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RESUMO

O trabalho teve como principal objectivo
a obtencdo de estirpes de rizobio adequadas
a nodulag@o de luzernas anuais e adaptadas
a sobreviver nas condi¢des ambientais sus-
ceptiveis de ocorrer em solos degradados.
Dado que as populagdes de rizobio apresen-
tam variabilidade consideravel no que res-
peita a tolerancia a factores ambientais, os
estudos focaram-se na pesquisa ¢ na selec-
¢do de estirpes resistentes a condigdes
adversas. Efectuaram-se colheitas de solos
em diversas zonas no sul do Pais, seleccio-
nando-se locais afectados por secura, tempe-
raturas elevadas e, pontualmente, salinidade.
A partir destes solos, isolaram-se estirpes de
rizébio, usando como planta hospedeira a
luzerna anual Medicago polymorpha.

Estudaram-se os efeitos de condi¢oes de
stresse ambiental, como a salinidade e as
altas temperaturas, no crescimento das estir-
pes isoladas. Dos 41 isolamentos analisados,
11 apresentaram crescimento em meio con-
tendo 1,4 M de cloreto de sodio e suplemen-
tado com 10% de extracto de terra, ¢ 22
cresceram quando incubadas a 45 °C em

meio sem aditivos. Trés estirpes mostraram
ter capacidade para crescer sob os efeitos
conjuntos da salinidade e da alta temperatura.

A analise de extractos etandlicos de estir-
pes tolerantes a salinidade revelou, na maior
parte dos casos, a acumulagdo, induzida
pelo sal, dos solutos compativeis de Sino-
rhizobium: o dipéptido N - acetilglutaminil-
glutamina amida, varios tipos de betainas,
trealose, glutamato e prolina.

A observagio, por NMR de 3P in vivo, de
uma estirpe tolerante ao sal, proveniente de
um solo xistoso de baixo teor em fdsforo,
mostrou a presenga de niveis elevados de
reservas intracelulares de fosfato inorganico
(polifosfato), sugerindo um bom potencial
para utilizagdo em solos onde os riscos de
salinizagdo se conjuguem com deficiéncias
em fosforo assimilavel.

ABSTRACT

The main objective of this work was to
obtain rhizobial strains able to nodulate an-
nual medics and highly adapted to the envi-
ronmental conditions present in degraded
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soils. Since populations of rhizobia vary in
their tolerance to environmental factors,
screening for resistant strains was pursued.
Soil samples were collected in different re-
gions in Southern Portugal, severely affected
by drought, high temperatures, and, in some
places, salinity; rhizobial strains were isolated
using Medicago polymorpha as trap-host.

The effects of environmental stressful con-
ditions, such as salinity or high temperatures,
in the growth of the isolated strains were
studied. Among the 41 isolates that were ana-
lysed here, 11 showed good growth capacity
in the presence of 1.4 M sodium chloride and
10% soil extract, and 22 could grow upon in-
cubation at 45 °C. Three strains were able to
grow under the simultaneous effects of salin-
ity and high temperature.

NMR analysis of ethanolic cell-free ex-
tracts of salt tolerant strains showed that, in
most cases, cell growth in medium contain-
ing high salt concentrations resulted in the
accumulation of the compatible solutes de-
scribed for Sinorhizobium: the dipeptide
N-acetylglutaminylglutamine  amide, be-
taines, trehalose, glutamate, and proline.

Analysis by in vivo *'P-NMR of a salt tol-
erant strain originated from a schistous soil
with low-phosphorus content, revealed the
presence of high levels of intracellular inor-
ganic phosphate reserves (polyphosphates).
This suggests a high potential for the utiliza-
tion of the strain in soils affected by both sa-
linity and phosphorus deficiency.

INTRODUCAO

A fixagdo biologica de azoto tem vindo a
adquirir importancia crescente na agricultura,
dado que constitui uma alternativa vidvel a
aplicagdo de fertilizantes azotados quimicos,
cujo emprego, para além de poluente do meio
ambiente, se torna factor de agravamento de
consumos de energia na producdo agricola.

A associagdio entre rizobio e plantas
leguminosas ¢ particularmente eficaz como
fonte de azoto fixado por via bioldgica, sen-
do no entanto essencial que o microssim-
bionte e o hospedeiro que se pretende intro-
duzir no solo interajam de modo adequado,
formando simbioses eficazes no que respeita
a fixacdo de azoto atmosférico. Em muitos
casos, torna-se necessario proceder a inocu-
lagdo do solo ou das sementes do hospedei-
ro com estirpes de rizobio eficazes, no sen-
tido de maximizar a produtividade do siste-
ma (Smith, 1992). Uma estratégia chave
para aumentar o desempenho destes inocu-
lantes baseia-se na selec¢do de estirpes com
capacidade para competir com as estirpes
autdctones para a nodulagfo, ou para sobre-
viver saprofiticamente nas condi¢des edafo-
climaticas locais. Esta selec¢@o torna-se par-
ticularmente importante em solos afectados
por condi¢cdes ambientais adversas (O’Hara
et al., 2002). Nestas situagdes, ¢ essencial
utilizar estirpes capazes de sobreviver no
solo em condig¢des de stresse € em numero
suficiente para garantir uma populagido
capaz de nodular e fixar azoto, competindo
com as estirpes indigenas, eventualmente
menos eficazes. Os sistemas ambientais
mais problematicos para rizobio encontram-
se em solos marginais, com baixos niveis de
precipitagdo, extremos de temperatura, bai-
xos niveis de matéria orgénica e fraca capa-
cidade de retencdo de agua (Zahran, 1999).
Estas caracteristicas sdo frequentes em
regides do sul de Portugal afectadas por pro-
blemas de pré-desertificagdo e mas caracte-
risticas dos solos. Nestas zonas, a introdu-
¢do de estirpes de rizobio bem adaptadas a
sobreviver em situagdes de agressdo
ambiental, como altas temperaturas, secura
ou salinidade, podera ser intrinsecamente
importante, tanto para sistemas de producao
em regime de sequeiro, como para sistemas
de irrigacdo sob risco de salinizagéo.
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MATERIAIS E METODOS
Isolamento de estirpes de rizobio

Para a obtenc@o das estirpes de rizébio,
foram escolhidos solos com relativa variabi-
lidade de caracteristicas. Seleccionaram-se
zonas de solos degradados nas regides do
Alto e Baixo Alentejo, escolhendo-se, em
locais particularmente afectados por baixos
niveis de precipitacio e temperaturas eleva-
das, solos com fraca capacidade de retengéo
de agua, baixa capacidade de troca catidnica
¢ baixo teor em matéria organica. Na altura
de cada colheita, fez-se uma avaliagdo da
intensidade aparente destes factores, com
base na qual foi atribuido, a cada local, um
grau de agressividade de condi¢des ambien-
tais, como indicado no Quadro 1. Como
exemplo de local atingido por niveis eleva-
dos de salinidade sem excessos de tempera-
tura, escolheu-se um solo constituido por
sedimentos arenosos, num local periodica-
mente submerso em agua do mar, no conce-
lho das Caldas da Rainha (Salir do Porto).

Para além das caracteristicas ambientais, a
presenca de luzernas anuais espontineas foi
factor determinante na escolha dos locais de
amostragem. Todas as colheitas de solos
foram realizadas durante os meses de
Novembro de 2003 e Margo de 2004.

Nos locais seleccionados, colheram-se
amostras da camada superficial dos solos (1-
-10 cm), apds o que se procedeu de imediato
ao isolamento de estirpes de rizobio, usando
como hospedeiro-isco a cultivar Santiago,
uma variedade comercial de Medicago
polimorpha. O método de isolamento (Fer-
-reira & Marques, 1992) consistiu na inocu-
lagdo de plantulas de luzerna com aliquotas
de aproximadamente 0,5 g de solo crivado
(2 mm), em frascos com suporte de areia
estéril suplementada com solugdo nutritiva
(Wacek & Brill, 1976). As plantas cresce-
ram em camara fitoclimatica, durante 4 a 6

semanas, com um fotoperiodo de 12 horas,
com um nivel de radiago fotossintética acti-
va de aproximadamente 260 pmol m” s e
temperaturas diurna e nocturna de 22 e
15 °C, respectivamente. Decorrido o periodo
de crescimento, as plantas foram retiradas e
observadas quanto a presenca de nddulos.
Do conjunto das plantas inoculadas com
solo de cada local, escolheram-se os nodu-
los radiculares de maiores dimensdes, pro-
cedendo-se ao isolamento das estirpes de
rizobio de acordo com os procedimentos
descritos por Vincent (1970).

Cada isolamento foi identificado por um
codigo, constituido pelas 3 primeiras letras
do concelho de origem, seguidas de uma
letra maiuscula, que distingue diferentes
locais de colheita no mesmo concelho e, por
fim, um algarismo, indicando o numero do
isolamento no local.

Na totalidade, efectuaram-se 40 isolamen-
tos a partir de solos, usando amostras pro-
venientes de 18 locais distintos (Quadro 1).
Os estudos a seguir descritos incluiram ain-
da uma estirpe pertencente a colec¢do da
Estagdo Florestal Nacional, aqui designada
por Ser-C1, proveniente de um solo deriva-
do de xisto, de baixo teor em fosforo, isola-
da por procedimentos experimentais idénti-
cos aos acima descritos.

Crescimento das estirpes isoladas em
condicdes de stresse

A capacidade de crescimento de culturas
das estirpes isoladas em condi¢des de stres-
se foi avaliada em meio manitol-levedura
liquido, suplementado com diferentes con-
centragdes de cloreto de sddio e/ou incuba-
do a temperaturas supra-optimas (40 e
45°C). Adicionalmente, foi testada a inclu-
sdo de 10% de extracto de terra nos meios
de cultura.

Os meios de crescimento foram inocula-
dos com culturas frescas de cada estirpe
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QUADRO 1 - Estirpes de rizobio isoladas de solos usando Medicago polymorpha como planta hos-
pedeira e caracteristicas dos respectivos locais de origem

Estirpe/codigo Concelho de origem Caracteristicas geologicas do local (Soares, 1983)

do isolamento e agressividade das condi¢cdes ambientais *

Por-A-1 Portel Xistos e grauvaques O

Por-A-2

Mou-A-1 Moura Rochas carbonatadas, com dioritos e xistos O

Mou-A-2

Mou-B-1 Moura Rochas carbonatadas O

Mou-B-2

Mou-B-3

Ser-A-1 Serpa Granitos ©

Ser-A-2

Ser-A-3

Ser-B-1 Serpa Transicdo: dioritos, gabros/rochas carbonatadas/granitos ©

Ser-C-1** Serpa Xistos e grauvaques ©

Mer-A-1 Meértola Xistos, quartzitos e anfibolitos @

Mer-A-2

Mer-A-3

Mer-A-4

Mer-B-1 Mértola Xistos argilosos, grauvaques e arenitos ©

Mer-B-2

Mer-C-1 Mértola Xistos argilosos, grauvaques e arenitos @

Mer-C-2

Mer-D-1 Meértola Xistos argilosos, grauvaques e arenitos @

Mer-D-2

Mer-E-1 Mértola Xistos argilosos, grauvaques e arenitos @

Mer-E-2

Mer-E-3

Mer-F-1 Mértola Xistos argilosos, grauvaques e arenitos @

Mer-F-2

Nis-A-1 Nisa Granitos @

Nis-A-2

Cra-A-1 Crato Granitos @

Cra-B-1 Crato Granitos @

Cra-B-2

Alt-A-1 Alter do Chao Transi¢do: xistos e grauvaques / areias, arenitos e argilas do Plio-
Plistocénico®

Avi-A-1 Avis Rochas eruptivas @

Mor-A-1 Mora Transigdo: xistos e grauvaques / areias, arenitos e argilas do

Mor-A-2 Plio-Plistocénico ©

Mor-A-3

Mor-A-4

Cal-A-1 Caldas da Rainha Areias ©

Cal-A-2

Cal-A-3

*QO, média; @, acentuada; @, severa; ** proveniente da colec¢do de estirpes da EFN.
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(preparadas em meio manitol-levedura sem
aditivos), incubados com agitacdo orbital
(100 rpm) e, a excepgao dos testes de tem-
peratura, mantidos a 27 °C. O crescimento
foi avaliado por medi¢des da absorvéncia
das culturas a 600 nm. Todos os testes
foram efectuados pelo menos em duplicado.

Preparacio de extracto de terra

O extracto de terra obteve-se por modifi-
cagdo do procedimento anteriormente des-
crito (Zuberer, 1994), tendo-se utilizado um
solo argiloso da Quinta do Marqués, em
Oeiras. Misturou-se a terra com igual peso
de agua destilada e autoclavou-se por 3
vezes durante 1 hora a 120 °C, em 3 dias
consecutivos, deixando arrefecer a tempera-
tura ambiente entre cada autoclavagem. O
sobrenadante da mistura foi decantado as
vezes necessarias até se obter uma fraccdo
limpida (extracto de terra), desprezando-se
as fracgdes contendo residuos grosseiros.

Extrac¢iio de solutos intracelulares para
analise por NMR

Os perfis de solutos compativeis acumu-
lados pelas estirpes durante o crescimento
em condi¢des de salinidade elevada foram
analisados em amostras obtidas por extrac-
¢do etanolica (Reed et al., 1984). Prepara-
ram-se culturas em meio manitol-levedura
contendo 4% de cloreto de sddio, que se
incubaram até atingirem fase plena de cres-
cimento exponencial. As células foram
colhidas por centrifugacgo, lavadas 2 vezes
com uma solugdo de cloreto de sodio a 4% e
ressuspensas em agua destilada. Os solutos
intracelulares foram extraidos por ebuli¢do
em etanol a 80%, durante 10 minutos; o
processo foi repetido 2 vezes e os extractos
combinados foram evaporados sob vacuo. O
residuo foi dissolvido numa mistura de clo-
roférmio e agua destilada (1:2) e os compo-

nentes lipidicos foram removidos por centri-
fugacdio. A fracg¢do aquosa foi concentrada
por liofilizagdo e redissolvida em agua deu-
terada.

Os extractos assim obtidos foram analisa-
dos por NMR de 'H e "C, usando as condi-
¢des experimentais descritas anteriormente
(Lamosa et al., 1998; Lahav et al., 2002). Os
solutos foram identificados pela posigdo das
ressondncias nos espectros. Para todas as
estirpes testadas, foram feitas experiéncias de
controlo em que se utilizaram, para extrac-
¢do, células cultivadas em meio sem sal.

Analise de células intactas por NMR de
3P in vivo

Para andlise de células intactas por NMR
de *'P in vivo, utilizaram-se suspensdes de
células preparadas de fresco a partir de cul-
turas no final da fase exponencial de cres-
cimento. As células de 1 litro de cultura
foram colhidas por centrifugacdo, lavadas
com uma solugdo tampao (MOPS-NaOH 30
mM, MgCl, ImM, pH 7,25) e ressuspensas
no mesmo tampéo, de modo a perfazer um
volume final de 4 ml, contendo cerca de 30
mg de proteina por ml. Apds adigdo de 5%
(v/v) de agua deuterada, a suspensdo celular
foi transferida para um tubo de NMR de 10
mm, iniciando-se a aquisi¢cdo sequencial de
espectros de NMR de *'P. Os espectros
foram obtidos com uma sonda multinuclear
de banda larga, num espectrometro Bruker
DRX-500, a 202,45 MHz (Fareleira et al.,
2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento das estirpes isoladas em
condicdes de stresse

Os crescimentos obtidos nos 2 niveis de
temperatura mais elevada (40 °C e 45 C) e
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nos 5 niveis de salinidade (2%, 4%, 6%, 7%
e 8% de cloreto de sédio, p/v) encontram-se
resumidos no Quadro 2. Para além das 40
estirpes isoladas neste trabalho, os testes de
crescimento incluiram ainda uma estirpe da
coleccdo da EFN e duas outras estirpes,
classificadas nas espécies Sinorhizobium
meliloti e S. medicae, obtidas em colecgdes
de referéncia.

Trinta e quatro estirpes apresentaram
crescimento a 40 °C e 22 cresceram a 45 °C.
A temperatura 6ptima de crescimento para a
maioria dos rizobios situa-se na gama com-
preendida entre 27 e 31 °C, sendo muitos
incapazes de crescer a temperaturas superio-
res a 37 °C (Graham, 1992). S. meliloti pode
crescer optimamente até 35 °C (Allen &
Allen, 1950). Dado que a sobrevivéncia de
rizobio a altas temperaturas é favorecida em
ambientes secos (Graham, 1992), o facto de
algumas das estirpes isoladas neste trabalho
apresentarem crescimento em meio liquido
a uma temperatura tdo elevada como 45 °C
sugere um bom potencial para sobrevivén-
cia a temperaturas extremas no solo.

No que respeita a tolerancia ao sal, obser-
vou-se marcada variabilidade entre as estir-
pes analisadas. Onze estirpes apresentaram
crescimento em meio contendo 8% de clo-
reto de sddio, na presenca de extracto de ter-
ra; esta concentragdo, equivalente a 1,4 M, ¢é
bastante superior aos niveis mais elevados
descritos na literatura como sendo tolerados
pelas espécies mais resistentes de Sinorhi-
zobium ou de outros géneros de rizobio
(Graham, 1992; Zahran, 1999). Trés estirpes
(Mer-A-3, Nis-A-1 e Cra-A-1) cresceram
sob o efeito conjunto de salinidade e de
temperatura elevada (4% de cloreto de
sodio, 45 °C). Em muitos casos, a inclusdo
de extracto de terra nos meios de crescimen-
to aumentou consideravelmente a tolerancia
ao sal e a temperatura: varias estirpes s
apresentaram crescimento na presenca de
cloreto de sodio ou a 45 °C quando os meios

continham extracto de terra como aditivo.

Apesar de muitas das estirpes apresenta-
rem elevada tolerancia ao cloreto de sodio,
outras mostraram grande sensibilidade a
concentragdes relativamente baixas; ¢ o
caso da estirpe Cal-A-1, isolada de um local
periodicamente alagado por agua do mar, de
onde se isolaram também duas outras estir-
pes, ambas tolerantes ao stresse salino. Para
avaliar a origem do efeito inibitorio do clo-
reto de sddio no crescimento das estirpes
sensiveis, testou-se a adi¢do de polietileno
glicol 6000, um polimero neutro de elevada
solubilidade em 4gua e um agente osmotico
metabolicamente inerte para rizébio, ao
meio de cultura, nas concentragdes necessa-
rias para causar niveis de reducdio da activi-
dade da agua idénticos aos induzidos pelos
teores de cloreto de sodio usados neste estu-
do. Nas condigdes referidas, o polietileno
glicol ndo exerceu efeitos no crescimento de
qualquer das estirpes (resultados ndo apre-
sentados), mostrando que a inibigdo asso-
ciada ao cloreto de sodio se deve a efeitos
i6nicos e ndo osmoticos.

Apesar da grande variabilidade na toleran-
cia ao sal e as altas temperaturas em estirpes
com a mesma origem, os dados obtidos suge-
rem uma correlagdo positiva entre a capaci-
dade de crescer em condigdes de stresse ¢ a
agressividade das condigdes ambientais nos
locais de origem das estirpes.

Analise de solutos compativeis

Com base nos resultados obtidos nos tes-
tes de crescimento, seleccionaram-se algu-
mas das estirpes mais tolerantes ao sal. A
andlise de extractos etanolicos de culturas
destas estirpes por NMR de 'H e de “C
(Quadro 3) mostrou ocorrer acumulagio,
induzida pelo sal, do dipéptido N- acetilglu-
taminilglutamina amida (NAGGN), varios
tipos de betainas, glutamato, prolina e trea-
lose.
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QUADRO 2 - Efeitos do sal, do extracto de terra e da temperatura de incubacéo na capacidade de
crescimento de estirpes de rizébio em meio de cultura liquido

Aditivos do meio manitol-levedura / condi¢des de incubacio

NaCl 2% 4% 6% 7% 0,2% 0,2% 4% 2% 4% 6% 8% 0,2%
Temperatura 27°C 27°C 27°C 27°C 40°C 45°C 45°C 27°C 27°C  27°C 27°C  45°C
Extracto de terra 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10% 10% 10% 10% 10%
Estirpe

Por-A-1 + + + - n.d. + n.d. + + + + +
Por-A-2 + + + - + + n.d. + + + + +
Mou-A-1 + - - - - - n.d. + + - -
Mou-A-2 + - - - - - n.d. + + - - +
Mou-B-1 + + - - n.d. + n.d. + + - - +
Mou-B-2 + + — — + - n.d. + + - — +
Mou-B-3 + + + — + - n.d. + + + - n.d.
Ser-A-1 + - - - - - n.d. + + - - -
Ser-A-2 + — — — + — n.d. + — — _ _
Ser-A-3 + - - - + + n.d. + - - - +
Ser-B-1 + + - - + + n.d. + + - - +
Ser-C-1 + + + n.d. n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d
Mer-A-1 + + - - + - n.d. + + - — _
Mer-A-2 + + + + + - n.d. + + + + -
Mer-A-3 + + + + + + + + + + + +
Mer-A-4 + + - - + - n.d. + + - - +
Mer-B-1 + + - - + - n.d. + + - — _
Mer-B-2 + + _ _ + - n.d. + + — — —
Mer-C-1 + + n.d. + + - - + + + - -
Mer-C-2 + + + - + - n.d. + + + — -
Mer-D-1 + + — — + — n.d. + + — _ _
Mer-D-2 + — — — + — n.d. + — — — —
Mer-E-1 + + + - + - n.d. + + + - -
Mer-E-2 + + + - + - n.d. + + + - -
Mer-E-3 - - - - + - n.d. + - - - +
Mer-F-1 + + + + + + n.d. + + + + +
Mer-F-2 + + + - — + n.d. + + + + +
Nis-A-1 + + + - + + + + + + + +
Nis-A-2 + + + - + + n.d. + + + + +
Cra-A-1 + + + n.d. + + + + + + + +
Cra-B-1 + + - - + + n.d. + + - +
Cra-B-2 + + + + + + n.d. + + + + +
Alt-A-1 + + + - + + nd. + + + - +
Avi-A-1 — — — — + + n.d. + — — — +
Mor-A-1 + — — — + + n.d. + + — - +
Mor-A-2 + - — — + - n.d. - - - - -
Mor-A-3 — — — — + + n.d. + — — — +
Mor-A-4 + + - — + + n.d. + - - - +
Cal-A-1 + - - - + + n.d. + - - - +
Cal-A-2 + + + + + + n.d. + - + - +
Cal-A-3 + + + + + + n.d. + + + + +
S. meliloti* + - - - n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S. medicae** + + + n.d. n.d. + n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

*Estirpe de colecgdo ATCC 30135; ** Estirpe de coleccdo LMG 18864; n.d., ndo determinado
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Analise de solutos compativeis

Com base nos resultados obtidos nos tes-
tes de crescimento, seleccionaram-se
algumas das estirpes mais tolerantes ao sal.
A andlise de extractos etanolicos de cultu-
ras destas estirpes por NMR de 'H e de °C
(Quadro 3) mostrou ocorrer acumulagdo,
induzida pelo sal, do dipéptido N- acetil-
glutaminilglutamina amida (NAGGN),
varios tipos de betainas, glutamato, prolina
e trealose.

A acumulagdo intracelular de solutos
compativeis constitui um mecanismo mui-
to comum de adaptagdo ao stresse osmoti-
co em microrganismos. O aumento dos
niveis citoplasmicos destes compostos
organicos de baixa massa molecular, em
resposta a altera¢des da osmolaridade ex-
terna, assegura a turgescéncia e o volume
da célula, bem como a manutengdo das
fungdes vitais, protegendo a actividade de
enzimas e outras macromoléculas intrace-
lulares, sem interferir no normal metabo-
lismo da célula (Da Costa et al., 1998).
Estes solutos podem ser sintetizados de
novo no interior da célula, ou importados
do meio externo. S. meliloti utiliza prefe-
rencialmente compostos osmoprotectores
exdgenos (Miller & Wood, 1996); estes

compostos podem estimular o crescimen-
to em meios de alta osmolaridade ou ser
transportados para o citoplasma onde, ou
funcionam como solutos compativeis, ou
sdo convertidos em compostos com esta
fung¢do. O perfil de solutos compativeis
acumulados em situagdes de stresse é,
portanto, condicionado, entre outros fac-
tores, pela composi¢do quimica do meio
extracelular, ou seja, pelos nutrientes nele
disponiveis. Por outro lado, a capacidade
de transportar e/ou metabolizar um de-
terminado composto osmoprotector pre-
sente em ambientes especificos, como por
exemplo a rizosfera do hospedeiro sim-
bidtico, pode constituir uma importante
vantagem competitiva relativamente a ou-
tros microrganismos que sejam incapazes
de o utilizar.

Todos os osmolitos detectados nas estir-
pes isoladas no presente trabalho por analise
de extractos etanolicos foram ja anterior-
mente descritos como solutos compativeis
em S. meliloti (Miller & Wood, 1996). A
inclusdio de extracto de terra nos meios de
crescimento das culturas ndo levou a acumu-
lagdo de novos tipos de solutos (resultados
ndo apresentados). Observou-se, no entan-
to, alguma variabilidade nos perfis de com-
postos acumulados pelas varias estirpes na

QUADRO 3 - Solutos compativeis detectados por NMR de 'H e *C em extractos etanélicos de
células de estirpes tolerantes ao sal, cultivadas em meio manitol-levedura contendo 4% de clore-

to de sodio

Soluto Mer-A-2 Mer-C-1 Mer-E-2 Mer-F-1 Nis-A-1 Cra-A-1 Cra-B-2 Cal-A-2
trealose/glucose + + + + + + + _
NAGGN* + + + + + + + _
Betaina [ + + + n + + n n
Betaina II - — + + + _ _ _
Betaina III - — + + + _ _ _
Betaina IV + + + + _ _ _
Betaina V — _ + _ _ _ _ B
Glutamato + + + + + + 4 B
Prolina + + + + + + 4 _

*NAGGN, N-acetilglutaminilglutamina amida
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presenca de sal. Os dados actualmente dis-
poniveis ndo permitem estabelecer qual-
quer relagdo entre padrdes de solutos e
caracteristicas dos locais de origem das
estirpes. O rastreio de mais estirpes tole-
rantes ao sal, no que respeita aos perfis de
solutos compativeis acumulados em dife-
rentes condigdes de crescimento, podera
permitir uma avaliagdo mais sistematica
dos efeitos de factores externos nas respos-
tas de osmoproteccao destes organismos.

Acumulacio e utilizacido de fosfato

Para o estudo da presenca ¢ mobilizagdo
de reservas intracelulares de fosfato inor-
ganico, seleccionou-se uma estirpe prove-
niente de um solo com baixo teor em fos-
foro e tolerante a condigdes de stresse
osmotico (Ser-C-1), recorrendo-se a técni-

PME

| Pi PDE
1/

A 1 \
e L e T A ety i "’ﬂ\‘-"‘\‘""“’\"'

NAD(P)H J

ca ndo invasiva de NMR de *'P para anali-
se de suspensdes de células intactas. Os
espectros obtidos in vivo revelaram a exis-
téncia de niveis consideraveis de polifosfa-
to intracelular (Figura 1). Para além da res-
sondncia intensa devida aos grupos fosfato
internos das cadeias de polifosfato, a -23
ppm, observam-se dois sinais de fosfato
inorganico (correspondentes ao fosfato
citoplasmico e ao extracelular que, devido
aos diferentes valores de pH de ambos os
meios, apresentam sinais distintos), e ainda
ressonancias de compostos fosfodiesteres,
fosfomonoesteres e nucledtidos da piridina.
O facto de ndo se detectarem os sinais dos
grupos fosfato terminais do polifosfato
(que deveriam surgir a cerca de -5 ppm)
sugere tratarem-se de cadeias longas
(Roberts, 1987).

Poli-P

) b
oo
\M"-‘Nﬂﬂ'\ﬂ‘).‘.w

10 0

-20

desvio quimico (ppm)
Figura 1 - Espectro de NMR de *'P de uma suspensio de células da estirpe Ser-C-1 em tampdo MOPS.
Poli-P, residuos de fosfato internos das cadeias de polifosfato; PME, compostos fosfomonoesteres; PDE,
composto fosfodiester; NAD(P)H, nucleétidos da piridina; Pi, fosfato inorgénico
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Figura 2 - Evolugdio ao longo do tempo da intensidade da ressonancia de NMR de *'P dos residuos de
fosfato internos das cadeias de polifosfato, em suspensdes de células da estirpe Ser-C-1 em tampdo
MOPS, contendo 4,5 % de cloreto de sédio (A), ou sem aditivos (B)

A aquisigdo sequencial de espectros de
uma suspensdo de células desta estirpe em
solucdo tampdo de baixa osmolaridade ndo
revelou evolugdo significativa da intensida-
de da ressonancia dos residuos internos das
cadeias de polifosfato ao longo do tempo.
Contudo, em tampao contendo 4% de clore-
to de sddio, observou-se um decréscimo
progressivo na intensidade deste sinal:
decorridos 235 minutos de incubagdo nestas
condigdes, a area integrada do sinal dos resi-
duos internos das cadeias de polifosfato cor-
respondia a cerca de 65% da observada na
experiéncia controlo (Figura 2).

A acumulagio de polifosfatos intracelula-
res foi anteriormente observada em rizobio.
Em estudos com Bradyrhizobium japoni-
cum, verificou-se que células cultivadas em
altas concentracdes de fosfato apresentavam
granulos intracelulares de polifosfato, que
desapareciam ap6s reducdo da concentragdo
de fosfato no meio (Cassman et al., 1981).
Os solos degradados s@o frequentemente
deficientes em nutrientes essenciais como o

fésforo; nestes solos, a concentracdo de fos-
fato em solugdo estd dependente da liberta-
¢lo do fosfato imobilizado na fase solida.
Mesmo em solos ndo deficientes, o fosfato
dissolvido na rizosfera pode ser esgotado
pelas raizes da planta e atingir concentra-
¢des da ordem de 0,1 uM ou inferiores,
suficientemente baixas para afectar a maio-
ria das estirpes de rizobio (Bieleski, 1973).
Por esta razio, a colonizagao da rizosfera de
plantas leguminosas por rizobios aplicados
como inoculantes pode ser melhorada,
usando estirpes com elevada capacidade de
armazenamento de fosfato, que tinham sido
cultivadas em meios com elevado teor de
fosfato.

A estirpe estudada apresentou niveis sig-
nificativamente elevados de polifosfato
intracelular, apos crescimento em meio rico
em fosfato, comparativamente a outras
estirpes isoladas no presente trabalho e ana-
lisadas nas mesmas condi¢oes (resultados
ndo mostrados), sugerindo tratar-se de um
microrganismo potencialmente interessante
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para utilizagdo como inoculante em solos
com baixo teor em fosforo soluvel. A dimi-
nui¢do da intensidade do sinal dos polifosfa-
tos em condi¢des de stresse osmatico pode-
ra ser o resultado da conversdo em cadeias
mais longas e imobilizadas, ndo totalmente
detectaveis por NMR, como foi anterior-
mente sugerido para a alga Dunaliella sali-
na (Bental et al., 1991). Outra possibilidade,
¢ a utilizagdo dos polifosfatos como reserva
de energia para situagdes de agressdo
ambiental, como foi observado em células
de levedura (Roberts, 1987).

CONCLUSOES

Muitos solos em risco de desertificagdo,
sdo também ameacados por uma possivel
salinizagdo. Nos casos em que estd prevista
a utilizacdo de leguminosas forrageiras ou
de pastagens em locais afectados por este
problema, torna-se necessario avaliar os
efeitos da salinidade nas estirpes de rizobio
a introduzir, dado que, nestas condi¢des, a
produtividade agricola vai depender da
capacidade do sistema simbidtico rizo-
bio/leguminosa tolerar os aumentos da sali-
nidade do solo. Embora a resisténcia a fac-
tores de stresse esteja muitas vezes associa-
da a presenca de genes manipulaveis, a
sobrevivéncia saprofitica de bactérias no
solo ¢ um processo complexo que, além da
tolerancia a condi¢des fisicas desfavoraveis,
implica a capacidade de crescer em ambien-
tes com nutrientes limitados, em competicao
no seio de um microbiota fortemente adap-
tado as condi¢des locais. Assim, € importan-
te dispor de estirpes com caracteristicas bem
adaptadas ao local, quer para o estudo dos
respectivos mecanismos de tolerdncia a fac-
tores desfavoraveis, quer como base genéti-
ca manipulavel para introdugdo de genes de
resisténcia, com garantia de boa sobrevivén-
cia saprofitica.

Uma frac¢do muito significativa das estir-
pes de rizobio isoladas neste trabalho a par-
tir de solos degradados do sul do Pais, apre-
sentou um elevado grau de tolerancia ao sal
e as altas temperaturas, parecendo poten-
cialmente adequadas para utilizagdo em pas-
tagens de luzernas anuais em condi¢des
ambientais extremas de temperatura ¢ sali-
nizag¢8o. A acumulagdo de niveis intracelu-
lares elevados de polifosfato, observada
numa das estirpes tolerantes ao sal, sugere a
possibilidade de utilizagdo em solos defi-
cientes em fosforo assimilavel, mesmo em
condi¢des de elevada salinidade.
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