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************************************************************* 

l. RESUMO

************************************************************* 
************************************************************* 

Desde o inicio desta d�cada, quando HOLSTEN e 

colaboradores (1971) conseguiram estabelecer a simbiose entre 

células de raiz de soja e Rhlzoblum japanleum "in vitro", va

rias pesquisadores tem tentado repetir esse trabalho. 

A presente dissertação objetivou testar a me

todologia aplicada para o estabelecimento de relação simbióti 

ca entre células da raiz do feijoeiro e R. pha-0eall. Assim, 

técnicas especificas de cultura de tecido foram usadas, com 

vistas i obtenção de eallu-0 de feijoeiro e posterior inocula

ção com estirpes promissoras de R. pha-0eoll como 127-Kl? e 

3610, em dois meios de cultura. 

Paralelamente foram desenvolvidos estudos para 
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verificar a habilidade de fixar dini trogênio livremente por 

diferentes estirpes de R. pha-0e.0Li,, em meio de cultura. 

Na pesquisa Rh.lzob,i,um x cultura de tecido de 

feijoeiro, a metodologia usada consistia na obtenção e culti

vo dos c.a.t.t,i,, sendo os mesmos inoculados com a bactéria em 

cultura pura. Foram feitas observações morfológicas das célu 

las inoculadas, utilizando micros copia comum nos quatro exp� 

rimentos. realizados. 

Um to tal de cinco experimentos foram conduzidos 

para verificar a habilidade de quinze estirpes de R. pha,6e.o.t,i, 

em fixar dinitrogênio atmosférico assimbioticamente. 

Em todos os experimentos, a atividade de nitro 

genase (enzima responsável pela fixação por via biológica) foi 

avaliada através da técnica de redução do acetileno em croma 

tógrafo de gás. 

Os resultados do estudo da simbiose 

nao f oram reproduzíveis, concluindo-se que, para o 

feijoeiro, ao serem aplicadas, tais técnicas devem 

aperfeiçoamento. 

"in vitro" 

caso de 

merecer 

As duas Únicas estirpes de R. pha,6e.o.ti que co� 

seguiram fixar dini trogênio ass imb ioticamente com repetição 

de resultados foram: 3610 e C-13. As demais apresentaram re 
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sultados nao confiãveis uma vez que nao foram reproduzíveis. 

Esse estudo permitiu concluir que a fixação 

livre do dinitrogênio por R. pha-0eoll é dependente dos segui� 

tes fatores: presença de baixos níveis de nitrogênio mineral 

e intermediãrios do ciclo dos icidos tri-carboxílicos no meio 

de cultura e condições microaerofílicas para expressão da ati 

vidade da nitrogenase, como em outros fthizobia jã estudados. 
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************************************************************* 

2. INTRODUÇAO

************************************************************* 

************************************************************* 

Para satisfazer a crise iminente no suprimento 

de alimentos do mundo ê imperativo que os recursos deste pla

neta sejam mobilizados tão rápida e efetivamente quanto possf 

vel. Básico a esta mobilização ê o conhecimento dos proces-

sos dinâmicos da biosfera que afetam a disponibilidade de ni

trog�nio, um dos elementos mais frequentemente limitantes na 

produção de víveres e de grande importância para economia da 

agricultura (HARDY et alii, 1968; BURRIS, 1972). 

Assim corno a fotossíntese assimila o C0 2 livre 

mente disponível na atmosfera, a fixação do nitrog�nio vale-se 

do ilimitado suprimento de N atmosférico e seu papel em pro

mover a disponibilidade do N foi h5 muito reconhecido (HARDY

et alii, 1968; BROTONEGORO, 1974). 
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A existência de organismos fixadores de N2 foi 

estabelecida em 1862 mas não foi entendida até 1894 quando Wl 

nogradsky isolou e caracterizou o anaeróbico Clo-0tfLidium pa-0-

te.ufLianum, uma bactéria que poderia usar N 2 como finica fonte 

de nitrogênio. Desde então uma ampla variedade de microrga

nismos capazes de fixar dinitrogênio foram caracterizados,com 

o uso de 15 N 2 e, mais recentemente, atravês da técnica da re

dução do acetileno (DALTON & MORTENSON, 1972). 

O genero Rhizobium é caracterizado por sua ha

bilidade em formar nódulos e fixar nitrogênio nas raízes das 

leguminosas. 

As leguminosas de grao ocupam um lugar predo

minante na dieta humana. Entre elas se destaca o feijão (Pha 

-0 e.olu-0 vulgafLi-0), o qual se cultiva em maior extensão na Amé

rica Latina, Extremo Oriente e África (GUTIÉRREZ et alii, 

1975). 

A associação Rhiz o bium phab e.ali - Pha-0 e.olub vul 

gafLi-0 tem sido relativamente negligenciada em comparação com 

a grande quantidade de informações que se tem sobre outros sis 

temas fixadores de dinitrog�nio (VINCENT, 19?7). O desconhe 

cimento dos fatores que afetam a fixação simbi6tica do N pelo 

feijoeiro impede uma maior difusão da pritica da inoculação 

nesta cultura (RUSCHEL & REUSZER, 1973). 



Quanto melhor compreendida for a 

existente entre R. pha-0eotl e P. vutganl-0 em muito 

contribuido i melhoria da produção daquela planta. 

A simbiose Rhlzoblum - Leguminosae 

.06. 

associação 

ter-se-á 

tem sido 

estudada "in vitro", utilizando cultura de tecido e sendo ava 

liada através da atividade da nitrogenase, enzima 

vel pela fixação do dinitrogênio por via biol6gica. 

responsa-

No primeiro trabalho, relatando associação sim 

bi6tica "in vitro" (HOLSTEN e� aZii� 19?1) foram usadas cultu 

ras em suspensão com nhlzobla e células de raizes de soja num 

meio nutritivo completo, sendo concluido que este sistema po

de ser utilizado posteriormente para elucidar os fatores que 

controlam o processo da nodulação e fixação de nitrogênio. Por 

outro lado, é sabido que vários produtos vegetais tais como 

açúcares e intermediários do ciclo dos ácidos tri-carboxíli

cos favorecem o crescimento rhizobiano. Assim, PAGAN e cola

boradores (19?5) formularam um meio de cultura definido (CS7), 

utilizando tais produtos para examiná-los como passiveis in

dutores da atividade da nitrogenase em cultura de Rhlzoblum, 

na ausência de células vegetais. 

A presente dissertação objetivou estudar a me

todologia e possíveis implicações da fixação biol6gica de ni

trogênio na simbiose de R. pha-0eotl e células provenientes de 

cultura de tecido de raízes de feijoeiro. 
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Em paralelo com os estudos de cultura de teci

do foram realizados testes para verificar a habilidade de di

ferentes estirpes de R. pha-0�o�i em fixar nitrogênio atmosfé

rico na ausência de material vegetal sobre meio de cultura 

definido. 



. 08. 

************************************************************* 

3. REVISAO DE LITERATURA

************************************************************* 

************************************************************* 

A demanda crescente de proteína para consumo 

humano e o grande interesse sobre os m�todos atuais de produ-

ção de alimentos, dirigiram atenção à fixação biológica do di 

nitrogênio (GIBSON� 1976). As leguminosas e seus produtos fi 

nais prontamente utilizáveis representam um dos principais 

meios para aumentar a fixação do N, em escala global. 

Uma técnica que tem sido aperfeiçoada para obser 

var a fixação de dinitrogênio por leguminosas "in vitro" G a 

cultura de tecidos. Essa técnica se baseia no conhecimento 

da totipotência celular e na obtenção de tecidos em 

tes graus de diferenciação os quais podem reproduzir 

ou atê regenerar o vegetal completo (SHARP & CROCOMO� 

diferen-

� -

orgaos 

19?5). 

A demonstração da fixação do dinitrogênio por 
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�hlzobla vivendo livremente surgiu a partir de estudos sobre 

fixação simbiótica em cultura de tecido vegetal. HOLSTEN et

alii (1971) relataram o estabelecimento de simbiose fixadora 

de dinitrogênio entre Rhlzoblum japonleum e culturas em sus

pensao de células da raiz de soja, observando em exames deta

lhados do tecido mostraram estruturas semelhantes aos fios de 

infecção do sistema "in vivo" e que somente 1 a 10% das célu

las apresentavam microrganismos intracelulares. 

O trabalho daqueles pesquisadores foi recebido 

com grande agitação no meio científico como a primeira tenta

tiva no sentido de simplificar esta associação fixadora de <li 

nitrogênio. A fixação, embora pequena, aconteceu sem a nodu

lação, leghemoglobina e formação dos bacteróides aparentemen

te necessários na planta intacta. 

Outros laboratórios nao foram capazes de repe

tir este trabalho até que PHILLIPS (1974a) e CHILD & LaRUE

(1974), independentemente desenvolveram sistemas comparáveis 

nos quais a atividade da nitrogenase (C 2 H 2 ) foi detectada e 

reproduzida em associações eallu� de soja - Rhlzoblum sobre 

meio de cultura solidificado com agar. 

PHILLIPS (1974a) nao observou redução do aceti 

leno em culturas liquidas. Somente quando uma suspensão lí

quida de Rhizobium e células de soja foi colocada sobre um 

meio sólido, foi constatada a produção de etileno dependente 
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do acetileno, apos 7 - 14 dias. 

CHILD & LaRUE (19?4) estabeleceram uma relação 

simbi6tica "in vitro" entre c�lulas da raiz da soja cultiva

das como uma fina camada de eallu◊ sobre a superfície de um 

meio s6lido definido, contendo baixos níveis 

inorgânico. 

de nitrogênio 

Tanto PHILLIPS (19?4a) como CHILD & LaRUE(19?4), 

comparando a atividade do nódulo e na cultura de tecido nota 

ram correlação entre ambas o que indicava a importância do ge 

n6tipo dos hospedeiros em determinar o nível de atividade de

senvolvido: a planta forneceria substâncias necessárias para 

que a nitrogenase exercesse sua função. Trabalhos posterio

res relataram que a atividade da nitrogenase era maior quando 

fontes de nitrogênio como glutamina e intermediários do ciclo 

dos ácidos tri-carboxílicos (Ciclo de Krebs) foram incluídos 

no meio de cultura com agar (PHILLIPS, 19?4b; CHILD e LaRUE, 

citados por GIBSON, 19??). BROWN e DILWORTH (19?5) afirmam 

que tanto glutamina como glutamato estão envolvidos na assimi 

lação do íon amônia por �hizobla. 

A indução da atividade da nitrogenase em seis 

estirpes de R. japonleum separadas de suspensoes de cflulas 

de soja, cultivada em filtros de 0,2 a 0,4 micra, foi estuda

da por REPORTER & HERMINA (19?5). Estes autores encontraram 

níveis de atividade comparáveis aos obtidos com bacteróides 
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nos n6dulos, quando a bactéria foi cultivada adjacente a um 

vaso contendo o meio a partir do qual as células tinham sido 

filtradas e concluíram que algum(s) fator(es) essencial(ais) 

excretado pelas células vegetais estava presente. Obviamente, 

conforme observou GIBSON (1976) estudos posteriores devem ser 

exigidos para determinar quais são estes fatores envolvidos. 

_ Segundo citação de RANGA RAO (19?6) as pri-

meiras pesquisas com células de cultura de tecido de legumin� 

sas e estirpes de Rhlzoblum do "cowpea" não foram bem sucedi

das para muitos pesquisadores. Assim, DILWORTH & PARJ(ER(1969) pr� 

puseram que a planta hospedeira sintetizaria a proteína ou par 

te da proteína necessária à síntese completa da nitrogenase 

na bactéria. 

No entanto , nos tr�s filtimos anos vários casos 

de associação "in vitro", mostrando atividade da nitrogenase, 

foram estabelecidos entre cultura de tecidos de leguminosas 

bem como de não leguminosas. Assim, RANGA RAO et alii (19?4)

estabeleceram a simbiose "in vitro" entre R. legumlnoAanum e 

Qallu-0 de raiz de ervilha (Pl-0um Aatlvum). CHILD (19?5) rela 

tou a atividade da nitrogenase (C 2 H 2) em Rhlzoblum do grupo 

"cowpea" com Qallu-0 de trevo doce (Melllotu-0 alba Ders.) Vi 

Qla hajaAtana bem como com cultura de tecido de não legumino

sas como capim-cevadinha (Bnomu-0 lnenml-0 Leyss.), trigo (Tnl

tlQum monococQum) e nabo (BnaAAlca napu-0 L.). Enquanto que 

SCOWCROFT e GIBSON (1975) observaram redução do acetileno e 
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incorporação de 15 N2 em associações da estirpe 32Hl de Rhizo

bium do "cowpea" com culturas de células, não s6 de seu hos

pedeiro natural (V. unguieulata), como com a nao leguminosa 

(Nieotiana tabaeum). RANGA RAO (1976) tambfm mostrou ativida 

de da nitrogenase em cultura de tecido de raiz, caule e folhas 

de três linhagens de T1ti60L[um pltate.n.óe. infectadas com R. :t.Jt1-

6olii, Stylo.óanthe.ó g1tae,i.,li.ó e cultura de tecido de raiz de 

cenoura inoculadas com outras duas estirpes de Rhizobium sp. 

Como afirmam SCHETTER e HESS (19?7) estas in-

vestigações demonstraram claramente que nao era restrito as 

leguminosas a capacidade de indução da atividade da nitrogen� 

se. Assim, os mesmos autores estabeleceram associações nin vi

tro" entre eallu.ó de plantas h ortícolas e Rhizobium sp. com al 

tos níveis na atividade da nitrogenase. 

Através de todos estes trabalhos ficou eviden

te que as células de não leguminosas parecem não inibir a ex

pressão da atividade da nitrogenase. A fixação de nitrogênio 

por 1thizobia em n6dulos de T1te.ma eannabina,relatada por TRI

NICK (1973), foi um sinal otimista para o estabelecimento de 

uma associação simbi6tica entre plantas não leguminosas de va 

lor econ6mico e 1thizobia. 

Foi observado por SCOWCROFT & GIBSON(1975� La

RUE et alii (19?5b) e CHILD (19?5), que 1thizobia continuaram 

fixando N apôs o eallu.ó haver sido removido, indicando que a 
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expressao da nitrogenase é despertada por um fator desconheci 

do, difusível, provavelmente um produto vegetal comum não so 

ãs leguminosas, e de natureza mais nutricional do que regula

dora. 

CROCOMO et alii(1975} preconizam que a fusão de prot� 

plastos de feijão, soja e uma não-leguminosa oferece a possi

bilidade de obtenção de fixação de N em sistemas deficientes 

em N, citando como exemplo o milho. 

CAPLIN e STEWARD (1949) afirmam que culturas 

de células vegetais em meio líquido produzem crescimento maior 

e mais uniforme além de apresentarem vantagens Ôbvias,seja em 

experimentos de absorção, seja em estudos sobre efeitos nutri 

tivos de solutos específicos. Segundo GAMBORG (1966) este ti 

po de cultura é um método conveniente tanto para produção de 

células de plantas superiores, bem como de enzimas vegetais 

em grandes quantidades. As atividades específicas das enzi

mas obtidas de culturas de células em suspensão foram conside 

ravelmente mais altas do que aquelas obtidas de extratos de 

tecido diferenciados. 

Apesar da importância da fixação de nitrogênio 

pouca informação precisa era disponível atê 1968 para definir, 

em termos quantitativos, a extensão desse fenômeno na biosfe

ra. Em 1968, HARDY et alii desenvolveram a metodologia para 

aplicação do método da redução do acetileno, que determinava 
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a atividade fixadora de N em diferentes sistemas. Uma vez que 

este método tenha potencial para promover avanços fundamen

tais e práticos, acredita-se que ele represente um dos mais 

importantes desenvolvimentos em pesquisa nessa área. 

Este método baseia-se na redução de C 2 H 2 a C2H4

envolvendo somente dois elétrons na reação. Quantidades tão 

pequenas como 1 nmol ou (28 x 10- 9) de C 2 H 4 podem ser detecta

das, fornecendo sensibilidade 10 3 vezes maior do que é possí

vel com análises de 15 N (HARDY et alii, 1968).

As atividades em termos de redução do acetile

no e nitrogênio fixado foram similares para nitrogenase de 

bactérias fixadoras livres e/ou de bacteróides dos nódulos das 

leguminosas (HARDY et alii, 1968; KLUCAS et alii, 1968), est� 

belecendo a validade do método. Embora haja outros sistemas 

produtores de etileno na natureza, estes não constituem um ris 

co, uma vez que controles adequados sejam incluídos nos expe

rimentos. 

A aparentemente total dependência do Rhizobium 

sp., com a planta hospedeira deixaram perplexos durante mui

tos anos os pesquisadores, interessados em fixação biológica 

do dinitrogênio. Segundo POSTGATE (1975) tal fato,baseado em 

dados experimentais, pode parecer a um estranho mais um dogma 

do que uma conclusão. Entretanto, o fato de não se publicar 

descobertas puramente negativas constitui uma convenção em 
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publicação científica. Logo, a ausência de tal documentação 

não fez justiça ao esforço que tinha sido feito neste sentido 

pois, apesar de freqüentes tentativas, não foram obtidos até 

1974, com sucesso, fixação de N por Rhlzoblum,na ausência de 

material vivo. Sem dúvida, a planta contribui com informação 

genética importante à simbiose nos nódulos o que levou DILrvORTH

& PARKER (1969) a sugerir que alguns dos genes determinantes 

da habilidade do Rhlzobium em fixar N (genes pertencentes ao 

grupo "nif" na linguagem dos geneticistas) foram "depositados" 

sobre a planta hospedeira. Recentemente, porém,estudos apoian 

do opinião contrária foram realizados, concluindo que o Rhl

zoblum possui a cota completa dos genes "nif" os quais estão 

" mudos" nas células a espera de algum fator que os "desperte". 

DUNICAN & TIERNEY (1974) usaram uma estirpe de 

KlebJlella ae�ogeneJ que normalmente não fixava N e transferi 

ram material de R. t�l[olii para ela, obtendo progênie fixado 

ra de N a  qual, presumivelmente, estaria usando "nif" rhizo

biano. Entretanto, como os próprios autores reconheceram, a 

possibilidade de que K. ae�ogeneJ possuísse genes "nif" em 

cripta (latentes) e que algum ativador tivesse sido transferi 

do não foi excluída. A técnica utilizada por estes pesquisa

dores permitiu, pela primeira vez, a comparação bioquímica das 

enzimas da nitrogenase no tecido nodular "in vivo" com aque

las sintetizadas pela estirpe híbrida sob condições assimbió 

ticas. 
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Estudos sobre a genética dos organismos fixa

dores de nitrogênio, particularmente bactérias do gênero Rhi

zobium, e evidências de fixação em cultura de tecido de legu

minosas e não leguminosas levaram ao estudo da fixação de N 

por Rhizobium, cultivado sobre meio definido s6lido e líquido. 

Assim, PAGAN et alii (1975) formularam o meio 

CS7 sobre o qual Rhizobium sp. - estirpe 32Hl fixava dinitro

gênio na ausência de material vegetal, e tentando caracteri

zar os fatores difusíveis que promovem a expressao da nitro

genase, KURZ & LaRUE (1975) testaram culturas de eallub de vã 

rias espécies vegetais e acharam que extratos de células de 

arroz e de cen·oura quando adicionadas ao meio LNBS permiti

ram a expressao da atividade da enzima (avaliada em C 2H 4) pe

lo Rhizobium do "eowpea" cultivado na ausência de células ve

getais. MeCOMB et aZii (1975) também mostraram que uma cstir 

pe do Rhizobium do "eowpea" fixou nitrogênio quando cultivada 

sobre um meio determinado. 

KEISTER (1975) mostrou a atividade da nitroge

nase (C 2 H4) em culturas puras, líquidas de Rhizobium sp., de� 

crevendo que os fatores mais importantes são uma baixa densi

dade de células e uma muito baixa concentração de oxigênio. 

Este autor concluiu que a planta hospedeira poderia fornecer 

um ambiente apropriado à fixação do N em simbiose, mas nao a 

informação genética. 
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Estudando fixação assimbiótica de nitrogênio 

por Rhizo bium em meio 1 Íquido definido TJEPKEMA & EVANS ( 19 7 5)

concluíram que o Rhizobium não tem exigências raras, exceto 

condições microaerofílicas e talvez a presença de um interme 

diário do ciclo dos ácidos tri-carboxílicos no meio de cultu 

ra. 

KURZ & LaRUE (1975) nao detectaram redução do 

acetileno nos experimentos onde ou frutose ou manitol consti 

tuía a Única fonte de carbono. Entretanto, a fixação aumen-

tou com xilose ou arabinose, evidenciando que pentases consti 

tuem as fontes de carbono preferidas por �hizobia. 

GIBSON et alii (1976) examinaram as condições 

físicas (temperatura de crescimento, tensão de oxigênio e pH 

do meio) e nutricionais (concentração de vários açúcares, ál

coois, ácidos carboxílicos e fontes de N combinadas) que afe

tam a atividade da nitrogenase em Rhizobium do "cowpea" e con 

cluíram ser possível que a família Rhizobiaceae possua toda a 

informação genética necessária à síntese da nitrogenase, sen

do de grande interesse, portanto, a regulação genética a fi

siológica desses genes. 

RANGA RAO (1977) definiu um meio de cultura so 

lido, contendo fontes combinadas de nitrogênio e obteve ativi 

dade da nitrogenase em culturas de Rhizobium sp., dependente 

da concentração de glutamina no meio. 
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Bergensen et al-ii, citado por YATES ( 1977), mo� 

traram que a remoção do succinato de uma cultura contínua da 

�stirpe do "cowpea" causou uma elevação na quantidade de 0 2

dissolvido por diminuição na absorção do 0 2 e perda da ativJ:_ 

dade da nitrogenase. Esta foi restaurada quando o succinato, 

voltou a ser fornecido e a quantidade de 0 2 dissolvido baixou. 

A necessidade de duas fontes de carbono não é real e uma fon

te de quatro carbonos como o succinato foi um substrato facil 

mente utilizivel como proteção respirat6ria. PHILLIPS et alii 

(1973) mostraram que �hizobia cultivado anaerobicamente pro-

duz proteínas que podem transferir elétrons à nitrogenase, o 

mesmo não acontecendo em condições aer6bicas. Assim, confor

me observa YATES (1977) esti implícito que 0 2 reprime a sínte 

se das proteínas da nitrogenase. 

EVANS & KEISTER (1976) demonstraram a redução 

do acetileno por culturas não agitadas de �hizobia sob níveis 

de oxigênio atmosférico. Quando agitadas, concentrações de 

oxigênio de 1% e maiores provocaram inibição. 

Segundo KURZ & LaRUE (1975) e PAGAN et alii 

(1975) a existência de uma zona microaerofílica dentro da mas-

sa na qual as bactérias exibem atividade da nitrogenase a

melhor explicação para culturas puras desenvolvidas sobre agar. 

As bactérias nessas condições produziriam uma secreção visco

sa semelhante a Ve�xia gummo�a (HILL, 1971) e Myeobaete�ium 

6favum (BIGGINS & POSTGATE, 1969). 
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GALLO et alii (1977, não publicado) descreve-

ram um método para estudar a simbiose de P. vulga�i� "in vi-

tro", obtendo a atividade da nitrogenase em plantas noduladas 

originadas de culturas de embrião. Os autores concluem que 

este método poderia ser aplicado a diferentes estudos de fi-

. xaçao simbiôtica de N e experimentos onde fosse necessário eli 

minar as reservas das sementes. 
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************************************************************* 

4. MATERIAL E MtTODOS

************************************************************* 

************************************************************* 

Neste trabalho foram utilizados dois diferen 

tes métodos para o estabelecimento da simbiose entre R. pha 

�eoll e P. vulga�l◊, "in vitro" em cultura de tecido. Também 

foi estudada a fixação do dinitrogênio por R. pha◊eoll, culti 

vado sobre meio definido. 

Em ambas as pesquisas, a atividade da ni trog� 

nase foi analisada através da redução do acetileno em croma 

tôgrafo de gás. 
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4.1. Simbiose de R. pha.-0e.o.t.i em cu1tura de tecido de raiz 

de feijoeiro pela tecnica de HOLSTEN et alii, 1971. 

4 .1 .1. Obtenção das raizes para inoculação do meio 

Desinfecção das sementes - Sementes de feijoei 

ro cv. Venezuela-3S0 foram superficialmente desinfectadas, mer

gulhando-as em uma solução N% de hipoclorito comercial (Q-Boa) 

e lavando-as com água estéril, 6 a 8 vezes, até que o cheiro 

do hipoclorito desaparecesse completamente. 

Após vários insucessos, tendo em vista a conta 

minação por microrganismos endógenos da semente com a utiliza 

ção desta técnica de desinfecção, novas sementes da mesma cul 

tivar foram esterelizadas, usando-se uma solução a 0,2% de 

sublimado corrosivo (20 g HgC1 2 + SO ml de HCl cone.) confor

me recomendado por VINCENT (1970). Assim, sementes grandes e 

uniformes foram escolhidas, mergulhadas em álcool por três m! 

nutos para solubilização de ésteres e colocadas em sublimado 
·, 

corrosivo por 10 minutos. As sementes foram então lavadas p� 

lo menos S vezes com agua estéril. 

Germinação das sementes - Sementes desinfecta

das foram postas a germinar a 26 ± 2 °c, sendo colocadas sobre 

a superfície do meio 67-V modificado (Tabela 1; VELIKY & MAR

TIN, 19?0; CROCOMO et alii, 1975) preparado especialmente pa

ra esta finalidade, contendo os sais minerais e agar. 
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Nas primeiras vezes, 50 ml de meio de cultura 

foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 250 ml, onde se 

�alocavam cerca de cinco sementes para germinar no escuro, 

utilizando-se papel aluminizado sobre os frascos. Devido ao 

risco de contaminação, posteriormente utilizaram-se tubos de 

ensaio com 8 ml de meio de cultura e uma semente por tubo. 

Inoculação - Foi utilizado o meio de cultura 

67-V modificado, conforme Tabela 1.

Tabela l - Composição do meio 67-V modificado para o desen

volvimento de eallu-0 de raiz de feijoeiro. 

Componentes 

Sacarose 

Caseina hidrolizada 

NaH 2 P01t 

KCl 

MgS01t,7H 2 0 

(NH1t) 2 S01t 

KN0 3

Na 2 Mo04 

CuS01t.5H2 0 

MnS01t,H2 0 

ZnS01t,H2 0 

C0Cl 2 .6H2 0 

H 3 80 3

KI 

FeS01t.7H 2 0 

Na 2 HP01t 

mg/1 

30000 

2000 

150 

200 

250 

100 

800 

0,25 

0,25 

4,00 

1 , 50 

0,25 

5,00 

0,05 

13,90 

20,00 

Componentes 

Na 2 EDTA 

CaC1 2 .2H 2 0 

Thiamina HCl 

Piridoxina HCl 

Acido nicot1nico 

Pantetonato de Ca 

Inositol 

Cinetina 

NAA 

2,4-0 

IAA 

Agua deionizada 

pH 5,7 solução N de 

H 2 S01t ou KOH 

Agar 

mg/l 

18,60 

200 

800 

0,50 

l , 2 5

l , 00

100 

l 

O, 1 O 

1 , 5 

7,5 

l 000

10000 
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Quando a raiz principal estava com aproximada

mente 4 cm, 2 a 3 explantes de 5 mm foram retirados a cerca 

de 2,5 cm da extremidade da raiz. 

Estes explantes foram incubados a 26 ± 2°c so

bre 50 ml do meio de cultura s6lido 67-V modificado, conti

dos em frascos Erlenmeyers de 250 ml e tampados com algodão. 

Todos os frascos de meio de cultura eram esterilizados em au

toclave à 1 atm de pressão e 120 °c, por 20 minutos. 

Após 10 - 14 dias uma massa com ativo cresci

mento de células (Qaflu�} desenvolveu-se sobre o explante da 

raiz. Estes Qafli foram asséptica e periodicamente sub-cul

tivados para meio 67-V modificado, s6lido e líquido(sem agar). 

As culturas líquidas foram incubadas em clinostato a 1 rpm no 

escuro bem como em agitador de "vai e vem" nas condições dos 

laboratórios de Cultura de Tecido e Microbiologia do Solo do 

CENA, respectivamente. Subcultivos em ambos os sistemas fo

ram realizados periodicamente a fim de manter uma população de 

células dividindo-se ativamente. 

4.1.2. Estabelecimento da relação simbiõtica 

Frascos Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml 

de meio 67-V modificado, liquido (Tabela 1) com células em ati 

vo crescimento, foram inoculadas com 1 ml de uma suspensao 
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bacteriana (R. phabeoll, estirpe 127-Kl7 suspensa em água es

téril) e retornaram ao agitador para incubação. Ap6s 3 - 7 

dias, os conteúdos dos frascos foram filtrados usando papel de 

filtro SS n9 595. Nesta ocasião determinou-se o peso das cé

lulas em suspensão apôs filtragem e secagem das mesmas em es

tufa a 65°c ventilada, equivalendo-se, em média, a 0,25g/fra� 
-

co na epoca da inoculação com o Rhlzoblum. 

A fim de ser avaliada a atividade da nitroge

nase, pela técnica da redução do acetileno (descrita em 4.5), 

células da raiz do feijoeiro e porções de eallub inoculadas 

com a bactéria foram lavadas com meio 67-V modificado e trans 

feridas para frascos de 70 ml. 

4.2. Simbiose de R. phabeoll em cultura de tecido de raiz 

de feijoeiro pela tecnica usada por CHILD & LaRUE, 

1974. 

Após várias tentativas sem sucesso no estabele 

cimento da simbiose, usando a técnica de HOLSTEN e colaborado 

res (19?1) e tendo conhecimento de q ue outros pesquisadores fo 

ram incapazes de repetir o citado trabalho, passou-se a tes

tar o método de Gamborg ( GAMBORG, 19? O), usado por CHILD & LaRUE 

(1974). 

Inoculação - Foi utilizado o meio de cultura 
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BS (GAMBORG, 19?0), de acordo com a Tabela 2. Assim,conforme 

foi descrito anteriormente (item 4.1.1.) culturas em suspen

são de células da raiz de feijoeiro foram transplantadas para 

50 ml de meio BS (Tabela 2) suplementado com 2 µg/ml de icido 

2,4-di-cloro fenoxiacêtico (2,4-D), contido em frascos Erlen

meyer e mantidas em agitador de "vai e vem". Todos os fras

cos foram cobertos com papel aluminizado a 26 ± 2°c. A fim de 

manter as células de raiz em ativo crescimento, após S a 7 

dias de .incubação era realizada nova transferência da mesma 

para meio fresco. 

Tabela 2 - Composi ção do m eio B5 para culturas em susp ensão 

d e  celulas veg etais. 

Compon entes 

NaH2P0 4 .H20 

KN03 

(NH4)2S04 

MgS04.7H 2 0 

CaC1 2 .2H 2 0 

Fe-EOTA 

Ãcido nicotinico 

Tiamina: HCl 

Piridoxina: HCl 

myo-inositol 

mg/1 

150 

2500 

134 

250 

150 

28 

l 

10 

l 

100 

Compon entes 

MnS04.H20 

H38Ü3 

ZnS04 .2H 2 0 

CuS0 4

CoCl 2 .6H 2 0 

KI 

Sacaros e 

Ãgua deionizada ate 1000 ml 

p H 5 , 5 com solução N de H2 S04

ou HCl

mg/1 

10 

3 

0,25 

0,025 

0,025 

0,750 

20000 

Nota: O me&o LNB5 também utilizado no método de Gambor g  dif� 

re apenas na quantidade de KN0 3 que passa a ser lOOOmg/z. 
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4.2.l. Estabelecimento da simbiose 

Culturas em suspensao de células da raiz do 

feijoeiro (2,5 ml de uma cultura com 2 a 5 dias de idade) de

senvolvidas em meio B5, diluído 1:5 foram espalhadas sobre a 

superfície de 50 ml de meio solido LNB5 (ver Nota, Tabela 2) 

em frascos Erlenmeyer de 125 ml. Apôs o crescimento das cêlu 

las em uma fina camada de eallu� (7 a 14 dias) foi feita a ino 

culação ,com bictêrias. 

4.3. Fixação livre por nhlzobla em meio de cultura 

4.3.l. Culturas de bactérias utilizadas 

Foram utilizadas estirpes de R. pha�eoll e uma 

de R. japonleum da Seção de Microbiologia do Solo do CENA, Pi 

racicaba-SP. cujas proced�ncias podem ser vistas na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Estirpes utilizadas no trabalho e suas procedências 

E s t i r p e s Procedência do isolado 

R. pha-6 eoL[

C-01

C-05

C-13

C-14

C-18

C-19

C-2 3

Str. C-14 

CIAT-57 

l 27-K17

127-Kl4

Piracicaba (SP) 

Piracicaba (SP) 

Tietê {SP) 

Piracicaba (SP) 

Capão Bonito (SP) 

Senges (PR) 

Itapetininga (SP) 

Piracicaba (SP) 

CIAT - Colombia 

Nitragin Co.(EE.UU.) 

Nitragin Co.(EE.UU.) 

3610 (Sorologica-

mente=l27-Kl4) Rothamsted Exp. Sta. (Inglaterra) 

R. japonic.um

CB-1809 Collection Brisbane {Austrãlia) 

C - Isolada no CENA, em Piracicaba. 

4. 3. 2. Te c nica u til i z a d a

As estirpes d e  R. pha✓.seof,í, e a de R. japonic.um 

foram testadas sobre o meio CS-7, desenvolvido por PAGAN et

a "lii .( 19? 5) cuja composição encontra-se na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Composição do meio CS-7 para observação da fixa

ção de N em ausência de tecido vegetal. 

Componentes em mM Componentes em µM 

KH2P01t 2,2 MnS0 4 .4H20 58 

CaCl2 ,2H2 0 0,7 H3803 82 

KCl 0,9 ZnSOi.. 7H2 0 3,5 

MgSO i. .7H2 0 O, 14 KI 6 

Glutamina 2 CuSO i. .5H2 0 0,8 

myo-inositol 5,6 Na2Mo0 i. ,2H2 0 0,4 

Succinato de sõdio 25 CoC1 2 .6H20 0,4 

L-arabinose 25 FeS0 4 .7H20 54 

11:g u a deionizada a te 1000 ml Na2-EDTA 54 

Agar 1 O g/1 Tiamina:HCl 15 

pH 5,9 com solução N
Jkido nicotínico 41 

de H2 S01t ou KOH Piridoxina: HCl 2,4 

Em todos os experimentos conduzidos, estirpes 

de Rhizobium foram inicialmente cultivadas sobre o meio YWA 

(cuja composição encontra-se em 4.4.), suspensas em agua es-

téril e espalhadas uniformemente com o auxílio de um bastão 

encurvado sobre o meio CS-7 distribuído em placas de Petri e 

incubadas a 28
°
c. Apôs 3 dias, segmentos de agar de ± 1 cm2

,

com denso crescimento bacteriano, foram retirados asseptica

mente e transferidos para frascos de 10 ml (tipo penicilina) 
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e selados com tampa de borracha apropriada. A fim de ser de

terminada a atividade da nitrogenase das bactérias a atmosfe

ra dos frascos foi trocada por uma mistura 9:1 de argônio e 

oxigênio, de acordo com PAGAN et alii (1975).

Frascos controle, sem a bactéria, eram também 

utilizados para verificar-se provável contaminação de etileno 

no acetileno utilizado e no sistema. 

4.4. Desenvolvimento das bactérias 

4.4.l. Meios de cultura utilizados no experimento com 

cultura de tecido 

R. pha-0eoli - Estirpe 127-K17 (Nitragin Co.,

Milwaukee, Wis.) foi cultivada em meio de cultura 79 + mani

tol, composto de (em g/1): K 2 HPO 4 - 0,5; 

NaCl - 0,1; manitol 10,0; extrato de levedura-2,0; agar - 12,0; 

CaCO 3 - 2,0; solução alcoólica de azul de bromotimol a 0,5%- 5

ml; água destilada até 1000 ml. 

Em testes posteriores foi usada R. pha-0eoli e� 

tirpe 3610 (Rothamsted Exp. Sta., Harpenden, Inglaterra), cu! 

tivada em meio YWA, cuja composição (em g/1) e a seguinte: 

manitol 5,0; glutamato de sódio - 0,5; Na 2 HPO 4 .12H2 O - 0,36; 

CaC1 2 - 0,04; agar - 12,0; extrato de levedura - 50 ml; água 

destilada até 1000 ml. 



Todos os meios de cultura foram 

conforme já descrito anteriormente. 
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autoclavados 

4.4.2. Meios de cultura utilizados nos experi

mentos de fixação de N pelo Rhizobium 

Utilizou-se o meio YMA, que difere do YWA, des 

cri to anteriormente apenas nos teores de mani tol (10 g/1) e ex 

trato de levedura (100 ml/1). 

4.5. Observação da atividade da nitrogenase 

Utilizou-se o método da redução do acetileno, 

que avalia a atividade da nitrogenase, enzima responsável pe

la fixação biológica do dinitrogênio. A determinação dos ga-

ses foi feita, utilizando-se um cromatógrafo de gas Beckman 

GC-65, equipado com detector de ionização de chama e coluna 

de vidro de 2 m com Poropak N de 80 a 100 mesh. 

Na simbiose cultura de tecido x Rhizobium fo

ram realizadas medidas da atividade sob atmosfera normal. Nos 

ensaios de fixação de N pelo Rh�zobium uma mistura 9:1 de ar

gônio e oxigênio foi utilizada. Os frascos com as amostras 

para análise foram injetados com 10% do seu volume em aceti

leno, tendo-se o cuidado de retirar igual volume do ar selado 
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no frasco antes de realizar esta operaçao. 

Amostras de 0,5 cm 3 foram retiradas após 1,2 e 

4 horas de incubação a 28 °c ou como especificado no texto. 

Cálculo de atividade da nitrogenase - O etile-

no evoluído foi calculado, utilizando-se um padrão de 500 ppm 

(0,5 ml de etileno puro adicionado a um frasco de 1000 ml do 

qual retirou-se 0,5 ml do ar selado em seu interior). Três 

amostras de 0,5 ml do padrão eram analisadas no cromatógra

fo antes de correr as amostras dos experimentos (também de 

0,5 ml). A altura do pico de etileno foi medida com o auxí

lio de uma régua comum. 

Procedimento do cálculo: 

X 

X = 1,116 X 10- 8 

11,16 X 10- 9

No cromatógrafo: 

11,16 nmoles 

y 

ou 

22,400 ml 

O , 5 ml ( O , 5 x 1 O 3) = 2 , 5 x 1 O - 4

11,16 nmoles 

media de três leituras em mm x atenua-

çao x "range" 

1 mm 

y = nmoles de etileno/mm (K a o
º
c)



Fator de correção para a temperatura: 

= 1,09 

1,09 x y = y nmoles/mm (K a zs
º
c)

Teor de etileno na amostra = Z 

Z = L x atenuação x "range" x K x 2 x V 

. ' 
L = Leitura da amostra no cromatógrafo. 

V =  Volume do frasco onde a amostra estava contida 

x 2 = porque era injetado somente 0,5 ml 

mas, V x "range" x 2 x K = constante A 

z = L X A 

4.6. Exame citolõgico do tecido 
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Amostras da cultura de tecido inoculada com a 

bactéria foram observadas em microscópio Ótico Zeiss standard, 

usando a técnica histoquímica do cloreto de zinco iodado 

(JENSEN, 1962). Através desta técnica, paredes celulósicas 

ficam coloridas de roxo, paredes lipídicas de marrom averme 

lhado e paredes lignificadas de amarelo alaranjado. 
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4.7. Experimentos de simbiose entre R. pha-0eoli e cultu

ra de tecido 

Experimento n9 1 - Porções de eallu-0 de célu

las da raiz do feijoeiro inoculadas com 127-Kl7 foram testa

das para atividade da nitrogenase com os seguintes tratamen

tos: 

A - controle: frasco de 70 ml com C 2 H 2 •

B - porções de eallu-0 inoculados 

dos no clinostato. 

desenvolvi-

C - idem no agitador. Resultados no Quadro 1. 

Experimento n9 2 - Frascos contendo células da 

raiz de feijoeiro em meio de cultura 67-V modificado e prepa

rado com 10% da quantidade de KN0 3 (80 mg/1) recomendada e 

inoculados com estirpe 3610. A atividade da nitrogenase foi 

avaliada nos seguintes tratamentos: 

A - controle + 0 2 (ar). 

B - células da cultura de tecido + bactéria + 0 2 

(ar). 

C - células da cultura de tecido + bactéria + 9: 1 

Ar e 0 2• (Quadro 2). 

Experimento n9 3 - Células da raiz do feijoei

ro espalhadas sobre o meio LNBS e inoculadas com R. pha-0 e.o li 
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estirpe 3610 foram testadas para atividade da nitrogenase com 

os seguintes tratamentos com 3 repetições:

se foi nula: 

A - controle: 50 ml de água + (Ar + 0 2 ) - 9:1. 

B - células da cultura de tecido + bactéria + (Ar

e 0 2 ) após 10 dias de incubação. 

C - células da cultura de tecido + bactéria + (Ar+ 02 ) 

apôs 16 dias de incubação (Quadro 3). 

Experimentos em que a atividade da nitrogena-

1. Cinco frascos com células da raiz do  fei

joeiro inoculadas com a estirpe 127-Kl7 tes

tados para atividade da nitrogenase.

2. Células da raiz do feijoeiro espalhadas so

bre o meio LNBS e inoculadas com R. pha-0eo

ll - estirpe 3610, foram testadas para ati

vidade da nitrogenase recebendo fluxo por

30"de u ma mistura 9: 1 de Ar e 0 2 (Quadro 4).

4.8. Experimentos sobre fixação livre de �hlzobla em meio 

definido 

Experimento n9 1 - Três estirpes de R. pha-0eo

ll e uma de R. japonlcum foram testadas em relação a ativida-
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de da ni trogenase a partir do 4 9, S 9 e 6 9 dias de incubação. 

De cada estirpe eram feitas duas repetições (Quadro 5). 

Experimento n9 2 - Quatro estirpes de R. pha

-6 eoli foram testadas para verificar a atividade da ni trogen� 
-

se apos o 6 9, 7 9 e 8 9 dias de incubação, sendo retiradas duas 

repetições de cada estirpe (Quadro 6). 

- Experimento n9 3 - Dez estirpes de R. pha-0eoli

e uma de R. ja.ponieu.m foram testadas para atividade da nitro 

genase sob atmosfera normal e sob atmosfera de uma mistura 

9: 1 de Ar e 0 2• Foi também testada a influência do Micosta

tin (10 gotas em 1000 ml de meio) tendo em vista o risco da 

contaminação ao abrir-se as placas diariamente para retirar 

as amostras (Quadro 7). 

Experimento n9 4 - Neste experimento foi tes

tada a colocação da suspensão bacteriana em frascos com cap� 

cidade para 10 ml onde foi colocado 1 ml de meio de cultu

ra CS7 e 1 gota de inóculo (Quadro 8). 

Experimento n9 5 - Neste experimento foram te� 

tadas 7 estirpes de R. pha-0eoli e uma de R. japonieu.m do 39 ao 

7 9 dias de incubação sob atmosfera de 9 :1 de Ar + 02 (Quadro 9) . 

. Experimento em que a atividade da nitrogenase
/ 

foi nula - Neste foram testadas 7 estirpes de R. phaJe,oli as 

quais não apresentaram atividade da nitrogenase 

49 dias de incubação (Quadro 10). 

apos o 39 e
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************************************************************* 

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

************************************************************* 

************************************************************* 

Os dados relativos à simbiose R. pha��oll e 

cultura de tecido de raízes de feijão são encontrados nos Qua 

dros 1 a 4. Observa-se que os teores de etileno obtidos (Qua 

dro 1), os quais indicam possível atividade da nitrogenase no 

sistema, são equivalentes aos obtidos por HOLSTEN et alii 

(19?1) e CHILD & LaRUE (19?4). Entretanto, verifica-se que 

somente uma amostra (A2 ) apresenta atividade crescente em re

lação ao tempo, o que vem a indicar que a fixação de nitro

gênio nas outras amostras atingiu uma fase estacionária em p� 

ríodo inferior a 15 minutos ou então os níveis de etileno 

observados não podem ser considerados como pertinentes à ati-

vidade pois conforme observa POSTGATE (1975) o etileno 

produto normal no metabolismo vegetal. 

um 
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Quadro 1 - Atividade da nitrogenase - C 2 H 4 por frasco de 70 

Amostras 

A1 

A 2 

A3 

ml com cultura em suspensão de cê1ulas da raiz do 

feijoeiro, inoculadas com R .. pha..õe.oLl - estirpe 

127-Kl7.

nmoles de C 2 H 4 apos 

15 min 30 min 45 min 1 h 

8,075 6,056 7,065 7,065 

4,009 5,047 11,009 7,065 

7,065 7,065 7,065 7,065 

Quadro 2 - Atividade da nitrogenase - C 2 H 4 por frasco de 70 

ml com cultura em suspensão das células da raiz do 

feijoeiro inoculadas com R. pha..õe.oli -estirpe 3610. 
Meio de cultura com 10% de KN03. 

Amostras nmoles de etileno apos 1 h

B 1 30,375 

82 5,063 

83 o 

84 15,188 

Bs 20,25 

86 o
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Quadro 3 - Atividade da nitrogenase - C2H1t por frasco de 125 

Amostras 

Cs 

Ca 

Cg

C l 1

C12 

ml com celulas da raiz do feijoeiro em  LNB5, inocu 

l a d a c o m R • p h a.6 e. o l-l - e s t i r p e 3 6 1 O •

139 dia incubação Amostras 149 di� incubação
apos l h apos 1 h 

160,175 C1 o 

312,9 C3 o 

51 4, 05 C1t o 

86,675 

11,175 

Quadro 4 - Atividade da nitrogenase - C2H1t por frasco com 

A mostras 

a 

b 

c 

d 

e 

f 

células da raiz de feijoeiro em meio 67-V modifica 

do 1 iqui do e em LNB5, inocula dos com R. pha..õe.oü- e� 

tirpe l27-Kl7 e 3610, respectivamente. 

Meio 6 7- V Amostras Meio LNB5 

o I o 

o I I o 

o II I o 

o VII o 

o X o

o 
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Embora HOLSTEN et alii (19?1) conseguissem fi-

xaçao de nitrogênio por R. japonlcum, associado com células 

de raízes de soja em meio de cultura com 60 mM de nitrogênio 

combinado é sabido que altos níveis deste elemento no meio, 

especialmente nitrato inibem a fixação. Por isso, PHILLIPS 

(19?4) sugere uma investigação mais detalhada a respeito dos 

componentes do meio de cultura ao se tentar estabelecer uma 

relação simbiÓtica entre Rh.izo bium e uma leguminosa 11in vitro", 

pois experimentos realizados por esse autor demonstraram que 

a produção de etileno é inibida por nitrogênio mineral. CHILD 

& LaRUE (19?4) concluíram que baixos níveis tanto de nitrato 

como de amônia foram necessários para atividade da nitrogena

se em associações de células de soja - R. japonlcum. Decres

cendo o teor inicial de nitrato nos meios de cultura, obser

vou-se altos níveis de atividade de nitrogenase (Quadros 2 a 

3) apôs uma hora de incubação sob acetileno em algumas estir

pes, contrastando como outras onde a fixação (C 2 H 4) de nitro

gênio foi nula. Talvez os resultados positivos fossem devi

dos a fatores ainda desconhecidos e involuntariamente contro

lados. Corroborando esta premissa, nota-se que amostras alta 

mente eficientes na redução de acetileno no 139 dia de incuba 

ção apresentaram atividade nula um dia após (Quadro 3) enquan 

to que outros experimentos em diferentes meios de cultura 

apresentaram dados inteiramente nulos (Quadro 4). 

Levando-se em consideração o caráter efetivida 

de, o qual indicaria o suprimento de nitrogênio necessário ao 
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máximo crescimento da planta, através da simbiose,verifica-se 

que no feijoeiro, normalmente, a fixação não atinge altos ní

veis, embora R. pha◊eoli eficientes sejam sempre encontrados 

e usados na inoculação. As dificuldades encontradas talvez 

possam ser devidas à baixa efetividade desta simbiose. Tra

balhos nos quais a percentagem de células nodulares infecta

das em feijão ê menor do que em soja ou amendoim (VINCENT, 1974)

e que atividades nodulares específicas em feijão sao menores 

. do que metade daquelas encontradas para soja (HARDY et alii,

1968) implitam em que Pha◊eolu◊ desenvolve uma associação me

nos eficiente entre as leguminosas noduladoras. Onde se con 

clui que a técnica da associação de Rhizobium e cultura de te 

cido para ser aplicada ao estudo da simbiose Rhizobium - Pha

◊eolu◊ deveria merecer uma pesquisa mais detalhada.

Os resultados obtidos na avaliação da fixa-

çao de nitrogênio (C2Hi+) assimbioticamente por R. phMe.oli são 

apresentados nos Quadros 5 a 10. 

Sob atmosfera normal de oxigênio (ar) obser

vam-se baixos níveis de atividade da nitrogenase para algu

mas estirpes (Quadros 5 e 6) em resultados pouco consisten

tes de acordo com as repetições (Quadro 5); porém, experimen

to subsequente onde somente 10% da atmosfera era de 0 2 (Qua

dros 6, 7 e 8) verificou-se capacidade de fixação de nitrogê

nio (C2H1+) mais elevada para algumas estirpes (Str. C-14 e 

3610), o que está de acordo com GIBSON et alii (1976); PAGAN
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Quadro 5 - Atividade da nitrogenase - C2H 4 por segmento de 

± 1 cm 2 de colônia n o  4Q, SQ e 6Q dia de incuba

çao sob atmosfera normal. 

Dias de incubação 
Estirpes 

4Q SQ 6Q 

127-Kl7 a o 0,201 0,201 

127 Kl7 b o 

127-K14 a 0,603 O, 1 51 0,201 

127-Kl4 b o 

CB 1809 a o traços traços 

CB 1809 b 0,502 traços 

C-23 a traços O, l O 1 

C-23 b 0,302 

b = repetição de a 
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Quadro 6 - Atividade da nitrogenase - C2H4 por segment o de 

± l cm 2 de colônia no 69 dia de incubação sob atmos

fera n ormal. 

6Q dia incubação 
Estirpes 

1 h 2 h 24 h

C-01 o o o 

C-05 0,419 o o 

C-13 7,533 11, 72 24,901 

C-14 0,837 1 , 046 

C-18 0,419 0,419 

C-19 0,628 0,628 0,628 

C-23 0,209 o o 

127-Kl7 0,628 

CIAT 57 o o o 

3610 0,209 o o 

CB-1809 0,209 o o 
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Quadro 7 - Atividade da nitrogenase - C2H4 por segmento de 

± l cm2 de colônia no 6Q, 79 e 89 dias de incuba

ção sob atmosfera da mistura pAr 0,90 e p02 0,10. 

Estirp'es 

C-01 a

C-01 b

127-Kl7 a

127-Kl7 b

6Q dia 

l h

Str C-14 a 0,894 

Str C-14 b 0,894 

3610 a 

361 O b 1 , 3 42 

l h

0,728 

I n c u b a ç a o 

79 dia 

2 h 

l , 821

0,728 

17 h

0,728 

7,648 10,806 80,852 

1,457 343,804 

8Q dia 

l h 17 h

100,155 

91,419 

(-) N1veis de etileno iguais ao tratamento controle. 
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Quadro 8 - Atividade da nitrogenase - C 2 H1i por segmentos de 

± 1 cm 2 de colônia no 3Q, 4Q e 7Q dias de incubã

çao sob atmosfera de mistura pAr 0,90 e p02 0,10. 

Estirpes 

127-K17

CIAT 57 

C-01

3610 (vidrinho ) 

36 l O ( 2 x g 1 u,) 

36 1 O ( 2 x g l u) 

3Q. dia 
incubação 

0,978 

0,489 

0,978 

l , 468

4,892 

20,057 

+ (Ar + 02 )

4Q dia
incubação 

7Q dia 
incubação 
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Quadro 9 - Atividade da nitrogenase - C 2 H 4 por segmentos de 

Estirpes 

C-05

C-18

C-19

C-23

CIAT 57 

127-Kl7

3608 

CB 1809 

± 1 cm 2 de colônia no 39, 49, 59, 69 e 79 dias de 

in�ubação sob atmosfera de mistura 9:1 de Ar + 0 2 • 

Dias de incubação - apos 30 1

39 49 59 69 79 

9,233 1 , 26 9 

7 ,-930 3,155 0,931 0,339 

2,008 1 ,60 7 

4,757 2,205 

14,627 6,435 0,848 

0,860 0,839 1 , O 18 

1 , 4 34 5,597 

2,008 0,761 0,678 
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Quadro 10 - Atividade da nitrogenase - C2H4 por segmentos 

de ± l cm2 de co16nia no 39 e 49 dias de incuba

çao sob atmosfera normal. 

Estirpes 

C-13

C-14

C-18

C-19

Str C-01 

CIAT 57 

36 l O 

Dias de incubação 

39 49 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 
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et alii (1975); E�NS & KEISTER (1976). Segundo estes auto-

res o Rhizobium para fixar livremente precisaria de baixas 

tensões de 0 2 • Naqueles resultados positivos encontrados sob 

atmosfera normal de ar as condições ideais seriam encontradas 

pelo próprio Rhizobium ao desenvolver-se no meio, penetrando 

numa zona do agar propícia i fixação, como exemplo pode-se ci 

tar a estirpe C-13 (Quadro 6). 

O período de incubação em que a estirpe pode 

demonstrar atividade da nitrogenase "in vitro" é vari�vel. No 

ta-se pelo Quadro 7 que a estirpe 3610 apresentou altos n1-

veis de fixação somente no 79 dia de incubação (após 1, 2 e 

17 h� sob atmosfera de Ar + 0 2 ). Isto não concorda com os re 

sultados encontrados por PAGAN et alii (1975) nos quais a ati 

vidade da nitrogenase foi detectada no 4 9 dia e aumentou li

nearmente durante os quatro dias seguintes. Segundo GIBSON et

alii (1977), citando Bergensen (1976), a diminuição de gluta

mina no meio determinou aumento da fixação de nitrogênio em 

culturas no quimiostato, o que indicaria no presente trabalho 

que no meio de agar quando o nível ideal fosse obtido a ativi 

dade da nitrogenase expressar-se-ia. 

G I BSON et alii (1977) também relataram diminui 

çao da fixação com a perturbação do meio. Tentando controlar 

tal situação foi distribuído 1 ml de meio de cultura em fras

cos de 10 ml sobre a, superfície do qual foi distribuído uma 

gota de inóculo; ao analisar-se a atividade da nitrogenase so 
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mente verificou-se etileno mensurável no 39 dia (Quadro 8). De

ve-se ressaltar que no presente caso a camada de meio de 1 ml 

foi por demais delgada e desidratou-se durante o período de 

incubação, não havendo portanto atividade da nitrogenase nos 

dias seguintes. RANGA RAO (197?) obteve resultados positi-

vos, cultivando Rhizobium sp. sobre uma camada de 10 ml de 

meio de cultura em tubos de ensaio de 25 ml. 

-

Observando-se porem, o Quadro 10, nota-se que 

o caráter de determinação do início da fixação 
-

e dependente 

da estirpe urna vez que maior atividade é apresentada em dife-

rentes dias. As estirpes C-18, CIAT 57 e C-05 apresentaram 

pico� de fixação no 39, 49 e 59 dias respectivamente. 

Experimento feito com diferentes estirpes sob 

ambiente aeróbico no 3 9 e 49 dias de incubação apresentou re

sultados negativos, isto ê, sem atividade da nitrogenase (Qu� 

dro 10). Depois, observou-se que a fixação provavelmente dar

-se-ia a partir do 59 dia. 

Nas nossas condições R. japoniQum - estirpe CB 

1809 que apresentou resultados positivos nos experimentos re� 

lizados por PAGAN et alii (1975) comportou-se de forma dife

rente. Os níveis de atividade apresentados por esta estirpe 

foram nulos ou extremamente baixos (Quadros S, 6 e 9). Confor 

me observaram GIBSON et alii (1977) estes resultados nao re

produzíveis indicam sutilezas indefinidas existentes em cul 
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turas de 1th,i,zob,i,a. particularmente quando se tenta induzir a 

atividade da nitrogenase. Segundo os mesmos autores, até que 

·fatores responsáveis por esta variação na atividade da nitro

genase sejam definidos, situações contraditórias deverão apa

recer sempre que diferentes laboratórios publiquem seus re

sultados e concluem que deveria ser exigida toda a tenção a

este aspecto da fixação de dini trogênio por Jz.h,i,zob,i,a. em cul

tura pura.

O estudo da genética e da fisiologia de 1th,lzo

b,i,a. fez lento progresso enquanto envolveu infecção de plan

tas. À medida que métodos forem desenvolvidos para cultivar 

1th,i,zob,i,a. fixadoras de dinitrogênio em culturas puras, líqui

das e sólidas, geneticistas serão capazes de caracterizar os 

genes relacionados com a fixação e talvez obter mutantes com 

propriedades superiores. Ao mesmo tempo em que bioquímicos p� 

<lerão investigar a relação da fixação de nitrogênio com o am

biente e determinar a natureza dos nutrientes fornecidos pelo 

1th,lzob,lum. 

Para GIBSON et alii (19?7) a principal vanta

gem da demonstração da fixação de nitrogênio por estirpes de 

1th,i,zob,i,a. em cultura pura reside em poder estudar a bactéria 

independentemente do hospedeiro. Assim, a relação entre plan 

ta e bactéria em simbiose poderá ser melhor definida e pesqui 

sas dirigir-se-ão ã planta ou à bactéria, quando apropriado, 

procurando sempre encontrar taxas de fixação mais altas e mais 

eficientes. 



• 50.

************************************************************* 

6. CONCLUSÕES

************************************************************* 

************************************************************* 

Os dados apresentados e discutidos permitem as 

seguintes conclusões: 

1) As duas metodologias, que utilizaram as

técnicas da cultura de tecidos , para serem

aplicadas ao estudo da simbiose Rhizo-

bium - Phaheoluh "in vitro" não apresenta

ram resultados satisfatórios, devendo mere-

cer um estudo mais detalhado.

2) Não foi observada nenhuma transformação na

morfologia das células inoculadas, 

nientes de cultura de tecidos.

prove-



3) A fixação livre do dini trogênio por Rhizo

biurn pha.6 e.o.ti relaci ona-se com a presença

de baixos níveis de nitrogênio mineral bem

como intermediários do ciclo dos ácidos

tri-carboxílicos no meio de cultura, enqua�

to que condições microaerofílicas são exigi

das para expressão da atividade da nitroge

nase.

4) Entre as estirpes de R. pha.6e.oli testadas

as duas Únicas que demonstraram atividade

da nitrogenase mensurável foram 3610 e C-13.

5) Entre as estirpes de R. pha-0e.olI testadas,

verificou-se que o período necessário para

que a atividade da ni trogenase se expresse

é variável.
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**************�********************************************** 

7. SUMMARY

************************************************************* 
************************************************************* 

Since the beginning of the decade, when 

HOLSTEN and co-�orkers (1971) succeeded in establishing the 

symbiosis between soybean root cells and Rhizobium japonicum 

"in vitro", other research workers have been trying to repeat 

the experiment. 

The objective of the present work was to test 

the methodology applied to establish the symbiotic relationship 

between bean root cells and R. pha.óeoli Specific techniques 

of tissue culture were used to obtain callus in bean plants 

with subsequent inoculation w ith promising R. pha.óeoli strains, 

such as 127-Kl7 and 3610, in two cultura media. 

Correlated studies were also made to evaluate 

the ability of different strains of R. pha.óeoli to fix 



• 5 3.

dinitrogen in culture mediurn in the absence of plant cells. 

The method used in the studies of RhJ..zob,i,um x bean 

tissue culture, consisted of obtaining and growing calli and 

· inocula ting them wi th a pure cul t ure of Rhizob,i,um bacteria. Toe

morphology of the inoculated cells was observed by light

microscope for the four experiments .

. Five experiments were conducted to chek the 

abili ty pf fifteen strains of R. pha-õe.o..U.. to fix atmospheric 

dinitrogen asymbiotically. 

Nitrogenase activity (enzyme responsible for 

biological nitrogen fixation) was evaluated using the acetylene 

reduction technique and gas chromatography for all experiments. 

The results of the "in vitro" experiments were 

not reproducible, which suggests that the tethniques used 

should be improved. 

Only two R. pha-õeol,i, strains fixed dinitrogen 

asymbiotically reproducibly (3610 and C-13). The others were 

not reliable as the results were not reproducible. 

It was concluded that free dinitrogen fixation 

by R. pha-õe.ol,i, depends on two factors: low levels of mineral 

ni trogen and tricarboxylic acid cycle intermediates in the 

cul ture media and microaerophilic condi tions to enable 

express ion of ni trogenase acti vi ty, as found wi th other 

Rhizo b,i,a already studied. 
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