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Smorse.- Foram feitos cinco ensaios de laboratdrio com estirpes de Rhizobium japonicum
de eficiénecia normal e excepcional, usando meio de cultura com diversas concentracbes de
asparagina, com a finalidlade de elaborar um método de laboratério para identificar as

estirpes excepcionais.

Em meio de cultura liquido com 400 ppm de DL-asparagina, incubado de 7 a 8 dias a
30°C, a inibi¢gdo do desenvolvimento das estirpes com eficiéncia nodular excepcional foi
acima de 60% quando comparado com o desenvolvimento no mesmo meio com 100 ppm de
DL.asparagina. As estirpes normais mostraram menor ou nenhuma inibigie do seu desen-
volvimento na presenca das 400 ppm de asparagina. De 34 estirpes, 11 foram identificadas
como excepcionais. Testes soroldgicos indicaram que estas 11 estirpes excepciomais se ori-
ginaram de apenas duas fontes, uma delas comum a duas estirpes de origem australiana, e
a outra, 2 tddas as restantes, que apresentam maior ou menor parentesco entre si.

INTRODUGAO

A producio de inoculantes altamente eficazes e que
garantam um aproveitamento méximo do processo sim-
bidtico de fixagio do nitrogénio atmosférico, estd con-
dicionada & disponihilidade de estirpes de Rhizobium al-
tamente eficazes, tanto na producio abundante de teci-
do nodular como ainda no funcionamento eficiente do
mesmo. A selegio de estirpes para aquela finalidade
atualmente é feita pela avaliagio do nitrogénio total fi-
xado durante o ciclo da planta, sende, portanto, um
processo lento e trabalhoso.

A procura de um método mais simples para diferen-
ciar estirpes de Rhizobium em relagio 4 suz maior ou
menor eficicia tem atraido muitos pesquisadores, mas o
progresso neste sentido tem sido relativamente pequeno.

Katznelson e Zagallo {1957) ohservaram que a oxi-
- dagdo de succinato por estirpes eficazes é mais ripida
que por ineficazes. Gupta e Sen (1965} verificaram uma
certa correlagiio entre o consumo de glucose em meio
de cultura e a eficicia das estirpes de Rhizobium e
Schwingf_ghamer (1967) encontrou perda da eficiéncia com
maior freqiiéncia nas mutantes resistentes & viomicina.
Nenhum déstes autores, entretanto, se preocupa em di-
ferenciar entre estirpes que produzem muitos nddulos e
outras que produzem tecido nodular mais eficiente, po-
dendo isto ser a causa dos resultados pouco coincidentes.
J4 Hubbell e Elkan (1967} tentaram achar diferencas
fisiolégicas aparentes em meio de cultura entre estirpes
de R. japonicum de maior ou menor capacidade de
iniciar nédulos. Entre numerosos testes, a formagio pro-
nunciada de cépsulas, a inabilidade de metabolizar ni-

1, Reccbido 12 mai. 1971, aceito 18 ago, 1971,

Apresentado na V Reunifo Latino-Americana de Rhizobium,
Rio de Janeiro, julho 1970,

3 Eng.® Agrénomo, cursando Pés-graduacio mo Instituto de
Bioguimica da Universidade Federal do Parani, e bolsista do
Conselho Nacional de Pesquisas {CNPq).

# Eng® Agrdnomo do Setor de Solos do Instituto de Pes-
quisa_Agropecudria do Centro-Sul (IPEACS), Km 47, Campo
Grande, GB, ZC-26, e Pesquisador Assistente do CNPq.

4  Pesquisador em Agricultura do Setor de Soles do IPEACS e
Pesquisador Conferencista do CNPq.

153 FPesq. agropec. bras., Sér, Agron, 7:153-163.

trito e a de reduzir cloreto de 2, 3, 5, trifenil tetrazélico
{TTC) se destacaram como caracteristicas das estirpes
com maior capacidade de iniciar nddulos, nodulando
mesmo plantas das linhagens de soja, gque normalmente
nio nodulam,

Em trabalhos anteriores (Dobereiner et ol, 1968, Pe-
drosa ef al. 1969), foram descritos dois grupos distintos
de estirpes de R. joponicum designados normais e ex-
cepcionais, As estirpes excepcionais formaram nddulos
com eficiéncia aproximadamente duas vézes maior que
os formados pelas normais. Os formados pelas estirpes
excepcionais ainda continham o dbbro de molibdénio
e 27% mais leg-hemoglobina, nio havendo, entretanto,
correla¢io entre teor de Mo ou de leg-hemoglobina e
eficiéncia nodular dentro de cada grupo. Isto foi atri-
buido a diferencas qualitativas entre os sistemas enzimd-
ticos dos dois grupos.

Dorosinsky et al. (1966) sugeriram que para Pisum,
Lupinus e Vicia, a atividade de deidrogenase de Rhi-
zobium, em meio de cultura, poderia servir para ava-
liar a eficiéncia das estirpes sem, entretanto, trazer re-
sultados convincentes, Uma série de ensaios realmente
indicou uma redugio mais répida do TTC (Pedrosa &
Déihbereiner, dados ndo publicados) pelas estirpes excep-
cionais, sendo, entretanto, esta reagio extremamente sen-
sivel e dependente de uma série de fatbres experimentais
como temperatura e luz, o que dificultou a elaboracio
de um método,

Moustafa e Greenwood (1987), analisando as isoen-
zimas de esterase e de fosfatase dcida em formas ve-
getativas e em bacterdides de R. lupini, nio encontraram
diferengas nas primeiras. Entretanto, os bacterdides de
uma estirpe de eficiéncia nodular elevada mostraram di-
ferengas nestas enzimas, Foi esta a vinica referéncia en-
contrada que tenta correlacionar caracteristicas enzimdi-
ticas com maior ou menor eficiéncia nodular,

Como Rhizobium nio fixa nitrogénio em meio de cul-
tura, é pouco provivel que se achem diferengas relacio-
nadas com a atividade de nitrogenase em meio de
cultura. Além da redugiio do N; em NH,, a incorpora-
¢io déste fltimo em aminoicidos é dependente da estir-
pe de Rhizobium tendo sido encontradas variagfes con-
siderdveis na composicio de aminoicidos de nédulos in-
duzidos por estirpes diferentes (Greemwood & Bathurst
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1968). No mesmo trabalho, entretanto, a composicio dos
aminoicidos produzidos pela mesma estirpe, indepen-
dentemente da sua eficiéncia e do hospedeire, foi sur-
preendentemente constante,

Além de 4cido glutdmico e aspértico, as amidas déstes
dcidos foram encontradas como produtos primirios da
incorporaciio da aménia em ndédulos {Kennedy 196G).
Resultados recentes em nédulos de ervilhas mostraram
que a asparagina corresponde a 64% do total de amino4-
cidos)translocados dos nddulos para a planta (Pate et al.
1969}, : ’

Se a taxa de incorporagfio, ¢ nio a da fixacio de N,
for fator limitante do processo global de fixacio de N,
a sintese de asparagina ou glutamina em lugar dos ami-
nodcidos correspondentes poderia justificar a eficiéncia
nodular aproximadamente duas vézes maior das estirpes
excepcionais (Débereiner et al. 1968). Neste caso, estas
estirpes apresentariam uwm sistema enzimdtico diferents
no metabolismo da asparagina ou glutamina, o qual
possivelmente poderia ser detectado também em meio de
cultura. Atividades enzimAticas em Rhizobium japoni-
cum associadas 3 incorporagio de aménia em aminodei-

dos foram observadas recentemente por Fottrell e Mooney

(1969) em meio de cultura,

Foram estas ponderactes e as observagbes prelimina-
res de uma inibicio mais acentuada das estirpes excep-
‘cionais pela DL-asparagina (Dobereiner et al. 1968)
que nos levaram a pesquisar o metabolismo desta amida
com intuite de elaborar um método praitico, que permita
diferenciar as estirpes excepcionais em meio de cultura,

. MaTERIAL E METODOS

Foram. feitos cinco ensaios de laboratério para pesquisar
o efeito da DL-asparagina no desenvolvimento de estir-
pes normais e excepcionais de R. feponicum. Em todos
éstes ensaios foi usado o meio de cultura de Fred e
Waksman modificado: 10 g de D (—) manitol, nos 4
primeiros ensaios, e 10 g de sacarose, no 1ltimo, mais:
KGHPO,, 01 g KILPO, 04 g MgSO,.7TH:0, 02 g
NaCl, 0,1 g; extrato de levedura, 25 ml, e 4gua destila.
da para completar 1 litro, As culturas foram incubadas
em um agitador rotativo na temperatura ambiente e o

seu desenvolvimento foi avaliado em unidades Klett num .

colrimetro Summerson com litro 540 my.

Para as curvas de crescimente foram usados frascos de
Erlenmeyer de 125 ml nos quais foram soldados late-
ralmente tubos colorimétricos, permitindo, assim, lei-
turas freqiientes sem abertura dos frascos.

No primeiro ensaio foram determinadas as curvas
de crescimento de uma estirpe mormal (SM:b) e outra
excepcional {Rsda), com 6 concentragBes de DL-aspa-

ragina (0, 100, 200, 400, 800 e 1.600 ppm), Tendo sido -

a melhor diferencia¢fio entre as duas estirpes na concen-
tragio de 400 ppm, foi feito um segundo ensaic com
800, 400 e 500 ppm de DL-asparagina, No terceiro en-
saio tentou-se confirmar a diferenciacio com 400 ppm de
DL-asparagina entre duas estirpes normais (SM:b e R58)
e uma excepcional (R54a). No quarto ensaio foi com-
parado o eteito de concentragBes crescentes de DL-as-
paragina com as de Acido aspartico em trés estirpes nor-
mais e trés excepcionais.

O quinto ensaio foi feito em tubos de ensaio contendo
10 m! de meio de cultura e incubados em posicio incli-
nada em estuda a 30°C. Este ensaio foi feito para con-
firmar as diferen¢as entre estirpes normais e excepcio-
nais com um nimero maior de estirpes. Para isto, além
de tubos contendo 400 ppm de DL-asparagina, foram
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usadas testemunhas contendo 100 ppm de DL-aspara- |
gina, concentracio esta que tem demonstrado maximo
desenvolvimento da maioria das estirpes.

As estirpes de Rhizobium foram divididas em normais
e excepcionais de acOrdo com trabalho anterior {Débe-
reiner et al, 1968), que foi confirmado posteriormente,
em varios experimentos.

Os testes de aglutinacio soroldgica foram feitos de-
senvolvendo-se os antigenos no mesmo meio de cultura
usado anteriormente, acrescentando 2 g de agar-agar
por litro,  ApGs o desenvolvimento das culturas (7 dias},
féz-se uma dilui¢fio a 1:1 em solugho fisiolégica com 8 g

- de NaCl por litro e inoculagio intravenosa em coelhos,

No 1.° dia inoculou-se 1 em®, no 2.2, 2 cm?, e assim su-

" cessivamente até o 5.° dia com 5 cm®. Apds 15 dias da

dltima inoculagho, determinou-se o titulo do anti-séro,
fazendo-se diluigdes segundo Vincent {1941).

RESULTADOS

Nas Fig. 1 a 6 podem-se observar as curvas de cresci-
mento de duas estirpes caracteristicas de R. japonicum,
uma normal e outra excepcional, com concentragdes
crescentes de DL-asparagina. As concentracbes de 100
e 200 ppm estimularam fortemente o desenvolvimento
de ambas as estirpes mas com 400 ppm, apés desenvol-
vimento inicial igual, a estirpe excepcional entrou em
uma segunda fase latente que durou de 100 até 170 ho-
ras, tendo entio reiniciado o seu desenvolvimento. Com
esta’ concentragio de DL-asparagina, a estirpe normal
nio foi priticamente afetada em seu desenvolvimento
(Fig, 4). Acima de 800 ppm, ambas as estirpes foram

" sériamente inibidas, sendo que com 1.600 ppm o desen-

volvimento s6 se iniciou 180 horas apds a inoculacio
(Fig. 5 ¢ 8). : _

Nas Fig. 7 a 9 sio apresentados os resultados do se-
gundo ensaio que foi feito para confirmar o primeiro
e precisar melhor a concentragio de DL-asparagina em
que a diferenga de crescimento das duas estirpes foi
mais acentuado. Com 300 ppm (Fig. 7) se nota leve
tendéncia da estirpe excepcional de uwma segunda fase
latente enquanto as estirpes normais nio foram afeta-
das. Com 400 ppm, a estirpe excepcional repetiu curva
de crescimento muito semelhante 3 chservada no pri-
meiro ensaio e as duas estirpes normais pouco foram
afetadas. J& com 500 ppm, a excepcional teve uma sb
fase estacioniria de mais de 200 horas enquanto as nor-
mais ainda apresentaram desenvolvimento razodvel.

Na Fig. 10 sfo apresentados os resultados do terceiro
ensaio que confirmam com duas estirpes normais e
duas excepcionais as observacdes feitas nos dois primei-
ros ensaios.

Em tddas estas curvas a maior diferenca entre nor-
mais excepcionais parece ter sido em torno das 200
horas {8 a 9 dias de incubagio). :

No quarto ensaio (Fig. 11) foi observado novamente
o efeito benélico de até 150 ppm de DL-asparagina no
desenvolvimento de tédas as estirpes. Concentragfes
maiores inibiram fortemente as estirpes excepcionais
(trés neste ensaio) apresentando-se as estirpes normais
muito mais tolerantes. No mesmo ensaio tentou-se com-
parar ¢ efeito da asparagina com o do Acido aspirtico
na forma de aspartado de sbdio. Fica aparente que éste
Gltimo praticamente nio afetou menhuma das estirpes,
nem estimulando nem inibindo o desenvolvimento
(Fig. 12),
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adicionado ao meio em forma de aspartate de sédio).

Em outros ensaios observou-se que L-asparagina nio
afetou o crescimento de nenhuma das estirpes, mesmo
em concentragbes de até 8500 ppm.

No quinto ensaio, tentou-se finalmente comprovar as
diferencas observadas emn um maior nimero de estirpes.
Encontram-se no Quadro 1 as leituras da densidade
optica de 34 estirpes com 100 e com 400 ppm de DL-
-asparagina. Verifica-se inibigio mais pronunciada mnas
estirpes excepcionais, que sempre foi acima de 60%
Ocorreu uma  excecdo em um dos dois testes com a
estirpe R5Aa, o que possivelmente se deve a uma muta-
. ¢fio da cultura-estoque. . .

Entre as estirpes excepcionais encontramos as ji di-
ferenciadas em trabalho anterior { Déhereiner et al. 1968)
R-54, R-11 e CB-1809, além de um grupo de estirpes
da SARGS, JF-526, JF-531 e JF-543, que em outro ex-
perimento (Galletti et al, 1969) foram identificadas
como de eficiéncia nodular excepcional. As estirpes R-13a
e R.15, entretanto, foram inibidas pela DL-asparagina
apesar de, em trabalho anterior, baseado em resultados
de um 50 experimento, terem sido classificadas como nor-
mais, A estirpe CB-1786 nunca foi usada nos experi-
mentos de competicio de vasos, mas num experimento de
campo se colocou em 4.° lugar em relacio 4 fixagio de
N, com péso de nddulos relativamente baixo,

No Quadro 2 sio apresentados os resultados dos testes
sorologicos com anti-sdro de 4 estirpes excepcionais, Jus-
tificam éstes resultados a classificagiio como excepcicnais
das estirpes R-13 e R-15 e ainda da CB-1786. Tédas as
estirpes excepeionais até o presente encontradas por éstes
resultados, parecem, se originar de apenas duas fontes,
sendo uma delas a Austrdlia, de onde provém as estir-
pes CB-1786 ¢ CB-1809; a outra fonte é comum Aas
estirpes restantes, No Quadro 3 podem ser cbservadas
ainda melhor as rea¢fes soroldgicas, com os seus titulos,
dos dois grupos de estirpes excepcionais, Fica aparente
que, com excegio da CB-1809 e CB-1786, as restantes,
apesar de nio serem idénticas, apresentam certo paren-
tesco. Isto fica até certo ponto explicado se observar-
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Quapro. 1. Aumento ou inibigdo percentual do desenvolvimenta

de estirpes normats ¢ excepeionais de Rhizobium japonicum em

meio de cultura com 400 ppm de asperagina em comparagio

ao mesmo meie com I00 ppm de asparaging™ (leituras apds T
dias de incubacde a 30°C) .

Estirpes % sumeénio o Estirpes %, inihigio
normais - inibiggo (UK)k excepeionais - {UK)b
BM;b 0, = 17e R5da — 62, — 73
Ala - 21 R54b — 27, — 6%
RT2a - 36 RE4s — 60, — 08
NG1a — 19 JF526 — 69
R2a — 19 JF531 — 85
R3a — 51 '
R4a + 57 JF343 — 04
R5b — 40 Rlla -— 78, — 03
H6b + 40 Ridad - 80, — 100
R18 -5 Rid — 88, — b4
R20 L 0 CB1786 T 100
R55 + 25, + 39 CB1809 -

B R37 — 10

’ R53 - 12,47
R59 -4, + 1
R60 — 25, ~ .8
R61 — 8,19 —18
R62 — 38, — 4
R63 — 48
Rs4 -3
Rs8 + 22, 4 22
R2g7 - 37
CB1705 — &, - 27

& 18 culturas foram testadad usando-se um fubo eom 100 ppm e 3 tubos com

" 400 ppra de DIL-asparagina; aa restantes, usando-se doia tubos pars cada uma das

congcentraches.

b %, inibighio =

UK 100 ppm — UK 400 ppm 100
UK 100 ppm ssparagina x - .

aMais de um dado pars ums estirpe significs mais de uma determinacio
com culturas estoque diferentes,

d As estirpes R13a e R15, segundo um experimento de vasos, foram enqua
dradas anteriormente como normais (Débereiner & ol 1968),
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mos no Quadro 4 a origem e procedéncia das diferen-
tes estirpes. As estirpes R-Bda, b e ¢, foram isoladas de
plantas inoculadas com inoculantes da Secretaria da
Agricultura do Rio Grande do Sul (SARGS) e, portan-
to, aparentemente provém da mesma fonte. As estirpes
R-13 e R-15 tém a mesma procedéncia (U.S.A.) que a
R-11, mas parece estranho que tddas as tiés apresentem
reacio sorolégica, com as estirpes provenientes da
SARGS, E possivel que no programa de produgio de
inoculantes na SARGS tenham side usados criginalmente
inoculantes dos U.S.A., dos quais, a partir de sucessivos
reisclamentos de estirpes adaptadas A regido, se tenham
originado as estirpes atualmente recomendadas pela
SARGS.

Quabpro 2. Reagdo soroldgica usando onti-sbéro de 4 estirpes
excepciongis € antigeno das mesmas e das demais estirpes ex-
cepeiongis € normais *

Anti-séro

Antigeno 1809 Rida JF831Re Rils

Rida
R54b
Rida
JF-5268
JF-531
JF-543
R-11a
R-13a
R-15
CB-1786
CB-1809
SMib
Ala
RT2a
NGIa
R2a
Rla
Rda
Rib
R6b
R13
R20
R55
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R63
Ro4
R267
CB-1795
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a(+) = reagio positiva, (—) = reagfio negativa, (1) = 86 deu positivo
na diluipao 1:30, ¢ (0) = nfo foi feito o teste,

Quapro 3. Reagido de aglufinagdo cruzada de 4 estirpes de
. Rhizobium excepcionaiy
Antigeno 1809 Rida JF531Re Rila
1809 1/3200 - —_ —
Rida - 1/3200 11600 171600
JR531Re - 1/400 1/1600 1/16G0
Rlla - 1/200 17200 1/6400

Quanro 4. Procedéncis ¢ origem das estirpes de Rhizobium

japonicum wusadas

Identificaciio Anor Procedéncia e origem

R-Z2a, R-3a, 1860  Estirpes isoladas de & variedades de soja sem inocula-

R~4a, R-5a e ¢30 em campo de multiplicagio do IPEACS, Km 47,

R-6b RI

R-54a, R-54b 1963  Fstirpes isoladas de planias inoculadas com inmocu~

e R-bde lante comercial da SARGS, em casa de vegetacdo

SMb, Aja, 1563  Estirpes isoladas de 4 diferentes variedades de goja

RT; ¢ NGja sem inoculaglic em campo de multiplicagio do
IPEACB, Km 47, RY

R-11a, R-13a 1664  Estirpes isoladas de 3 variedades de #oja inoculada

e R-15 com um inoculante comercial importado dos U.S.A.

. etescendo em campo de multiplicagao de Vigosa, MG

R-18 1964  Estirpe isolada do planta crescendo em solo com
toxidez de manganés, sem indicagio de inoculagio

CB-1786, 1966  Estirpes enviadas pelo Dr. D.Q. Noreis, de {.8.J.R.0.,

CB-1809, classificadas entre ss 4 melhores da Ausirilia

CB-17095

R-287a 1968 Isolada de scja espontfinea, crescende em terreno
onde j& havia sido plantada, no ano anterior, soja
inoculada com inoculante da 8.M.B.

JF-528, 1968 Estirpes enviadas pelo Dr. Jofo R. Jardim Freire

JE-531 e indicadas como a3 melhores da SARGS

JF-543

R-55, R-57, 1088  Fstirpes isoladas de variedades de soja sem identi-

R-63 ¢ R-66 ficagio quanto & inoculagio ou ndo, crescendo em
Rio Pomba, MG

R-58, R-64 1968 Estirpes isoladas de variedades de scja inoculadag

e R-50 com inceulante comercial enviado de Vigosa, MG,
crescendo em Rio Pemba, MG

R~20 1964 Esiirpe isolada da variedads de soja ““Mamouth”
inoculada com uma mistura das seguintes estirpes.
Aja, R-17, 8Mib, AP-20, R-13 ¢ R-54a & b

R~60, R-61 1668 Estirpes isoladas da variedsde de soja “Pelican”

e R-62 sem inoculagdo, em Rio Pomba, MG

&0 ano refere-se ao ano de isclamento ou de entradanolaboratério, conforme
o caso.

DiscUssio

Os resultados do presente trabalho mostram gque dife-
rencas fisiolégicas no metabolismo da DL-asparagina,
detectiveis em meio de cultura, podem estar associadas
com a eficiéncia nodular,

Como os ensalos foram feitos com o intuito principal
de obter um método pritico de diferenciar estirpes ex-
cepcionais, os seus dados ndo permitem conclusies defi-
nitivas s6bre 0 mecanismo da inibigio do crescimento
das estirpes excepcionais pela DL-asparagina. Wierenga
{1958) observou na seiva de ervilha inoculada com
estirpes altamente eficazes a presenca de asparagina, en-
quanto Acido aspartico foi encontrado na seiva tanto de
plantas inoculadas com estirpes eficazes como com
ineficazes, ou em plantas nio inoculadas, O mesmo au-
tor propds um método de selecionar estirpes de Rhizo-
bium através da identificacio de asparagina na seiva,
5 semanas apés a inoculagio (Wierenga & Bakhuis
1957). Leiderman (1969}, tentando aplicar éste método
na selegio de estirpes de R. faponicum, nio obteve re-
sultados devido ao fato de ter usado plantas com 21 dias,
época em que a planta ainda tem reservas da semente e
quando a fixacdo de N ainda nio comegou. Segundo Flis-
kovska (1967), o teor de asparagina no suco radicular

Pesq. agropec. bras., Sér. Agron., 7:153-163, 1972



162 F. DE O. PEDROSA, A. A. FRANCO ¢ ]J. DOBEREINER

de plantas de soja inoculadas e nio inoculadas decres-
ceu até quase zeroe no primeiro més, quando as reservas
das sementes se esgotaram. Apbs 30 dias, o teor de as-
paragina aumentou novameute mas apenas nas plantas
inoculadas.

Observagbes preliminares obtidas com cromatografia
de papel, em nddulos de soja com 25 dias apds o plantio,
mostraram tracos de asparagina, enquanto outros amino-
dcidos nesta época j4 foram encontrados em concentra-
¢Oes semelhantes 8s de nédulos que fixam N. Apds o
inicio da fixacio de N (30 dias), nédulos formados pelas
estirpes excepcionais apresentaram maior concentragio
de asparagina que nddulos formados pelas estirpes nor-
mais, mas com ambos os grupos de estirpes a concentra-
cdo de asparagina fol considerdvelmente maior do que
aos 25 dias (Pedrosa. & Dibereiner 1969, dados nfo
publicados}.

Pelo exposto acima, posswelmente o sisterna enzimi-
tico responsavel pela sintese de asparagina nos nédulos
estard relacionado com o mecanismo pelo qual sdo libe-
radas substincias inibidoras do desenvolvimento das es-
tirpes excepcionais em meio de cultura com DL-aspara-
gma

Além do interésse pele Iado teorlco, a diferenciagio
de estirpes de Rhizobium com eficiéncia excepcional na
soja tem aplicagfio pritica eminente, Se observarmos as
estirpes caracterizadas pelo teste de DL-asparagina co-
mo excepcionais {Quadro 1), encontraremos entre elas
quase todas as estirpes selecionadas como as melhores
em laboriosos experimentos de vasos e de campo, no
Rio Grande do Sul, na Austrilia e em nosso laboratd-
rio. Portanto, maior eficiéneia nodular para estirpes a
serem usadas na pritica pode ser mais importante que a
capacidade de formar grandes quantidades de nédu-
los. Isto é compreensivel, pois, come foi visto em tra-
balhos anteriores (Débereiner et gl 1966), a formacio

do tecido nodular é mais sensivel a fatdres adversos do ~

solo ou da planta que a eficiéncia nodular, Assim, com
variedades que produzem poucos nddulos em solos 4ci-
dos e deficientes, as estirpes de Rhizobium excepcionais,
que fixam o débre de nitrogénio no mesmo veolume no-
dular, poderfo supritr 0 N necessirio através da sim-
biose. Por outro lado, variedades de fécil nodulagho, e
principalmente em solos melhores, seriam menos favo-
recidas pelas estirpes excepcionais, podendo uma estir-
pe de eficiéncia normal, mas que tenha elevada capa-
cidade de formar nédulos, fixar quantidades equivalentes.

CoNcLusGES

Com base nos resultadeos do presente trabalho, o seguinte
método pode ser proposto para selecionar estupes de
Rhizobium japonictim com eficiéncia nodular excepcional:

1) repicar as culturas-estoque para tubos contendo
10 ml do meio 79 modificado {K:HPOQ,, 0,1 g; KH.PO,,
04 g; MgSO,, THLO, 0,2 g; sacarose, 10,0 g; NaCl, 0,1 g;
extrato levedura, 100 ml agar-agar, 2, 0 g; azul de bro-
motimol, 5 ml (sol ale. 05%) H:0, comp]etar 1 litra};
éstes tubos, incubados com culturas puras de R. japoni-
cum, deverfo apresentar aspecto caracteristico com mi-
ximo desenvolvimento na profundldade de 3 a 5 mm, for-
mando-se um disco esbranquigado; acima déste disco, o
meio de cultura se torna azul intenso;

Pesq. agropec, bras., Sér. Agron., 7:153-163. 1972

2) preparar, para cada estirpe, 4 tubos contendo 10
m! do mesmo meio, mas sem agar e sem azul de bromo-

- timo] e com contetido de extrato de levedura reduzido

para 25 ml/]l, dois dos quais contendo 100 ppm de
DL-asparagina e os dois outros, 400 ppm de DL-aspara-
gina;

3)" inocular os tubos descritos no n® 2 com as cul-
turas desenvolvidas nos tubos descritos no n.° 1; incubar
os tubos inclinados, em estufa a 30°C, durante 7 dias,
agitando didriamente; medir as unidades Klett com fil-

“tro de 540p e calcular a % de inibi¢do no meio com

400 ppm de asparagina.
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SELECAO DE ESTIRPES DE Rhizobium japonicum DE EFICIENCIA NODULAR EXCEPCIONAL

ABstracT.~ Pedrosa, F. de O., Franco, A.A. & Dobereiner, J. 1972. Selection of strains
of Rhizobium japonicum twith exceptional nodule efficiency grown in culture medium
with asparagine. Pesq. agropec. bras., Sér. Agron., 7:153-163. {Inst, Pesq. Agropec. Centro-
~Sul, Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil)

Five laboratory experiments were conducted with Rhizobium japonicum to elaborate

a laboratory test for selecting strains with exceptional nodule efficiency,

Exceptional strains grown at 30°C, during 7 to § days in liquid medium containing 400
of DL-asparagine were inhibited by more than 60% when compared with the same strain
grown in medium containing 100 ppm of DL-asparagine. Normal strains were inhibited
much less or not at all in the presence of 400 ppm of DL-asparagine. -

Thirty four strains were tested and of these 11 were classified as exceptional by the
asparagine test. Nine of these strains were known before to produce exceptionally eflicient
nodules. All strains classified as normal were known as such from greenhouse tests. Sorological
tests demonstrated that the 11 exceptional strains originated from only 2 sources. Two strains,
originally from Australia, seemed sorologically identical, and the remaining 9, although
with varying titers, all gave at least some cross agglutination indicating their relationship
with inoculants originally imported from the U.S.A.
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