apresentaram manose nem galactose em seus

EPSs e, além disso, a estirpe SEMIA 6159 caracteristicamente, mostrou conter grande

quantidade de ramnose em sua constituicdo. Por outro lado a estirpe SEMIA 6161 se

diferenciou da SEMIA 5080 pela auséncia de galactose e grande teor de glicose que constitui

seu EPS.
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Como relatado por MORT e BAUER (1982) e por HUBER et al. (1984) dentro da
espécie de Bradyrhizobium japonicum foi descrito dois tipos de EPS quanto a sua
constituigado, o tipo A é constituido por glicose, manose, galactose, acido galacturénico
e 4-O-metil galactose, e o tipo B apresenta estrutura de EPS constituida de ramnose e
acido galacturdnico. Segundo os resultados observados neste trabalho, apenas as
estirpes SEMIA 5080, 6164 e 6162 poderiam ser consideradas como contendo EPS do
tipo A, mesmo nao tendo sido detectado a presencga de acido galacturénico na primeira,
as outras estirpes apresentaram uma mistura de agucares nao caracteristico e que
sugerem a existéncia de outros padroes de EPS, como anteriormente proposto por
NICOLAS (1996).

Tendo em vista as dificuldades encontradas até o presente para se caracterizar as
estirpes de Bradyrhizobium em estudo passou-se a analise das bactérias por técnicas
moleculares.

LAGUERRE et al. (1994) mostraram que a utilizagdo de um método de analise
por PCR-RFLP resultava na rapida identificacdo de Rhizobium, Bradyrhizobium e
Agrobacterium. Neste método, oligonucleotideos iniciadores correspodente ao gene
DNA ribossomal 16S, fD1 e rD1, (WEISBURG et al., 1991), foram usadas para a
amplificagcdo do DNA. Os produtos obtidos por PCR foram tratados com endonucleases
de restricdo e observados em gel de agarose. Essa técnica permitiu a diferenciacao de
48 estirpes representantes dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium.

Estudos similares foram realizados por VINUESA et al. (1998) na caracterizagao
genotipica de estirpes de Bradyrhizobium e mostraram uma grande diversidade entre
essas bactérias. Tendo em vista esses dados da literatura, neste trabalho foram
realizados PCRs do DNA das estirpes através do uso de oligonucleotideos especificos para a
regidao do DNA do RNA ribossomal 16S e o produto da PCR foi tratado com endonuclease de
restricdo (PCR-RFLP) para posterior analise dos fragmentos.

Os resultados da PCR se encontram na Figura 2 que mostra a presenga de uma
banda unica com 1500 pb, caracteristica da amplificacdo do DNA de uma regi&o do 16S
RNA.
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1500 pb

Figura 2 — EGA-BE (Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo) de
produtos da PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores pA e PC5B com o DNA gendmico
das estirpes (1) SEMIA 5080, (2) SEMIA 6159, (3) SEMIA 6160, (4) SEMIA 6164, (5) SEMIA
6169, (6) SEMIA 6192, (7) SEMIA 4077, (8) SEMIA 6069, (9) SEMIA 6070, (10) SEMIA 6153,
(11) SEMIA 6161, (12) SEMIA 6162, (13) SEMIA 6165, (14) SEMIA 6168. (P) padrdao de DNA.

Apo6s o tratamento dos produtos de PCR com as endonucleases de restricdo as
enzimas Mspl, Haelll, Taqil e Ddel, os fragmentos obtidos e observados por eletroforese em
gel de agarose foram analisados e agrupados fornecendo o dendrograma mostrado na
Figura 3.

Como pode ser observado o uso dessa metodologia proporcionou a separagao das
estirpes em dois grupos com aproximadamente 60% de similaridade. O primeiro grupo (A) esta
constituido pelas estirpes SEMIA 6161, 6159, 5080, 6192 e 6160; e o segundo (B) pelas
estirpes SEMIA 6168, 6165, 6070, 4077, 6069, 6164, 6153, 6162 e 61609.

As estirpes padrao de Bradyrhizobium SEMIA 5080 e a de Rhizobium SEMIA
4077 encontram-se separadas cada uma em um dos grupos, portanto esses resultados
apresentam concordancia com os obtidos por LAGUERRE et al. (1994) que, pela
andlise das estirpes por PCR-RFLP, conseguiu a identificacdo de Rhizobium,

Bradyrhizobium e Agrobacterium.
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Figura 3 — Dendrograma obtido pela andlise das bandas dos produtos da PCR apds o
tratamento com as endonucleases de restricdo. Método de agrupamento UPGAMA.

Os dados observados com relagao as outras estirpes podem, entdo, sugerir que
as estirpes que se encontram no grupo A pertengam ao género Bradyrhizobium e as
outras ao género Rhizobium. Entretanto, dentro de cada grupo, pode ser observado que
algumas estirpes possuem uma mistura de caracteristica de cada género. A Tabela 5
mostra um resumo das caracteristicas observadas de cada estirpe como: o tamanho da
colénia ( dado em mm de diametro apos 5 dias de cultivo em meio YMA); a produgéo de
acido (a) ou alcali (b) em meio YMA contendo azul de bromotimol; o cresimento lento (I)
ou rapido (r) em meio YML; a composicao total de agucares observada por CLAE e o
grupo proporcionado pela analise dos fragmentos obtidos por PCR-RFLP do DNA do
16S rRNA.



33

Tabela 5 - Resumo das caracteristicas microbiolégicas, de producao de EPS e grupo
determinado por PCR-RFLP do 16S rDNA de cada estirpe estudada.

Estirpe | Tamanho da | Produgéo | Crescimento| Composi¢do | Grupo PCR-
(SEMIA) | colbnia (mm) de em meio total de RFLP
acido/base liquido acucares do rDNA 16S
EPS
(umol/mL)
4077 5 a r 175 B
5080 1 b I 38 (A)* A
6159 1 b I 25 A
6160 1 b I 14 A
6164 1 b I 80 (A) B
6169 2 a I 128 B
6192 2 b I 101 A
6069 1 a r 59 B
6070 5 a r 164 B
6153 2 a r 286 B
6161 1 b r 90 A
6162 2 a r 82 (A) B
6165 2 a I 3 B
6168 1 a r 187 B

*Classificacao segundo MORT& BAUER (1982) e por HUBER et al. (1984) em EPS do TipoA e B.

Essas caracteristicas quando analisadas em conjunto com os dados de literatura que
classificam as estirpes como pertencentes ao género Bradyrhizobium (B) ou Rhizobium (R)
estdo expressas na Tabela 6. Essa avaliagdo mostra que as estirpes SEMIA 5080 e
6160 e SEMIA 4077 e 6070 apresentaram todas as caracteristicas avaliadas como
sendo dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, respectivamente, entretanto, pode-se
observar que pode haver mistura de caracteristicas entre a estirpes. O grupo formado
pelas estirpes SEMIA 6159, 6192 e 6164 apresentou predominancia das caracteristicas
de Bradyrhizobium, enquanto que, aquele formado pelas estirpes SEMIA 6069, 6162 e
6168 mostrou-se preponderantemente com caracteristicas de bactérias do género
Rhizobium. Por outro lado, o grupo formado pelas estirpes 6169, 6161 e 6165
apresenta uma equivaléncia entre as caracteristicas dos géneros Bradyrhizobium e

Rhizobium.
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Tabela 6 — Resumo da classificagdo das estirpes como pertencentes ao género

Bradyrhizobium (B) ou Rhizobium (R) de acordo com a caracteristica estudada.

Estirpe | Tamanho | Produgdo | Crescimento | Composicédo| Grupo Perfil
(SEMIA) | da colbnia de em meio total de PCR- isoenzimas®
acido/base liquido acucares do RFLP
EPS rDNA 16S
5080 B B B B B B
6160 B B B B B B

*SOD e G6P desidrogenase, Bento, M.C. (comunicagao pessoal)



V. CONCLUSOES

Tendo por base os resultados obtidos neste trabalho, p6de-se observar:

1. Quando foram feitas as analises morfolégias das estirpes foim possivel
separa-las em 2 grupos: as produtoras de acido e as produtoras de alcali,
bem como as de crescimento rapido e lento;

2. O tempo de geragao variou de 11 a 21 horas para as estirpes de crescimento
lento e de 1 a 4 horas para as estirpes de crescimento rapido;

3. Quanto ao teor total de agucares encontrado no EPS pode ser verificado que
existem trés grupos de bactérias: aquelas que produzem baixa quantidade de
EPS, constituidas pelas estirpes SEMIA 5080, 6159, 6160 e 6165; outro grupo
que produz alta quantidade, constituido pelas estirpes SEMIA 4077, 6169, 6192,
6070, 6153 e 6168 e um terceiro grupo com produgéo intermediaria de EPS
onde aparecem as estirpes SEMIA 6164, 6069, 6161 e 6162;

4. Através da analise por PCR-RFLP da regido do rDNA 16S as estirpes puderam
ser separadas em dois grupos com aproximadamente 60% de similaridade. O
primeiro grupo (A) esta constituido pelas estirpes SEMIA 6161, 6159, 5080,
6192 e 6160; e o segundo (B) pelas estirpes SEMIA 6168, 6165, 6070, 4077,
6069, 6164, 6153, 6162 e 6169;

5. Concluiu-se que técnicas moleculares sao mais precisas, mas para a avaliacoes
de relagdes filogenéticas outros estudos, incluindo outras espécies de rizébios,

devem ser realizados.
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APENDICE(S)



APENDICE A - Dados obtidos usando um modelo exponencial quadratico que permitiu
obter um coeficiente de determinacdo (R?) muito préximo a 1, permitindo avaliar o

crescimento das estirpes com maior credibilidade.

ESTIRPE MODELO R° PARAMETROS
A B C CMH.!
4077 el,846226+O,O469506>e0,0001502x2 09010 184622 0,0469506 - 144
6 0,0001502
6070 e2,641124+0,0465751x—0,0001703)(2 08887 264112 0,0465751 - 144
4 0,0001703
6153 @386001+0,0267767 -0,0000904%2 0,7616 386001 0,0277672 - 144
0 0,0000904
GRUPO 6069 e 116723-0,0261539x-0,0000892x2 0,7376 411672 0,0261539 - 144
| 3 0,0000892
6168 e3,86252+0,0301556>60,0001153x2 06945 386252 0,0301556 - 144
0,0001153
6161 e3,85102+0,0249474><-o,0000823><2 08027 385102 0,0249474 - 144
0 0,0000823
6162 eS,850117+0,2242747x—0,0000745x2 0,7499 385017 0,0242747 - 144
0 0,0000745
6160 e0,794444l-O,O472802x—0,0001349x2 09760 0,79444 0,0472802 - 168
4 0,0001349
6169 e2,76677+0,0221153>@0,0000662)(2 08856 2,76677/ 0,0221153 - 168
0 0,0000662
6192 el,676335+0,029494x—0,0000783)3 09916 167633 0,0294%4 - 168
5 0,0000783
GRUPO 6159 eO,5494814+0,0405567x—0,0001015x2 09965 054948 0,0405567 - 168
I 1 0,0001015
6164 @0.668483-0,0309597 0,0000633% 09821 066848 0,0309597 - 168
3 0,0000633
5080 @0-3790255+0,0550829x0,0001854x" 09586 0,37902 0,0550829 - 168
5 0,0001854
6165 62,01845+0,0307031>e0,0000969)(2 09440 2,01845 0,0307031 - 168
0 0,0000969

Obs.: "CM.H. : crescimento méximo em horas.
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APENDICE P — Perfis cromatrogréaficos representativos de aclcares derivados com

PMP obtidos a partir da hidrélise de EPS das estirpes em estudo.
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