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RESUMO

Os rizobios sé@o bactérias simbidticas muito conhecidas e estudadas devido a sua
capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico (N,) quando em simbiose com plantas
leguminosas, como o feijoeiro (Phaseolusvulgaris L.). O nitrogénio (N) € um nutriente
essencial para o crescimento e produtividade dos organismos vivos e as plantas
demandam grandes quantidades deste nutriente para seu desenvolvimento e
produtividade. A simbiose entre rizobio e plantas leguminosas € manifestada pela
formacao de nddulos radiculares, nas quais essas bactérias fixam o nitrogénio
atmosférico em beneficio da planta recebendo em troca, nutrientes e prote¢éo contra
estresses bidticos e abidticos. O feijao é reconhecidamente uma importante fonte de
proteina na dieta da populacdo brasileira, sendo o Brasil um dos principais
produtores e consumidores deste grdo. A eficiéncia de fixacdo biol6gica de
nitrogenio (FBN) em feijdo tem suas limitacdes e estas podem ser atribuidas ao
melhoramento da planta sob fertilizacdo nitrogenada, a elevada competitividade e
baixa eficiéncia de FBN de estirpes presentes do solo e a suscetibilidade do feijoeiro
a doencas e estresses ambientais. Melhorias na simbiose Rhizobium-feijao
necessitam ser implementadas para aumentar a eficiéncia simbidtica e a FBN,
visando elevar a produtividade desta cultura e diminuir os custos com fertilizantes.
Uma das abordagens que pode ser utilizada € o melhoramento de estirpes de rizébio
para aumento da eficiéncia simbidtica, nodulacdo e FBN por meio da mutagénese e
selecdo de estirpes melhoradas. A azida sodica (NaN3) € um dos mais potentes
agentes mutagénicos utilizados em plantas e em bactérias e seu uso, como agente
de selecdo em bactérias, principalmente rizébios, tem possibilitado a obtencéo de
mutantes resistentes com maior eficiéncia simbidtica e capacidade de FBN. Devido a
importancia de se melhorar as relagBes simbibticas entre rizobios e leguminosas, 0
presente trabalho teve como objetivo obter mutantes de Rhizobiumtropici CIAT 889
resistentes a azida sédica e avaliar caracteristicas fisioldégicas importantes para
simbiose e a eficiéncia simbidtica em plantas de feijao. Como resultado desse
processo, obteve-se seis mutantes (AzR14, AzR15, AzR16, AzR17, AzR18 e AzR19)
que foram caracterizados com relacdo a formacdo de biofilme, producédo de
polissacarideo, motilidade(Swarming) e producdo de auxina e tiveram a eficiéncia
simbidtica avaliada em trés experimentos de inoculacdo, revelando que as plantas
inoculadas com os mutantes AzR17, 18 e 19 obtiveram resultados superiores ou
semelhantes a estirpe selvagem CIAT 899. Estes resultados mostram que a
resisténcia a azida sodica em Rhizobium tropicipossibilita a selecdo de mutantes
com maioreficiéncia simbidtica e pode ser aplicada para melhorias da simbiose
Rhizobiumtropici-feijao visando o desenvolvimento de biofertilizantes mais eficientes
para a cultura do feijoeiro e a reducao do custo e dos danos relacionados ao uso de
fertilizantes nitrogenados na agricultura.

Palavras-chave: Simbiose. Leguminosa. @ FBN.  Agricultura  sustentavel.
Melhoramento genético.
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ABSTRACT

Rhizobia are symbiotic bacteria that are well known and studied because of their
ability to fix atmospheric nitrogen (N2) when in symbiosis with leguminous plants,
such as common bean (Phaseolus vulgaris L.). Nitrogen (N) is an essential nutrient
for the growth and productivity of living organisms and plants require large amounts
of this nutrient for their development and productivity. The symbiosis between
rhizobia and leguminous plants is manifested by the formation of root nodules, in
which these bacteria fix the atmospheric nitrogen to the benefit of the plant receiving
in return, nutrients and protection against biotic and abiotic stresses. Bean is an
important source of protein in the diet of the Brazilian population, Brazil being one of
the main producers and consumers of this grain. The efficiency of biological fixation
nitrogen (BFN) in beans has its limitations and these can be attributed to the
improvement of the plant under nitrogen fertilization, to the high competitiveness and
low efficiency of BFN of present soil strains and the susceptibility of common bean to
diseases and stresses environmental impacts. Improvements in Rhizobium-bean
symbiosis need to be implemented to increase symbiotic efficiency and BNF, in order
to raise crop productivity and lower fertilizer costs. One of the approaches that can be
used is the improvement of rhizobia strains for increased symbiotic efficiency,
nodulation and BFN by mutagenesis and selection of improved strains. Sodium azide
(NaNs3) is one of the most potent mutagenic agents used in plants and bacteria and
its use as a bacterial selection agent, mainly rhizobia, has made it possible to obtain
resistant mutants with higher symbiotic efficiency and BFN capacity. Due to the
importance of improving the symbiotic relationships between rhizobia and legumes,
the present work aimed to obtain mutants of Rhizobium tropici CIAT 889 resistant to
sodium azide and to evaluate important physiological characteristics for symbiosis
and symbiotic efficiency in bean plants. As a result of this process, six mutants
(AzR14, AzR15, AzR16, AzR17, AzR18 and AzR19) were obtained which were
characterized with respect to biofilm formation, production of polysaccharide,
swarming and auxin production and had the symbiotic efficiency evaluated in three
experiments of inoculation, revealing that the plants inoculated with the AzR17, 18
and 19 mutants obtained superior or similar results to the wild-type CIAT 899 strain.
These results show that resistance to sodium azide in Rhizobium tropici makes it
possible to select mutants with greater symbiotic efficiency and may to be applied for
Rhizobium tropici-bean symbiosis improvements aiming at the development of more
efficient biofertilizers for the bean crop and the reduction of costs and damages
related to the use of nitrogen fertilizers in agriculture.

Key words: Symbiosis. Leguminous. BFN. Sustainable agriculture. Genetic
improvement.
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1. REVISAO TEORICA

1.1. Culturado feijoeiro (Phaseolus vulgarisL.)

As plantas leguminosas (Fabaceae; Leguminoseae) estdo entre as maiores
familias botéanicas e sdo caracterizadas pela ocorréncia de seus frutos do tipo
legume, amplamente utilizados na alimentagdo humana. Essas leguminosas séo
componentes importantes dos sistemas agricolas em todo o mundo e fornecem
alimentos ricos em proteinas, como o0s graos de soja [Glycine max (L.) Merrill], feijao
(Phaseolus vulgaris L.) e forrageiras, importantes na alimentacdo humana e animal,
além de serem utilizados na producdo de madeira, na melhoria da fertilidade do solo,
na protecdo da cobertura do solo contra a erosdo e como adubos verdes
(HOWIESON & DILWORTH, 2016).

No Brasil, uma leguminosa que se destaca ndo s6 no aspecto econdémico,
mas também por ser um fator de seguranca alimentar e nutricional para a populacgéo,
é o feijoeiro (BARBOSA, et al., 2012). O feijdo é um dos principais constituintes da
dieta do brasileiro sendo uma excelente fonte proteica e um produto agricola de
grande importancia economico-social (SOARES, 2006).

Segundo a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento 2018), o
consumo nacional estimado de feijao para a safra 2017/18 é de cerca de 3,3 milhdes
de toneladas que é abastecido pela producdo nacional obtida de diferentes regifes
brasileiras, principalmente dos estados do Parana (PR) e Minas Gerais (MG).

Assim como outras culturas agricolas, um dos fatores limitantes para a
produtividade do feijoeiro é a baixa disponibilidade de alguns nutrientes no solo,
principalmente o nitrogénio (N) (BARBOSA et al.,2006). As leguminosas, por
acumularem bastante proteina em seus graos, necessitam de grandes quantidades
de N para se desenvolverem. Para o seu desenvolvimento e produtividade, o
feijoeiro necessita de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados que pode
variar de 60 a 150 kg ha™ dependendo da época de plantio, da quantidade e do tipo
de residuo deixado na superficie do solo pela cultura anterior e da expectativa de
produtividade de grdos (CARVALHO, 2008). Devido as exigéncias nutricionais e
para manter os elevados niveis de produtividade das culturas agricolas, o

fornecimento de N é feito usualmente via fertilizantes nitrogenados (PELEGRIN, et



al., 2009). Segundo a Associacao Nacional para Difusdo de Adubos (ANDA), no ano
de 2017 foram entregues ao mercado cerca de 34 toneladas de fertilizantes nos
estados brasileiros. Na cultura do feijao, as analises dos custos de producao indicam
que o0s componentes de maior peso no cultivo no Brasil sdo os fertilizantes,
agrotoxicos, operacfes com maguinas e sementes, que variam de 55 a 74%,
conforme o estado produtor (CONAB, 2016).

1.2. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio (N), apesar de ser o nutriente mais abundante na atmosfera (cerca
de 80%), encontra-se sob a forma de gas N, o qual ndo pode ser diretamente
assimilado sendo, portanto, indisponivel para o metabolismo, crescimento e
reproducdo das plantas (DOBEREINER, 1997). A entrada de N nos sistemas
biolégicos depende da conversdo do N, em formas assimilaveis pelas plantas, as
quais podem ocorrer por processos naturais como as descargas elétricas (GRUBER
& GALLOWAY, 2008) e a fixacao biologica de nitrogénio (FBN) (MCGLYNN, et al.,
2013), ou por processos industriais (Haber-Bosch) utilizados na fabricacdo de
fertilizantes quimicos (HABER,1922; HABER, 1923).

Na fixacdo via descargas elétricas, os gases oxigénio e nitrogénio podem ser
combinados pelo calor gerado pelas descargas elétricas, dando origem ao Oxido de
nitrogénio, que ao reagir com agua da chuva produz &cido nitrico. Essa é uma forma
natural de producao de nitrato, que é absorvivel pelos seres vivos (HOBBS, 2000).

O processo industrial utilizado na producdo de fertilizantes nitrogenados tem
um custo elevado, ja que o processo Haber-Bosch requer hidrogénio derivado de
gas de petréleo, emprega ferro metalico como catalisador e depende de altas
temperaturas (~500°C) e pressdes (200-600 atm) para combinar N, e H; e produzir
amoénia em grande escala (HABER, 1922; HABER, 1923). As condi¢fes dréasticas e
a necessidade de um catalisador no processo Haber-Bosch séo exigidas devido a
alta estabilidade da molécula de N, em condi¢cdes ambientes. Apesar de a reacao
envolvida ser exotérmica e termodinamicamente favorecida, a quebra da tripla
ligacdo entre as moléculas de N requer uma energia de ativacao bastante alta (1035
kJ/mol) (NUNES, et al, 2003).

A adicdo de N na forma de fertilizante quimico tem elevado custo para o

agricultor e seu uso é, muitas vezes, pouco eficiente, uma vez que grande parte dos



fertilizantes acaba ndo sendo absorvido de maneira apropriada pelas plantas devido
a perdas por processos de lixiviagédo, desnitrificacdo e, sobretudo, em decorréncia de
perdas desse elemento causadas por préaticas inadequadas, como a perda de NH3
por volatilizacdo quando este adubo € aplicado superficialmente (HUNGRIA et al.,
2007).

Uma forma alternativa para substituir os fertilizantes nitrogenados é por meio
da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), um processo que converte nitrogénio
atmosférico (N2) em uma forma assimilavel (NH,"), a qual pode ser assimilada pelas
plantas (HAAG et al., 2013; SHIN, 2016). A FBN ¢é realizada pelo complexo
enzimatico nitrogenase, presente apenas em algumas bactérias denominadas
diazotroficas. Dada a sua importancia, este processo é amplamente distribuido entre
as diversas classes de bactérias, sendo a maquinaria genética e bioquimica que
possibilita a FBN é altamente conservada entre as bactérias diazotroéficas.

A nitrogenase consiste em duas proteinas distintas, a dinitrogenase e a
dinitrogenase redutase (HUNGRIAet al.,2001; RUMJANEK et al.,, 2005), as quais
contém em sua estrutura ferro (ambas possuem) e molibdénio (dinitrogenase
redutase) que constituem o cofator denominado FeMo-Co onde ocorre reducéo do
N2(TAIZ & ZIEGER, 2004). A reacgéo catalisada pelo complexo da nitrogenase pode

ser resumida da seguinte forma:

N, + 8H* + 8e” + 16ATP — 2NH, + H, + 16ADP + 16Pi

Como demonstrado na equacdo, a FBN € um processo muito dispendioso,
pois para cada elétron transferido da Fe-proteina para a MoFe-proteina sao
consumidos 2 ATPs. Assim, para reduzir uma molécula de N, sdo necessarios oito
elétrons e, portanto, 16 ATPs (TAIZ& ZIEGER, 2004). A amodnia resultante da
reducdo do N, é posteriormente incorporada a compostos organicos, na forma de
glutamina, sendo essa reacao catalisada pela enzima glutamina sintetase (GS), que
atua na sintese de aminoacidos (HAYWARD et al., 2009).Segundo estimativas feitas
por Galloway e colaboradores (2004) a FBN em sistemas terrestres naturais
adicionara até o ano de 2050, 98 Teragrama de N por ano. A FBN é, portanto, um
processo crucial do ponto de vista ambiental e agricola, sendo 0 segundo processo
biolégico mais importante do planeta, logo apos a fotossintese (OLIVARES,et al.,

2013). No cenério agrondmico, a FBN € de extrema importancia, pois reduz a



necessidade de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e a poluicdo ambiental
causada por esses insumos, tendo, portanto, efeito direto na economia e na saude
humana e ambiental (BARBOSA et al., 2012).

A capacidade de fixar N, confere uma vantagem ecolégica significativa as
plantas capazes de fazer associacdes simbioticas, como as leguminosas (TAIZ &
ZIEGER, 2004). Condicdes, tais como, baixos niveis de energia disponivel, altos
niveis de O, no local de fixagdo (nitrogenase € sensivel ao O,), altos niveis de N
reativo no meio e baixa disponibilidade de outros recursos,especialmente fésforo (P),
ferro (Fe), potassio (K) e molibdénio (Mo), podem afetar a FBN direta ou
indiretamente e, consequentemente, 0 crescimento da planta hospedeira
(VITOUSEK, 2013). Devido aos altos requerimentos de ATP para a funcéo da
nitrogenase, a disponibilidade de P é crucial para a atividade do nodulo e
desempenha um papel na transducao de sinal, na biossintese de membranas e no
desenvolvimento e fung¢do dos nddulos. Assim como o K que esta relacionado ao
crescimento e funcdo dos nodulos e a atividade de enzimas envolvidas na
assimilacdo de amonia, suprimento de carbono e transducéo de energia. A oferta de
enxofre (S) relaciona-se ao teor de nitrogenase e leghemoglobina em nddulos.
Como a leghemoglobina mantém uma baixa concentracdo de O, livre dentro do
ndédulo, baixas concentracdes dessa proteina podem resultar em maior concentracéo
de O, que é toxico para a nitrogenase (SCHERER et al., 2008; VARIN et al., 2009;
DIVITO& SADRAS, 2014).

A FBN é um processo multigénico e regulada por varios fatores. A sintese de
cofator FeMo da nitrogenase € codificada pelos genes nif (do inglés nitrogen
fixation), homodlogos aqueles originalmente descritos em Klebsiella pneumoniae
(ARNOLD, 1988), uma bactéria fixadora de vida livre amplamente estudada que foi a
primeira diazotréfica com genes nif identificada e caracterizada (SOFT, 2007,
ANDREWS et al., 2009). Outra classe de genes séao os genes fix. Os genes nif e fix
estdo localizados em clusters distintos, cuja ordem e localizacdo precisas sao
espécies especificas (ANDREWS, et al.,, 2009). Os genes fixABCX codificam os
componentes de uma cadeia de transporte de elétrons, genes fixNOQP e fixGHIS
sdo necessarios para a producao e montagem de ccb3 (citocromo oxidase ligada a
membrana) (FISCHER,1994; ANDREWS, et al., 2009; DE MEYER, 2016).



1.3. Simbiose e FBN em leguminosas

A simbiose entre leguminosas e rizébios € um exemplo de interacdo bioldgica
intensamente estudada, cujos beneficios para a sustentabilidade agricola séo
reconhecidos devido ao processo de FBN (XAVIER, 2006).

A FBN simbidtica envolve diferentes hospedeiros (leguminosas) e bactérias
popularmente denominadas de rizObios que compreendem espécies de a-
proteobactérias dos géneros Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium,  Methylobacterium, Neorhizobium, Rhizobium, Pararhizobium’,
Shinellae Sinorhizobium (=Ensifer), e espécies de B-proteobactérias dos géneros
Paraburkholderia e Cupriavidus (NISTE, 2013; HOWIESON &; DILWORTH, 2016).

Para que haja a interacdo simbidtica entre a leguminosa hospedeira e a
bactéria é preciso compatibilidade entre eles e um ambiente do solo apropriado para
a troca de sinais, um dialogo molecular entre os dois parceiros simbi6ticos que
precede a infec¢do das raizes (HERRIDGE, 2008). Isso porque tanto fatores bibticos
e os abidticos podem atuar sobre a bactéria e/ou sobre o hospedeiro afetando o
processo e o estabelecimento da simbiose (HOWIESON &DILWORTH, 2016). Entre
as interacdes simbibticas mais bem estudadas podem-se citar aquelas que ocorrem
entre as espécies de Bradyrhizobium e a soja (ARAUJO &HUNGRIA, 1999) e
aquelas entre as espécies de Rhizobium que nodulam o feijoeiro (MARTINEZ-
ROMERO, et al., 1991).

A simbiose rizébio-leguminosa leva ao desenvolvimento de ndédulos
radiculares, 6rgéos especializados onde os rizébios se diferenciam em bacteroides e
fixam o N, atmosférico. Em troca, a planta supre a bactéria com fontes de energia e
carbono para sua sobrevivéncia e a protege de estresses bidticos e abibticos
(MERCANTE et al, 2002; JONES et al, 2007). No processo inicial de
estabelecimento da simbiose, os rizébios respondem aos exsudatos radiculares, em
especial aos compostos flavondides e isoflavondides, secretados por raizes de
leguminosas, com a sintese de outros sinais moleculares, como o exopolissacarideo
(EPS), lipopolissacarideo (LPS), o lipo-oligossacarideo (LOS) ou oligossacarideos
lipoquitinicos (LCOs), denominados de Fatores Nod, polissacarideo capsular (CPS),
polissacarideo nodular (NPS) e a B-glucana ciclica 2 entre outros, que tém sido

considerados provaveis biomoléculas responsaveis pelo reconhecimento e interacao



célula/célula permitindo uma simbiose com células de plantas da familia
Leguminosae (FRAYSSE et al., 2003).

Esses compostos ativam o fator de transcricdo da proteina de nodulacdo D
(NodD) em rizébios especificos e compativeis, induzindo a transcricdo de genes nod,
gue sdo necessarios para a sintese de fatores Nod, ou lipoquitoligossacarideos
(LCOs). Estes desencadeiam na planta hospedeira uma via de sinalizacdo que é
necessaria para a infeccdo e o desenvolvimento do nodulo, local onde as bactérias
serdo alocadas e realizardo a FBN (BROUGHTON, et al. 2006; CLUA, et al., 2018)
(Figura 1).
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Figura 1: Estabelecimento da simbiose rizébio-leguminosa. Fonte: CLUA, et al., 2018.

As diferentes fases do estabelecimento da simbiose, ou seja, a colonizagao
da rizosfera, entrada nas raizes, organogénese dos noédulos, infeccdo de células
nodulares e, por fim, a fixacdo de nitrogénio, dependem da troca de muitos sinais
moleculares e metabdlitos que envolvem muitos genes (REMIGI, et al., 2016). O
acido indol-3- acético (AIA) é a auxina mais efetiva nos fenémenos fisiologicos,
incluindo na nodulacdo de leguminosas, sendo relatado sua atuacdo durante os
estagios iniciais do processo de infeccdo, no encurvamento do pelo radicular, no
desenvolvimento do corddo de infeccao, iniciacdo e diferenciagdo de nddulos (Pl et
al., 2007; MATHESIUS, 2008).

Tanto os genes de bactérias como os da planta hospedeira sdo necessarios
para o estabelecimento de uma simbiose eficaz entre esses organismos. No entanto,

toda a informacédo genética (genes nif, fix e nod) necessaria para a formacdo de um



complexo funcional da enzima nitrogenase para reduzir N, em aménia e aqueles
envolvidos na simbiose, estédo localizados no genoma bacteriano frequentemente,
dentro de plasmideos (SHARMA, 1997; GALIBERT et al., 2001). Em Sinorhizobium
meliloti, por exemplo, 0os genes envolvidos na biossintese de fatores de nodulagéo
(nod, nol, noe) e na fixacdo de nitrogénio (nif e fix) estdo localizados no plasmideo
pSymA, enquanto outros genes necessarios para a biossintese de
exopolissacarideo, fator importante no processo simbiético, estdo localizadas no
plasmideo pSymB (GALIBERT et al.,, 2001). A transferéncia horizontal desses
elementos gendmicos pode ser observada entre bactérias presentes na rizosfera,
contribuindo para a distribuicdo da capacidade simbidtica, convertendo bactérias nédo
simbidticas por meio de um unico evento de transferéncia (BARCELLOS et al.,
2007).

Para que a FBN ocorra de forma eficiente é preciso que ocorra colonizacao
de raizes de forma eficiente pelos rizobios, para isso € preciso motilidade bacteriana
e quimiotaxia (POOLE, et al., 2018). A motilidade de swarming refere-se ao
movimento coordenado de grupos de células bacterianas em superficies semi-
sélidas em que esse movimento pode desempenhar um papel importante na
colonizagdo de ambientes naturais por bactérias (TAMBALO et al., 2010). O biofilme
€ uma associacao complexa de células bacterianas ligadas a substrato biético ou
abidtico que podem reter a umidade e proteger as raizes das plantas de varios
patogenos. A formacdo de biofilme e a producdo de exopolissacarideos por
linhagens bacterianas contribuem significativamente para a fertilidade do solo e
melhoram o crescimento das plantas (QURASHI & SABRI, 2012), pois permite que a
bactéria do solo colonize o hospedeiro e sobreviva a estresses ambientais e com a
limitacdo de nutrientes e esta relacionado ao processo da nodulacdo (RINAUDI &
GIORDANO, 2010).

Desse modo, pode-se dizer que a simbiose entre rizébio e leguminosa € um
processo complexo e que requer a interacdo de varios fatores para que ocorre de

forma eficiente.



1.4. Inoculacao de bactérias simbioticas (Rhizobium tropici e Rhizobium freirei)
na cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

Em termos econdmicos, o exemplo classico de vantagens obtido com o uso
de inoculantes fixadores de nitrogénio € o caso da inoculacdo da soja brasileira,
cujas sementes sdo inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium selecionadas, o que
substitui totalmente a adubacdo nitrogenada. Essa pratica proporcionou na safra
2006/2007 uma economia de 3,3 bilhdes de ddélares (SOUSA& MOREIRA, 2011).
Quando comparada a soja, a eficiéncia da FBN em feijdo € menor. O feijdo é
considerado um hospedeiro promiscuo e pode ser nodulado por diferentes espécies
existentes no solo levando, muitas vezes, a respostas inconsistentes da inoculacao
com rizébio nesta cultura, comum em condi¢des de campo (BRITO et al., 2015).

As espécies de rizObios recomendadas comercialmente para inoculacdo em
feijdo € o Rhizobium tropici estirpe comercial SEMIA 4077 (CIAT899) e Rhizobium
freirei, estirpe comercial SEMIA 4080 (PRF81) (HUNGRIA et al., 2000).

A estirpe PRF81 foi inicialmente classificada como R. tropici com base em
analises do rRNA 16S e a grande similaridade com a estirpe tipo da espécie,
CIAT899 (HUNGRIA et al., 2000). Em 2009, Ribeiro e colaboradores (2009) por meio
de andlises de MLST (Multilocus sequence typing) observaram uma grande
diferenca entre os genomas PRF81 e CIAT899 o que levou a reclassificagdo como
uma nova espécie, Rhizobium freire, em homenagem a Jodo Ruy Jardim Freire, um
rizobiologista brasileiro (DALL’AGNOL et al., 2013).

Além do feijoeiro, estas bactérias estabelecem simbiose e fixam nitrogénio
com uma gama de plantas leguminosas de regibes da América do Sul e Africa.
Ambas as estirpes exibem resisténcia intrinseca a varias condicbes de estresse
abidticos, como baixo pH do solo e altas temperaturas, que sao comuns em
ambientes tropicais e apresentam resisténcia a varios agentes antimicrobianos e
pesticidas, por isso o interesse no conhecimento desses microrganismos (ORMERNO-
ORRILLO, 2012).

Os beneficios providos pela inoculagdo de feijoeiro comum com as estirpes
CIAT 899 e PRF 81 tém sido evidenciados em varios estudos realizados no Brasil e
em outros paises. Em geral, estes estudos reportam ganhos em produtividade e
rendimento dos graos principalmente com o uso associado da inoculagdo com doses

baixas de N fertilizante e reforcam que o fertilizante pode ser parcialmente



substituido sem perdas de produtividade (HUNGRIA, et al., 2003; MERCANTE, et al.
2006; PELEGRIN, et al., 2009; DE OLIVEIRA, 2017).

Hungria e colaboradores (2003) mostraram que a inoculagdo das sementes
do feijoeiro com as estirpes CIAT 899 E PRF 81, associada a aplicacdo de 15 kg.ha™
de N na semeadura e no inicio do florescimento, forneceu rendimento de graos
superior a todos os diferentes tratamentos com a aplicacdo de N na semeadura e em
cobertura. Em 2012, Pacheco e colaboradores, relatam que uma estratégia para
maximizar os resultados obtidos com a inoculacdo de rizébio no feijoeiro comum
consiste na combinacdo com a aplicacdo de N mineral em que com a aplicacdo de
40 kg ha*de N em cobertura. Esta estratégia possibilitou um rendimento de gréos e
acumulacdo de N nos gréos similares & aplicacéo de 60 kg ha™ de N.

Mercante e colaboradores (2006) relataram em seu trabalho que o uso de
inoculante de CIAT 899 promoveu aumentos significativos na nodulacdo e no
rendimento de gréos das cultivares de feijoeiro avaliado, mesmo em solos com
populacbes elevadas de rizobios nativos, que competem no estabelecimento da
simbiose e nodulacdo da planta. A produtividade obtida foi superior aobtida com
aplicacdo de até 80 kg.ha™ de N, demonstrando a possibilidade de obtencéo de
incrementos significativos nos rendimentos médios desta cultura com o uso de
inoculantes com CIAT 899, a baixos custos econdmico e ambiental, pela reducéo na
utilizacao de fertilizantes quimicos nitrogenados.

Pelegrin e colaboradores (2009) observaram reportaram que a adubag¢do com
20 kg ha™ de N acrescida de inoculante com a estirpe de R. tropici CIAT 899
possibilitou a obtencao de rendimento de gréos na cultura do feijoeiro equivalente a
aplicacéo de até 160 kg ha™ de N, com rendimento de grdos superior ao tratamento
com a adubacdo de 20 kg ha™ de N, sem o uso do inoculante, evidenciando a sua
importancia para obteng&do de maior rentabilidade na cultura do feijoeiro.

De Oliveira e colaboradores (2017) reportaram que o uso associado da
adubacdo foliar de molibdénio e inoculante com R. tropici aumentou o teor de N nas
folhas, o acumulo de biomassa vegetal, 0 nimero de vagens por planta, o peso de
1000 gréos e a produtividade do feijdo comum e sugeriram que a adubacgao
nitrogenada, comumente utilizada na cultura do feijoeiro, pode ser substituida na sua
totalidade pela inoculagdo com a bactéria R. tropici e pela adubacao foliar com

molibdénio.
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Dada a importancia econdmica destas bactérias para a cultura do feijoeiro, 0s
genomas destas espécies tém sido estudados nos ultimos anos. Desde entdo,
diversos estudos tém sido realizados por diferentes grupos de pesquisa buscando
uma melhor compreensdo destas bactérias, especialmente das caracteristicas
importantes para o processo simbiético. O sequenciamento do genoma revelou que
CIAT899 e PRF81 compartiham uma regido altamente conservada em um
plasmideo (pSym) que esta presente também em Rhizobium leucaenae (CFN 299),
um rizébio exibindo uma gama de hospedeiros semelhantes.Este plasmideo pSym
parece ter surgido por um evento de co-integracdo entre dois replicons. Trés genes
nodA distintos foram encontrados no pSym, uma caracteristica que pode contribuir
para a colonizacéo destas espécies de Rhizobium (CIAT 899 e PRF 81). Os genes
para a biossintese e a modulacdo dos niveis de fitohormdnios de plantas também
foram identificados no pSym. Analise de genes envolvidos na resposta ao estresse
mostraram que CIAT899 e PRF81 estdao bem equipados para lidar com baixo pH,
altas temperaturas e com estresses oxidativos e osmoticos. A analise do genoma
também revelou uma grande variedade de caracteristicas que permite que estas
estirpes colonizem a rizosfera com sucesso, incluindo polissacarideos de superficie,
transportadores de captacdo e enzimas catabdlicas para nutrientes (ORMENO-
ORRILLO, 2012).

1.5. Melhoramento genético por mutacédo para melhorar a capacidade de FBN

Os primeiros geneticistas identificaram e estudaram muitas mutacoes
naturais. No entanto, a ciéncia da genética modificou-se radicalmente em 1927,
quando Hermann J. Muller descobriu que os raios X induziam mutacfes em
Drosophila. A capacidade de induzir mutagBes propiciou uma técnica totalmente
nova de andlise genética (LEWIN, 2009).

A mutacdo tem sido uma ferramenta muito utilizada por pesquisadores para
se obter microrganismos melhorados. Essas mutacdes podem ocorrer naturalmente
nas células sendo referidas como mutaces espontaneas, que podem ocorrer por:
(1) erros de pareamento durante a replicacao, (2) depurinacdo do DNA, (3) delecbes,
(4) sequéncias de insercao e (5) mecanismo de reparo de DNA propensos a erros
(SAXENA, 2015).



No ambito da agricultura, a principal vantagem desta tecnologia € que a nova
estirpe desenvolvida por mutagdo ndo € considerada um microrganismo
geneticamente modificado (OGM), o que ndo limita a sua aplicabilidade na industria
alimentar. Visto que no artigo 4°, Inciso I, da lei vigente (2005), € permitido o
melhoramento genético através da mutagénese, bem como formacao e utilizacéo de
células sométicas de hibridoma animal; fuséo celular, inclusive a de protoplasma, de
células vegetais, que possa ser produzida mediante métodos tradicionais de cultivo;
autoclonagem de organismos nao-patogénicos que se processe de maneira natural
(BRASIL, 2005).

Além das mutacles espontaneas que podem ocorrer no material genético, a
mutacdo induzida, que utiliza algum agente mutagénico, vem sendo utilizada em
varios trabalhos visando a obtencdo organismos com alguma caracteristica
melhorada e a caracterizacdo funcional de genes de interesse (LEWIN, 2009).
Mutantes sdo a base da variacdo genética e, portanto, tém atraido o interesse dos
melhoristas de plantas (KOORNNEEF, 2002) e de microrganismos, principalmente,
daqueles de interesse industrial. A mutagénese classica envolve geralmente a
utilizacdo de agentes fisicos e quimicos que podem trazer alteracfes aleatorias na
estrutura genética do microrganismo a fim de melhorar as caracteristicas desejadas
(SAXENA, 2015). Por ser um processo aleatorio, ndo é possivel prever qual o tipo de
mutacao que produzirda melhoria em uma estirpe particular. O procedimento geral de
mutagénese é dividido em trés grandes etapas: (a) expor a estirpe parental a um
agente mutagénico para induzir variabilidade genética, (b) selecdo aleatéria e
screening da populagao sobrevivente e (c) ensaios com os produtos melhorados,
bem como testes de estatistica das linhagens melhoradas (SAXENA, 2015).

Entre os agentes fisicos utilizados para induzir a mutacdo no material
genético temos as radiacdes ionizantes, que fragmentam e alteram a estrutura o
DNA levando a delecdes, e a radiacéo ultravioleta, que provoca dimerizacado das
bases de timina adjacentes e deforma a estrutura do DNA, bloqueando a transcri¢ao
e a replicacdo e, consequentemente, leva a interrupcdo do processo de traducao
(IKEHATA, 2011; SAXENA, 2015).

J& os agentes quimicos podem induzir muta¢des pontuais e sdo Uteis, pois
proporcionam taxas de mutacao elevadas. Os agentes mutagénicos quimicos mais
utilizados para a inducdo de mutacdo pertencem a classe dos agentes alquilantes,

como: etil metano sulfonato; sulfato de dimetila e as azidas (que é utilizado para



produzir altos efeitos mutagénicos em varias culturas, dependendo das condi¢des de
tratamento) (JAIN, et al. 2010; WANI, 2014).Da mesma forma, o metil metano
sulfonato (MMS) também € um agente alquilante e sua rea¢cdo com 0 genoma causa
metilacdo na base nitrogenada guanina induzindo o pareamento desta base com
adenina, resultando na inducao de transi¢cdes G/C para A/T (ANTONIO, 2012). Outro
agente quimico mutagénico € o acido nitroso (HNO;), uma vez que faz com que
ocorra a desaminacgdo oxidativa de bases nitrogenadas. A adenina é convertida em
hipoxantina, citosina em uracila e a guanina é convertida em xantina levando a
codificacdo errada e mutacdes (SAXENA, 2015). A mutagenicidade com azida
sbdica é conhecida desde 1948 (OWAIS& KLEINHOFS, 1988) e até hoje € bastante
aplicada no melhoramento genético, principalmente de plantas (KHAN, et al.,2009).
A azida sodica é um mutagénico quimico, que cria mutacdes pontuais, com
alteracdo de AT para CG (AL-QURAINY, 2009), com capacidade de inibir a
citocromo oxidase, que é um agente nitretante e um inibidor da oxida¢céo terminal
(MIRANDA, et al. 1996).

Uma alternativa para a obtencdo de novos microrganismos com alguma
caracteristica melhorada é a combinacdo de técnicas de mutagénese aleatdria de
genes, expressdo das enzimas mutantes e triagem das propriedades funcionais
desejadas, um processo que é conhecido como evolucgédo dirigida. O gene do melhor
variante da biblioteca inicial de mutantes é entdo, usado como molde para outros
ciclos de mutagénese/expressaol/triagem e o processo € repetido quantas vezes
forem necessarias até que seja atingido o nivel de melhoramento desejado (Figura
2) (OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009). Recentemente, métodos de evolucao dirigida
mais gerais tém sido desenvolvidos in vivo utilizando diferentes organismos, que

varia de virus, bactérias e até eucariotos superiores (BADRAN & LIU, 2015).
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Figura 2: Representacao esquemética das etapas realizadas no processo de evolucao dirigida.
Fonte: (BADRAN; LIU, 2015).

1.6. FBN e resisténcia a azida

No contexto da FBN, a mutacéo quimica vem sendo empregada para se obter
estirpes melhoradas em diferentes caracteristicas importante para o estabelecimento
da simbiose e para melhorias na capacidade de FBN visando uma simbiose mais
eficiente. Sharma & Vasudeva (2005), em seu trabalho induziram a mutacdo e
resisténcia a azida sodica em Gluconacetobacter diazotrophicus e Azospirillum
brasilense para aumentar o rendimento e teor de nitrogénio em plantas de
algodoeiro (Gossypium L.). Como resultado dessa mutacdo obtiveram estipes
mutadas com aumento da atividade da nitrogenase com relacao a estirpe selvagem,
bem como aumento na producédo de acido-3-indol acético (AlA) e maior eficiéncia na
fixacdo do N. O nivel de nitrogénio nas raizes, caules e folhas de plantas de
algodoeiro inoculadas com bactérias mutantes apresentaram uma porcentagem
maior de nitrogénio com relacdo as plantas tratadas com as bactérias selvagens.
Estes resultados indicaram que 0s mutantes resistentes a azida sdo superiores
comparado as estirpes parentais.

Saini e colaboradores (2001) em seu experimento com Azorhizobium

caulinodans, obteve mutantes resistentes a azida com nodulacdo melhorada e maior



eficiéncia simbidtica em diferentes espécies de leguminosas, indicando que a
resisténcia a azida sodica pode ser usada como uma técnica para melhorar a
eficiéncia simbibtica em populagbes de mutantes. Em 2004, Bhaskaret al, em seu
trabalho sobre Rhizobium ciceri, examinaram a funcédo da resisténcia a azida em
ralacdo a FBN, levando em consideragcdo que a expressao da resisténcia a azida foi
descrita como dependente dos genes fixABC descrito em Sinorhizobium meliloti e
gue outras descobertas apoiaram o envolvimento dos genes fixNOQP que codificam
a oxidase terminal cbb3 em R. etli. Eles concluiram que existe uma correlacdo entre
resisténcia a azida e maior fixacdo de nitrogénio simbidtico quando ha reiteracao
funcional e/ou a inducdo da expressdo desreprimida de genes de fixacao fixNOQP

que codificam oxidases simbidticas terminais.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Obter mutantes de Rhizobium tropici CIAT 889 resistentes a azida e avaliar a

eficiéncia simbiodtica dos mutantes em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L).

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a tolerancia da estirpe CIAT 889 ao composto quimico metil
metano sulfonato (MMS) e ao agente de selecéo azida sédica (NaN3);

e Gerar mutantes por mutagénese quimica com MMS e selecionar
mutantes resistente a azida sédica;

e Auvaliar o crescimento dos mutantes obtidos em meio de cultivo;

e Avaliar a producéo de biofilme, locomocé&o e producao de auxinas dos
mutantes obtidos.

e Inocular os mutantes obtidos e avaliar a capacidade de promocado do

crescimento e eficiéncia simbidtica em plantas de feijoeiro;
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RESUMO

RizAbios sdo bactérias simbidticas capazes de fixar o nitrogénio atmosférico (N2) em
simbiose com plantas leguminosas, como o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). O
nitrogénio (N) é um nutriente essencial para o crescimento e produtividade das
plantas que demandam grandes quantidades deste nutriente para seu
desenvolvimento. A simbiose entre rizébio e plantas leguminosas é manifestada pela
formagdo de nddulos radiculares, onde as bactérias fixam o N,. O feijdo é uma
importante fonte de proteina na dieta do brasileiro, sendo o Brasil um dos principais
produtores e consumidores deste gréo. A eficiéncia de FBN em feijao tem limitacdes,
sendo atribuidas ao melhoramento da planta sob fertilizacdo nitrogenada, elevada
competitividade e baixa eficiéncia de FBN de estirpes presentes do solo e
suscetibilidade do feijoeiro a doencas e estresses ambientais. A implementacdo de
melhorias na simbiose Rhizobium-feijao pode beneficiar a cultura do feijoeiro com
ganhos de produtividade dos grdo se reducdo dos custos de producdo com
fertilizantes. Uma abordagem que pode ser utilizada para tornar esta simbiose mais
eficiente € o melhoramento de estirpes com uso de técnicas de mutagénese e
selecdo de estirpes mutantes melhoradas, sendo a resisténcia a azida sodica (NaNs)
uma estratégia que tem tido sucesso na obtencdo de estirpes de rizObios mais
eficientes. Devido a importancia de se melhorar as relagbes simbibticas entre
rizobios e leguminosas, o presente trabalho teve como objetivo, induzir a mutagéo
em Rhizobium tropici CIAT 889 e obter mutantes resistentes a azida sodica e avaliar
a eficiéncia simbiotica dos mutantes em plantas de feijdo. Como resultado, obteve-se
seis mutantes AzR14, AzR15, AzR16, AzR17, AzR18 e AzR19, que foram
caracterizados quanto a formacao de biofilme, motilidade e producédo de auxina e
avaliados em trés experimentos de inoculacdo em plantas de feijoeiro. As plantas
inoculadas com os mutantes AzR17, 18 e 19 obtiveram resultados semelhantes ou
superiores a estirpe selvagem. Estes resultados mostram que a mutacdo e
resisténcia a azida sédica com rizébios pode aumentar a relacédo simbibtica e servir
para formulagdo de bioinoculantes diminuindo o0s impactos ocasionados por
fertilizantes nitrogenados e tornando a agricultura sustentavel.

Palavras-chave: Rizébio, leguminosa,FBN, Azida sédica e Simbiose



3.1. INTRODUCAO

Os rizébios séo bactérias simbibticas conhecidas devido a capacidade de fixar
0 nitrogénio atmosfeérico (N2) quando em simbiose com plantas leguminosas, como o
feijoeiro (Phaseolus vulgarisL.) e a soja (Glycine max L.). A capacidade de fixar N,
caracteristica das bactérias conhecidas como diazotroficas, ndo é restrita aos
rizobios podendo ser encontrada em diversas outras espécies de bactérias como
Rhodopseudomonas palustris, Azospirillum sp. E Azotobacter sp. (WEIR, 2016), as
quais podem ser de vida livre ou estar em associacdo com as plantas. As bactérias
diazotréficas possuem o complexo enzimatico nitrogenase que permite a estas
bactérias reduzir o N, em amodnia a qual pode ser assimilada pelos organismos
(HUNGRIA, et. al., 2013).

O nitrogénio (N) é um nutriente essencial para o crescimento e produtividade
dos organismos vivos e as plantas demandam grandes quantidades deste nutriente
para seu desenvolvimento. A fixacdo bioloégica de N (FBN) é de fundamental
importancia, pois apesar de abundante na atmosfera, o N ndo pode diretamente
assimilado pelos organismos. Desse modo, as bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN) podem fornecer o nitrogénio as plantas (SHIN, 2016) que é uma alternativa
sustentavel e economicamente viavel, pois reduz custos e 0s impactos ambientais
ocasionados pelo uso de fertilizantes (HUNGRIA et al., 2013), além de ajudar na
recuperacao de areas degradadas, na melhoria da fertilidade e da qualidade do solo,
contribuir para a reducao da emisséo de gases de efeito estufa e da contaminacao
dos mananciais hidricos (PADOVAN, et al., 2006).

A simbiose entre rizobio e plantas leguminosas leva a formacdo de nodulos
radiculares, onde o nitrogénio € fixado em beneficio da planta e em troca a bactérias
recebe nutrientes e protecdo contra estresses bidticos e abioticos (HUNGRIA, et. al.,
2007). Entre as interagcOfes mais estudadas estdao aquelas que ocorrem entre as
bactérias do género Bradyrhizobium e plantas de soja (Glycine max L.); Rhizobium e
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (HUNGRIA, 2011).

O feijdo € uma importante fonte de proteina na dieta da populacéo brasileira,
sendo o Brasil um dos principais produtores e consumidores deste grao. Para o seu
desenvolvimento e produtividade, o feijoeiro necessita de grandes quantidades de
fertilizantes nitrogenados (CARVALHO, 2008) e parte do N necessario a
produtividade do feijoeiro pode ser provida pela FBN que é capaz de reduzir em



mais de 50% a quantidade necessaria de fertilizantes nitrogenados nas lavouras
(HUNGRIA, et. al., 2003).

Entre as espécies capazes de nodular eficientemente o feijoeiro a espécie
Rhizobium tropici. (MARTINEZ-ROMERO et. al., 1991; HOWIESON & DILWORTH,
2016) que foi isolada de nédulos feijdo comum e das leguminosas arbustivas
Leucaena esculenta e Leucaena eucocephala de regides tropicais, sendo CIAT899 a
estirpe tipo desta espécie. Estas bactérias sdo bastonetes flagelados aerdbicos
gram-negativos, toleram altas temperaturas e condi¢cdes de acidez, com pH ideal de
crescimento entre 5 a 7, exibem resisténcia intrinseca a varios agentes
antimicrobianos e pesticidas (ORMENO-ORRILLO, 2012). Estas caracteristicas s&o
comuns em ambientes tropicais e nos solos brasileiros e tém sido associadas a
maior competitividade de estirpes pertencentes a esta espécie na nodulacdo do
feijoeiro (MARTINEZ-ROMERO, 1991). Por esse motivo, CIAT 899 ¢é
preferencialmente utilizada como inoculante para a cultura do feijoeiro no Brasil
(HUNGRIA, et. al. 2003).

A eficiéncia de FBN em feijao tem suas limitagdes quando comparada a soja.
Isto pode ser atribuido ao melhoramento da planta sob fertilizacdo nitrogenada, a
elevada competitividade e baixa eficiéncia de FBN de estirpes presentes do solo e a
suscetibilidade do feijoeiro a doencas e estresses ambientais (HUNGRIA et al.,
2013). A implementagdo de melhorias na simbiose Rhizobium-feijdo pode trazer
beneficios para esta cultura que pode ser alcancada por meio da selecéo de estirpes
mais eficientes simbioticamente; uso associado de bactérias simbibticas e bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) (HUNGRIA, et.al., 2015); selecdo de
estirpes tolerantes a climas aridos e a outros fatores de estresse ambiental
(ZAHRAN,1999; HUNGRIA, et al., 2000; SERRAJ, 2004) e melhoramento genético
de estirpes e plantas hospedeiras.

Além de outra abordagem que é a mutagénese. A mutacdo e selecdo de
estirpes mutantes permitem estudar a natureza e funcdo dos genes bem como
esclarecer como ocorre a relacdo simbiotica, crescimento e desenvolvimento das
plantas, produzindo matérias-primas para o melhoramento genético de culturas
economicamente rentaveis (AL-QURAINY, et al, 2009). A mutagénese classica com
uso de mutagénicos como os agentes alquilantes tem sido utilizada ha bastante
tempo no melhoramento de estirpes inclusive em estudos que visam obter estirpes
de rizébio mais eficientes na nodulacdo e FBN (SRIVASTAVA, 2011). A



mutagenicidade dos agentes quimicos € resultante da interacdo com o DNA que
leva a geracdo de mutacdes pontuais no genoma (YADAV, et al, 2009).A azida
sddica (NaN3) é um dos mais potentes agentes mutagénicos utilizados em plantas e
bactérias, cujos estudos séo relatados desde 1948 (OWAIS & KLEINHOFS, 1988;
KHAN, et al., 2009). Esse agente cria mutacdes pontuais, com alteracao de AT para
CG (AL-QURAINY, 2009) e é um potente inibidor da citocromo C oxidase, a oxidase
terminal da respiragéo celular (MIRANDA, J. et al. 1996).

Além de ser um agente mutagénico, azida tem sido utilizado como agente de
selecdo, sendo a resisténcia a este composto uma das estratégias utilizadas no
melhoramento de estirpes de bactérias. Em rizObios, a selecdo de estirpes
resistentes a azida tem sido utilizada na obtencdo de mutantes mais eficientes
simbioticamente (MIRANDA et al., 1996; SHARMA, et. al, 1997; BHASKAR &
KASHYAP, 2004). Como exemplo Shashi e colaboradores (1997) caracterizaram o
fendtipo simbidtico de trés mutantes de Rhizobium loti resistentes a azida e
mostraram que esses mutantes apresentaram eficiéncia simbibtica similar ou
superior a estirpe selvagem quando avaliados quanto a nodulacdo, atividade
nitrogenase (FBN), massa seca e teor total de nitrogénio da parte aérea.

Neste trabalho, foram utilizadas técnicas classicas de mutagénese para
obtencdo de mutantes de Rhizobium tropici CIAT 889 resistentes a azida visando
obter estirpes com eficiéncia simbiotica e capacidade de FBN melhoradas com
relacdo a estirpe selvagem, pois diante da importancia do processo de FBN para
todos os sistemas bioldgicos e da relevancia que a simbiose entre feijdo e
Rhizobium tropici tem no contexto da agricultura brasileira, pesquisas que possam
resultar em melhorias desta simbiose trazendo maior FBN, maior produtividade, com
reducdo do custo de producdo e danos ambientais relacionadas ao uso de
fertilizantes nitrogenados sé&o essenciais quando busca-se a sustentabilidade da

agricultura e a saude humana e ambiental.



3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Estirpe utilizada e condigdes de cultivo

Para os experimentos de mutagénese e inoculacdo foi utilizada a estirpe de
Rhizobium tropici CIAT899 (SEMIA 4077) obtida da colecdo de cultura de bactérias
diazotroficas e promotoras de crescimento vegetal da Embrapa Soja (CNPSO,
Brasil) (MARTINEZ-ROMERO et al. 1991).A estirpe foi armazenada em glicerol 50%
a -20 °C, mantida em meio YM sdélido (0,4 g/L extrato de levedura; 5,0 g/L manitol;
0,5 g/L de K;HPOy; 0,2 g/L de MgS0,4.7H,0; 0,1 g/L NaCl e 15 g/L agar, pH de 6,8-
7,0) (VINCENT, 1970)e, quando necessario, cultivada em meio YM liquido sob
agitacao a 150 rpm e temperatura de 28 °C (HUNGRIA & ARAUJO, 1994).

3.2.2. Mutagénese e Selecdo de mutantes de CIAT 899 resistentes a azida sodica

Para obtencédo dos mutantes resistentes a azida sédica, foi feito a mutagénese
de CIAT899 com metil metanossulfonato (MMS) e selecdo dos mutantes resistentes
a azida sodica (SAINI et al., 2001; GUPTA et al., 2012). O processo de mutagénese
quimica gera mutacbes pontuais, no entanto, quando em concentracfes
inadequadas o agente quimico pode gerar quebras cromossémicas (LEWIN, 2009).
Para determinar a concentracdo adequada de MMS a mutagénese de CIAT899, a
estirpe foi exposta a concentracbes crescentes de MMS. AplOs este ensaio
preliminar, aliquotas de 1 mL de uma suspens&o celular (1x10* células/mL) foram
transferidas para tubos de microcentrifuga e homogeneizadas sem MMS e com 3
mM de MMS. Apds exposicdo ao MMS por 30 minutos a 20°C, as ceélulas foram
centrifugadas (7000 rpm por 5 minutos a 4°C) e lavadas (2 vezes) com 1 mL de
solucdo salina 0,9%para retirada do MMS. Aliquotas de 100 pL foram diluidas
serialmente em solucéo salina (até 107) e, em seguida,as diluicbes 10° e 107 foram
plaqueadas em meio sélido YM. Ap6s48 h a 28°C foi feita a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) e determinacéo da taxa de sobrevivéncia (GUPTA
et al., 2012).

Para avaliar a resisténcia a azida sédica, CIAT899 foi cultivada em meio soélido
com diferentes concentracdes de azida sédica (5 a 30 ug/mL), para avaliar quais



concentracdes inibiam o crescimento de CIAT 899. Apds esse teste, aliquotas de
100 pL de cultura mutada foi plagueada em meio solido YM (com concentracdo de
15 e 20pg/mL) para obtencéo das colonias mutantes resistentes. As colonias obtidas
foram posteriormente estocadas em glicerol 50% a -20°C para analises e

caracterizagdes subsequentes.

3.2.3. Caracterizagdo dos mutantes resistentes a azida sodica

Para avaliacdo do crescimento, CIAT899 e os mutantes obtidos foram
cultivados em 50 mL de meio liquido YM a 28 + 2 °C sob agitacéo orbital de 120 rpm
por 48 horas com amostragens (2 mL) durante o periodo de crescimento (12, 24, 36
e 48). O crescimento foi avaliado pela densidade otica (DOggonm)-

A formacdo de biofilme foi avaliada em ensaio com cristal violeta em
microplacas (SHUKLA &RAO, 2017). As estirpes foram cultivadas em tubos de
ensaio com 5 mL de meio YM por 24 horas a 120 rpm. Aliquotas de 10pL de
suspensao celular com DOgponm de 0,5 foram inoculadas em 190uL de meio YM em
cada poco da microplaca de poliestireno, com seis repeticbes. Aos pocos periféricos
da microplaca, adicionou-se 200 uL de agua destilada esterilizada para reduzir a
perda de agua. As bactérias foram cultivadas por 16h a 28°C e, em seguida, a
cultura foi retirada com micropipeta. As células do biofilme aderido ao pogo foram
fixadas em metanol absoluto (99%). Apos fixacdo, as células foram lavadas duas
vezes com solugcdo salina, secas ao ar e entdo, foram coradas com 200 pL de
solucéo de cristal violeta (0,2%) por 5 min. O corante em excesso foi removido,
seguido de lavagem 2x com agua destilada e secagem ao ar. As células coradas
foram removidas da parede do poco com solucdo de acido acético 33% e a
absorbancia foi avaliada em um leitor de microplacas a 570,

A capacidade de locomocao sob superficie (Swarming) das bactérias foi
determinada em meio soélido YM com 0,7% de agar, conforme metodologia descrita
por Kearns (2010) e Tambalo (et al, 2010). As placas de Petri foram preparadas com
30 mL de meio e secas em fluxo laminar com a tampa aberta por 3h. As estirpes
foram cultivadas em meio liquido YM por 24 h a 120 rpm a 28°C. Aliquotas de 10uL
da cultura (DOggonm = 1.0) foram inoculadas no centro da placa de Petri. As bactérias

foram cultivadas a28° C durante uma semana e apos este periodo, a locomocéo foi



avaliada qualitativamente. O software para medir o diametro do crescimento em
superficie das estirpes, foi o ImageJ (DAERR & MOGNE, 2016).

Para os ensaios de quantificacdo de auxinas, 1 mL do pré-indculo com
(DOgoonm de 0,4) foi inoculado em 120 mL de meio liquido YM com ou sem
suplementacao de L-triptofano (100 ug/mL). As bactérias foram cultivadas a 28 £2°C
sob agitacdo orbital de 120 rpm por 48 horas. O crescimento e a produgcédo de
auxinas foram monitorados a intervalos regulares de 12 h por até 48 horas. A cada
intervalo, uma aliquota de 2 mL de cultura foi coletada e o crescimento foi avaliado
por absorbancia (DOgsoonm). A cultura foi centrifugada (12000 g por 10 minutos) e o
sobrenadante obtido foi homogeneizado com o reagente de Salkowski (30 mL de
acido sulfarico; 50 mL de agua destilada; 1mL de cloreto de ferro 0,5 M) (GORDON
& WEBER, 1951) na proporcdo 1: 4 (v/v) de sobrenadante/reagente. Apds reacao
por 30 minutos no escuro, a absorbéancia foi avaliada a 530,,. Para estimativa da
guantidade de auxinas foi construida uma curva de calibracdo com concentracées
crescentes de AlA sintético (SIGMA) de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL, o qual
apresentou um coeficiente de determinacéao (R?) de 0,99 (Anexo).

Todos os ensaios foram realizados com trés repeticbes bioldgicas e as
andlises colorimétricas com trés repeticoes técnicas. As analises estatisticas foram
realizadas com o programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001) utilizando o teste de
Scott-Knott e p < 0,05.

Para o ensaio de analise de polissacarideo procedeu-se da seguinte maneira:
riscou-se a placa com o indculo ajustado para DOgoonm = 1,0 (fazendo uma cruz) em
meio YM solido. Foram realizadas trés repeticdes para cada bactéria. Incubou-se a
28°C por 48 horas e a avaliagdo seguiu o seguinte critério: (-) Nao mucoide:
nenhuma producédo de EPS; (+) parcialmente mucoide: pouca producdo de EPS;
Mucoide: EPS evidente em todas as colbnias; (++) crescimento sobre a area riscada;
(+++) EPS cobre e ultrapassa a area riscada; (+++d) EPS cai na tampa da placa
(ZLOSNIK, et al, 2008).



3.2.4. Avaliacao da eficiéncia simbidtica dos mutantes resistentes a azida sédica em

plantas de feijdo comum (P. vulgaris)

Foram realizados trés experimentos de inoculacdo em plantas de feijao
comum (P. vulgaris L.), sendo um em condi¢fes in vitro e outros dois em casa de
vegetacdo em vasos de Leonard (SOMASEGARAN & HOBEN, 1985). Para todos os
experimentos foram utilizadas sementes de feijao carioca as quais foram
desinfestadas, pré-germinadase cultivadas em soluc@o nutritiva livre de nitrogénio
(BROUGHTON; DILWORTH, 1970) (Anexo A).

A desinfestacdo foi feita pela imersdo das sementes em agua destilada
esterilizada por 5 minutos, seguido de tratamento com alcool (70%) por 60segundos
e hipoclorito de sddio (2%) por 2 minutos. Apés desinfestacdo, as sementes foram
lavadasl12vezes com agua destilada esterilizada, distribuidas sobre o papel de
germinacao umedecido (Germitest) e incubadas 28°C por 24-48 horas.

Os trés experimentos foram realizados com 9 tratamentos, sendo um
tratamento controle sem inoculagdo, um controle nitrogenado (10 mM de NH4NOs3),
um tratamento inoculado com a estirpe CIAT899 e seis tratamentos de inoculagao
com 0s mutantes resistentes a azida sodica (AzR14 a AzR19). Para o preparo do
inoculante, as bactérias foram cultivadas em meio YM liquido por 24 horas e a
DOgoonm fOi ajustada para 0,4, equivalente a 10® células/mL. Uma aliquota de 1 mL
da suspenséo celular foi inoculada na regido da radicula um dia apds a semeadura
nos trés experimentos.

O experimento in vitro (experimento 1) foi realizado em frascos de vidro 8 x 20
cm (L x A) contendo solug&o nutritiva e como suporte,uma folha de papel absorvente
dobrada e com um furo central a qual foi fixado a borda do frasco (Anexo B). As
sementes pré-germinadas foram dispostas no centro do suporte de papel entre as
duas folhas de papel absorvente com auxilio da pinca esterilizada. As plantulas
foram cultivadas por 20 dias em camara de crescimento com temperatura controlada
(25 °C) e 12horas de luz.O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticoes.

Foram realizados dois experimentos em vasos de Leonard (SOMASEGARAN;
HOBEN, 1985; HUNGRIA & ARAUJO, 1994.) (Anexo C) contendo como substrato

uma mistura de carvao, areia e vermiculita 0,5:1:2 (v/v) e solucao nutritiva completa



sem nitrogénio (BROUGHTON &DELLWORTH, 1970). O experimento 2 foi realizado
com 9 tratamentos (como descrito acima) com duas plantas por vaso de Leonard,
em delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes por tratamento. O
experimento 3 foi realizado em condicbes similares as descritas acima com 4
repeticdbes por vaso de Leonard, contendo uma planta por vaso. Em ambos os
experimentos, as plantas foram mantidas por 30 dias em casa de vegetagédo, sendo
a solucéo nutritiva reposta semanalmente.

As plantas foram coletadas e separadas em raizes e parte aérea, por um corte
cerca de 1 cm acima do substrato. As raizes foram lavadas na peneira para evitar
perda de ndédulos e estes foram destacados das raizes e contados para
determinacdo do numero de nédulos (NN). Para avaliacdo da massa seca de
nédulos (MSN), raizes (MSR) e parte aérea (MSPA), as amostras foram colocadas
na estufa a 65 °C até o atingir o peso constante (aproximadamente 7h) para
posterior pesagem. O nitrogénio total (g/kg) da parte aérea foi analisado pelo método
de Kjeldahl (1883), apos digestédo e titulacdo das amostras conforme metodologia
descrita anteriormente (GALVANI; GAERTNER, 2006). Os dados obtidos foram
utiizados para calcular a eficiéncia da fixacdo de nitrogénio [(MSPA
tratamento/MSPA controle N) x 100], o nitrogénio acumulado (NAC) [(Ntotal X
MSPA)] em mg/g de parte area e o nitrogénio relativo [(NACtratamento/NACcontrole)
x100].

3.2.5. Andlise dos dados

Os parametros avaliados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
teste de médias (Scottknot) com nivel de significancia de 5% no programa SASM-
Agri. As analises de componentes principais (PCA) foram realizadas com as médias
dos parametros avaliados utilizando o programa R Studio (JOLLIFFE & CADIMA,
2016). (Anexo D)



3.3. RESULTADOS
3.3.1. Mutagénese

O teste preliminar para determinar a concentracdo de MMS necesséria para
selecdo dos mutantes. A estirpe selvagem CIAT899 foi exposta as concentracdes de
1 mM e 2 mM; contudo, ndo foi possivel realizar a contagem de unidades
formadoras de colbénias (UFC) devido ao numero elevado de células. Em um
segundo ensaio, CIAT 899 foi exposta a 3 mM de MMS e comparada ao controle
sem MMS. O nimero de UFC/mL foi de 1,6x10' no tratamento controle e de 3,2
x10° no tratamento com 3 mM de MMS, uma quantidade equivalente a 2% daquela
encontrada no controle. A partir deste ensaio, determinou-se o tratamento com 3 mM
de MMS apropriado para os ensaios de mutagénese de CIAT 899.

Apés, determinou-se a concentracdo de azida sédica necessaria para inibir o
crescimento de CIAT899, nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL de
azida sédica (Figura 1). CIAT 899 cresceu nas concentracfes de 5 e 10 ug/mL de
azida, sendo um pouco menor neste Ultimo e apresentou inibicdo do crescimento
nas concentracdes acima de 15 pg/mL, sendo estabelecido as concentracdes de 15

e 20 pg/mL como adequadas para a selecao de mutantes resistentes.
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Figura 1: Crescimento de CIAT 899 em diferentes concentragdes de azida sodica




Depois de estabelecida a concentracdo de MMS necesséaria para o
processo de mutagénese (3mM)e de azida sodica adequada a selecdo dos
mutantes (15 e 20 pg/mL), os processos de mutagénese e selecdo foram
realizados. Foram obtidos6 mutantes (AzR14, AzR15, Azrl6, AzR17, AzR18 e
AzR19) resistentes a azida (Figura 2).
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N

15 ou 20 pg/mL de azida sddica, a 28°C durante 7 dias.

A tolerdncia dos mutantes obtidos a azida foi avaliada e comparada
aguela da estirpe CIAT 899 em concentracfes de até 30 pug/mL de azida
soédica. O crescimento dos mutantes foi reduzindo com o aumento da
concentracdo de azida, sendo as estirpes mutantes capazes de crescer até a
concentracdo de 20 pg/mL, exceto o mutante AzR15 que cresceu até a
concentracdo de 15 pg/mL (Tabela 1) (Anexo E, F e G).



Tabela 1: Tolerancia dos mutantes resistentes (AzR)a azida sodica de CIAT 899

Azida sddica (ug/ml)
ESTIRPES
0* 5 10 15 20 25 30
CIAT 899 +++ +++ ++ - - - -
AzR14 +++ +++ +++ ++ + - -
AzR15 +++ +++ ++ + - - -
AzR16 +++ +++ +++ ++ + - -
AzR17 +++ +++ +++ ++ + - -
AzR18 +++ +++ +++ ++ + - -
AzR19 +++ +++ +++ ++ + - -

*Crescimento foi observado em meio sélido apdés 5 dias de cultivo a 28°C e avaliado
gualitativamente pela presenca e quantidade de colénias em meio sélido YM, como normal
(+++), parcial (++ ou +) ou inibido (-).

3.3.2. Caracterizagado dos mutantes

Foi realizado a caracterizacdo dos mutantes AzR obtidos para quatro
propriedades importantes presentes nas bactérias, as quais estdo envolvidas
em diferentes fases do estabelecimento da simbiose entre rizébios e
leguminosas com a finalidade de avaliar se estas propriedades foram afetadas
pela mutacdo em comparacdo a estirpe CIAT 899. Foram avaliadas as
propriedades de formacdo de biofilme, motilidade, producédo do fitohorménio
auxina e polissacarideo, além do crescimento.

Com relacéo a capacidade de formacao de biofilme, os mutantes AzR15,
18 e 19 apresentaram um resultado melhor que a estirpe selvagem (colunas
em azul) e com relacdo a avaliacdo do crescimento, os mutantes ndo diferiram

significativamente da estirpe selvagem (colunas em vermelho) (Figura 3).



0,4

0,3

Absorbancia

a a a
b
b b
a a
b |.‘ |I cI.i b a
CIAT 899 AzR14 AzR15 AzR16 AzR17 AzR18 AzR19
Estirpes

Figura 3: Formacao de biofilme de CIAT 899 e das estirpes resistentes a azida (colunas azuis)
e crescimento de CIAT899 e das estipes resistentes a azida (colunas vermelhas).
*Dados sdo médias de 6 repeticdes técnicas e 2 repetigdes bioldgicas +* desvio padréo. Letras
iguais nao diferem significativamente pelo teste de Skott Knott a p<0,05. Biofilme avaliado pela
absorbancia a 570nm e crescimento absorbancia a 600nm.

No que diz respeito a locomocéo, o teste de swarming foi realizado para
observar se havia diferenca no padrdo de locomoc¢ao entre os mutantes AzR
guando comprados com a estirpe selvagem, porém, apés a realizacdo do teste
em meio semi-solido contendo 0,7% de &gar, foi possivel observar que os
mutantes AzR foram afetados na capacidade de locomoc¢édo sob superficie,
exceto o mutante AzR18 que néo diferiu significativamente de CIAT 899 (Figura
5). O mutante AzR14 apresentou 0 menor diametro entre 0s mutantes,

revelando que a mutacdao teve efeitos marcantes a locomocéo deste mutante.



Figura 4: Teste de motilidade de Swarming realizado em meio YM com 0,7% de agar da
estirpe CIAT 899 e os mutantes AzR com cultivo a 28°C durante 7 dias.
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Figura 5: Atividade de locomoc¢ao (Swarming) de mutantes resistentes a azida e CIAT
899.*Dados sdo médias de 2 repeticies bioldgicas * desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste de Skott Knott a p<0,05.

Na avaliacdo do crescimento e a producdo de auxinas, na presenca de
triptofano, de R. tropici CIAT899 e dos mutantes AzR. Com a realizacdo desse
ensaio, obteve-se o grafico da producdo de auxina (figura 6), em 48 horas de
cultivo e a curva de crescimento de CIAT 899 e seus mutantes AzR em
DOsoonm (EM que pode-se ter uma comparagdo com relagdo ao comportamento

de crescimento entre as estirpes em meio YM) (figura 7).
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Figura 6: Producdo de auxina no intervalo de 48 h de cultivo em DOggonm de CIAT899 e AzR
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Figura 7: Curva de crescimento de CIAT 899 e mutantes AzR em DOgoonm

Pode-se também obter a estatistica da producdo de auxina e AlA da
estirpe CIAT 899 e dos mutantes (Tabela 2) e assim ter uma analise
comparativa dos mutantes em relacdo a estirpe selvagem para a producédo

desse fitohorménio essencial no crescimento vegetal.



Tabela 2: Producédo de auxina por CIAT 899 e mutantes AzR, crescimento a DOgyonm €
producéo de AIA

CrT:Srg f’rge‘:ﬁo Estirpes ng DO60o nm AIA/DO
CIAT 899 14.22 b 0.92 b 155 B
AzR14 8.60 d 0.77 d 11.1 C
AzR15 12.00 ¢ 0.98 a 122 C
o1 AzR16 12.24 ¢ 0.82 ¢ 14.9 B
AzR17 19.21 a 0.99 a 19.3 A
AzR18 18.72 a 0.96 a 19.6 A
AzR19 5.79 d 0.89 b 6.5 D
C.V. (%) 0.14 2.41 13.7
CIAT 899 7954 a 158 a 50.6 A
AzR14 56.81 e 154 a 37.1 B
AzR15 65.51 c 171 a 38.7 B
ot 1 AzR16 61.38 d 148 a 415 B
AzR17 69.53 b 151 a 46.5 A
AzR18 61.45 d 1.39 a 445 A
AzR19 64.64 C 156 a 416 B
C.V. (%) 3.04 8.66 9.1
36 H CIAT 899 59.37 ¢ 1.84 ¢ 323 B
AzR14 66.89 b 2.35 a 285 B
AzR15 75.35 a 2.06 b 36.6 A
AzR16 71.23 a 171 d 418 A
AzR17 78.64 a 1.87 ¢ 421 A
AzR18 67.83 b 1.80 ¢ 37.6 A
AzR19 78.71 a 2.00 b 39.3 A
C.V. (%) 6.09 2.9 7.0
48 H CIAT 899 70.15 a 2.09 a 335 B
AzR14 57.64 b 1.43 d 40.4 A
AzR15 65.68 a 177 b 37.1 B
AzR16 61.14 b 1.45 d 423 A
AzR17 64.47 a 158 ¢ 40.8 A
AzR18 58.06 b 157 ¢ 37.0 B
AzR19 61.42 b 159 ¢ 38.8 A
C.V. (%) 4.95 3.29 6.4

*Dados representam a média de trés repeticbes bioldgicas. Letras iguais ndo diferem
signitivamente pelo teste Scoft — Knott(p <0,05)

Ja com relacdo a andlise de polissacarideo obteve-se o0 seguinte
resultado: todas as estirpes mutantes e a CIAT 899 apresentaram
exopolissacarideo que cobriu e ultrapassou a area riscada, sendo o resultado

representado por (+++).



Figura 1: Analise de producéo de polissacarideo. Crescimento da cultura em meio YM a 28°C
em 48 horas.

3.3.3. Ensaio de Inoculagéo

Foram realizados trés experimentos de inoculagdo em plantas de
feijdo comum (P. vulgaris L.)obtendo-se os seguintes resultados:

3.3.3.1. Experimento 1

No primeiro experimento de inoculagdo em feijdo com a estirpe CIAT
899 e os mutantes AzR em vasos com solucao nutritiva e desenvolvimento em
camera de crescimento (tendo inicio do plantio no dia 26 de Junho de 2017 e o
desmonte dos vasos ocorreu no dia 14 de Julho de 2017), foram avaliados os
seguintes parametros: massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), massa seca da planta (MSPL), nimero de nédulos (NN), massa seca
de nédulos(MSN) e a eficiéncia da fixagdo de nitrogénio (EFIFN), obtendo-se o

seguinte resultado (Tabela 3) :



Tabela 3: Caracteristicas simbidticas de CIAT 899 e mutantes AzR do experimento 1

MSPA MSR MSPL

Tratamentos () % (9) % (9) % NN % MSN (g) % EFIFN
CONTROLE 0,268 91,1 0,220 a 237,6 0,488 138 0,000 b 0,000 c 191,01
N-

CONTROLE 0,330 1357 0,081 b 239 0411 100 0,000 b 0,000 c 235,71
CIAT899 0,140 0,0 0065 b 00 0,205 0 73,333 b 0,0 0,015 b 00 100,00
AzR14 0,253 80,4 0,088 b 355 0,341 66 92,000 a 25,5 0,023 b 559 180,36
AzR15 0,233 66,1 0,101 b 54,7 0,333 63 88,333 a 20,5 0,047 a 216,9 166,07
AzR16 0,247 76,1 0,101 b 54,6 0,347 69 103,667 a 41,4 0,041 a 171,0 176,14
AzR17 0,262 86,9 0,095 b 456 0,357 74 109,667 a 49,5 0,041 a 174,4 186,86
AzR18 0,257 83,3 0,102 b 57,1 0,359 75 116,333 a 58,6 0,045 a 197,3 183,29
AzR19 0,313 1232 0088 b 350 0401 95 103,333 a 40,9 0,050 a 233,6 22321
C.V. 26,98 34,16 35,2

*MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca da raiz; MSPL: massa seca da planta; NN: nimero de nddulos; MSN: massa seca de nédulos;
EFIFN: eficiéncia da fixacdo de nitrogénio.



No tratamento Controle e N-controle, ndo é possivel analisar dados
como o NN e MSN, ja que esses dois tratamentos séo livres da inoculagdo com
bactérias simbidticas formadoras de nddulos capazes de fixar Nitrogénio. Com
relacdo aos outros tratamentos, nesse experimento, pode-se dizer que 0s
mutantes AzR tiveram resultados melhores ou similares com a estirpe
selvagem utilizada como controle (CIAT899), como o mutante AzR18 que se
destacou em MSR e NN e o mutante AzR19, mostrou-se melhor em MSPA,
MSPL, MSN e EFIFBN, quando comparado aos demais tratamentos.

Na analise de componente principal (PCA) (Figura 8) fica claro que CIAT
899, AzR14 e 15 apresentaram resultados inferiores aos demais mutantes,
além de ser possivel fazer uma correlacdo entre o mutante AzR 16 e 18 e
MSR, AzR17 e NN e MSN e o mutante AzR19 e MSPA, MSPL e EFFBN. .

PCA — Alll variables
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1% explained var.)
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Figura 9: Analise de PCA de variaveis de crescimento de planta de feijao inoculadas com
mutantes de CIAT899 resistentes a azida sddica experimento 1.

3.3.3.2. Experimento 2

No segundo experimento de inoculacdo em feijdo com a estirpe CIAT
899 e os mutantes AzR em vasos de Leonard e crescimento em casa de
vegetacado no IAPAR (tendo inicio do plantio no dia 15 de Setembro de 2017 e
desmonte dos vasos no dia 15 de Outubro de 2017), foram analisados os
seguintes dados: MSPA, MSR, MSPL, NN, MSN, NTOTAL, EFIFN, NAC e NAC
RELATIVO, obtendo-se o seguinte resultado (Tabela 4):



Tabela 4: Caracteristicas simbidticas de CIAT 899 e mutantes AzR do experimento 2

NTOTAL NAC
Tratamentos MSPA (g) % MSR (@) % MSPL (g0 % NN % MSN % (g/kg™) EFIFN  NAC (mg) RELATIVO
Controle 0,47 c -69 0,348 B -11 0,814 c¢ -57 0 b 0 c 9,947 a 14,87 4635 d 7,62
N-controle 3,13 a 109 1,009 A 159 4,14 a 119 O b 0 c 19,43 a 100 60,81 a 100,0
Ciat899 1,50 b 0 0,389 B O 1,888 b O 1395 a o0 0075 b O 30,9 a 47,86 46,07 b 75,75
CAzR14 1,18 b -22 0,413 B 6 1589 b -16 1478 a 6 0,107 a 42 18,68 a 37,55 2223 ¢ 36,55
CazR15 1,14 b -24 0,408 B 5 1551 b -18 1247 a 11 0,084 b 11 20,26 a 36,51 2268 ¢ 37,30
CazR16 1,32 b -12 0,417 B 7 1,735 b -8 1275 a -9 0,087 b 16 23,67 a 42,08 30,97 ¢ 50,92
CazR17 1,22 b-19 0327 B -16 1544 b -18 1355 a -3 0,071 b -6 21,47 a 38,86 2661 c 43,76
CazR18 1,64 b9 0,485 B 25 2,125 b 13 1388 a 0 0,105 a 40 24,65 a 52,37 4055 b 66,68
CazR19 1,54 b 3 0,4 B 3 1,938 b 3 1518 a 9 0,099 a 32 2295 a 49,09 3532 b 58,08
CV(%) 19,15% 16,99% 16,01% 16,12% 20,94% 20,20% 20,29%

*MSPA — Massa seca da parte aérea; MSR — Massa seca da raiz; MSPL- Massa seca da planta; NN- Namero de nédulos; MSN- Massa seca de nddulos;

NTOTAL- Nitrogénio total; EFIFN- Eficiéncia da fixagdo de nitrogénio; NAC- Nitrogénio acumulado; NAC RELATIVO- Nitrogénio acumulado relativo



Ja no experimento 2, o mutante AzR18 mostrou-se eficiente em alguns
parametros analisados como MSPA, MSR, MSPL, MSN, e EFIFN, assim como
0 mutante AzR19, apresentou um maior NN com relagdo as demais bactérias
inoculadas, mas quando se tratou de conteudo de nitrogénio total e nitrogénio
acumulado, a estirpe CIAT899 apresentou melhor desempenho. Os demais
mutantes analisados, ndo se mostraram tdo eficientes quando a estirpe
selvagem.

Na andlise de PCA (Figura 9) os mutantes AzR14, 15, 16 e 17 ndo estédo
correlacionados com nenhum dos dados analisados quando comparados aos
mutantes AzR18 e 19 que se correlacionam a bons resultados no que diz
respeito a MSPA, MSPL, EFIFN, NN, MSN e MSR e CIAT 899 que apresenta-
se correlagdo com resultados de NTOTAL, NAC e NACRELATIVO.
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Figura 10: Andlise de PCA de variaveis de crescimento de planta de feijao inoculadas com
mutantes de CIAT899 resistentes a azida sodica experimento 2

3.3.3.3.Experimento 3

No terceiro experimento de inoculacdo com a estirpe CIAT899 e os
mutantes AzR em vasos de Leonard e crescimento em casa de vegetacao na
UEL, com plantio no dia 21 de Maio de 2018 e desmonte dos vasos em 21 de
Junho de 2018, foram analisados os seguintes dados: altura da planta, MSPA,
MSR, MSPL, NN, MSN, NTOTAL, EFIFN, NAC e NAC RELATIVO, obtendo-se

0 seguinte resultado:



Tabela 5: Caracteristicas simbidticas de CIAT 899 e mutantes AzR do experimento 3

ALTURA MSPA MSR MSPL MSN NTOTAL NAC

(cm) % (g) % (g) % (g) % NN % (g) % (g/kg™) % EFIFN (mg/planta) % NRELATIVO
CONTROLE 23,000 d -20,7 0,529 c -36,3 0,212 b 4,5 0,740 c -283 0,0 C 0 c 24,362 b -38,9 17,4 13,214 ¢ -60,2 17,6
N-CONTROLE 35,500 a 224 3,033 a 2651 0,562 a 177,4 3,595 a 2479 0,0 C 0 c 24,682 b -381 100,0 74,919 a 125,5 100,0
CIAT899 29,000 b 0,0 0,81 b 00 0202 b 00 1,033 b 00 81,0 B 00 0069 b 00 39870 a 0,0 27,4 33229 b 0,0 44,4
AzR14 28,000 b -3,4 0,731 ¢ -12,0 0231 b 139 092 ¢ -69 1003 A 23,8 0084 b 21,1 34797 a -12,7 241 25300 ¢ -23,9 33,8
AzR15 27,500 b -5,2 0,590 ¢ -29,0 0,219 b 81 0,809 c -21,7 828 B 22 0,074 b 7,1 38,310 a -3,9 19,5 22,492 ¢ -32,3 300
AzR16 28,000 b -3,4 0,618 c¢ -25,7 0,222 b 9,5 0,839 c¢ -18,8 100,5 A 24,1 0,075 b 81 35,164 a -11,8 20,4 21,739 c -346 290
AzR17 29,000 b 0,0 0,861 b 3,7 0,257 b 26,9 1,118 b 8,2 99,3 A 22,5 0,103 a 48,7 34,504 a -135 28,4 29,803 b -10,3 39,8
AzR18 29750 b 2,6 0,965 b 161 0,224 b 10,5 1,189 b 151 95,5 A 179 0,091 a 30,8 36148 a -93 31,8 35139 b 57 469
AzR19 25,750 c -11,2 1,016 b 22,3 0,252 b 24,5 1,268 b 22,7 82,8 B 2,2 0,082 b 17,5 36,685 a -8,0 33,5 37,292 b 12,2 49,8
C.V. 5,89% 13,45% 10,44% 12,40% 14,24% 21,57% 10,99% 25,34%

*MSPA - Massa seca da parte aérea; MSR — Massa seca da raiz; MSPL- Massa seca da planta; NN- Numero de nédulos ; MSN- Massa seca de nodulos;
NTOTAL- Nitrogénio total; EFIFN- Eficiéncia da fixa¢cdode nitrogénio; NAC- Nitrogénio acumulado; NAC RELATIVO- Nitrogénio acumulado relativo



No experimento 3, os mutantes AzR 17, 18 e 19 mostraram-se eficientes
em alguns parametros analisados como MSPA, MSR, MSPL, MSN, e EFIFBN,
além disso, os mutantes AzR 18 e 19 também apresentaram melhor
desempenho com relacdo ao NAC e NRELATIVO, porém quando se fala em
nitrogénio total, a estirpe CIAT899 apresenta-se com melhor resultado. Os
demais mutantes AzR ndo apresentaram bons resultados quando comparados
com os demais tratamentos.

Na andlise de PCA (Figura 10) os mutantes AzR14, 15 e 16 néo estédo
correlacionados com nenhum dos dados analisados quando comparados aos
mutantes AzR18 e 19 que se correlacionam a bons resultados no que diz
respeito a NAC, NACRELATIVO, EFIFN, MSPA e MSPL, o mutante AzR 17
correlaciona-se a um bom resultado relacionado a MSR e MSN e CIAT899

apresenta-se correlacdo com resultado melhor de NTOTAL.
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Figura 21: Analise de PCA de variaveis de crescimento de planta de feijao inoculadas com
mutantes de CIAT899 resistentes a azida sddica experimento 3



3.4. DISCUSSAO

Neste trabalho buscou-se fazer uma analise comparando os mutantes
obtidos por meio da resisténcia a azida sédica com a estirpe CIAT 899 para
melhorar a relacdo simbidtica com o feijao, bem como a fixacao biolégica do
nitrogénio para que se obtenha inoculantes mais eficientes e diminua a
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, ocasionando, consequentemente,
menor impacto ambiental e gastos para a agricultura.

Para os rizobios, véarios tracos fenotipicos mostraram-se importantes
para a sua competitividade em nodulacdo por isso a importancia de se analisar
a motilidade, producéo de biofilme e polissacarideo, bem como a producéo de
auxina (LARDI, et al.,, 2017), pois sdo parametros que estdo intimamente
relacionados ao sucesso da simbiose e fixagao do nitrogénio.

Desse modo a caracterizacdo dos seis mutantes obtidos, no teste do
biofilme, se destacaram o AzR15, 18 e 19 quando comparados com CIAT 899.
A formacé&o de biofilme permite que bactérias do solo colonizem o hospedeiro e
sobrevivam a estresses ambientais, como a limitacdo de nutrientes e outras
condicbes desfavoraveis, por isso € fundamental entender o processo de
formacdo do biofilme, visto que esta relacionado ao processo da nodulacdo
(RINAUDI & GIORDANO, 2010), esse resultado pode explicar o bom resultado
dessa espécie de mutante no experimento 1 e 3, no que diz respeito a nimero
de nddulos e massa seca nodular.

Avaliou-se também a motilidade das estirpes mutantes e selvagem
através do teste de Swarming, pois 0 processo de mutagcdo ocorreu de forma
aleatéria, assim genes relacionados a locomocédo poderiam ter sofrido
alteracbes. A locomocdo por Swarming pode desempenhar um papel
importante na colonizagdo de ambientes naturais por bactérias (TAMBALO, et
al., 2010), podendo aumentar a eficiéncia simbidtica existente entre rizdbio-
leguminosa. Em nosso trabalho, porém, néo foi realizado testes genéticos para
saber o que poderia influenciar na motilidade, apenas um teste qualitativo
mostrando que n&o houve diferenca no padrdo de locomocao entre a estirpe
selvagem e 0s mutantes que mostraram resisténcia a azida soddica, onde

observamos que todos cresceram de forma circular. Porém, os mutantes AzR



foram, de alguma forma afetados na capacidade de locomocdo, com excec¢ao
do AzR18 que néo diferiu significativamente de CIAT 899. O mutante AzR14
apresentou o menor didmetro entre os mutantes, revelando que a mutagao teve
efeitos marcantes na locomocéao deste mutante.

Buscou-se avaliar também, a producéo de auxinas (compostos indélicos)
de R. tropici CIAT899 e seus mutantes AzR, podendo dizer que nas primeiras
12 horas, os mutantes AzR17 e 18 apresentaram maior producdo de auxina e
AlA comparado com CIAT 899. Em andlise de 24 horas, porém, CIAT 899 teve
maior producdo de auxina e AIA do que todos os outros mutantes. 36 horas
apos, todos os mutantes, exceto AzR14, foram melhores que a CIAT 899 tanto
na producdo de auxina quanto de AIA. E em ultima analise realizada em 48
horas, CIAT 899 apresentou melhor resultado em producédo de auxina que as
demais estirpes, porém em relacdo a producdo de AIA, os mutantes tiveram
melhor resultado, pode-se dizer entdo que 0sS mutantes apresentaram
resultados melhores ou similares a estirpe selvagem utilizada nesse
experimento. A manutencdo adequada de niveis de auxina nas células vegetais
€ importante para regular todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento
da planta (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Mutacdes nos genes produtores de polissacarideos podem afetar o
processo de infeccdo de varias maneiras, como, por exemplo, incapacitando a
formacdo dos corddes de infeccdo, que resultaria na formacdo de nddulos
vazios, nao fixadores de N, (GRAY &ROLFE, 1990), porém neste trabalho com
0os mutantes AzR obtidos ndo apresentaram diferenga com a estirpe selvagem.

Nos ensaios de inoculagdo com os seis mutantes AzR e a estirpe CIAT
899, em diferentes condi¢cdes de cultivo (experimento 1 em camera de
crescimento, experimento 2 em casa de vegetagcdo no IAPAR e experimento 3
em casa de vegetacdo na UEL) foi observado que trés mutantes (AzR17,
AzR18 e Azrl9) exibiram resultados melhores ou similares a estirpe selvagem
em pelo menos algum parametro analisado. Como, por exemplo, no
experimento 1, o AzR19 foi o mutante que apresentou melhor desempenho em
MSPA, MSPL e EFIFN. Ja no experimento 2, os mutantes AzR 18 e 19 foram
melhores, porém quando se trata de conteudo de nitrogénio total, a estirpe

selvagem ainda € superior e no experimento 3, houve uma reprodutibilidade



dos resultados obtidos no experimento 2, em que o AzR17 também mostrou
bom resultado.

Em 2005, SHARMA & VASUDEVA, avaliaram a produc&o do Acido Indol
Acético (AIA) em trés mutantes de Azospirillum brasilense e um mutante de
Acetobacter diazotrophicus resistentes a azida sédica inoculados em algodéo,
em que a produgéo de AIA foi maior em mutantes em comparagdo com suas
respectivas linhagens parentais, porém o mecanismo pelo qual se obteve esse
resultado ainda é desconhecido. Neste mesmo experimento, a porcentagem de
nitrogénio e o teor de nitrogénio total com linhagens parentais e mutantes
foram estimados em algoddo. Houve um valor significativamente maior de
conteldo de nitrogénio nas plantas tratadas com mutantes em comparagao
com as plantas tratadas com suas respectivas linhagens parentais, néo
ocorrendo esse resultado em nosso experimento.

Com relacdo ao nitrogénio total, nos dois experimentos realizados em
casa de vegetacdo, CIAT 899 apresentou resultado mais significativo que os
seus respectivos mutantes.

SAINI, et al (2001), fizeram a identificacdo de mutantes resistentes a
azida de rizobios com maior nodulagdo e maior eficacia simbiotica em espécies
de leguminosas indicando que a resisténcia a azida sédica pode ser usada
como uma estratégia para enriquecer populacdes de mutantes com maior
eficacia simbidtica, a massa dos néodulos, foi avaliada e em comparacdo com
as estirpes do tipo selvagem, quatro mutantes resistentes a azida, mostraram
um aumento significativo na nodulacao e fixagcdo de nitrogénio, bem como na
massa seca da parte aérea das plantas inoculadas, resultado semelhante foi
visto no experimento com a CIAT 899 e seus mutantes, em que pelo menos
trés (AzR17, 18 e 19) apresentaram-se com resultados melhores que a estirpe
selvagem no que diz respeito a massa seca nodular e massa seca da parte
aérea.

Mutantes resistentes a azida (AzR) da estirpe de Rhizobium loti foram
isolados e nove mutantes AzR de R. loti foram caracterizados pela sua
simbiose com plantas de Lotus pedunculatus, num experimento realizado por
SHARMA, et al, (1997). Em comparacdo com a estirpe parental do tipo
selvagem, os mutantes AzR exibiram ou eficacia simbidtica semelhante ou

superior. As mutacbes melhoraram a fixacdo de nitrogénio, bem como



melhoraram a massa seca da parte aérea das plantas inoculadas e também
aumentou a nodulacdo, semelhante ao resultado com CIAT 899 e seus
mutantes.

Com esses resultados pode-se dizer que os mutantes AzR18 e 19
apresentam potencial para serem utilizados como futuros bioinoculantes em
culturas de feijdo comum e que mutacao e posterior resisténcia a azida sddia,
pode sim ser uma ferramenta utilizada para a criagcado de novas formulacdes de
bioinoculantes com maior competitividade, aumentando a eficiéncia simbidtica
e FBN, contribuindo de forma significativa para um aumento da produtividade

das culturas e tornando a agricultura mais rentavel de forma sustentavel.



REFERENCIAS

AL-QURAINY, Fahad et al. Effects of sodium azide on growth and yield traits of
Eruca sativa (L.). World Applied Sciences Journal, v. 7, n. 2, p. 220-226,
2009

BHASKAR, V. Vijay; KASHYAP, L. R. Azide resistance in Rhizobium ciceri
linked with superior symbiotic nitrogen fixation. 2004

BROUGHTON, W. J.; DILWORTH, M. J. Methods in legume-rhizobium
technology: plant nutrient solutions. In: SOMASEGARAN, P.; HOBEN, H.J.
(Ed.). Handbook for Rhizobia. Hawaii: NifTAL Project and University of Hawaii,
1970, p. 245-249

CANTERI, Marcelo G. et al. SASM-Agri: Sistema para analise e separacdo de
médias em experimentos agricolas pelos métodos Scott-Knott, Tukey e
Duncan. Revista Brasileira de Agrocomputagéo, v. 1, n. 2, p. 18-24, 2001.

CARVALHO, M. C. S. Arvore do conhecimento: feijao. 2008. Disponivel em
<http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/feijao/arvore/CONTAGO1 81 13
11200215104.html#> com acesso em 16. Jul. 2018

DAERR, Adrian; MOGNE, Adrien. Pendent_drop: an imagej plugin to measure
the surface tension from an image of a pendent drop. Journal of Open
Research Software, v. 4, n. 1, 2016

GALVANI, F.; GAERTNER, E. Adequacdo da metodologia Kjeldahl para
determinacao de nitrogénio total e proteina bruta. XI MET, p. 34, 2006

GORDON, Solon A.; WEBER, Robert P. Colorimetric estimation of indoleacetic
acid.Plant Physiology, v. 26, n. 1, p. 192, 1951.

GRAY, J. X.; B. G. ROLFE. Exopolysaccharide production in Rhizobium and its
role in invasion. Molecular Microbiology, Oxford, v.4, p.1425-1431, 1990.

GUPTA, A.; DAS, S. K.; BANIK, A. K. Induced mutation and selection of a high
yielding strain of Micrococcus glutamicus for L-lysine production. International
Journal of Pharma and Bio Science, v. 3, n. 2, 2012.

HOWIESON, J. G.; DILWORTH, M. J. Working with rhizobia. Canberra:
Australian Centre for International Agricultural Research, 2016

HUNGRIA, Marianagela, ARAUJO, Ricardo S.Manual de métodos
empregados em estudos de microbiologia agricola. Brasilia, DF: Embrapa-
Servigo de Producéo e Informacao, 1994

HUNGRIA, Mariangela. Inoculagcdo com Azospirillum brasilense: inovagéao
em rendimento a baixo custo. Londrina: Embrapa Soja, 2011.


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/feijao/arvore/CONTAG01_81_1311200215104.html
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/feijao/arvore/CONTAG01_81_1311200215104.html

HUNGRIA, Mariangela; CAMPO, Rubens José; MENDES, IEDA CARVALHO.
A importancia do processo de fixacao bioldgica do nitrogénio para a cultura da
soja: componente essencial para a competitividade do produto
brasileiro. Embrapa Soja-Documentos (INFOTECA-E), 2007

HUNGRIA, Mariangela; NOGUEIRA, Marco Antonio; ARAUJO, Ricardo Silva.
Co-inoculation of soybeans and common beans with rhizobia and azospirilla:
strategies to improve sustainability. Biology and Fertility of Soils, v. 49, n. 7,
p. 791-801, 2013).

HUNGRIA, Mariangela; NOGUEIRA, Marco Antonio; ARAUJO, Ricardo Silva.
Soybean seed co-inoculation with Bradyrhizobium spp. and Azospirillum
brasilense: a new biotechnological tool to improve vyield and
sustainability. American Journal of Plant Sciences, v. 6, n. 06, p. 811, 2015.

HUNGRIA, Mariangela; VARGAS, Milton AT. Environmental factors affecting
N2 fixation in grain legumes in the tropics, with an emphasis on Brazil. Field
crops research, v. 65, n. 2-3, p. 151-164, 2000.

HUNGRIA, Mariangela; CAMPO, Rubens José; MENDES, Iéda
Carvalho. Beneficios da inoculacéo da cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris)
com linhagens eficientes e competitivas de Rhizobium tropici. Biologia e
Fertilidade dos Solos , v. 39, n. 2, p. 88-93, 2003).

JOLLIFFE, lan T.; CADIMA, Jorge. Principal component analysis: a review and
recent developments. Phil. Trans. R. Soc. A, v. 374, n. 2065, p. 20150202,
2016.

KHAN, Salim; AL-QURAINY, Fahad; ANWAR, Firoz. Sodium azide: a chemical
mutagen for enhancement of agronomic traits of crop plants. Environ. Int. J.
Sci. Tech, v. 4, p. 1-21, 2009.

KEARNS, Daniel B. A field guide to bacterial swarming motility. Nature
Reviews Microbiology, v. 8, n. 9, p. 634, 2010

LARDI, Martina et al. Competition experiments for legume infection identify
Burkholderia phymatum as a highly competitive B-rhizobium. Frontiers in
Microbiology, v. 8, p. 1527, 2017.

LEWIN, Benjamim. Genes IX. 92 edicdo. Porto Alegre/Artmed, 2009.

MARTINEZ-ROMERO, Esperanzaet al. Rhizobiumtropici, a novel species
nodulating Phaseolus vulgaris L. beans and Leucaena sp. trees. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 41, n. 3, p. 417-
426, 1991

MIRANDA, J. et al. Rhizobium etli cytochrome mutants with derepressed
expression of cytochrome terminal oxidases and enhanced symbiotic nitrogen
accumulation. Applied microbiology and biotechnology, v. 45, n. 1-2, p. 182-
188, 1996



ORMENO-ORRILLO, Ernesto et al. Genomic basis of broad host range and
environmental adaptability of Rhizobium tropici CIAT 899 and Rhizobium sp.
PRF 81 which are used in inoculants for common bean (Phaseolus vulgaris
L.). BMC genomics, v. 13,n. 1, p. 1, 2012

OWAIS, W. M.; KLEINHOFS, A. Metabolic activation of the mutagen azide in
biological systems. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, v. 197, n. 2, p. 313-323, 1988

PADOVAN, Milton Parron et al. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
(FBN) PELA SOJA [GLYCINE MAX (L.)MERRILL], CULTIVADA SOB MANEJO
ORGANICO, EM DIFERENTES EPOCAS DE SEMEADURA, PARA FINS DE
ADUBACAO VERDE. Cadernos de Agroecologia, v. 1, n. 1, 2006.

RINAUDI, Luciana V.; GIORDANO, Walter.An integrated view of biofilm
formation in rhizobia. FEMS microbiology letters, v. 304, n. 1, p. 1-11, 2010.

SAINI, S.S. SINDHU, K.R. DADARWAL. Azide-Resistant Mutants of
Azorhizobium caulinodanswith Enhanced Symbiotic Effectiveness. Folia
Microbiol. 46 (3), 217-222 (2001)

SRIVASTAVA, P. et al. Mutagenic effects of sodium azide on the growth and
yield characteristics in wheat (Triticum aestivum L. em. Thell.). Asian Journal of
Plant Sciences, v. 10, n. 3, p. 190, 2011)

SHARMA, Pankaj; VASUDEVA, Manjula. Azide resistant mutants of
Acetobacter diazotrophicus and Azospirillum brasilense increase yield and
nitrogen content of cotton. Journal of Plant Interactions, v. 1, n. 3, p. 145-149,
2005.

SHARMA, Shashi B.; SAKADEVAN, K.; SHARMA, Sunila. Mutations conferring
azide resistance enhance symbiotic nitrogen fixation in Rhizobium loti. Plant
and soil, v. 189, n. 2, p. 221-229, 1997

SERRAJ, Rachid. Symbiotic nitrogen fixation: prospects for enhanced
application in tropical agriculture. Oxford & IBH, New Delhi, IN, 2004.

SHARMA, Shashi B.; SAKADEVAN, K.; SHARMA, Sunila. Mutations conferring
azide resistance enhance symbiotic nitrogen fixation in Rhizobium loti. Plant
and soil, v. 189, n. 2, p. 221-229, 1997.

SHUKLA, Sudhir K.; RAO, Toleti Subba. An Improved Crystal Violet Assay for
Biofilm Quantification in 96-Well Microtitre Plate. Biorxiv, p. 100214, 2017

SHIN, Wansik et al. Role of Diazotrophic Bacteria in Biological Nitrogen Fixation
and Plant Growth Improvement. Korean Journal of Soil Science and
Fertilizer, v. 49, n. 1, p. 17-29, 2016.



SOMASEGARAN P, HOBEN, HJ. Methods in legume-Rhizobium
technology. Hawai: Niftal Project, 367p. 1985.

SRIVASTAVA, P. et al. Mutagenic effects of sodium azide on the growth and
yield characteristics in wheat (Triticumaestivum L. em. Thell.). Asian Journal of
Plant Sciences, v. 10, n. 3, p. 190, 2011

TAIZ, L.; ZIEGER, E. Fisiologia vegetal. (Trad.). SANTAREM E.R. et al. 3.ed.
Porto Alegre: Artmed, 2004. 719p

TAMBALO, Dinah D.; YOST, Christopher K.; HYNES, Michael F.
Characterization of swarming motility in Rhizobium
leguminosarumbv.viciae. FEMS microbiology letters, v. 307, n. 2, p. 165-174,
2010

TRIPLETT, Eric W. Construction of a symbiotically effective strain of Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii with increased nodulation competitiveness. Applied
and environmental microbiology, v. 56, n. 1, p. 98-103, 1990

VINCENT, James Matthew et al. A manual for the practical study of the root-
nodule bacteria. A manual for the practical study of the root-nodule
bacteria., 1970

VITOUSEK, Peter M. et al. Towards an ecological understanding of biological
nitrogen fixation. In: The Nitrogen Cycle at Regional to Global Scales.
Springer, Dordrecht, 2002. p. 1-45

WEIR, B.S. (2016)The current taxonomy of rhizobia. NZ Rhizobia website.
https://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia Last updated: X Jan, 2016

YADAYV, A. S. et al. Isolation and symbiotic characterization of azide resistant
mutants of different species of Rhizobia. Journal of Pure and Applied
Microbiology, v. 3, n. 1, p. 95-100, 2009.

ZAHRAN, Hamdi Hussein. Rhizobium-legume symbiosis and nitrogen fixation
under severe conditions and in an arid climate. Microbiology and molecular
biology reviews, v. 63, n. 4, p. 968-989, 1999.

ZLOSNIK, James EA et al. Differential mucoid exopolysaccharide production by
members of the Burkholderia cepacia complex. Journal of clinical
microbiology, v. 46, n. 4, p. 1470-1473, 2008



ANEXO
Anexo A

Solucao nutritiva Broughton and Dellworth, 1970

Solugdo |M elementos Sais g/l M

Estoque

1 1000 |Ca CaCl, . 2H,0 294,1 2,0

2 500 |P KH,PO4 136,09 |10

3 10 Feé Fe-EDTA 4,47
250 |Mg MgSO, . 7TH,0 123,3 0,5
250 |K K>SO,y 87,0 0,5
1 Mn MnSQO, . H,0O 0,206 0,002

4 2 Micronutrientes | HsBO3 0,247 0,004
0,5 ZnSO4 . 7TH0 0,288 0,001
0,2 CuS0, . 5H0 0,100 0,0004
0,1 CoSO, . 7TH0 0,056 0,0002
0,1 NaMoO, . 2H,O 0,048 0,0002

Ajustar o pH para 6,6 a 6,8 usando HCI ou NaOH

Diluicdo final nos vasos de Leonard:
Usar 0,5 mL da solucéo estoque 01 — 02-03 e 04 e completar o volume
para llitro agua destilada



Anexo B

Anexo B: vasos esterilizados adaptados com frasco de vidro com solucao
nutritiva e papel absorvente como suporte para planta. Fonte: IAPAR



Anexo C

Meio de Folha de aluminio
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ANEXO E
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RESISTENCIA A AZIDA SODIA [0, 5, 10, 15, 20 E 25ug/mL] DO MUTANTE AzR14 E AzR15.



ANEXO F
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RESISTENCIA A AZIDA SODIA [0, 5, 10, 15, 20 E 25ug/mL] DO MUTANTE AzR16 E AzR17.




ANEXO G
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RESISTENCIA A AZIDA SODIA [0, 5, 10, 15, 20 E 25ug/mL] DO MUTANTE AzR18 E AzR1






