Na Figura 26, pode-se¢ obscrvar que a utilizagdo do
fragmento de DNA ¥ -ZMS5 marcado com nucleotidco con-
tendo biotina (Biotina-11-dUTP) via "Nick-Translation" apre-
sentou resolu¢ao que permitiu a visualizagdo de 100 picogra-
mas do fragmento alvo, imobilizado em membranas.

Na Figura 27 ¢ apresentado o exemplo de um gel de
agarose com oito padroes de DNA de alto peso molecular
ede concentragdo conhecida, que foram utilizados para quan-
tificar DNA gendmico extraido de diferentes cultivares de
milho e de cepas de Rhizobium. Estes e outros resultados
ja conhecidos mostram que as sondas de DNA marcadas
com nucleotideos ndo radiativos podem ser utilizadas com
precisdo como marcadores moleculares € que a metodologia
para sua utilizagdo € hoje uma realidade na

EMBRAPA/CNPMS. - Manoel Tixeira Souza Junior,
Edilson Paiva.

FIGURA 26. Grau de resolugio obtido com o ‘uso do fragmento ZM5
marcado com Biotina-11-dUTP via "Nick-translation" (10;
e com o uso de M13mpl8 - ZMS5S marcado com
Biotina-11-dUTP via polimerizagao da fita sense 92). A a
Q representam concentragbes de ZMS variando de 250
ng até 0,75 pg, obtidas por diluicio em série. CNPMS, Se-
te Lagoas, MG, 1992
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FIGURA 27. Padroes de DNA de alto peso molecular utilizados para
quantificacdo de DNA gen6mico por comparagao visual
No alto, da direita para a esquerda, DNA de CMS 450,
CMS 451, Dentado Composto F12, CMS 453, CMS 454,
DNA de Rhizobium sp estirpes CIAT, SEMIA e CENA.
CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1992

SELECAO E CARACTERIZAGCAO DE ESTIRPES DE
Rhizobium spp. ESTAVEIS E EFICIENTES
NA FIXACAO DE NITROGENIO EM FEIJAO
(Phascolus vulgaris L.)

As estirpes de Rhizobium indicadas na inoculagdo do
feijao ndo mantém suas caracteristicas originais relacionadas
com a cfetividade na fixagdo de N,. Esta instabilidade gené-
tica ¢ decorrente de perdas ou alteragoes dos plasmideos
(P sym) que carreiam os gens da fixagao de N, e € agrava-
da pelas temperaturas clevadas que normalmente ocorrem
nos solos tropicais.

Visando selecionar estirpes de Rhizobium eficientes e
estaveis na fixagao de IV, em feijao, foram desenvolvidos ex-
perimentos para determinar a variabilidade de efetividade
de fixagdo de N,, bem como caracterizar o material protéi-
co ¢ DNA das estirpes de Rhizobium capazes de nodular
feijao antes e ap6s exposicao a temperaturas elevadas.

Os resultados evidenciaram variabilidade na efetivida-
de de fixacdo de nitrogénio, através de testes de reducdo
de acetileno, em nodulos individuais dentro de uma mesma
estirpe de Rhizobium, assim como diferencas nos niveis de
tolerancia a temperatura (35 a 39 °C) entre 21 estirpes testa-
das (R. leguminosarum bv. phaseoli - tipo 1 € R. tropici - ti-
po II). As estirpes mais tolerantes a temperatura (CIAT 899,
CENA CO, II, CPAC H,0, CPAC H,, ,CPAC H,; e Semia
476) ap6s crescimento, duas vezes, até o final da fase logarit-
ma, em sua temperatura especifica maxima de crescimento
(38 ou 39 °C), foram inoculadas em feijao e comparadas com
seus pares originais. Aparentemente ndo ocorreram alteragoes
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significativas nas caracteristicas simbidticas dessas estirpes,
submetidas & agdo da temperatura avaliada atraves da ativi-
dadc da nitrogenase, peso seco da planta ¢ nitrogénio total
fixado.

A caracterizagao protéica usando scparagdo cletrofor¢-
tica em gel de poliacrilamida mostrou que o padrao de prote-
inas pode ser usado para separar cstirpes entre ¢ dentro das
espécies (Figura 28). Porém, ndo se evidenciaram modifica-
¢Oes nos padioes das estirpes das duas espccics submctidas
a agdo da temperatura, em relagao aos seus pares originais.

A caracterizagao do material genOmico, realizada atra-
vés da hibridizagdo do DNA total, usando "nif probe" marca-
da via "nick translation" (biotina 14 dATP), quando a diges-
tdo foi efetuada com Eco RI, diferenciou a espécic de R. le-
guminosarum bv. phaseoli - tipo I (uma cOpia gen nif) de
R. tropici - tipo II (multicOpias gen nif). Quando o DNA to-
tal foi digerido com Bam HI o DNA das estirpes de
R. leguminosarum bv. phaseoli (tipo I) apresentou polimor-
fismo nado evidenciado com Eco RI e padroes homologos en-
tre as estirpes de R. tropici (tipo 1I). J4 quando a digestao
foi efetuada com Himd 11 o polimorfismo foi mais bem evi-
denciado, diferenciando inclusive as estirpes de R. tropici (ti-
po II), (Figura 29). Esses resultados indicam uma diversifica-
¢a0 genética mais evidente nas estirpes de R. leguminosarum.
bv. phaseoli (tipo I). Nao se detectaram alteracoes nos pa-
droes genOmicos de uma estirpe antes ¢ apos exposicao a
temperatura nas duas espécies de Rhizobium, indicando que
0s plasmideos Sym dessas estirpes foram mantidos ¢ que cs-
sas estirpes mais tolerantes a altas lemperaturas sao prova-
velmente mais estaveis. - Nadja Maria Horta de Sa Carnci-
ro, Edilson Paiva, Avilio Anténio Franco.

FIGURA 28. Eletroforese SDS-PAGE. Padrio de proteinas totais de
estirpes parentais R leguminosarum bv. phascoli (tipo 1):
(1) Semia 476, (2) CPAC H,, (3) CPACH , (4) BR 365
e de R tropici (tipo 1I). (5) CIAT 899, (6) CENA CO,
11, (7) CPAC H,, (8) Car 22, (9) BR 814, (10) BR 81,
(11) BR 817, (12)”Na 82. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1992

FIGURA 29. Southern blot hibridization, "nif probe" marcado com bioti-
na através de "nick translation”. DNA total digenido com
Hind Ili das estirpes parcntais de R. leg. bv. phaseol (ti-
po 1) (1)Semia 476, (2) BR 365, (3) CPAC H, . (4) CPAC
H.o (5) CPAC 1, ¢ de R tropici (lipo 11) (6) CIAT 899,
(7) CENA CO( 1L (80 CPAC H, 0, (9) Na 82, (10) BR
812, (12) BR 818. CNPMS. Scic Lagoas, MG, 1992

ESTUDO COMPARATIVO DE
ESTIRPES DE Bradyrhizobium japonicum ISOLADAS
DOS CERRADOS, ATRAVES DE SUAS
CARACTERISTICAS PROTEICAS ANTIGENICAS E
DE COMPETITIVIDADE

Na d¢cada de sctenta, a soja foi introduzida nos cerra-
dos brasileiros ¢ cstirpes de varios sorogrupos (965, R54a,
566, CB-1809, 29W ¢ 587) foram preparadas como inoculan-
tc. Somente as estirpes 29W ¢ 587 persistiram ¢ dominaram
nesscs solos. A cstirpe CB 18009, por ser muito eficiente na
fixacao de nitrogénio, seria 0 inoculante ideal, se nao apre-
sentasse s€rios problemas de adaptacdo aos solos de cerrado.

Por outro lado, a estirpe 566, introduzida nos cerrados
hé 15 anos, vem apresentando uma dominédncia nos n6dulos
em nivel de 60% cm relagao a 29W e a 587. Esse fato suge-
re que estirpes do grupo sorologico 566 adquiriram capacida-
de para se estabelecerem € competirem com a 29W e a 587,
quando comparada com a estirpe 566 parental. Essas popula-
¢oes d¢ B. japonicum, naturalmente selecionadas por sua
competitividade clevada, se apresentam como um material
adequado para estudos de caracterizagao de determinantes
celulares, envolvidos na competitividade.

Nessa perspectiva, foi analisada a ocorréncia da estir-
pe 566 em nodulos de soja de S diferentes tipos de solo de
cerrado. confirmando a dominéncia dessas estirpes na ordem
de 60%. Essas estirpes do sorogrupo 566, adaptadas aos cer-
rados, foram isoladas e testadas quanto 4 sua capacidade
compctitiva, em relacao a 29W, em condigoes assépticas de
jarro de Leonard. ApOs identificagdo soroidgica (imunoaglu-
tinagao) dos nOdulos, foi possivel selecionar um pequeno gru-
po de 5 estirpes allamente competitivas, em relacdo a 29W.
Essas estirpes foram comparadas com a estirpe 566 paren-




