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Estudo ao microscédpio eletronico de nédulos em Phaseo-
lus vulgaris L. causados por uma estirpe inefetiva de Rhi-

zobium.”
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ABSTRACT

A bean (Phaseolus vulgaris L) wodule ineffective strain of Rhizobium was iso-
lated in a soil in the Noith of Parand where a rotation of wheat/beans is practised.

This ir the first No—fixation ineffective stiain isolated in Brasil and it was
of interest ta examine the morphology and fine structure of the Rhizobium and of the
host tissne with the Electson Micyoscope, a5 well as to compare then: with an effective

sirain of Rhizobium of the same caltivar

The ineffective bacteria, althongh nodulating on the host, did not show nitve-
genase acticity (reduction of C,H,) in the nodules. Also, the bacteria of the ineffective
assoctation were smaller, lesser in number per envelope (1-2) containing less poly-
beta-bydroxybutyric acid in the cells and were more frequently located in the inter-
cellular walls. Starch granules weve observed in the cells of ineffective nodnles.

cells of ineffective nodules.
Introdngio

ou nddulos de leguminosas tem importincia

agrondmice, uma vez que estz bactéria nio fixa
nitrogénio quando associada 2 planta hospedeira e con-
some energia da planta.

VariacOes na capacidade de fixacio e nodulagio
tem sido descritas ha tempo em estirpes de Rhizobinm.
Em condiges adversas de sobrevivéncia para a bacté-
tia, pode- se esperar o aparecimento de varizntes nio
infectivos ou inefetivos em fixacio de N, (11), sem
no entanto implicar em alteragbes nas caracteristicas
serolégicas (2, 14). Em alguns casos a ineficiéncia estd
associada i perda da capacidade de sintetizar altos niveis
de riboflavina e cobalamina (12).

Bergersen (1) descreve ao nivel de microscopiz ele-
tronica a estrutura de nddules inefetivos em Trefolinm
subterranenm, determinando que a falha no estabeleci-
mento da simbiose eraz devido ao processo incompleto
de formacgio de nddulos. No caso, a permanéncia da
bactéria no corddo de infeccio, portanto, a nio forma
¢io de bacterides no citoplasma de células dissomiticas
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da planta hospedeira foi o fator preponderante para
nio ocorrer fixacio de N, Ishizawa e Toyoda (8) ob-
servaram a presenga de maior quantidade de grios de
amido em tecidos nodulares infetivos de Glycine max,
Pisim sativim e Astragalns sinicus.

Muitas simbioses eficientes tem sido descritas ao
nivel de microscopia eletrdnica. Estudos em nddulos
de Glycine max (7, 3), Vigna sinensis, Acacia longi-
folia, Viminaria junced, Lupinus angustifelins (5) de-
monstraram a existéneia de passos vitais comuns a todas
as especies de nddulos citados, que permitem a for-
macio e funcionamento dos mesmos. Em Phaseolns vil-
garis jé foram estudadas algumas estirpes inefetivas de
Rbizobium phaseoli apenas sob aspectos nutricionais e
de fixacio de N, (4).

Os solos brasileiros, quando apresentam boas con-
dicBes fisico-quimicas e com pH entre 6,0 - 6,5, contém
muitas vezes alto namero de estirpes de Rbizobinm uma
vez que o feijoeiro é uma cultura largamente cultivada
no pais.

Mateviais e métodos

Sementes de feijio cultivar 'Venezuela-350° foram
esterilizadas superficialmente com 0,29 de HgCl, acidi-
ficado e cultivadas em tubos de enszio de 35 mm de
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didmetro ¢ 300 mm de compiimento (13), contendo
vermiculita e solugiio isenta de nitrogénio (9). Estes
tubos eram previamente esterilizados a 121°C (1 atm)
por G0 minutos.

Apds a germinacio do feijio, subdividiram-se as
plantas em dois lotes e procedeu-se & inoculagio de solo
contendo a bactérin inefetiva e a estirpe de R phaseol
127-K17 (Nitragin Co, FUA) em cultura liquida purs,
pelo método de diluigio e infeccio em plantas (6). Os
indculos foram obtidos o partic de 1 g de solo contendo
a estirpe inefetiva e suspenso em 9 ml de solugiio este-
silizada de sais (dilui¢io 10%) Um ml de cada suspen-
sio de solo dilufda o 107, 103 109 104, e 10° foi colo-
cade nos diversos tubos de cada lote, com duas repeti-
¢oes para cada diluigio ,

Apds 33 dias, os nddulos de cada estirpe foram co-
ietados. As plantas inoculadas com o sole mostravam
aspecto tipico de deficiéncia de nitrogénio, enquanto
os controles, inoculados com R. phaseofi 127-K17 esta-
vam noemais  Os materias selecionados apresentavam
diferengas na nodulacio: os nddulos efetivos eram are-
dondados, ricos em leghemoglobina ¢ bem distribuidos
a0 longo das raizes secundirias. Os nddulos formadaos
pelo Rbizobinm incfetivo etam esbranguicados, mal for-
mados, de tamanhos variados, com parede externa en-
rugada e disteibuidos irregularmente petas raizes

Determinou-se a atividade da nitrogenase dos nd-
dulos das duas bactérias, utilizando-se a téenica de
reducio do acetilene e medindo-se o ctileno formade
através de cramatdgrafo de gds Beckman, modelo GC-63,
usando coluna Porapak N a 1057C e detector de ioniza-
cio de chama de I, Posteriormente, alguns nddulos
foram separados e preparados para microscopia ele-
tronica. De maneita geral, esta preparacio fol feita cor-
tando-se os nddulos e submetendo a parte centra] dos
mesmos & fixagio com glutaraldeido a 6,59 em tampio
de cacedilato a 0,125 M e pH 7,0 duraate 2 horas, la-
vagens em tampio, fixacio com dcido dsmico 295 e
pre colofagio com acetato de uranila a 2% em solugio
de acetoma-dgua a 739% durante 16 horas Seguiram
-se desidratacBes em acetona-igua 2 90 ¢ 100%. As
inclusbes foram feitas em Epon e Spurr. Os blocos de
Blum e colocados nas grades para exames e obtencio
de eletrofotomicrografias a0  microscopio  eletrdnico
Siemens, Elmiskop IA. Através des fotomicrografias
determinaram-se as dimens8es das duas estirpes, e o
ntmero de bactérias dentzo do envelope.

Resultados e dissenssdes

Os exames ao microscopio eletrnico e das fotomi-
erografias obtidas revelaram marcantes diferencas entre
as duas estitpes, que podem ser resumidas nos seguin-
tes itens:

a) a estitpe imefetiva, cuja atividade da nitro-
genase foi nula, ndo exibe no seu interior gtandé nd-
mero de globulos eletrolucentes caracterizados como
acido polibeta- hidroxibutirico. Nas mesmas condicbes
experimentais, observam-se inftmeros grinulos eletzo-
lucentes nos bacteroides da estirpe 127-K17, eficientes

quanto & fixaclo de N, (160 p mol €, H,/g nod h).

Nas bactérias inefetivas pode-se observer grinu-
los intracelulares eletrodensos, divisando-se, s vezes,
filamentos escuros

by o namero de bactérias inefetivas dentro de
cada eavelope é bem menor, em geral ao redor de 1
a 2, enquanto na estirpe 127-K17 observam-se de A
a8

¢y no interior das bactérins inefetivas com cerca
de 33 dias observaram-se comumente grandes &reas
claras, aparenfemente vazias

dy outro aspecto de interesse é que a estirpe ine-
fetiva foi encontrada bem mais frequentemente nos
espacos intercelulares

Tabeia i —ComparagBes pelo teste "'t dos valores de
comprimento ¢ largura do Rbizobinm efe-
tive (127-K17) ¢ inefetivo, presentes em
nédulos de raiz de feijoeiro Venezuela-

350%.
Rhizobium cfetivo Rhizobium inefethve o

Compriments fargura Comprimento largurn

um um pm gm

3,78 0,60 1,97 0,50

5,78 (1,68 1,47 ¢ 0,46

3,26 t,69 1,69 0,69

2,75 0,77 2,76 6,80

2,50 0.86 1,69 0,69

2,50 0,60 2447 069

3,32 0,69 2,02 0,55

2,83 0,71 1,92 0,78

2,92 0,86 174 0,87

240 0,60 2,22 0,69

2,40 0,57 2,75 0,62

2,86 0,74 2,35 0,37

3,24 0,76 3,44 0,63

3,03 0,60 2,29 0,57

3,21 0,37 2,29 0,04
X3 01 yi=={1,69 F2==2 20 yae() G5

=0 valer do teste b para os comprimentos & {47, maostrando haver
diferenca significativa entre o8 comprimentos das duas bactérias a
nivel de 019 de probabilidade. Comy respeito & comparagiip das
largueas entre as mesmas o teste 't ndo revela diferengas signifie
cativas
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Fig

L —Elecirafatomicragrafias de carter de wddulos de jeijorire produzidos por Rhizobium inefetive o efetive com respeito a fixagdo d:
N:  A-Bactergids (Be) inefetizor emre rélular egracs de amide (Am}. 8- Bactergide inefetivar como regioes esenras (re), 24

pagas razior {e1) € Bacteioidy da estivpe 120K 17 efetites, mottrando grdnudos de deido poli-beta hidraxibutirico
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e) cortes ultrafinos dos ndédulos formados pela
estirpe inefetiva apds 33 dias da noculacio mostram
zinda a presenca de grios de amido, fato esse ndo
observado na estirpe efetiva 127-K17.

f) comparagbes do comprimento € largura entre
os dois Rbizobium encontrados nos nddulos de fei-
joeito cultivar ‘'Venezuela - 350' revelan diferencas
significativas ao nivel de 0,195 de probabilidede, com
relagio 2o comprimento das mesmas (Tabela 1),

Pelo exposto, pode-se dizer que 2 relagio do Rhi-
zobium inefectivo com o tecido nodular tinha carac
teristicas de parasitismo, conforme indicacBes das me-
didas da atividade de nitrogenase pelo método do ace-
tileno, fato esse que parece refletido também na colo-
ragio amarela das folhas de plantas inoculadas e cul-
tivadas em meio sem nitrogénio.

A ocorréncia de granulacBes escuras no interior
das bactérias inefetivas, em contraposicio com os gi-
nulos brancos dos bacteroides efectivos, deve represen-
tar diferencas nos processos metabdlicos entre os dois.
Se os globulos brancos encontrados no interios da
esticpe 127-K17 resultam de um achmule de 4cido
beta-hidroxibutirico cotrelacionado com a atividade
da nitrogenase, ento, a auséncia ou baixo nivel dos
mesmos seria de se esperar de uma bactéria cuja ni-
trogenase apresenta atividade baixa ou nula,

A observacio de pgriios de amido no tecido nodu-
lar apés 33 dias, em contraposigio com os tecidos com
bacterioides efetivo, ji era conhecido e, Ishizawa ¢
Toyoda (8) mencionam o mesmo fato estudando né-
dulos de leguminosas com estirpes inefetivas do Japio.

O fato de se encontrar maior ndmero de bacté-
rias inefetivas entre as paredes celularic contiguas
leva a crer que as mesmas devem possues uma maior
atividade pectolitica do que as bactérias efetivas.

Em resumo, a julgar pelas observacGes ao micros-
copio eletrdnico (Fig. 1) as bactérias inefetivas apre-
sentam alguns aspectos citoldgicos diferentes das efe-
tivas, Além disso, a presenca de amido, a facilidade
de separar as paredes celufares, a auséncia la atividade
da nitrogenase (reducio de C,H,) podem indicar di-
ferencas fisiologicas que as distanciam consideravel-
mente dos padrGes da estipre efetiva 127-K17, que
serviu de controle no presente expetimento.

Resumo

Uma estirpe de Rhizobium inefetiva em nddulos
de feijoeiro (Phaseolus wvulgaris 1) foi isolada em
solo do norte do Parand, onde se pratica rotagio de
cultura entre feijoeiro e trigo.

Tratando-se do primeiro isolado de estirpe inefe-
tiva com respeito 4 fixacdo de N, em nossas culturas,
tornou-se interesante examinar a morfologia e estru-
tura do Rhizobinm e do tecido hospedeiro 2o micros-
cOpio eletrénico, bem como compari-las com as de
um Rbizobinm eficiente em nédulos do mesmo cul-
tivar de feijosizo.

A bactéria inefetiva apesar de nodular bem a planta,
nio apresentou atividade da nitrogenase (redugio

de (,H.} nos nédulos. Além disso, as bactérias nos
nodulos inefetivos eram menores, em nmero mais
reduzido (1-2) por envelope continham menor quan-
tidade de dcido poli-beta-hidroxibutirico, em suas cé-
lulas e localizavam-se mais frequentemente entre es-
pacos intercelulares. Foi observada a presenca de grios
de amido em células de nddulos inefectivos.
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