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CAPITULO 12

QUANTIFICACAO DA COMPETITIVIDADE NODULAR DE
RHIZOBIUM E BRADYRHIZOBIUM

Ricardo S. Araujo’

12.1. Introduc¢io

A inconsisténcia dos resultados da inoculagfio de sementes de leguminosas com Rhizobium e
Bradyrhizobium, em nivel de campo, faz com que a adogio dessa tecnologia de baixo custo seja,
muitas vezes, encarada com ceticismo pelos produtores. Muitos dos casos de insucesso da inoculagio
sfio atribuidos a baixa competitividade das estirpes de bactérias inoculadas, que nfio s@o capazes de
prevalecer nos nddulos do hospedeiro (Baldwin & Fred, 1929; Nicol & Thornton, 1941; Weaver &
Frederick, 1974; Meade et al., 1985; Triplett & Sadowsky, 1992), Esse quadro é particularmente sério
quando o cultivo € realizado em solos que contenham uma determinada quantidade de bactérias
naturalizadas capazes de nodular aquela espécie de planta. Por essa razfo, é importante que os progra-
mas visando a seleco de inoculantes para leguminosas considerem, também, a competitividade nodular
das bactérias em teste, o que demanda a existéncia de métodos simples e confiaveis para analise.

Considera-se competitividade nodular como a capacidade de uma determinada estirpe de estar
presente na maioria dos nédulos do hospedeiro, mesmo representando a minoria numérica na popula-
¢lo de bactérias que fazem contato com as raizes. Este conceito permite a aplicagio de modelos
matematicos que relacionam a ocupagiio nodular com a representatividade de cada estirpe no inoculo.
0O modelo que sera descrito neste capitulo foi desenvolvido por Beattie et al. (1989), e pode ser aplica-
do tanto para estirpes isogénicas, testadas sob condi¢fes controladas, como para estudos de campo
sobre a competitividade de estirpes promissoras para produzir inoculantes. A interpretagio dos resul-
tados é simples, fornecendo uma medida da competitividade de cada estirpe, e permitindo determinar

a dose de inoculante adequada para melhorar a ocupagfio dos nédulos pelo inoculante no campo.
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12.2. O Modelo de Beattie et al. (1989)

Este modelo aplica um tratamento de regresséo linear para interpretar a interdependéncia entre
a ocupacdo nodular e a proporcionalidade entre duas estirpes no indculo, ou entre uma estirpe inocu-
lada e a populagdo naturalizada de rizébios nos casos de estudos com solo. A equacdo que descreve

essa interdependéncia é:

logrm———— = 1IC, , + klog —— {Equacéo 1)

onde:
P, = percentagem de nodulos ocupados pela estirpe A;
P, = percentagem de nodulos ocupados pela estirpe B;
IC, , = indice de competitividade (ponto onde a reta intercepta o eixo das ordenadas);
k = constante (inclinacio da reta);
1, = concentragio de células da estirpe A no indculo (n%/mL);

[, = concentragio de células da estirpe B no indculo.

O modelo acima foi testado com um par de estirpes de Rhizabium que nodulam o feijoeiro, e
foi capaz de descrever a competitividade relativa dessas estirpes sob condi¢des de cimara de cresci-
mento, casa de vegetacio e de campo. Maiores detalhes sobre o seu desenvolvimento podem ser
encontrados em Beattie et al. (1989).

12.3. Aplicacdes do Modele para os Estudos com Estirpes [sogénicas

As aplicacdes descritas aqui foram empregadas com sucesso para estudar a correlagiio entre
determinados fendtipos e a competitividade nodular de Rhizohium spp. para o feijoeiro (Milner et al.,
1992; Araujo, 1993). Em estudos como esses, onde se pretende determinar se uma estirpe ¢ mais
competitiva que uma outra para estudar a correlagfio entre fenatipos, o mais indicado € a realizagio de
uma andlise genética de mutantes definidas (mutantes apenas no fendtipo em estudo) e independentes,
e suas variantes com o fendtipo restaurado por clones especificos de bibliotecas gendmicas das estir-
pes originais. A aplicacio do modelo permite quantificar o grau de alteragio na competitividade em
consegiiéncia da mutagfo. ‘

No exemplo de Araujo (1993) buscava-se estabelecer uma correlagio entre a capacidade de R.
leguminosarum bv. phaseoli (Rlp) e R. etli (Re) de produzir exopolissacarideos (EPS) e sua
competitividade nodular. Foram geradas duas colegGes de mutantes independentes (ver capitulo 11),
por inserciio do transpdson TnJ, deficientes na produgiio de coldnias gomosas quando crescidas a

28°C, em meio de cultura rico em carbono (YM, ver capitulo 2). Foram também empregadas variantes
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cujos fendtipos haviam sido restaurados por clones especificos de bibliotecas gendmicas das estirpes

originais. '

Procedimento:

1 - Partindo de uma estirpe original (com ou sem uma marca de resisténcia a antibidtico), gerar
mutantes por inser¢fio do transposon Tn3 (ou outro), definidas quanto ao fendtipo desejado (é neces-
sario que o fendtipo mutante seja discernivel, de alguma forma, do original). Selecionar mutantes
independentes para estudos posteriores.

Nota: em analises genéticas é importante que se estude o maior niimero possivel de mutantes
independentes para estabelecer correlagdes concretas; basta que apenas uma mutante fuja a
regra para impedir uma conclusio sobre a correlagio entre fendtipos.

2 - Se houver uma biblioteca gendmica disponivel, obter as variantes com fendtipos restaura-
dos e reserva-las para analise.

Nota: todas as estirpes (originais e mutantes) empregadas em andalises como essas devem ser estocadas
sob condigSes favoraveis 4 manutenciio de suas propriedades genéticas (liofilizacdo, congela-
mento a -80° C, ou em nitrogénio liquido).

3 - Certificar-se de que as mutantes apresentam apenas um fendtipo mutante, aquele que se
quer estudar. As demais caracteristicas e propriedades das mutantes devem ser idénticas as das estir-
pes originais.

4 - Para os ensaios de competitividade, crescer culturas da estirpe original, das mutantes e suas
variantes em tubos de ensaio ou frascos contendo meio YM ou TY liquidos, sem antibidticos, por trés
dias, a 28° C, com aeragio (para Bradyrhizobium crescer por cinco a sete dias).

5 - Preparar dilui¢fes das culturas, em dgua destilada esterilizada, de forma a obter suspensdes

com uma absorbdncia a 600 nm (A, ) igual a 0,1,

(e
Nota: para culturas cuja correlago entre absorbancia e concentra¢do de células é conhecida, pode-se
pular a proxima etapa, necessdria para equalizar as concentragdes de células no inéculo.

6 - Fazer a contagem do numero de bactérias/mL nessas suspensdes em hemacitémetro ou
cdmara de Petroff-Hauser, ao microscopio. Ajustar as suspensdes com dgua destilada esterilizada de
forma a obter a mesma concentragio de células em todas.

7 - Fazer dilui¢es apropriadas das suspensdes para contar o niimero de células por plaqueamento
em meio de cultura especifico (adicionar os antibidticos apropriados). Esses nimeros serfio necessa-
rios para determinar as proporgdes celulares nas suspensoes empregadas para a inoculagéo.

8 - Partindo das suspensdes ajustadas, fazer dilui¢tes de cinco a 1000 vezes, conforme a neces-
sidade, em dgua destilada esterilizada. Por exemplo, podem-se fazer as diluigdes 5X, 10X, 20X, 50X,
100X, 500X e 1000X. Um volume de cerca de 100 mL de cada dilui¢iio ¢ adequado. Fazer a conta-
gem da concentragiic de células nas suspensdes diluidas como no item 7. O numero de dilui¢Ges
necessdrias vai depender do niimero de tratamentos desejados. Cada tratamento ¢ a mistura de uma

mutante ou variante com a estirpe original, como por exemplo, nas combinagdes a seguir:
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Estirpe Original : Mutante ou Variante
1 1000
1 500
1 100
1 50
1 20
1 10
1 5
I 1
5 : 1

10 1
etc.

O niimero de tratamentos vai variar com o nimero de mutantes em teste. Pode-se diminuir o
numero de combinagdes de cada par, mas sfo necessdrias pelo menos trés combinagGes por par, inclu-
indo a mistura na propor¢do 1:1 e uma outra em cada diregfio. O modelo se aplica melhor quando séo
utilizadas pelo menos cinco combinagdes.

9 - Preparar as plantas hospedeiras (sementes ou pldntulas), esterilizadas, de acordo com um
dos métodos descritos no capitulo 3. Serfio necessarias oito a dez plantas (unidades experimentais)
por tratamento.

10 - Preparar as misturas da estirpe original com cada mutante ou variante, como nos exemplos
a seguir:

" a) 500 Original : Mutante 1

Tomar 6 mL da suspensdo da estirpe original com A = 0,1 e misturar com 6 mL da

600
dilui¢iio 500X da mutante; agitar vigorosamente e empregar para inoculagiio em seguida. Nio arma-
zenar misturas antes da inoculagfio.

b) 1 Original : Mutante 20

Tomar 6 mL da diluigiio 20X da estirpe original e misturar com 6 mL da suspensdo da
mutante com A, = 0,1, Proceder como no exemplo anterior.

- 11 - Inocular as sementes ou plantulas correspondentes a cada tratamento com 1 mL das mis-
turas imediatamente apds serem preparadas. Inocular o mesmo nimero de repetigdes com as suspen-
sdes individuais (A, = 0,1) para fins de controle.

12 - Apbs inocular todas as sementes ou plintulas, leva-las & cAmara de crescimento ou casa de
- vegetagdo, e manté-las de acordo com os procedimentos recomendados no capitulo 3.

13 - Para plantas que nodulam rapidamente (ex.: soja, feijdo, caupi) a colheita pode ser realiza-
da 21 dias apés o plantio/inoculagiio. Na colheita, remover as plantas de seu substrato e lavar bem as

raizes em dgua corrente. Destacar seis nodulos de cada uma das oito plantas para analise.

]
.
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Nota: caso haja necessidéde,'os nodulos podem ser armdzenados para analise posterior. Para
| isso, transferir os nodulos de cada planta para tubos de microcentrifuga devidamente iden-
tificados e adicionar cerca de 500 pL de solugdo de glicerol a 15%, levando-os ao
congelador. Esses nodulos deverdo ser processados em no méaximo 30 dias. Para estocagens

mais longas os nédulos podem ser armazenados sobre CaCl, anidro.

A amostra deve ser de no minimo 48 nodulos. Havendo falta de espago ou material podem-se
utilizar seis unidades experimentais por tratamento, colhendo-se oito nédulos de cada planta.

14 - Processar os nédulos para identificagdio de seus ocupantes de acordo com métodos de
rotina como resisténcia a antibioticos (Beattie & Handelsman, 1989), sorologia (ver capitulo 8), perfil
eletroforético em géis de poliacrilamida (Kamicker & Brill, 1983), etc. Computar as duplas ocupacdes,
acrescentando-as aos dados de ocupago individual por cada uma das estirpes. Transformar esses
dados em percentagem de nédulos ocupadoes por cada estirpe, e calcular a proporcio Poms-Pmu-r € seu
logaritmo decimal. Ap6s a obtengdo desses dados, resgatar os resultados das contagens de niimeros
de células nas suspenses inoculantes.

15 - Calcular a proporgdo de células em cada uma das misturas; calcular o logaritmo decimal
dessa proporgio.

Ex.: mistura 1 Original : Mutante 50 (proporcdo tedrica)

n° células/mL da dilui¢do 50X da estirpe original: 3,21.10°
n° células/mL da suspensdo da mutante com A,=0,1:2,2510
proporgo I ..:I . =521.10/2,25.10" = 1/43 ,2 (proporgio calculada)

ORIG™ " "MUT"

log IDll[G IMLF'I' -1 635

16 - Elaborar as curvas de competiciio utilizando as percentagens de nddulos ocupados por
cada estirpe, em cada combinagio, no eixo das ordenadas (Y} e os valores dos logaritmos decimais das
proporgdes de indculo no eixo das abscissas (X). Uma curva de competi¢éo caracteristica de um par
de estirpes igualmente competitivas, elaborada a partir de dados tedricos (gerados pela aplicacdo do
modelo) € representada na Figura 12.1. O ponto de intersegdo das duas curvas indica a composigio de
in6eulo necessdria para que cada estirpe ocupe 50% dos nédulos do hospedeiro. Como as duas estir-
pes do exemplo sdo igualmente competitivas, cada uma ccupar 50% dos nédulos quando representar

50% do inéculo {proporgiio 1:1; log = 0).
Quando uma mutante & signiﬁcativamente menos competitiva que a estirpe original, o ponto
de intersegdio das curvas se desloca para uma propor¢do de indculo que favorega a mutante (Figura
12.2a). Se a restauragiio do fendtipo da mutante estiver associada a restaura¢do da competitividade, o
ponto de interse¢do das curvas se deslocard novamente em diregdo ao zero (Figura 12.2b), As curvas

de competigfo sdo excelente recurso visual para caracterizar a competitividade de um par de estirpes.
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Ocupaciao Nodular (%)

log TIA/IB
FIGURA 12.1. Curva tedrica de competigdo pela nodulagdo entre
duas estirpes igualmente competitivas.

17 - Para aplicar o modelo, utilizar os seguintes valores:
X=log I yelyur )
Y =log Pops Pt _

Utilizando um programa de anilise estatistica por computador, cua calculadora, fazer a regres-
sio deY sobre X. A transformagio em log permite a linearizagdo, gerando uma equagao de primeiro
grau. O indice de competitividade (IC_yq,q) €quivale ac ponto de Intersegdo da reta no eixo das
ordenadas. No caso de duas estirpes ignalmente competitivas a reta passard pcla origem, e IC sera
igual a zero. Se, na analise de varidncia da regressdo, for observado que os dados descrevem uma reta
que ndo passa pela origem (b_# 0), conclui-se que hd uma diferenga 51gn1flcat1va na competitividade
das estirpes em teste. Assim, se:

IC opmr > 0. amutante € menos competitiva que a estirpe original;
IC = {}, as duas estirpes sio igualmente competitivas;

ORIG:MUT

IC poanr < 0, amutante & mais competitiva que a gstirpe original.
A interpretagio dessa analise permite dizer se a mutagio que deu origem ao novo fenotipo

alterou também, significativamente, a competitividade da estirpe, possibilitando o estabelecimento de

correlagdes entre fenotipos.
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FIGURA 12.2. Curvas reais de competigio entre a estirpe original e uma mutante

menos competitiva (A) e entre a estirpe original e a variante com
fendtipo restaurado (B).
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12.4. Aplicacio do Modelo para Estudos de Competitividade no Solo

O modelo de Beattie et al. (1989) também pode ser aplicado para avaliar o desempehho de
inoculantes quanto & habilidade de competir com as populagdes naturalizadas de rizébios homologos.
Nesses casos também se aplicam diferentes proporgdes de indculo de acordo com o tamanho da popu-
lagdo naturalizada. Esta andlise, entretanto, nfo permite inferir sobre correlagdes entre fendtipos e a
competitividade nodular das estirpes no solo, pois a populacdio naturalizada de rizobios &, provavel-
mente, muito heterogénea, o que implica em que o inoculante e as bactérias naturalizadas sejam dife-
rentes em diversos fendtipos que podem interferir na competitividade. Os efeitos de certos fendtipos
sobre a competitividade no solo s6 poderiio ser estudados se forem testadas mutantes também (os
testes com organismos geneticamente alterados ndo devem ser realizados no campo sem os devidos
cuidados).

Procedimento:

1 - Antes de mais nada é preciso conhecer o tamanho da popula¢io de rizébios homologos no
50lo onde sera realizado o experimento. O melhor € que se tenha uma no¢iio ou estimativa da concen-
tracdo desses rizobios/g de solo antes do experimento. Caso n#o seja possivel, a contagem deve ser
realizada paralelamente ao experimento.

Nota: ndo se deve guardar o solo para esperar o resultado da contagem, pois isso pode alterar a

concentragdo de bactérias até o momento de plantio do experimento.

2 - Determinar a concentracio de rizobios homologes/g de solo pela técnica do niimero mais
provavel (NPM - capitulo 3), utilizando o0 mesmo hospedeiro (espécie e cultivar) do experimento.

3 - Crescer as culturas de bactérias como descrito anteriormente, e preparar as suspensdes com
A, =01

4 - Calcular a concentragio de células nas suspensdes com A = = 0,1 por contagem em

600
hemacitdmetro ou camara de Petroff-Hauser. Fazer também a contagem por plaqueamento em meio
de cultura especifico. ‘

Nota: uma suspens&o com A, = 0,1 tem uma concentragfo de células na ordem de grandeza

de 107, variando com a estirpe. | Se o solo contiver uma popﬁla@ﬁo alta, na ordem de

grandeza de 10°, e for desejavel utilizar, de acordo com o experimentoum I, /I, o 10,

serd necessdrio caleular a concentragéo de células na cultura original para determinar a
- diluigdo necessdria para obter a concentragéio desejada.

3 - Preparar as suspensdes diluidas conforme descrito anteriormente, de acordo com a necessi-
dade para obter as diferentes propor¢des de indculo em relagiio a populagio do solo. Para esses
cdleulos considera-se que uma semente, ao ser plantada, € exposta a aproximadamente 1 g de solo.
Assim, o niimero de céls./g de solo é igual ao niimero de céls./semente. Esse nimero deve ser utilizado
para calculo das proporgdes de indculo, que serfio obtidas dividindo-se o niimero de céls./mL da

suspensdo diluida pelo nimero/g de solo (equivalente ao niumero de células/semente).
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6 - No caso de experimentos em vasos com solo, inocular as sementes aplicando 1- mL das
suspensdes d1retarnente sobre as mesmas, imediatamente apds o plantio. Se os experimentos forem
plantados no campo, uma alternativa para facilitar a inoculacio & umedecer as sementes com as sus-
pensdes de indculo (diluidas como necessarlo) e polvilha-las com turfa seca, esterilizada, para recobri-
las. Nesses casos, ¢ importante:

a) contar o nimero de sementes a serem inoculadas de forma a ajustar o volume de
inéculo de acordo com a concentraglio para que cada semente receba, ao ser plantada, o niimero de
células necessario para fornecer a proporgdo [, /L., , desejada;

b) fazer a contagem, em placas, do nimero de células realmente aplicado a cada semente, em
cada tratamento. Esses dados serfio os mais importantes para célculos do I, /I, , para a aplicagio
do modelo.

7 - Manter as plantas de acordo com os procedimentos adequados para cada situac&o. I impor-
tante dar &s plantas todas as condigdes apropriadas para crescimento (adubagfio, irrigacdo, tratos cul-
turais, etc.). Colher as plantas a partir de 30 dias apds o plantio/inoculagiio. Coletar os nddulos e
processd-los como descrito anteriormente. No caso de plantas crescidas em solo, 0s nédulos que
devem ser amostrados sdo aqueles distribuidos por uma distdncia de até 2 cm ao redor da coroa da
planta, visto que séo esses nddulos que sdo normalmente induzidos pelo inoculante. Os nddulos nas
raizes secundarias servirdio para dar uma no¢ic da migracio do inoculo pelo solo, mas niic devem ser
analisados para inferir sobre a competitividade dos inoculantes,

8 - De posse dos dados, elaborar as curvas de competicfo e aplicar o0 modelo matemadtico,
conforme descrito anteriormente, para calcular o IC das estirpes inoculadas em relagio a populagio
do solo. As curvas de competigdo, nesses casos, permitem ainda determinar a dose de indculo neces-
sdria para se conseguir que as estirpes inoculadas ocupem a maioria dos nédulos do hospedeiro, o que
serve de subsidio para a elaboragfio de estratégias para a inoculagfo em massa.

12.5. Consideracdes Finais

0 esquema de analise sugerido neste capitulo proporciona uma boa base para inferéncia sobre
a competitividade nodular entre duas estirpes isogénicas ou entre estirpes inoculantes ¢ a populagio
de rizobios do solo, e se aplica a andlises genéticas de correlagdes entre fendtipos bacterianos e sua
competitividade nodular, no caso de estirpes isogénicas. E possivel, também, determinar a dose de
inéculo que se deve empregar para que certas estirpes ocupem a maioria dos nédulos do hospedeiro
quando utilizadas como inoculantes em solos com populagdes estabelecidas de rizobios homdlogos.
Entretanto, essa analise ndo oferece uma medida da contribuigio da maior competitividade de certas
estirpes para a fixagio do nitrogénio e a nutrigio da planta hospedeira.

O modelo também néo leva em conta os eventos que ocorrem na espermosfera (regifo de
influéncia da semente em germinacio) e que podem influenciar os rizébios entre a inoculacéio e a
infecgio dos pelos radiculares. Dados como estes e como aqueles provenientes da andlise nutricional
das plantas devem sempre acompanhar as inferéncias sobre a competitividade nodular dos rizébios.
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