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APLICACAO DE GENES MARCADORES EM ESTUDOS DE
ECOLOGIA MICROBIANA COM ENFASE NO SISTEMA GUS

APPLICATIONS OF MARKERS GENES ON ECOLOGIC
MICROBIAL STUDIES WITH ENPHASIS ON GUS SYSTEM

Fabio Martins Mercante’ Norma Gouvéa Rumjanek Avilio Antonio Franco®

- REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

Muitos aspectos ecolbgicos envolvidos nas intera-

fluorescent detectable products. In general, the marker genes
have been used in different aspects of microbial ecology, as in the
competition studies among rhizobia strains, symbiotic gene

¢Oes entre espécies leguminosas e estirpes de rizébio tém sido expression, rhizosphere and root colonization, among others. In

facilmente entendidos com o emprego de técnicas que utilizam
genes marcadores. A introdugdo de um gene marcador iispec

tem se mostrado altamente vidvel para andlises dessas intera-
¢Oes. Os genes marcadores sdo capazes de codificar para pro-
dutos que podem ser facilmente iderdifios ou medidos, especi-

almente, enzimas que podem atuar em diferentes substratos,
fornecendo produtos coloridos ou fluorescentes facilmente de-
tectaveis. De uma maneira geral, os genes marcadores tém sido
utilizados em diferentes aspectos da ecologia microbiana, como

nos estudos de competicdo entre estirpes de rizébio, expresséo de

genes simbidticos, colonizacdo da rizosfera e raizes, entre outros.

Em todos esses estudos, os genes repérteres precisam ser intro-

duzidos no genoma alvo através de um plasmideo ou por insergéo
cromossomal. Nesta revisdo, séo enfatizados, principalmente, os

diversos usos e aplicacbes de genes marcadores nos estudos de

ecologia microbiana,
glucuronidase).

com énfase no sistema GUS (

Palavras-chave:gene marcador, ecologia microbiana, gegies,
sistema GUS,3 glucuronidase, Rhizobium
simbiose.

SUMMARY

Many of the ecological aspects involved with the
interactions between legume species and rhizobia strains have
been made easily to understood with the use of reporter gene
techniques. The introduction of a specific reporter gene in an
organism has shown to be highlffigent to analyze such
interactions. These reporter genes generally code for products
that can be easily identified or measured, mainly enzymes that
can act on a variety of substrates, supplying colored or

all studies, the marker genes need to be introduced into the
genome by a plasmid or through a chromosomal insert. The
present review focus, mainly, on the diverse use and applications
of marker genes on ecological microbial studies with emphasis on
the GUS gene systefiglucuronidase).

Key words: reporter gene, microbial ecology, marker gegas
gene, GUS systenf3; glucuronidase, rhizobia, sym-
biosis.

CONSIDERAGCOES GERAIS

As principais barreiras encontradas nos
estudos de ecologia microbiana envolvem a deteccao
e/ou identificacdo de organismos especificos. Muitas
vezes, algumas metodologias como sorologia e tes-
tes de resisténcia a antibiéticos, que sdo marcas
fenatipicas, sdo descritas como marcadores molecu-
lares para enfatizar que as novas metodologias, ba-
seadas na biologia molecular, podem ser vistas como
uma extensédo dos procedimentos ja existentes. Esses
métodos mais tradicionais usados na identificagdo
dos organismos utilizam moléculas endégenas como
marcadores, tais como enzimas metabdlicas caracte-
risticas (WILSON, 1995).

Entretanto, esses métodos tradicionais ndo
permitem uma avaliacdo satisfatéria da comunidade
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microbiana, devido a problemas béasicos de andlise, apenas a utilizagdo dos genes marcadores, com énfa-
como por exemplo, a falta de um meio de cultura se no sistema do gene reporter GUS.

dito universal para contagem da populagéo total de

microrganismos presentes num determinado “habi- DIFERENTES GENES MARCADORES

tat” (REIS, 1996). Além disso, sofrem outras limita- UTILIZADOS NA ECOLOGIA DE RIZOBIO

¢Oes, apresentando-se trabalhosas ou imprecisas

(WILSON, 1995; WILSON et al, 1996; O estudo de muitos aspectos ecologicos

SESSITSCHet al, 1998). envolvidos na interacdo entre espécies leguminosas
Existe, portanto, a necessidade de utiliza- e estirpes de rizobio tem sido amplamente facilitado

¢ao de métodos mais sensiveis e seguros degdet com o emprego de técnicas que utilizam genes mar-

e quantificagdo de organismos em determinada co- cadores. O uso de um “gene marcador especifico”,

munidade microbiana. Nesse sentido, técnicas de- que pode ser introduzido no organismo sob estudo,

senvolvidas mais recentemente, baseadas na biologiatem se mostrado altamente vidvel para analises des-
molecular, oferecem muitas vantagens, como 0 au- sas interagdes de rizébio com leguminosas, sem as
mento da precisdo e/ou facilidade no processo de desvantagens mencionadas anteriormente, nos méto-
deteccdo (SESSITSCet al, 1998; WILSONet al, dos de deteccéo de acidos nucléicos.

1994). Os genes marcadores codificam produtos

Entre os principais métodos desenvolvi- que podem ser facilmente identificados ou medidos,
dos mais ecentemente, estdo aqueles envolvidos na especialmente enzimas que podem atuar em dife-
deteccdo de padrbes caracteristicos e seqiiéncias deentes substratos, fornecendo produtos coloridos ou
acidos nucléicos (DNA e RNA) e, entre outros, o fluorescentes, facilmente detectaveis (JEFFERSON,
método que possibilita a identificacdo da atividade 1989; WILSON, 1995). De uma maneira geral, a
de um gene especifico através da introducdo dos introdugéo de tais genes marcadores facilita o mo-
chamados “genes marcadores introduzidos”. nitoramento de estirpes bacterianas especificas.

As diferentes técnicas de detecgdo de aci- Diversas aplicacbes de uso dos genes
dos nucléicos disponiveis se baseiam na detec¢do demarcadores tém sido mencionadas nos estudos de
seqiiéncias de DNA especificas, determinadas por ecologia de bactéria e outros microrganismos que
hibridizacdo (SAYLERet al., 1992), ou na amplifi- interagem com plantas. Entre essas aplicagcdes estédo
cacdo de seqiiéncias caracteristicas, seguidas, quanos estudos de competi¢éo de rizébio. Dessa forma,
do necessério, por deteccdo através de hibridizacdoesta metodologia que utiliza os genes marcadores
(STEFFAN & ATLAS, 1991). As técnicas baseadas permite a avaliacdo de competicdo com sistemas
nos &acidos nucléicos sdo, em muitos casos, comple- radiculares intactos, nos quais se identificam os
mentares as técnicas que empregam um gene marcanodulos formados pela estirpe inoculada, por meio
dor (WILSON, 1995). As desvantagens dessas téc- de uma coloracao distinta (STREdTal., 1992).
nicas, quando comparadas com a utilizacdo dos Os genes marcadores podem, ainda, ser
“genes marcadores introduzidos”, estdo no fato de usados como “reporteres” (‘reporter genes”), ligados
serem mais complexas tecnicamente, especialmente@0s promotores do gene, que respondem a uma vari-
quando se pretende alcancar um maior nivel de sen-edade de sinais ambientais (WILS@al., 1994).
sibilidade GAYLER et al.,, 1992; STEFFAN & Os genes reporteres s&o instrumentos da
ATLAS, 1991). biologia molecular de grande importancia, com uma

Diversos marcadores moleculares em ni- ampla diversidade de aplicacdes. Eles podem ser
vel de DNA tém sido empregados na identificacio usados para substituir um gene estrutural de interes-
de bactérias e em estudos sobre filogenia de rizobio, se e, portanto, atuar como reporter da expresséo do
competitividade e ecologia microbiana, em geral. gene, através da criagdo de uma “fuséo de gene”. Em
Entre esses principais marcadores, destaca-se o PCRestudos da ecologia microbiana, os genes reporteres
(“polymerase chain reaction”), que permite a repli- s&o utilizados para facilitar a detdo de estirpes de
cacdo de sequéncias definidas de DNA, de modo a bactérias marcadas (WILSON, 1995).
amplificar seqiiéncias de genes (SAHflal., 1988). Estudos atuais de biologia molecular tém
Outros métodos que ganharam impulso nos ultimos procurado cada vez mais o entendimento da regula-
anos foram o RFLP (polimorfismo pelo tamanho dos ¢do da expressdo dos genes. Os fatores que atuam

fragmentos de restricdo) (LAGUERR¥ al., 1992), em tal regulagédo vém sendo melhor estudados com o
0 RAPD (pdimorfismo doDNA amplificado aleato- uso de “fusBes de gene”. As fusBes de gene podem
riamente) (CAETANO-ANOLLESet al., 1992) e o ser definidas como construgdes de DNA, formadas
sequenciamento dBNA ribossanal 16 S (YOUNG in vitro ouin vivo, que resultam em sequéncias codi-

et al, 1991). Contudo, nesta revisao, serd enfocada ficadoras de um gene reporter, sendo transcrito e/ou

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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traduzido na direcdo de sequiéncias controladoras decdo (“transposons”), conforme demonstrado por
outro gene, denominado “controlador” HERREROet al. (1990) e DE LORENZOCet al.
(JEFFERSON, 1987). (1990). Os elementos de transposi¢do que se movem

As fusBes genéticas podem ser de dois ti- dentro do genoma, sem que seja necessario homolo-
pos gerais, que compreendem as “fusdes transcricio- gia, podem ser usados para conferir resisténcia a
nais” e “fus@es translacionais”, com variagfes dentro antibiéticos, cujo mecanismo difere dos natural-
de cada tipo. As fus@es transcricionais sao definidas mente existentes na maioria das bactérias. A intro-
como aquelas em gue todas as sequéncias codifica-ducao do gene marcador no cromossoma da bactéria
doras da proteina sdo derivadas do gene repodrter,receptora oferece uma vantagem significativa, tendo
sem participacdo do controlador. Assim, embora o em vista que a inser¢do pode ser tdo estavel quanto
mRNA produzido possa consistir de sequéncias, 0s outros genes cromossomais. Uma desvantagem
tanto do gene controlador quanto do gene repdrter, a potencial & que qualquer inser¢do no DNA genémico
proteina sintetizada sera codificada somente pelo pode, ainda que a uma freqiiéncia muito baixa, cau-
gene reporter. Por outro lado, as fusGes translacio- sar uma mutagédo no gene de importancia no proces-
nais sao definidas como sendo aquelas em que 0so que esta sendo estudado (WILSON, 1995).
polipeptideo produzido é o resultado de uma infor- O uso de plasmideos para clonagem do
magcao codificadora, proporcionada tanto pelo gene gene marcador pode apresentar algumas desvanta-
reporter  quanto pelo gene  controlador gens, uma vez que ndo sdo completamente estaveis
(JEFFERSON, 1987). (WEINSTEIN et al., 1992), e a sua perda significa-

O controle da atividade do gene pode ser ria, também, a perda do gene marcador; além disso,
manifestado em diversos niveis, incluindo o inicio poderia transferir-se a outras bactérias no solo
da transcricdo ou traducéo, o processamento, trans-(WILSON et al., 1996). Portanto, torna-se mais
porte ou degradacdo do mRNA ou da proteina seguro a incorporagéo de genes clonados no cromos-
(JEFFERSON, 1987). O uso de fusdes genéticas somo.
adequadas pode simplificar a andlise desse processo A insercao no cromossomo pode ser obti-
complexo. da por recombinacgédo, se o DNA doador e o DNA do

Estudos recentes tém mostrado o uso de cromossoma apresentarem seqléncias homélogas
genes marcadores controlados por novas sequénciastACUNA et al., 1987). Com base nos elementos
promotoras de DNA, que respondem a sinais especi- transponiveis Tn5 e Tn10, foi desenvolvido um
ficos do ambiente. Nesse caso, usa-se um gene mar-procedimento simples para clonagem e inser¢édo de
cador sem promotor e seleciona-se por padrdes degenes externos no cromossoma de bactérias gram-
expressdo do gene marcador, que é controlado por negativas (HERRER@t al., 1990; DE LORENZO
sequéncias promotoras adjacentes ao ponto de inser-et al., 1990). Uma cole¢cdo dos chamados mini-
¢do na bactéria receptora (WILSON995). Por elementos de transposicdo (“mini-transposon”),
exemplo, tém sido identificadas seqiiéncias que localizados em plasmideos suicidas, tem sido cons-
regulam a expressdo do gene marcador em respostatruida para simplificar o processo de marcagéo. O

a componentes de exsudato radicular (LAMal., plasmideo é mantido na estirpe Elecoli S17-1j-
1990), ou a disponibilidade de fosfato (DE WEGER pir) e pode ser transferido dessa estirpe para o riz6-
et al.,1994). bio, por conjugagdo. A conjugacdo é obtida pela

mistura das estirpes doadora e receptora, crescendo

Introducdo do gene marcador em estirpes de num meio ndo-seletivo. As expressdes dos geaes
rizébio no cromossoma dg. coli, e do genemobno plas-

Segundo WILSON (1995), o gene marca- mideo, sdo necessarias para 0 processo de conjuga-
dor pode ser introduzido na bactéria receptora de ¢do. O gene marcador sera transferido quando hou-
duas formas diferentes: através de um plasmideo, ver crescimento de células transconjugantes num
gue é capaz de se duplicar, pelo processo de replica-meio que ndo pode ser usado pelas células da estirpe
¢do, como um elemento autbnomo na bactéria re- doadora e da receptora (SESSITS&HI, 1998).
ceptora, ou como parte do DNA que fica integrado O plasmideo de entrega (“suicida”) nao
ao cromossomo da bactéria. A insercdo de tais genespode se manter nas células receptoras de rizobio,
marcadores no genoma alvo pode ser ao acaso ouporque sua replicagdo depende de proteinas especifi-
dirigida, permitindo avaliar a regulacdo de determi- cas deE. coli. Nao obstante, o mini-elemento de
nados genes (REUBER al.,1991). transposicao (“mini-transposon”) pode mover-se do

A introducdo do gene marcador como plasmideo de entrega até uma nova localiza¢do no
uma insercdo direta no genoma do receptor pode sergenoma do hospedeiro, inserindo-o assim no cro-
alcancada através do uso de elementos de transposi-nossoma do rizébio (WILSONt al., 1996). Uma

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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caracteristica especial do mini-elemento de transpo- incubada com "Magenta-glucA" (WILSOIst al.,
sicdo é gque o gene responsavel pelo evento da trans-1995). Esse procedimento elimina ecessidade do
posicdo € deixado no plasmideo de entrega e ndo écorte de nédulos para se proceder o isolamento de
levado ao cromossoma bacteriano, o que reduz a bactérias, etapa geralmente requerida em todas as
probabilidade de transposicBes posteriores do genedemais técnicas. A utilizagdo do gegasA, em
marcador introduzido, aumentando a sua estabilida- estudo de competi¢éo para nodulagédo do feijoeiro

de (DE LORENZCet al.,1990). (Phaseolus vulgaris L.), foi apresentada por
STREITet al.(1992). Neste estudo, foi comparada a
O sistema do gene repérter GUS capacidade de dezessete A estirpes R
O sistema de fusdo do germs (B- leguminosarumbv. phaseolie trés estirpes dR.

glucuronidase) esta sendo amplamente utilizado tropici na competicdo para nodulagéo, usando a co-
como um gene repérter em estudos de biologia Noculagdo com um derivado marcado com o gene
molecular de plantas (JEFFERSGHN al, 1987), gusAda estirpe KIMSs d&R. leguminosarumbv.
uma vez que a atividade GUS ndo se encontra Phaseoli Os experimentos de competicdo foram
presente no tecido vegetal. Além disso, tem se '€@lizados em niveis de pH 5,2 e 6,4. A habilidade
mostrado altamente adequado aos estudos de COMPpetitiva observada foi variavel, desde 4% para a

interacdo entre plantas e microrganismos, devido a esmpetitri?/enoi corr:i;r)etltlvgaate 96% parta a mais
auséncia de atividade enddgena de GUS em muitas gg. ge oc a.a ffo eﬁodpelair a. t|r_(|)pg:|4lmos raram
bactérias de importancia agricola, coRitizobium Ixa ocupag odu pA 6,4, porem, sua
Bradyrhizobium Agrobacterium Azospirillum e habilidade competitiva - aumentou, consideravel-
Pseudomona$§WILSON et al.,1996). mente, em pH mais baixo.

O genegusA (também designado como Contudo, para utilizar o gene marcador
gusAtorna-se necessario, primeiramente, a sua in-

geneuidA), codificador da enzim-glucuronidase,  qycao na estirpe de rizébio que se pretende estu-
foi originalmente isolado dE. coli (JEFFERSONet dar, conforme mencionado anteriormente. Isso pode
al., 1986). EmE. coli, a atividadeB-glucuronidase  ser obtido mediante um “sistema de introducéo de
ndo € expressa constitutivamente e o ggmeA € um elemento de transposi¢do” (“transposon delivery
parte de um operon (WILSO#t al., 1992). system”), que insere o gene marcador No Cromosso-
O genegusAoxida o substrato "X-glucA" mo da estirpe de rizébio receptora. O elemento de
(5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-glucuronideo) e transposicdo (“transposon”) é fornecido por uma

pode ser facilmente monitorado, usando uma grande estirpe doadora de. coli, que é acoplada a bactéria
variedade de glucuronideos (JEFFERSON, 1987), receptora. Uma vez que esta fuséo de genes tenha
fornecendo como produto um composto insolivel de ocorrido na bactéria, a expressao do gene reporter
cor azul. Recentemente, um novo gene reporter gussinaliza a atividade do outro gene (WILS@N
(celB), andlogo ao gengusA mas que usa substra-  al., 1992).
tos menos custosos, tem sido usado como marcador Cada elemento de transposicdo contém
em estudos de ecologia de rizobio. O substrato "Ma- um gene cassete (“‘cassette gene”) que consiste do
genta-glucA" (5-bromo-6-cloro-3-indolf-D-glucu- mesmo gene marcador com seqiiéncias adjacentes de
ronideo) resulta em precipitados de cor magenta “promotores”, que regulam a expressao do gene em
(WILSON, 1995). resposta a sinais ambientais. Portanto, o gene cassete
Dessa forma, o gene marcadgusA consiste de dois elementos: o gene estrutural em si;
torna-se bastante apropriado em diversos estudos daneste caso, o gergusA codificador da GUS- e as
ecologia microbiana. Os estudos iniciais com uso de sequéncias de DNA que regulam guando e onde o
gusA como gene marcador em bactérias eram gene estrutural € expresso, usualmente referido
amplamente restritos a andlise de regulagdo da como o promotor (WILSON, 1995).
expressao de genes (SHARMA & SIGNER, 1990; A escolha de promotores que respondem a
VAN DEN EEDE et al., 1992). WILSONet al. diferentes sinais ambientais fornecerd informacéo
(1991) demonstraram a possibilidade de se detectar asobre a bactéria num determinado ambiente, ou,
infeccdo de pélos radiculares e ocupagdo nodular. inversamente, sobre o ambiente em si (WILSON,
Em estudos de ocupacdo nodular, a deteccdo de1995). Para fins de atender a questdes especificas da
estirpes marcadas é extremamente facil de se ecologia de rizébio, diferentes genes cassetes tém
realizar: nédulos induzidos por estirpes marcadas sido desenvolvidos, consistindo do geusAcomo
com o gengjusAsdo alterados a uma coloragdo azul marcador e diferentes seqliéncias regulatérias-
guando a raiz, apés ser lavada, é incubada em umpromotores (Tabela 1).
meio com tampao fosfato contendo o substrato GUS Nos estudos de competi¢cdo de estirpes de

"X-gIcA", ou a uma coloracdo magenta quando é rizébio, por exemplo, esses elementos de transposi-

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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Tabela 1 - Alguns elementos de transposigéo disponiveis e suas aplicagdes (Adaptado de Wilson, 1995).

Elemento de transposicédo Tipo de Descricédo Uso
GUS promotor
mTn5SYusALO Repressor O gemisAé reprimido normalmente  Estudos de ecologia de rizébio em solo
pelo produto do genacl, mas pode ser e rizosfera, e também em estudos de
induzido usando IPTG (isoprofHD ocupagao nodular

tiogalactosida)

mTn5SYusALl Constitutivo O gengusAé expresso constitutiva-  Estudos de ecologia de rizébio em
ou mente em bactéria de vida livre solo e rizosfera
mTn5SHusAR0
mTn5SYusA30 Simbiético O gengusAé expresso somente em  Estudos de ocupacéo nodular
ou nédulos fixadores deNtivos
mTn5SYusAB1
mTn5SYusA0 Sem promotor A expressao do ggnsAé dependente Criacdo de estirpes que produzem GUS

do controle genético do hospedeiro em resposta a sinais ambientais especi-
ficos, como, p. ex., em resposta a
exsudatos radiculares

¢ao permitem a avaliagdo em, pelo menos, trés fasesentendimento do controle da nodulagdo. Nesse
diferentes: na sobrevivéncia saprofitica como orga- contexto, resultados experimentais obtidos por
nismos de vida livre no solo, na competicdo para MERCANTE et al. (1995) e STRALIOTTOet al.
colonizar a rizosfera e, por fim, no resultado final (1995) demonstraram que a presenca de nitrogénio
em termos de porcentagem de ocupagéo dos nédulosmineral n&o inibiu a expressio dos gemaABCde
(WILSON et al., 1996). Alem dessas avaliacGes, estirpes de Rhizobium tropici R. etli e R.
elementos de transposicao foram desenvolvidos leguminosarumbv. phaseolj apesar da nodulagdo
também para estudos de colonizagéo da rizosfera dede duas cultivares de feijoeiro terem sido inibidas,
outras bactérias associadas com plantas, como, pormesmo em niveis baixos de nitrogénio adicionados.
exemplo,Azospirillum. Dessa forma, o sistema GUS Em outros estudos, quando exsudatos de

tem sido usado para observar as locagdes fisicas desementes de feijoeiro Blimosa flocculosaforam
bactérias associadas com plantas (CHRISTIANSEN- combinados e utilizados como indutores dos genes

WENIGER & VANDERLEYDEN, 1993; HUREK da nodulag&o, observaram-se aumentos sinergisticos
etal.,1994). _ 5 _ significativos na expressdo dos gemesl tanto de
Muitas vezes, as infeccdes misturadas, estirpes de R. tropici quanto de R. etli
que proporcionam dupla ocupagdo nodular, ndo s&o (MERCANTE, 1997; MERCANTE & FRANCO,
consideradas em estudos de competicdo, pelo fato 1999). Esses resultados evidenciam a importancia
das metodologias apresentarem-se muito laboriosas dos genes marcadores em estudos de ecologia mi-
quando se emprega os métodos sorolégicos ou de crobiana através da regulagio da expressdo do gene
resisténcia a antibidtico. Num estudo com marcador em resposta a sinais ambientais especifi-

Rhizobium tropicimarcado cormgusA, foi possivel Cos.

determinar a dupla ocupacéo pelo exame direto do Contudo, o sistema de transposi¢do do
padréo de colorac&o dos nédulos (WILS@Nal., genegusA pode ser utilizado para marcar e, dessa
1996). maneira, estudar praticamente todas as estirpes de

Nos estudos de interagéo simbidtica entre rizébio e outras bactérias associadas a plantas.
o feijoeiro Phaseolus vulgarisL.) e estirpes de
Rhizobium tropicj R. etli e R. leguminosarumbv. Outros sistemas de genes marcadores
phaseolj foram realizadas diversas avaliagdes da Varios outros sistemas marcadores, além
expressdo dos genes da nodulacdo de diferentesdo gene repértegus tém sido desenvolvidos para
estirpes bacterianas, contendo a fus@dA::gusA estudos da ecologia do rizébio. O gémeZ, codifi-
Em relagdo ao efeito inibitério do nitrogénio cador da enzim@-galactosidase, por exemplo, tem
combinado na nodulag&o do feijoeiro, 0 emprego de sido usado para estudar o processo de infec¢do no-
genes marcadores tem contribuido para o dular porRhizobium (BOIVIN et al., 1990) e para
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estudos de colonizagdo radicular pXrospirillum geneticamente modificados. Assim, o uso desse
(KATUPITIYA et al., 1995). Esse gene pode ser método de deteccdo no Brasil, atualmente, é reco-
detectado através da obtencdo de um produto insolU- mendado apenas em estudos de laboratério e casa de
vel de cor azul, na presenca de "X-gal" (5-bromo-4- vegetacéo, recomendando-se que todos os materiais
cloro-3-indolil3-D-galactosida), que é o substrato contaminados (vidros, meios de cultura, solo, etc.)
da enzima (DRAHO%t al., 1986). Porém, tanto o sejam autoclavados.
rizobio quanto as plantas possuem a atividade ~ )
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