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METODOLOGIA DE AVALIACAO DE ESTIRPES DE Rhizobium
EM NODULOS DE LEGUMINOSAS

Cesar Heraclides Behling-Miranda

RESUMO - Sao apresentadas metodologias de marcacao de
estirpes de Rhizobiun e de reconhecimento da estirpe,
marcada em sua dinamica de ocorrencia em nodulos de legu-
minosas, quando usadas como inoculantes em ambiente  com
estirpes nativas pre-estabelecidas. Sao descritas rotinas
praticas das tecnicas de uso de mutantes a antibioticos
e de reacoes de imunoaglutinacao.

METHODOLOGY FOR EVALUATION OF Rhizobium STRAINS
IN LEGUME ROOT-NODULE

ABSTRACT - Procedures to mark RhiZzobium strains are
presented. Mathodologies to release the marked strains
and to study their behaviour under field conditions in
presence of other netive Rhizobiwum strains are given.
Practical methods for the use of antibiotic mutants and
immune-aglutination reaction technics are described.

Eng? Agr?, Bolsista da EMBRAPA-CNPGC






METODOLOGIA DE AVALIACAO DE ESTIRPES DE Rhizobium
EM NODULOS DE LEGUMINOSAS

1 INTRODUCAOQ

A pratica de inoculacao com estirpes pre-selecionadas
de Rhizobium, reconhecidamente capazes de alta eficien-
cia em fixacao de N, atmosferico e transferencia de Ni-
trogenio em forma assimilavel ao hospedeiro, e critério
basico para o incremento da proteina e da matéria seca
em leguminosas produtoras de graos e forrageiras. O pro-
cesso tem mostrado, na pratica, ser uma fonte segura de
aumento de produtividade e economia de insumos nitroge-
nados (Dobereiner & Duque 1980).

Paralelamente a alta capacidade de fixacao, uma estir-
pe deve tambem ser capaz de formar nodulos prontamente,
ser competitiva com Rhizobia nativos do solo e microor-
ganismos residentes antagonicos e persistir no solo apos
sua introducao (Brockwell & Dudman 1968; Chatel et al.
1968; Freire et al. 1983).

Weaver & Frederik (1974a), por exemplo, demonstraram,
em trabalho com soja, que areas contendo populacao esta-
belecida de Rhizobia superior a mil ceélulas por grama de

solo nao respondem significativamente a inoculacao, e
que, para se obterem 50% dos nodulos formados com uma
estirpe inoculada, seria necessario introduzir 1.000

vezes mais celulas do que as existentes no solo (Weaver
& Frederik 1974b).

Diversas tecnicas e metodologias tem sido propostas e
usadas para se marcar com seguranca uma estirpe de Rhi-



zobium e acompanhar sua dinamica no ambiente, quando ino-
culada. Entre estas, citam-se o uso de estirpes induto-
ras de clorose (Means et al. 1961), uso de mutantes a al-
tas concentracoes de antibioticos (Obaton 1971; Schwin-
ghamer & Dudman 1973), resistencia intrinseca a varios
antibioticos (Josey et al. 1979), resistencia a gradien-
tes de concentracao de antibioticos (Bromfield et al.
1982), marcacoes geneticas (Johnston & Beringer 1975),
morfologia de colonias (Pinto et al. 1974) e  sorologia
(Vincent 1941, 1942, 1970;Dardawal & Sen 1973).

Neste trabalho, faz-se uma compilacao das rotinas usa-
das para marcagao individual de estirpes de Rhizobium
pelo uso de mutantes a antibioticos e por sorologia, com
enfase a tecnica de imunoaglutinacgao.

2 MARCACAQO DE ESTIRPES PELA OBTENCAOIHEMUTANTES A ANTIBIO
TICOS

Dentro de populaciao de uma estirpe definida, buscam-se
mutantes a determinado nivel de um dado antibiotico.

Os mutantes, quando usados como inoculantes, tem sua
dinamica, no solo ou em nodulos, acompanhada por meio de
verificacao de ocorrencia em isolamentos, feitos sempre
em meio de cultura com o antibiotico ao nivel em que fo-
ram selecionados.

E recomendavel, na pratica, o uso de marcacao pela ob-
tencao de mutantes a mais de um antibiotico, para se evi-
tarem distorcoes, devidas a ocorrencia de mutantes natu-
rais no solo (Bromfield & Jones 1979), possivel de ocor-
rer com frequencia, por exemplo, em solos de cerrado, on-
de foi demonstrado haver predominancia de actnomicetos na
microflora, notadamente Streptomyces (Coelho & Drozdowicz
1979) sao produtores naturais de antibioticos, e em solos
submetidos a calagem, onde ha estimulo ao aumento destes
microorganismos (Baldani et al. 1982).

Normalmente usa-se estreptomicina, a qual, da mesma for-
ma que tetraciclina, espiromicina e clorafenicol, rara-



mente interfere na capacidade de fixacao da estirpe, co-
mo fol demonstrado em relagao a novobiocina, penicilina,
vancomicina e bacitracina (Brockwell et al. 1977; Brom-
field & Jones 1979; Pankhurst 1977; Schwinghamer 1964,
1967; Zelazna-Kowaslka & Lorkiewicz 1971).

2.1 Obtencao de mutantes

Preparam-se solucoes com o antibiotico escolhido
em concentracoes crescentes (em ppm por exemplo), e faz-
se sua adicdo por filtracao em "milipore" a meio -~ YMA!,
quando este, apos sair da autoclave, estiver com tempe-
ratura entre 45 e 50°C.

O meio antibiotico resultante e distribuido em placas
de Petri e, depois de solidificado, faz-se em sua super-
ficie a semeadura e dispersao de quantidades de celulas
(por exemplo: 1 ml de solugao salina com a estirpe pre-
crescida), como na rotina de contagem por diluicgao.

Noutro procedimento, faz-se a semeadura diretamente na
placa, acrescentando-se, a seguir, o meio ainda 1liquido
(45-500C), fazendo-se movimentos suaves com a placa nas
quatro direcoes basicas e deixando-se solidificar nor-
malmente.

Devem ser feitas repetigées para cada tratamento usado
e um tratamento testemunha, sem antibiotico, para compa-
racoes de crescimento.

As placas semeadas sao colocadas, para desenvolvimento
bacteriano, em incubadora a 30-32°C e, apos o tempo de
crescimento caracteristico da estirpe, faz-se avaliacao
da ocorrencia de mutantes, pela formacao de colonias ca-
racteristicas.

Os mutantes selecionados serao os obtidos a uma con-
centracao alta, tomada como padrao e que € muito varia-
vel em funcao, principalmente, do ambiente de origem e

! Extrato de levedura, manitol e agar (Vincent 1970).



tornam-se 0S novos representantes da estirpe.

Poderao, a seguir, ser armazenados normalmente em meio
de cultura YMA, sem antibiotico, como na rotina classica.

2.2 Avaliacao de mutantes introduzidos em nodulos

Feita a inoculacao com os mutantes, para a avalia-
cao de sua ocorrencia nos nodulos formados, sao tomados,
na coleta, numero de nodulos representativo do total
formado por planta, fazendo-se repeticoes de plantas,
tantas quantas forem necessarias, em um tratamento. Des-
tes nodulos, e feito isolamento direto de Rhizobia, em
meio de cultura com o nivel do antibiotico ao qual o mu-
tante foi obtido, fazendo-se tambem isolamento em meio
sem antibiotico para comparacoes de ocorrencias efetivas
de Rhizobia em todos os nodulos. Em uma placa de Petri
podem ser isoladas bacterias de ate 10 nodulos.

Os nodulos dos quais foram isolados Rhizobia  capazes
de crescerem no meio com o antibiotico foram formados pe-
la estirpe mutante, podendo-se expressar a ocorrencia
desta em porcentagem do total formado, sendo, os nodulos
restantes, formados por estirpe susceptivel ao antibio-
tico, nativa do solo, ou inoculada junto com o mutante.

Os resultados dos isolamentos podem ser dispostos como
no seguinte esquema resumido:

Meio YMA normal Meio YMA + antibiotico
Nodulo Nodulo
Planta Planta
1 2 3 1 2 3
X X a X X X
X X X b X
c X ¢ X X
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A interpretacao seria:
- Meio YMA normal: ocorrencia positiva de RhZzobia em to-
dos os nodulos.

- Meio YMA + antibiotico: ocorrencia positiva do mutante
nos nodulos 1, 2, 3, na planta a, no nodulo 1 na planta B
e nos nodulos 2 e 3, planta c.

Obtidos anticorpos especificos, pode-se fazer o reconhe-
cimento da estirpe indutora por diferentes tecnicas, como:
imunoaglutinagao (Dudman & Brockwell 1968; Means et al.
1964 ; Parker & Grove 1970), imunoprecipitacgao por difusao
em gel (Dudman 1964, 1971; Skerdleta 1969), eletroforese
(Roberts et al. 1980), imunofluorescencia (Trinick 1969;
Jones & Russel 1972) e marcacao enzimatica (Elisa Test)
(Krishinevsky & Bar-Joseph 1978).

Rotineiramente, em trabalhos de avaliacao de estirpes
marcadas em nodulos, faz-se uso de tecnicas de imunoaglu-
tinagao, que apresentam metodologia de facil manuseio.

3 MARCACAO POR SOROLOGIA

A formacao de anticorpos especificos a determinantes an-
tigenicos distintos de uma estirpe de Rhizobium em animais
como o coelho, por exemplo, € um meio seguro para marcacao
e posterior diferenciacao entre estirpes antigenicamente
diferentes (Date & Decker 1965, Graham 1963).

3.1 Obtengao de anticorpos

3.1.1 Preparacao do antigeno

Rhizobium possui indutores antigenicos, soma-
ticos e flagelares (Vincent 1941, 1942; Vincent et al.
1973), sendo estes ultimos comuns a grupos de bacterias,po-
dendo ocorrer reacoes cruzadas quando de seu uso. Sao ter-
molabeis e, na pratica, eliminados por exposicao do calor.
Os somaticos estao incluidos na celula e sao estaveis ao
calor.

Fazendo-se crescer a estirpe a ser marcada em meio YMA
solido, inclinado em tubo de ensaio, suspende-se a colonia
resultante em solucao fisiologica (NaCl 0,97 3 a 5 ml) em

4]



frasco esteril, fazendo-se, caso necessario, a limpeza de
pedacos de agar incluidos por centrifugacao a baixa rota-
cao.

A solucao resultante, com turbidez avaliada conter nu-
mero superior a 10 ceéelulas/ml, e mantida por 30 minutos
em banho-maria a 100°C para eliminacao dos indutores fla-
gelares. A seguir, faz-se divisao desta solucao em duas
partes, mantendo-se uma como padrao, para posterior checa-
gem dos anticorpos formados ou outras comparagoes, e a ou-
tra parte sera usada como inoculo no animal escolhido,man-
tendo-se ambas, quando nao em uso, em refrigerador a 4°C.

3.1.2 Inoculacao em coelhos

Devido a facilidade de obtencao, manuseio e quali-
dade do soro produzido, normalmente usam-se coelhos como
produtores de anticorpos para Rhizobium.

E preciso escolher animais jovens, maduros sexualmente,
com peso superior a 3 kg e, se possivel, da mesma racga.

A inoculacao de solucao antigena pode ser feita intra-
venosamente na veia marginal da orelha e intramuscularmen-
te, com ou sem uso de adjuvante, escolhendo-se uma regiao
de pouca irrigacao sanguinea, como na regiao plantar, en-
tre os dedos ou costal, no pre-escapular.

Dudman (1973) sumariza esquemas de inoculacao descritos
por diversos autores, sendo mais usado na pratica a de
Schmidt et al. (1968), com as seguintes caracteristicas:

- aplicacao, durante tres dias seguidos, de 0,5; 1,0 e 1,5
ml da solucao antigenica na veia marginal da orelha;

- descanso por tres dias seguidos;

- novas aplicacoes, por tres dias, de 1,5; 2,0 e 2,0 ml da
solucao antigénica;

- descanso durante sete dias;

- coleta de sangue (ate 5 ml) e quantificacao dos anticor-
pos formados (avaliacao do titulo do soro).

Caso se obtenha bom titulo, faz-se coleta de maior volu-
me de sangue, por puncao cardiaca ou sacrificio do animal.
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A inoculacao na veia marginal da orelha, na pratica,
e feita apos desinfeccao local com alcool, estando o coe-
lho seguro por um auxiliar e mantido preso enrolado em
uma faixa de tecido ou toalha.

O mesmo auxiliar pressiona a veia com os dedos, fazen-
do com que esta inche, devido ao corte do fluxo normal
do sangue, o que pode ser favorecido, dando-se batidas
com os dedos na orelha do animal.

Com este procedimento, facilita-se a localizagao e in-
troducao da agulha na veia.

Com a mao direita o operador introduz a agulha, com a
esquerda firma a seringa e a orelha, fazendo entao a des-
carga do volume da seringa suavemente.

Usam-se seringas descartaveis, com agulhas finas, tipo
de seringas de um ml ou agulhas proprias ''scalp leps -
cath", encontradas em revendedores especializados.

3.1.3 Coleta de sangue e avaliagao do titulo

Escolhido e posto em pratica o esquema de inocu-
lacao do antigeno, no tempo previsto fazem-se retiradas
de sangue para obtencao do antisoro, no qual se fara uma
avaliacao preliminar semiquantitativa de seu potencial
em anticorpos que reagem com o antigeno especifico.

A retirada so sangue pode ser feita por puncao cardia-
ca, coletando-se o sangue diretamente do coracao ou a-
traves de um corte leve na veia marginal da orelha.

A primeira tecnica e indolor, possibilita a retirada
de maior volume de sangue, e o animal tem recuperacao i-
mediata, enquanto a segunda é mais traumatizante e pos-
sibilita a coleta de pouca quantidade de sangue.

A puncao cardiaca é feita mediante a introducao de
agulha esterilizada pela parte central superior da caixa
toraxica, com leve angulagao para a esquerda, ou late-
ralmente, evitando-se as costelas, tendo-se verificado
antes, por tato, a provavel localizagao do coragao.
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A retirada deve ser suave, mas segura, para evitar que
ocorra coagulacao do sangue, o que entupira a agulha.

O coelho deve estar seguro firmemente por um auxiliar,
mantido pela regiao pre-escapular e no pos-ileo.

0 sangue e recolhido em tubo de ensaio, deixado a tem-
peratura ambiente por 2 a 3 h e, por igual periodo de
tempo, em refrigerador; torna-se novamente ao ambiente
por menor periodo de tempo e, a seguir, faz-se a separa-
cao do uso e do coagulo por centrifugacao a 2.000 rpm
durante 10 minutos.

O titulo e obtido mediante o contraste entre solugoes
diluidas do soro e concentragoes constantes do antigeno,
e a ultima diluicao em que ocorrer aglutinacao total,
visualizada pela formagao de grumos, e o titulo do soro,
e equivale a quantidades de unidades aglutinantes (anti-
corpos) por unidade de volume de soro.

As diluigoes do scro sao feitas em solucao fisiologica
com pH em torno do neutro, fazendo-se sempre o uso de
duas repeticoes por diluicao, para verificacao da ocor-
rencia da aglutinacao total (positivo nas duas repeti-
coes) ou parcial (positivo em uma repeticao).

Na pratica com Rhizobium, fazem-se diluigoes seriadas
de 1:25 (1 ml de soro em 24 ml de solucao fisiologica ou
fracoes correspondentes) ate 1:3200 numa 12 bateria de
tubos, por diluigao continua da metade do volume do tubo
anterior, em igual volume de solucao fisiologica no tubo
seguinte, oito vezes seguidas.

Numa 22 bateria, onde podem ser usados tubos menores,
tipo dos usados para hemolise ou placas de microtitula-
cao, transfere-se 0,2 ml de cada diluicao individual do
soro e 0,2 ml de solucao antigenica, mantida como pa-
drao, obtendo-se, desta forma, diluicao a metade, resul-
tando em diluicoes finais de 1:50 ate 1:6400.

O preparo das diluicoes e esquematizado na Fig. 1.

Fazem-se sempre duas repeticoes de cada d:luicao, e,
ainda, uma testemunha somente com solucao fisiologica e
antigeno.



s°’° | m| 12,5 ml da mustura
12 BATERIA ] :
amiy BB M M OB M |HANciosve
B ": & P /‘: :: ::
diluicao 1:25 1'SO  1'I00 F200 1:400 1:800 11600 I: 3200
0,2 mli
22 BATERIA D D D D D D D UO.ZmI
antigeno

diluicao S0  I'I00 1200 1'400 1'800 11600 1:3200 1:6400

FIG. 1. Preparo de diluicoes para avaliacao de
titulo do soro
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Os tubos serao cobertos por papel celofane ou material
plastico duro; no caso do uso de placas de microtitula-
cao, coloca-se uma outra placa invertida por cima, man-
tendo-as em banho-maria por 2 a 3 hsa 56°C.

Em alguns casos se obtem melhores resultados manten-
do-se em banho-maria 3 a 4 hs a 37°C.

A leitura e feita frente a um fundo escuro iluminado,
podendo, para maior seguranca, ser feita com o auxilio de
uma lupa e, na ultima diluic3ao em que se notar a formacao
de grumos facilmente distinguiveis, tem-se o titulo do
soro, sendo considerados bons titulos para reacoes de a-
glutinagoes, os iguais ou superiores a 1:1600.

Caso o titulo obtido esteja abaixo deste patamar, e re-
comendavel que se faca nova inoculacao da solugao antige-
nica (2,0 ml), com nova avaliacao do titulo sete dias
apos. '

Quando se obtem bom titulo e caso, futuramente se torne
a usar coelho para novas produgoes de soro, pode-se fazer
retiradas parciais de ate 30 ml de sangue de cada vez,
tendo-se o cuidado de repor, na circulagao, solugao fi-
31olog1ca, _para nao se interferir em excesso no sistema
de irrigacao sanguinea do animal.

3.1.4 Conservacao do soro

A conservacao do soro pode ser feita pela adigao
de solucao 17 de mertiolate até concentracao de 1:10000
(0,1 ml em 10 ml de soro), pela adicao de solucao 107 de
fenol ate concentragao de 0,5% (0,5 ml em 9,5 ml de soro)
ou glicerina, em partes iguais, com soro (1:1).

Caso se use glicerina, deve-se considerar, futuramente,
que se fez diluicao a metade do soro original.

Adicionado o conservante escolhido, faz-se estocagem em
"frezzer" a -160C ou em refrigerador a 49C, sendo reco-
mendavel dividir o estoque original em partes proporcio-
nais ao uso de rotina, evitando-se contaminacoes ou des-
naturalizacao de componentes por sucessivos descongela-
mentos.
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4 AVALIACAO DE ESTIRPES MARCADAS SOROLOGICAMENTE POR
IMUNOAGLUT INAGAO

Obtido o anticorpo especifico, pode-se avaliar a ocor-
rencia da estirpe marcada em isolados de nodulos, em no-
dulos secos, apos sua reidratacao com agua.

Means et al. (1964) propoem metodologia de avaliacao

por aglutinacao em nodulo grandes, do tipo de soja e
feijao, e Parker & Grove (1970) propoem metodologia si-
milar para avaliagoes em nodulos pequenos, do tipo de

trevo e alfafa.

Basicamente, o procedimento de avaliacao obedece ao se-
guinte esquema: (Means et al. 1964):

- nodulos frescos ou secos reidratados sao dispostos in-
dividualmente em tubos pequenos, adicionando-se 3 a 4 ml
de solucao fisiologica;

- faz-se esmagamento dos nodulos com bastao de vidro ou
pinca, lavando-se bem o material usado a cada mudanca
de tubo;

- dilui-se com solucao fisiologica a suspensao resultan-
te, ate haver turbidez equivalente em todos os tubos;

- leva-se a bateria de tubos a banho-maria a 1000C, por
30 minutos;

- Apos esfriar, transfere-se 0,2 ml de soro de cada es-—
tirpe e 0,2 ml de extrato de cada nodulo (antigeno) a
ser testado para tubos pequenos ou placa de microtitula-
cao, fazendo com que o extrato de cada nodulo contraste
com todos os soros (Fig. 2). Fazer testemunha: extrato
e solucao fisiologica;

- leva-se a banho-maria por 3 a 4 hs a 56°C;

- faz-se leitura, observando onde ocorreu aglutinacao
(formacao de grumos).

A diluicao do soro a ser usada e aquela pre-determina-
da na checagem de titulo que possibilitou melhor forma-
cao e visualizacgao dos grumos.
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@ ocorréncia de oglutinuzao efetiva
(O Nao ocorréncia de oglutinagdo
T Testemunha

Avaliacan
nodulo 1eS - presenca da eshirpe A
nodulo 2 - presenca 91 eshirpe B
nodulo 3  presernca da estirpe C
nodAo 4 - infeccao mista por Ce D ou possivel
ocorréncia de reocao cruzada

FIG. 2. Disposicao em placa de microtitulacac de extrato
de nodulos (1,2,3,4...) e soros marcados (A,B,C,
D...) para determinacao da ocorrencia de extir-
pes em nodulos.
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0 periodo de incubagao em banho-maria pode ser  feito,
ainda, a 370C, por 2-3 horas, e a leitura apos uma noite,
mantendo-se, neste periodo, a bateria em refrigerador a
40C, Este parametro deve ser padronizado experimentalmen-
te para as condicoes apresentadas em trabalhog distintos.

A percentagem dos nodulos com reacao positiva no teste,
sendo estes amostras representativas do total de nodulos
formados e de plantas por tratamento, da a percentagem de
ocorrencia da estirpe marcada.

Quando ocorrer confusao entre estirpes sabidamente dis-
tintas, por ocorrencia de reagcoes cruzadas, devido a si-
milaridade antigenicas em escala variavel entre as estir-
pes, e aconselhavel se fazer o uso de reacoes de imuno-
precipitacao por difusao em gel, que possibilita identi-
ficar o grau de similaridade existente, dando maior pre-
cisao a avaliacao.

O procedimento e descrito por Vincent (1970).
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