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RESUMO - Em 1976 a estirpe SEMIA 566 de Bradyrhizobium japonicum (parental) foi introduzida nos
Cerrados, onde formou apenas 2% dos noédulos de soja. Atualmente, o sorogrupo SEMIA 566 domina
(60%) nos nodulos de soja nos Cerrados, deslocando a 29W e SEMIA 587 que ocupavam 90% dos
nddulos. Visando coompreender os mecanismos envolvidos na competitividade, estirpes SEMIA 566
isoladas dos Cerrados foram usadas como inoculante de soja cultivada em duas areas de Cerrados. Os
solos das duas areas apresentavam populagdes residentes, respectivamente, dos sorogrupos 29W (Area 1)
e SEMIA 587 (Area 2). As estirpes SEMIA 566, mais competitivas ante a 29W, diferem das que
venceram a competicdo com a SEMIA 587. Apos seis horas de contato com as raizes de soja, os isolados
SEMIA 566 mais competitivos que a 29W apresentaram alteragdes, em eletroforese(SDS-PAGE), dos
polipeptidios do envelope celular com peso molecular (PM) de 46-44kD e 37kD, e as mais competitivas
que a SEMIA 587 modificaram as proteinas de 44kD, 42kD, 40kD e 37kD. As estirpes pouco
competitivas apresentaram alteragdes tardias (doze horas) ou ndo modificaram esses polipeptidios. As
estirpes SEMIA 566 isoladas, dos solos de Cerrados diferiram da estirpeSEMIA 566 parental, pela
presenga de uma proteina de 44kD. Portanto, esses isolados além de mais competitivos constituem nova
subpopulagdo SEMIA 566.

Termos para indexagdo: competitividade, proteina.

CHANGES IN PROTEIN PROFILES (SDS-PAGE) OF COMPETITIVE BRADYRHIZOBIUM SP. STRAINS DURING
SOYBEAN PRE-INFECTION STAGE

ABSTRACT - When the Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566 (parental strain) was introduced into
Cerrados soils (Savanna soils) in 1976, this strain was found to be able to occupy only 2% of soybean
nodules. In contrast, strains 29W and SEMIA 587 both presented 90% of nodule occupancy. Nowadays,
in the same type of soil, the serogroup 566 dominates (60%) in the soybean nodules, dislocating the 29W
and SEMIA 587 strains. For comparative analysis of parental and adaptedSEMIA 566, some strains
SEMIA 566 were re-isolated from Cerrados and used as inoculant to soybean cultivated in two Cerrado
areas. The first area showed a resident soil population of serogroup 29W (area 1), and in the second area
the established soil population belongs to serogroup SEMIA 587 (area 2). The re-isolates that were more
competitive in 29W area were different from those that have shown to be more competitive than SEMIA
587. After six hours of contact with soybean roots, the re-isolates SEMIA 566 that were more competitive
than 29W presented alterations of electrophoretic(SDS-PAGE) polypeptidic bands of cellular envelope
with molecular weight (MW) of 44-46kD and 37kD. On the other hand, the re-isolates that showed higher
nodule occupancy levels in relation to SEMIA 587 registred alterations in proteins of 44kD, 42Kd, 40kD
and 37kD. The low competitive strains presented delayed alterations (12 hours) or did not modify these
polypeptidic bands. The reisolates SEMIA 566 as well as the parental strain SEMIA 566, are serologically
identical, differing from each other in the protein of 44kD which was absent in the parental strain. The
strains SEMIA 566, isolated from Cerrados soils differed from the parental SEMIA 566 through the
presence of a 44kD protein. Therefore, those isolates, besides being competitive, constitute a new SEMIA
566 subpopulation.

Index terms: competitivity, protein.
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INTRODUCAO

Na década de setenta, a soja foi introduzida nos Cerrados e infectada com diferentes estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii 29W, SEMIA 587, SEMIA 566 (USDA 123), CB 1809, R54 A, 965,
532 C e outras). Entretanto, somente as estirpes 29W e SEMIA 587 persistiram nesses solos, ocupando cerca
de 90% dos nodulos, contrastando com o sorogrupo SEMIA 566 cuja ocorréncia nos noédulos era da ordem de
2% (Vargas et al., 1981). As estirpes 29W e SEMIA 587, dada a sua elevada competitividade pelos sitios de
infeccdo nodular, sua elevada eficiéncia na fixagdo de N e baixa especificidade hospedeira (Peres et al.,
1993), vém sendo usadas como inoculante comercial da soja no Brasil, desde 1980. Porém, nessa ultima
década, constataram-se alteracdes espontdneas na distribuicdo dos sorogrupos nos nodulos de soja em
diferentes areas de Cerrados. O sorogrupo SEMIA 566 passou a apresentar uma dominancia, nos nodulos
superior a 60%, deslocando as estirpes 29W eSEMIA 587 (Vargas et al., 1994). Esses dados sugerem que
essa estirpe, apos vinte anos de sua introducdo nos solos de Cerrados, modificou sua capacidade competitiva.
Essa tendéncia de dominancia da estirpe SEMIA 566 ndo se restringiu aos Cerrados, ocorrendo também em
solos do Planalto Rio-grandense, mas nesses solos a estirpe 29W ainda manteve sua superioridade (Vidor et
al., 1983).

Os mecanismos que determinam a maior habilidade competitiva de uma estirpe em relagdo a outra ainda
ndo sdo conhecidos. A predominidncia de uma estirpe nos nodulos nem sempre pode ser explicada pela
influéncia dos fatores biodticos e abiodticos (George et al., 1987; Postma et al., 1990), ou pela vantagem
numérica de uma estirpe em relacdo a outra (Moawad et al., 1984), ou, ainda, pelo efeito seletivo do genotipo
hospedeiro (Demezas & Bottomley, 1987). Também, algumas estirpes deB. japonicum dos sorogrupos
USDAI110 (Georgeet al., 1987) e SEMIA 566 (Vargas et al., 1994) foram capazes de dominar nos noédulos,
independentemente da variedade de soja.

A capacidade diferencial de ocupacdo dos nddulos pode também ser entendida como uma manifestagdo
genotipica (Bhagwat et al.,, 1991; Triplett & Sadowsky, 1992). Refor¢a essa idéia o fato de a maior
competitividade das estirpes do sorogrupo 566 isoladas dos Cerrados, em relagdo a 29W, também ter sido
expressa em condi¢des monoaxénicas de jarro de Leonard (Scotti et al., 1993). Nessa perspectiva, o carater
competitividade deve ser expresso nas primeiras etapas da comunicagdo entre microrganismo ¢ planta,
quando, provavelmente, ocorrera a definigdo da estirpe ou grupo soroldégico que ocupara os nodulos. Essa
comunicag¢do se inicia com a secre¢do de flavonoides pelas plantas hospedeiras, seguindo-se a expressdo dos
genes bacterianos nod, sintese de varias proteinas de membrana, culminando com a producédo dos fatores Nod
(Dénari¢ & Cullimore, 1993). Esses fatores Nod sdo lipooligossacarideos capazes de elicitar a iniciagdo da
divisdo das células corticais a distancia, crescimento do pélo radicular, deformacdo dos pélos radiculares,
reorganizacdo do citoplasma das células corticais, e despolarizacdo da membrana (Ehrhardt et al., 1992).
Similarmente, bactérias fitopatogénicas codificam proteinas de membrana que sdo consideradas fatores de
viruléncia (Clarke et al., 1992).

Partindo da premissa de que a competitividade ¢ um carater geneticamente controlavel, espera-se que
estirpes que diferem quanto a capacidade competitiva manifestem essa divergéncia na propria célula no inicio
do processo de infeccdo, e seja induzida pelo contato com a raiz da planta. Estudos de Scotti et al. (1993)
evidenciaram que algumas estirpes do sorogrupo SEMIA 566 isoladas dos solos de Cerrados formaram um
maior nimero de ndédulos que a estirpe SEMIA 566 parental em condi¢des assépticas de jarro de Leonard. A
exposigdo dessas estirpes as raizes de soja elevou sua capacidade competitiva ¢ induziu alteragdes protéicas
na membrana, diferindo das estirpes pouco competitivas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade competitiva de re-isolados SEMIA 566 em relacdo as
estirpes 29W e SEMIA 587, em condi¢des de campo, e correlacionar os niveis de competitividade com as
alteragdes nos perfis protéicos (SDS-PAGE), ap6s exposicdo as raizes de soja.

MATERIAL E METODOS

Teste de competitividade em campo



A soja (Glycine max (L.) Merrill), foi cultivada em duas areas experimentais da Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria dos Cerrados (CPAC), as quais tinham recebido inoculagdo, nos anos anteriores, das estirpes de
Bradyrhizobium japonicum, dos sorogrupos 29W(Area 1- predominio da 29W) ¢ SEMIA 587 (Area 2- com predominio
da SEMIA 587). No ano de execugdo do experimento, foi feita a inoculagdo das estirpes 406, 220, 204, 340, 370, 381,
372, 516 e 172, pertencentes ao sorogrupo SEMIA 566, re-isoladas dos solos de Cerrados, incluidas na colegdo da
Embrapa-CPAC. Os nédulos de soja foram coletados e analisados por imunoaglutinagdo (Somasegaren & Hoben, 1985),
com os soros 29W, SEMIA 587 e SEMIA 566, para a identificacdo do sorogrupo dominante em um determinado nodulo.

Exposicio das estirpes do sorogrupo 566 as raizes de soja

Estirpes de B. japonicum do sorogrupo da SEMIA 566 (406, 220, 204, 340, 370, 381, 372, 516 ¢ 122), adaptadas aos
Cerrados, foram desenvolvidas em meio YM (Vincent, 1970) e expostas as raizes de plantulas de soja (var. Doko). A
partir de culturas puras, as bactérias foram transferidas para o meio YMB (Vincent, 1970). Esse material foi centrifugado
a 10.000 rpm, obtendo-se, ao final, trés “pellets” igualmente proporcionais, que corresponderam aos trés tratamentos.
Cada “pellet” foi ressuspenso, com PBS pH 7,4, em recipientes vedados com papel aluminio. Raizes de plantulas de soja
(var. Doko) foram mergulhadas nessa suspensdo bacteriana, através de orificios no papel laminado. Todo esse
procedimento foi realizado em condigdes assépticas. Os tratamentos consistiram de: 1. estirpes-controle (0 h), as quais néo
entraram em contato com as raizes hospedeiras; 2. estirpes submetidas ao contato com raizes hospedeiras, por seis horas, a
temperatura ambiente; e 3. estirpes submetidas ao contato com raizes hospedeiras, por doze horas, a temperatura
ambiente.

Extracao das proteinas do envelope celular

As células peletizadas dos trés tratamentos foram lavadas em PBS pH 7,4, centrifugadas a 10.000 rpm, por cinco
minutos, e ressuspensas em Tris-HCl 50 mM. Em seguida, foram lisadas por sonicagdo, e centrifugadas a 10.000 rpm. A
extrag@o das proteinas do envelope celular foi feita segundo Maagd et al. (1988). O conteudo protéico das amostras foi
padronizado pelo método de Bradford (1976), empregando-se 25 pg de proteinas por canaleta, na eletroforese.

Eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE)

As amostras protéicas foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE, em gradiente de 7,5% a 17,5% (Laemmli, 1970;
Nowotny et al., 1979), calculando-se os pesos moleculares da proteina. Os géis foram corados com coomassie blue R-250
0,1% (p/v). Os perfis eletroforéticos protéicos de cada tratamento, evoluidos em cada canaleta do gel, foram analisados
em densitdmetro computa-dorizado (Zénite Z-30). Esse aparelho registra as leituras das bandas polipeptidicas na forma de
picos. O tamanho dos picos ¢ proporcional & densidade do corante no gel que, por sua vez, ¢ proporcional a quantidade de
proteinas. Portanto, quando se trata de proteinas heterogéneas, pode-se, através da densitometria, estimar alteragdes de
concentragdo, comparando-se a mesma proteina, assim como determinar as posi¢des das proteinas. O tamanho de cada
pico foi estimado por um indice, calculado para cada polipeptidio em cada canaleta. Neste indice (X-0/0), X representa o
tamanho do pico analisado, e 0, o tamanho do pico de referéncia. Esse peptidio de referéncia, presente em cada canaleta,
foi escolhido por apresentar poucas variagdes durante os tratamentos. O emprego desse indice minimiza as possiveis
variagOes de concentragdo de amostra, de uma canaleta para outra, uma vez que as analises sdo feitas sempre em relagdo a
um mesmo pico de referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostrados na Tabela 1 evidenciam que as estirpes adaptadas aos solos de Cerrados
(sorogrupo SEMIA 566) foram reconhecidas pelo anti-soro da SEMIA 566. A maioria dos isolados SEMIA
566 foram mais competitivos pelos sitios de infecgdo que as estirpes 29W e SEMIA 587. As estirpes que
predominaram nos nédulos de soja cultivada na area com populagio estabelecida do sorogrupo 29W (Area 1)
sdo diferentes das que prevaleceram nos nodulos da Area 2, onde a populagdo residente ¢ do sorogrupo
SEMIA 587. Exemplo disto ¢ a estirpe 220, que ocupou 47% dos noédulos quando em competicdo com a 29W
e 72% dos nodulos na Area 2.

A andlise dos perfis protéicos (SDS-PAGE) dessas estirpes evidencia que as raizes de soja induziram
modifica¢des na intensidade de alguns polipeptidios do envelope celular, especialmente os de PM [ 46kD,
44kD, 42kD, 40kD e 37kD, conforme ja observado em condig¢des de vaso de Leonard (Scotti et al., 1993).
Alteragdes metodologicas, tais como reducdo do tempo de sonicacdo das estirpes testadas e das rotagdes
(10.000 rpm) durante o processo de extracdo, permitiram a detec¢do de um maior nimero de bandas



eletroforéticas nas estirpes analisadas, em compara¢do com os resultados anteriormente obtidos (Scotti et al.,
1993). Essas alteragdes metodoldgicas permitiram o desmembramento da proteina unica de 44kD em 46kD e
44KkD, e da proteina de 40kD em 42kD e 40kD.

TABELA 1. Distribuicido percentual dos grupos sorolégicos de Bradyrhizobium sp. em nédulos de soja, cul-tivada
em areas de Cerrados com populacdes estabelecidas dos sorogrupos 29W (Area 1) e
SEMIA 587 (Area 2), que recebeu inoculaciio de estirpes do sorogrupo da SEMIA 566 isoladas dos

Cerrados.
Estirpes Area 1 Area 2
(sorogrupo

SEMIA 566) (Predominio da 29W) (Predominio da SEMIA 587)
29W 587 566 SR! 29W 587 566 SR!
Testemunha 38,0 5,5 46,5 10,0 4,5 32,5 50,5 12,0
406 31,0 0,0 38,5 30,5 2,0 20,5 56,5 21,0
220 50,5 0,0 47,0 3,0 0,0 23,5 72,0 4,0
204 34,0 0,0 57,0 9,5 1,5 41,5 55,0 1,5
370 23,0 1,5 67,0 8,0 1,0 30,5 67,0 1,0
340 18,0 1,0 67,5 13,0 4,0 27,0 69,0 0,0
381 21,0 1,5 68,0 9.4 1,0 12,0 78,0 9,0
372 15,5 0,0 71,5 13,0 0,0 38,5 58,5 3,0
516 9,5 2,0 73,0 15,0 0,0 34,0 60,5 5,0
122 20,0 1,0 79,0 1,0 0,0 32,0 66,0 2,0

! Sem reag@o.

A estirpe 29W apresentou sensiveis alteragdes nos polipeptidios de PM [146-44kD e 37kD (picos -1, 2.1, ¢
3) apos seis horas de contato com as raizes de soja (Fig. 1), conforme ja observado anteriormente (Scotti et
al., 1993). Os isolados SEMIA 566 tais como as estirpes 204 (Fig. 2), 370 (Fig. 3), 381 ¢ 372 (Fig. 4) e o
isolado 516 (Fig. 5), capazes de vencerem a competigdo com a estirpe 29W (Tabela 1), apresentaram
modificacdes nas mesmas proteinas apds seis horas de tratamento, ou entio, apresentaram uma ou mais dessas
bandas constitutivamente intensas, como observado nas estirpes 370 (Fig. 3) e 122 (Fig. 5). Por outro lado,
essas estirpes apresentaram também fortes alteragdes nos polipeptidios de PM [ 42kD e 40kD (picos 2.0 e
2.2). Entretanto, nas estirpes pouco competitivas (566 parental ¢ 406,Fig. 6 ¢ Tabela 1), ocorreu uma tardia
(doze horas) intensificagdo das proteinas de PM[ 46-44kD e 37kD, respectivamente picos 1, 2.1 ¢ 3, ou
somente a proteina de PM37kD foi alterada (estirpe 220,Fig. 2). Portanto, independentemente das alteragdes
ocorridas nos demais polipeptidios, a resposta fraca ou tardia nas proteinas de PM[146kD, PM[}#4kD e 37kD
caracteriza as estirpes com menores indices de competitividade em relacdo & 29W, conclusdo essa que
confirma os resultados anteriormente obtidos (Scotti et al., 1993).

A exposicdo as raizes de soja induziu na estirpe SEMIA 587 rapida (seis horas) intensificagdo dos
polipeptidios de PMU44kD e 42kD, e respostas tardias (doze horas) nos de PMU46kD e 37kD(Fig. 1). As
estirpes isoladas dos Cerrados, com baixa capacidade de nodulagdo em relagdo aSEMIA 587 (Tabela 1),
estirpe 406 (Fig. 6), estirpe 204 (Fig. 2), e estirpe 372 (Fig. 4), caracterizaram-se pelas fracas ou tardias
modifica¢des dessas proteinas. Contrastantemente, as estirpes 220 (Fig. 2);340 (Fig. 3); ¢ 381 (Fig. 4), que
predominaram nos nédulos de soja na Area 2, exibiram uma rapida intensificagdo (seis horas), tanto nos
referidos polipeptidios de PM[ 44kD e 42kD, como na proteina de PM[ 37kD, apds exposi¢do as raizes
desoja.

O isolado 370, que se apresentou igualmente competitivo nas areas 1 (29W) e 2 (587) (Tabela 1), exibiu a
proteina de PM[J 46kD, constitutivamente intensa, e fortes alteragdes foram induzidas pelas raizes de soja,
apos seis horas de tratamento,nas proteinas de PM [ 44kD, 42kD, 40kD e 37kD (Fig. 3). Similarmente, as
estirpes SEMIA 566 que apresentaram elevados niveis de nodulacdo nas duas areas (estirpe 340, Fig. 3;
estirpes 381e 372, Fig. 4; estirpe 516, Fig. 5, e Tabela 1) registraram também fortes alteragdes em todos esses
polipeptidios, garantindo o sucesso frente a qualquer dos competidores (29W e SEMIA 587). As observagdes
anteriores, em condi¢cdes de vaso de Leonard, permitiram sugerir que as alteracdes nos polipeptidios de46-
44kD e de 37kD poderiam representar estratégias competitivas das estirpes do sorogrupo 566. Os resultados
aqui apresentados ndo s6 confirmam mas também esclarecem que a principal estratégia competitiva para



vencer a 29W foi a participacdo dos polipeptidios de PM[146-44kD e 37kD, enquanto em relagdo a SEMIA
587, o requisito foi o envol-vimento das proteinas de PM[J44kD, 42kD, e 37kD.
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FIG. 1. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das
estirpes de B. elkanii 29W e SEMIA 587 e seus respectivos indices de variacido (X-0/0) durante
os tratamentos: controle (A),6 horas (B) e 12 horas (C) de exposicio as raizes de soja. (Pico
1:PMO46kD; Pico 2.1: PMO44KkD; Pico 2.0: PM[O42kD; Pico 2.2: PM[O40 kD; Pico 3: PM[O
37kD; Pico 4: PM[35kD; Pico 5: PM[32KkD; Pico 6: PM[129kD). Fonte: Scotti et al. (1993).
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FIG. 2. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das estirpes de B.
Jjaponicum 220 e 204 e seus respectivos indices de variacio (X-0/0) durante os tratamentos: controle (A), 6
horas (B) e 12 horas (C) de exposicio as raizes de soja. (Pico 1: PMO46KkD; Pico 2.1: PM[44KkD; Pico 2.0:
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PM[29KkD).
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FIG. 3. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das estirpes de B.
Jjaponicum 370 e 340 e seus respectivos indices de variacao (X-0/0) durante os tratamentos: controle (A), 6
horas (B) e 12 horas (C) de exposicio as raizes de soja. (Pico 1: PMO46kD; Pico 2.1: PM[44KkD; Pico 2.0:
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29kD).
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FIG. 4. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das estirpes de B.
Jjaponicum 381 e 372 e seus respectivos indices de variacido (X-0/0) durante os tratamentos: controle (A), 6
horas (B) e 12 horas (C) de exposi¢io as raizes de soja. (Pico 1: PM 46kD; Pico 2.1: PM[144kD; Pico 2.0:
PMO42KkD; Pico 2.2: PM[140 kD; Pico 3: PMO37kD; Pico 4:PM[35kD; Pico 5: PMO32kD; Pico 6: PM[
29kD).



Essas modificagdes foram provocadas pela interagdo planta-microrganismo, na fase de pré-infeccdo, e
parecem estar correlacionadas com os padrdes competitivos. A exposicao de estirpes de rizoébios ao exsudato
de plantas hospedeiras ou a flavandides especificos pode determinar a expressao e regulagdo dos genes nod
(Redmond et al., 1986; Dénari¢ et al., 1992), a expressao dos genes exo (Leigh & Coplin, 1992) ou induzir um
efeito quimiotatico (Dharmatilake & Bauer, 1992). As proteinas do envelope celular de B. japonicum,
envolvidas na interagdo planta-bactéria, podem estar relacionadas com produtos metabolicos dos genes nod, ja
que 40% desses genes produzem proteinas de membrana (Dénarié et al., 1992). Reforca essa idéia o fato de
flavondides, tipo luteolina, induzirem modifica¢des nas proteinas de membrana de R. meliloti, resultando na
sintese de novas bandas protéicas(60-44kD), registradas em perfil eletroforético. Uma dessas bandas (44 kD)
¢ produto do gene nod C (Hubac et al., 1992).

Provavelmente, as modificagdes protéicas das estirpes de B. japonicum constituem respostas bacterianas
aos sinais moleculares dos exsudatos das raizes. As estirpes que responderam a esse sinal com maior
intensificacdo desses polipeptidios, ou que apresentaram essas proteinas constitutivamente intensas, foram
capazes de ocupar maior nimero de nodulos.

Verificou-se, além disso, uma estratégia pe-culiar desenvolvida pela competitiva estirpe 122 (Tabela 1;
Fig. 5), na qual todos os polipeptidios de PM= 46kD (pico 1), 44kD (pico 2.1) e 42kD (pico 2)sdo
originalmente muito intensos. Apds exposi¢do as raizes do hospedeiro, ocorreu redugdo na intensidade dessas
bandas. Similarmente, Scotti et al. (1993) observaram que as estirpes muito competitivas de B. japonicum,
apos contato com raizes de soja, apresentaram redugdo dos niveis de ocupagdo dos nodulos, assim como uma
inibi¢do na sintese desses mesmos polipeptidios. A tendéncia de reducdo dessas proteinas pode ser entendida
pela perspectiva da agdo de flavondides estimuladores e inibidores no controle da expressdo dos genes
envolvidos na nodulagdo, o que promoveria o controle da infec¢do (Rostas et al., 1986), ou, ainda, poderia ser
devida a um excesso de produtos protéicos, que exerceriam um efeito de “feedback” negativo nos genes
produtores (Knight et al., 1986).

A estirpe SEMIA 566 parental parece diferir das estirpes isoladas dos Cerrados, ndo s6 no aspecto da
competitividade, mas também por ndo apresentar um polipeptidio de 44kD em eletroforese (SDS-PAGE), o
qual esta presente em todas as estirpes adapta-das aos Cerrados. Esse dado sugere que a estirpe SEMIA 566
parental pertence a um grupo popula-cional diferente dos isolados SEMIA 566 dos Cerrados.

As proteinas da membrana externa sdo importantes para a viruléncia de alguns fitopatdgenos, ¢ variagdes
dessas proteinas podem estar relacionadas com os grupos de viruléncia (patovar), segundo Ojanen et al.
(1993). Na familia Rhizobiaceae, o estudo comparado das proteinas de membrana vem sendo empregado
como indicador taxonémico, ¢ a similaridade entre estirpes indica ndo s6 a proximida-de taxondémica, mas
também a homogeneidade populacional (Maagd et al., 1988; Arredondo-Peter & Escamilla, 1993). Portanto, a
auséncia do polipeptidio de 44kD na populagdo SEMIA 566 parental resulta na diferenciacdo nao s6 de uma
subpopulag@o mas também de um grupo populacio-nal menos competitivo.

A nodulagdo promovida por um determinado sorogrupo pode ser restringida pelo gendtipo hospedeiro, o
que ocorre antes ou apods a formagdo do primérdio nodular (Sadowsky et al., 1995). Entretanto, esse efeito
depende também do genoétipo bacteriano, pois um Unico gene bacteriano, nol A, ativado pelos flavondides,
pode exercer um controle negativo na expressdo dos genes nod, seja controlando a superexpressdo dos genes
nod, seja regulando outros genes, ainda desconhecidos, necessarios ao desenvolvimento da nodulacdo
(Dockendorff et al., 1994). Apesar da dominancia do sorogrupo da SEMIA 566 nos nodulos de soja ter sido
independente da variedade de soja usada no plantio (Vargas et al., 1994), seria recomendavel desenvolver um
amplo estudo em relagdo as novas variedades de soja cultivadas nos Cerrados, pois ndo seconhece o potencial
restritivo destas em relag@oas estirpes selecionadas, SEMIA 566, 29W e¢SEMIA 587.
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FIG. 5. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das estirpes de B.
Jjaponicum 516 e 122 e seus respectivos indices de variacio (X-0/0) durante os tratamentos: controle (A), 6
horas (B) e 12 horas (C) de exposicio as raizes de soja. (Pico 1: PM[46kD; Pico 2.1: PMO44KkD; Pico 2.0:
PMO42kD; Pico 2.2: PM[40 kD; Pico 3: PMO37kD; Pico 4: PMO35kD; Pico 5: PM[32kD; Pico 6: PMO
29KkD).
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FIG. 6. Leituras densitométricas das bandas polipeptidicas (SDS-PAGE) do envelope celular das estirpes de B.
Jjaponicum SEMIA 566 parental (Fonte: Scotti et al. (1993) e 406 e seus respectivos indices de varia¢do (X-
0/0) durante os tratamentos: controle (A), 6 horas (B) e 12 horas (C) de exposi¢iio as raizes de soja. (Pico 1:
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CONCLUSOES

1. As estirpes SEMIA 566, adaptadas aos Cerrados, ndo s6 apresentam superioridade competitiva em
relagdo a 29W e SEMIA 587, em condigdes de campo, mas também apresentam uma proteina de 44kD, em
eletroforese (SDS-PAGE).

2. Essas estirpes constituem uma subpopulacdo SEMIA 566, dada a presenga da proteina adicional.

3. Estirpes SEMIA 566, adaptadas aos solos de Cerrados, que competem com a 29W, registramrapidas
modificagdes nos polipeptidios dePM46-44kD e 37kD, induzidas pelas raizes de soja.

4. Estirpes SEMIA 566, com baixa capacidade competitiva em relacdo a 29W, apresentam alteracdes
tardias ou deficientes das mesmas proteinas, apds exposi¢do as raizes de soja.

5.Em relagdo a estirpe SEMIA 587, as estirpes SEMIA 566 competitivas apresentam em comum
alteragdes nas proteinas de PM[144kD, 42kD, 40kD e 37kD, ap6s exposicao as raizes de soja.

6. Nas estirpes SEMIA 566 com baixos niveis de ocupacdo dos nodulos, essas modificagcdes nos
polipeptideos de PMU44kD, 42kD, 40kD e 37kD sdo fracas, tardias ou ndo ocorrem.

7. Rapidas modificagdes qualitativas e quantitativas nas proteinas de PM U 46kD, 44kD, 42kD, 40kD e
37kD, ou a presenga constitutiva desses polipeptideos, sdo caracteristicas que conferem vantagens
competitivas as estirpes 566 adaptadas aos Cerrados frente a ambos os competidores, 29W e SEMIA 587.

8. Essas alteragdes protéicas sdo geneticamente controldveis e sdo expressas nas primeiras etapas do
processo de infeccdo radicular pelo Bradyrhizobium sp. em soja.
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