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Introducao

Tem sido freqiientemente observado, que apds exposi¢do a temperaturas elevadas, estirpes
de Rhizobium sofrem alteracdes nas suas caracteristicas simbidticas (Mathis et al, 1985; Barbour
& Elkan 1989). Estirpes de Rhizobium capazes de nodular o feijoeiro sdo particularmente
sensiveis devido suas caracteristicas genéticas. Os genes responsaveis pela fixacdo de nitrogénio
(genes nif) estdo localizados em um plasmidio Psym e seu complexo genoma contem seqiiéncias
repetidas que propiciam sitios de recombinac¢do e rearranjos gendmicos (Flores et al, 1987;
Martinez et al, 1987). Com o aumento da temperatura, dele¢des plasmidiais (Trevors, 1986) e
rearranjos gendmicos (Soberon Chaves et al, 1986) podem ocorrer resultando em perdas ou
alteracdes das propriedades simbidticas. Conseqiientemente, essa instabilidade genética pode
comprometer a utilizagdo dessas estirpes como inoculantes. Neste estudo, avaliamos o efeito de
choques térmicos sucessivos sobre a performance de fixacdo de N, e caracteristicas genéticas de
estirpes de Rhizobium efetivas na nodulacdo do feijoeiro.

Material e Métodos

- Culturas liquidas padronizadas das estirpes de Rhizobium tropici (BR 322 e SLA 2.2) e
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (SLA 1.5 e SLP 2.10) foram inoculadas em solo estéril
(0,7 ml de in6culo bacteriano / g de solo) e submetidas a choques térmicos sucessivos (45°C por
4 horas) com intervalos de 48 horas. Ao final de 4 choques, foram obtidas col6nias isoladas, por
incorporagdo do solo inoculado, em meio de cultura YMA. Trés colonias, escolhidas
aleatériamente de cada uma das estirpes de Rhizobium, foram inoculadas separadamente em vaso
de Leonard, contendo sementes pré-germinadas de feijoeiro. Apds 30 dias de crescimento, as
plantas foram colhidas e avaliadas quanto a produgdo de massa seca.

- Para caracterizacdo genética via AP-PCR (“Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction,
fingerprinting”) estirpes de Rhizobium originais e suas respectivas colOnias isoladas obtidas apds
choques térmicos, tiveram seu DNA extraido (S4 et al, 1993), amplificado usando o primer
aleatorio S34 (5 GGT TCG ATT GGG GGT TGG TGT AAT ATA 3’), de acordo com Steindel
et al, 1993 e os produtos da amplificagdo visualizados através de coloragdo pela prata (Santos et
al, 1993).

Resultados e Discussao
O comportamento entre e dentro de cada estirpe de Rhizobium, ap0s estresse térmico, foi

varidvel nas duas espécies testadas. Todas as coldnias provenientes das estirpes de R. tropici (BR
322 e SLA2.2) nodularam e fixaram nitrogénio na planta hospedeira. De acordo com a tabela 1,



os niveis de fixacdo de N, , avaliados pela producdo de massa seca, mostram diferencas
significativas ou entre si ou em relacdo a estirpe original ndo submetida ao estresse térmico. Ja
entre as colonias provenientes das estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli (SLA 1.5 e SLP
2.10) duas delas, uma proveniente da estirpe SLA 1.5 e outra da estirpe SLP 2.10 ndo nodularam
a planta hospedeira. As demais coldnias, assim como ocorreu com aquelas provenientes das
estirpes de R. tropici nodularam e fixaram nitrogénio em niveis significativamente diferentes. A
variabilidade na eficiéncia de fixacdo de N, dentro de uma mesma estirpe tem sido relatada em
estirpes de Rhizobium (Peres et al, 1994; Weaver & Wright, 1987) e especificamente em estirpes
capazes de nodular o feijoeiro (S4 et al, 1994), porém a perda da capacidade de nodulacdo
ocorrida em algumas colonias das estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli indicam a maior
instabilidade dessa espécie.

A andlise dos produtos de amplificacio do DNA das diferentes colonias dentro de uma
mesma estirpe de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. tropici, submetidas ao estresse térmico,
mostrou também em nivel genético, a variabilidade refletida nas suas caracteristicas fenotipicas.
Os perfis obtidos a partir das colonias provenientes das estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli, foram mais diversificados em relacdo a estirpe original do que aqueles obtidos a partir
das coldnias provenientes de estirpes de R. tropici. Esses resultados confirmam as informagdes da
literatura sobre a aparente maior estabilidade das estirpes de R. fropici em relacdo as estirpes de
R. leguminosarum bv. phaseoli.

Tabela 1: Producdo de massa seca (peso planta), dados em valores médios de 3 repeticdes, de
diferentes colonias de R. tropici e R. leguminosarum bv. phaseoli, apds choque térmico

sucessivo.
Estirpes de Rhizobium Producdo de massa seca (g)
R. leguminosarum Controle* Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3

bv. phaseoli

SLA1.5 0,832 0,551° ndo nodulou 0,434
SLP2.10 0,354 0,788" 0,648 nio nodulou
R. tropici

BR322 0,424 0,205 0,435 0,554
SLA2.2 0,618 0,287 0,382 0,555

* O controle € representado pela estirpe original ndo submetida ao choque térmico.
ab P . ~ . . e .
“ - valores médios seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com

Duncan 5% de probabilidade.
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