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RESUMO GERAL

No Semiarido brasileiro, a caatinga constitui a maior parte das pastagens utilizadas para
producdo animal. Dentre as espécies vegetais as leguminosas sao as mais abundantes
nessa regido, das quais varias apresentam capacidade de forma nodulos em simbiose
com bactérias do grupo rizébio. Essa simbiose pode beneficiar a manutencdo da
leguminosa em detrimento as demais familias de plantas, por permitir a fixacéo
bioldgica do nitrogénio (FBN), além de melhorar a fertilidade do solo rizosférico. O
presente trabalho teve-se como objetivo isolar e avaliar a diversidade cultural de
rizobios a partir de nddulos das espécies o feijao de rolinha (Macroptilium lathyroides),
jureminha (Desmanthus pernambucanus), jurema branca (Mimosa artemisiana) e
jurema preta (Mimosa tenuiflora). Para isso, foram utilizados nodulos obtidos no
campo, nos periodos seco e chuvoso, como também através do cultivo de plantas iscas
em solo rizosférico proveniente da regido em estudo. Essas bactérias foram inoculadas
em meio especifico sendo obtido um total de 560 isolados. Desse total, foram utilizados
50 isolados por espécie, para caracterizacdo morfologica e fisioldgica (tempo de
crescimento, forma, didmetro, borda, elevacdo, transparéncia e coloracdo da colonia,
producdo de goma). Ja para a caracterizagdo fisioldgica, o crescimento desses isolados
foi avaliado em diferentes concentracdes de salinidade, temperatura, niveis de pH e
alteracdo do pH no meio. Ao final foi possivel obter 35 grupos com 61 fendtipos
distintos, demonstrando enorme diversidade. Essas estirpes apresentaram alta eficiéncia
quando submetidas aos testes de tolerancia a salinidade, temperatura e pH, sendo
verificado que os isolados com producdo de muco moderada a abundante, identificados
na Jurema Preta, apresentaram maior tolerancia aos testes supracitados. Assim,
possivelmente os rizbios nativos adaptados as condicdes adversas da regido podem
incrementar a producdo de leguminosas nativas, que pode beneficiar diretamente o0s
produtores.

Palavras-chaves:

xii
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1- INTRODUCAO

As leguminosas sdo pastagens de grande importancia seja como fonte protéica
para 0s animais, seja como suprimento de nitrogénio ao sistema, via Fixacdo Biologica
de Nitrogénio (FBN), seja na melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo (Oliveira et al., 1998).

Embora a atmosfera terrestre seja composta por cerca de 78% de nitrogénio, na
forma de Ny, este imenso compartimento ndo esta disponivel para a maioria dos
vegetais, que dependem do N da matéria orgénica do solo ou da adigdo de fertilizantes
nitrogenados. Entretanto, plantas da familia das leguminosas podem, em associagdo
com determinados micro-organismos, conseguir uma parte ou a totalidade de sua
nutricdo nitrogenada diretamente do ar, através do processo de FBN. A FBN € o
processo realizado por microrganismos, denominados diazotréficos, que captam o
nitrogénio atmosférico e o converte em aménia, forma disponivel para as plantas. Esta
interacdo € fundamental para o fornecimento de N, em sistemas agroecolégicos, pois as
bactérias reduzem o N, atmosférico a moléculas assimilaveis pela planta. (referénicia)

Estes microrganismos ocorrem naturalmente na maioria dos solos, sendo
chamados genericamente de rizobios, reconhecidos pela capacidade de formar nodulos
em raizes e caules de leguminosas. Diversos géneros de bactérias ja foram relatados
como simbiontes de leguminosas, entre os quais, cita-se: Rizobium Azorizobium,
Bradryzobium, Sinorizobium, etc.

Parte significativa das necessidades do nitrogénio das leguminosas em pastagem
é oriunda da FBN. Alguns autores (Vallis e Gardener, 1985; Peoples e Herridge 1990;
Vargas 1991) trabalhando com leguminosas forrageiras tropicais, crescendo em
diferentes situacGes, encontraram valores de 75 a 97% de nitrogénio da planta, como
sendo oriundos deste processo. Isto realca ndo s6 a importdncia da FBN para a
leguminosa, mas também de se ter uma estirpe mais eficiente no processo simbiotico.

A maioria dos solos, tanto os cultivados quanto os sob vegetagdo nativa, séo
deficientes em nitrogénio, e para garantir uma boa produtividade das plantas é
necessario que este nutriente seja aportado ao sistema através da adicdo de compostos
ricos em nitrogénio. Para a agropecuéria de subsisténcia do semiarido, o fertilizante
quimico é pouco usado porque o risco de ndo pagar o investimento é grande.

Assim, o nitrogénio fixado pela associacdo de bactérias com leguminosas, pode
representar uma alternativa importante, com as vantagens de ser economicamente mais

viavel para a regido Semiarida. A FBN influencia a produtividade dos solos deficientes,
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incorporando grandes quantidades de nitrogénio atmosférico no sistema solo - planta
(Moreira, 1994), proporcionando um maior equilibrio nutricional para as plantas e
maior resisténcia do sistema ao aparecimento de pragas e doencas. Essas caracteristicas
contribuem para o desenvolvimento de outras espécies vegetais, garantindo a auto-
sustentabilidade do ecossistema com relacdo ao nitrogénio.

No entanto, o nitrogénio fixado pela leguminosa forrageira depende, entre outros
fatores, de uma cuidadosa selecdo de estirpes de rizobio eficientes na fixagdo bioldgica
de nitrogénio. Contudo, apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera,
estima-se que menos de 1% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido
caracterizados e descritos (Moreira e Siqueira 2002).

No presente estudo teve-se como objetivo o isolamento e a avaliacdo da
diversidade cultural de rizébios isolados de nddulos das espécies Feijdo de rolinha,
Jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta, bem como selecionar as estirpes com maior
capacidade de tolerar diferentes niveis de salinidade, pH e temperatura para posterior

analise do potencial para fixacao bioldgica de nitrogénio.
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2. Referencial Teorico

2.1 Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio é um dos nutrientes essenciais para a sustentabilidade de ambientes
terrestres e para a producdo agricola, principalmente nos solos poucos férteis das
regibes tropicais, depois da necessidade de &gua (Bezerra, 2009). E o constituinte
essencial de aminoéacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, horménios e
clorofila, entre outras moléculas.

A maior parte do N da natureza esta na atmosfera sob a forma de gas (em torno
de 78%), constituida por dois atomos de nitrogénio (N), que se encontram unidos de
uma maneira muito estavel, impossibilitando sua absorcao e assimilacao por organismos
eucariontes (plantas e animais). Apenas uma por¢cdo dos organismos procariotos
conseguem converte ou reduzir enzimaticamente o0 nitrogénio atmosférico,
transformando-o em amonia e posteriormente em elementos essenciais (Lodeiro et al.,
2000).

Os organismos com habilidade para reduzir o nitrogénio atmosférico a amonia
sdo considerados diazotréficos. As bactérias que formam associagfes simbioticas com
hospedeiros especificos e fixam nitrogénio, formando estruturas especializadas nos
hospedeiros, sdo chamadas diazotréficos simbioticos. (Sawada et al., 2003).

A observacdo de uma arvore filogenética contendo espécies procarioticas mostra
que os microrganismos diazotréficos ocorrem em um grande ndmero de taxa e sua
distribuicdo ndo obedece nenhum padrdo ldgico. Esta caracteristica pode ser explicada
por trés hipoteses. A primeira € que a capacidade diazotrofica teve origens mdaltiplas. A
segunda é que este carater diazotréfico estava presente num ancestral comum a todas as
espécies, mas foi perdido durante o processo evolutivo que deu origem a diferentes
ramos filogenéticos. A terceira € que o potencial diazotréfico teve uma Gnica origem,
mas se estendeu a outros ramos filogenéticos por transferéncia lateral de plasmideos
(Moreira e Siqueira, 2006).

A Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN) é uma importante via de entrada de
nitrogénio em solos agricolas (Sharma et al., 2006; Rosenblueth e Martinez-Romero,
2006), responsavel por cerca de 139 toneladas de Nitrogénio fixado por ano em culturas
de soja no Brasil. Segundo Dakora e Keya (1997), as leguminosas podem fixar entre 43

a 581 Kg N por hectare. Nos ecossistemas terrestres situa-se como o0 segundo processo

16



bioldgico mais importante na terra, juntamente com a decomposicdo da matéria
organica, estando atras apenas da fotossintese (Moreira e Siqueira, 2002).

Para que o nitrogénio proveniente da fixacdo bioldgica possa suprir todas as
necessidades da planta, o processo necessita ser eficiente, o que resulta, principalmente,
da escolha adequada dos parceiros simbioticos, ou seja, estirpes de bactérias mais
eficientes e competitivas e gendétipos de plantas que respondam ao microsimbionte
(Hungria et al., 1994).

O processo de FBN esta dividido em etapas distintas: multiplicagdo do rizébio
no solo e na rizosfera da planta, emissdo de sinais quimiotaxicos, reconhecimento,
formacdo do corddo de infeccdo, desenvolvimento do nddulo, fixacdo nitrogénio
(Vargas e Hungria, 1997; Ferguson e Mathesius, 2003).

O rizébio tem a capacidade de viver livre no solo, competindo com os demais
microrganismos pelos recursos disponiveis (Keyser, et al.,1997), o que pode diminuir
significativamente a populacdo de determinada espécie de rizdbio no solo na auséncia
de um planta hospedeira, mais na presenca desta, ha um processo de intera¢do quimica e
molecular entre o rizébio e a planta. A simbiose comeca pela producdo de exsudados na
raiz, principalmente polifendis (flavonoides), os quais o rizbio reconhece por meios de
mecanismos de quimiotaxia. Ap6s 0 reconhecimento, as bactérias sdo atraidas em
direcdo a rizosfera e inicia a sintese dos fatores Nod, exopolissacarideos sintetizados em
resposta a presenca dos sinais quimicos exsudados pela leguminosa. Esses fatores Nod
tém sua sintese comandada por uma série de genes denominados genes Nod (Hirsch et
al., 2001), responsavel pela infeccdo da raiz e o estabelecimento do nodulo (Taiz e
Zieger, 2004).

ApoOs a colonizacdo da rizosfera as bactérias apresentam expressiva divisao
celular ao redor dos tricomas radiculares, ativados pelos fatores Nod. Em seguida as
bactérias penetram no pélo radicular e comecam intensa multiplicacdo celular em
sentido do cortex da raiz; ap6s as modificages radiculares ocorre a dissolugdo das
paredes celulares, formando um cord&o de infeccédo, cresce em direcao a regido cortical
com intensa divisdo celular, onde se ramifica e invade algumas células que dardo
origem ao nodulo primério, ainda ndo efetivo. Nesse primdrdio, a célula bacteriana
sofre uma série de modificacBes bioquimicas e fisiologicas, transformando-se em uma
célula efetiva para a fixacdo do N, o bacteroide, que ird se multiplicar novamente dando

origem ao nodulo propriamente dito (Perret et al., 2000; Keyser, et al. 1997).
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Na fixacdo bioldgica, o N, é reduzido a amonia (NH3) a custa de energia da
plantas, fornecida ao sistema enzimatico sob forma de ATP, proveniente da
fotossintese. O complexo enzimético da nitrogenase é formado por duas unidades
protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-
proteina), ambas responsaveis pela reacdo de reducdo do N,. A nitrogenase é auxiliada
por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a Ferrodoxina (Burris, 1999; Taiz
e Zieger, 2004).

Durante os processos de infeccdo e desenvolvimento dos nédulos (Figura 1),
energia é necessaria as divisdes celulares e é obtida da oxidacdo dos carboidratos
produzidos na parte aérea da planta hospedeira (Franco e Neves, 1992; Silveira et al.,
2001).

Wlﬂ'h dtlrﬂ':q.i;}

,n_g:
%
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e do
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Figura 1. Desenvolvimento do nédulo.

Todavia, os nédulos sdo estruturas transitorias, que se formam e senescem em
curto espaco de tempo. Nas estacOes secas, em areas nao irrigadas, observa-se a
auséncia de nodulos, e as taxas de fixacdo bioldgica no solo sdo insignificantes,
relacionando-se, as deficiéncias de FBN com o déficit hidrico (Teixeira et al., 2006).

Inimeros estudos ressaltam ainda que temperaturas elevadas alteram diversos
processos da FBN como o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do rizébio no
solo, a troca de sinais quimicos entre o0s simbiontes, o processo de infeccdo e nodulacéo
e a atividade enzimaética para reducdo do nitrogénio e assimilacdo da amonia formada
(Hungria e Vargas, 2000).

O primeiro produto estavel contendo o N, fixado é a amodnia. Esta €
imediatamente conduzida para fora do bacteroide e incorporada a esqueletos de carbono

gerando o glutamato e a glutamina. Esses dois aminoacidos atuam como doadores de N,
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transportados para as folhas das plantas através do xilema (Crawford e Glass, 1998;
Silveira et. al., 2001)

2.2 Leguminosas e a fixagdo bioldgica de nitrogénio

A familia das leguminosas consiste na terceira maior familia de planta com
flores, compreende de 16000 a 19000 espécies, divididas em aproximadamente 750
géneros, agrupando-se em trés subfamilias, com distribuicdo global. Embora néo seja
uma caracteristica comum a todas as espécies, a grande particularidade ecoldgica das
leguminosas € a sua capacidade de nodular e fixar nitrogénio atmosférico em simbiose
com bactérias do grupo dos rizébios (Allen e Allen, 1981; Santos et al., 2008).

A regido Semiarida do Nordeste do Brasil é bastante deficiente em nitrogénio e
através da fixacdo do nitrogénio atmosférico (N) pelas leguminosas quando associadas
a bactérias denominadas genericamente de rizébios, reduz ou dispensa a adubacdo
nitrogenada, enquanto esta fornece carboidratos para o nédulo bacteriano (Moreira e
Siqueira, 2006). Por este motivo, a utilizacdo de leguminosas nas pastagens constitui um
dos métodos mais importantes e econdmicos de adicionar nitrogénio ao sistema solo-
planta-animal (Sa e Vargas, 1997). O crescimento e a producdo dessa familia é pelo
menos em parte, o resultado da interacdo entre as cultivares das plantas, as estirpes de
rizébio e as condi¢cBes ambientais em que o sistema simbidtico se desenvolve. Essa
interacdo afeta a assimilacéo, a distribuicéo e a utilizacdo do carbono e nitrogénio pelas
plantas (Neves e Rumjanek 1998) tendo como conseqiiéncia o aumento do teor de
proteina bruta da forragem (Carvalho et al. 2003).

A familia Leguminosae (Fabaceae) apresenta trés subfamilias: Caesalpinoidae,
Mimosoidae e Papilionoidae (Polhill, 1994), das quais se estima que a maioria das
espécies nodulantes. Aproximadamente 97% pertecem a Papilionoidae, 90% a
Mimosoidae, enquanto menos de 25% das Caesalpinoidae sejam capazes de nodular
(Auer e Silva, 1992; Costa, 2010). A maioria dos géneros da familia das leguminosas
pode nodular e fixar nitrogénio, embora haja excegdes (Sprent, 2001). Entretanto,
apenas uma pequena fracdo do total de espécies leguminosas foi estudada quanto a
capacidade de formacédo de nodulos e eficiéncias dos mesmaos.

Dentre as simbioses de fixadores de nitrogénio, as leguminosas certamente se
destacam por sua importancia econémica e a maior eficiéncia do processo decorrente da

parceria vegetal e microrganismos mais evoluidos. Essa simbiose ocorre em detrimento
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da disponibilizacdo de amino&cidos pela bactéria através da fixagdo do Nitrogénio e a
disponibizacéo de carboidratos pela plantas em beneficio das bactérias (Freire, 1992).

Segundo Bala et al. (2003) a habilidade de leguminosas em formar nddulos esta
em funcdo da magnitude, distribuicdo e diversidade de rizobios em um dado solo.
Porém, deve-se ressaltar a existéncia de diversos fatores que atuam negativamente no
processo de FBN, como a salinidade e temperatura elevada.

Espécies de leguminosas em regides tropicais apresentam menor especificidade
em relacdo a rizébios quando comparadas com leguminosas em &reas temperadas, o que
pode resultar num sistema com FBN menos eficiente, entretanto, ainda assim,
importante (Denison e Kiers, 2004). Observa-se que grande proporcdo de plantas da
familia Leguminosae € capaz de realizar a FBN. Contudo, se faz necessario mais
estudos para determinar se realmente essa reducéo na eficiéncia seria uma causa relativa
aos rizoébios ou uma simbiose menos eficiente. De qualquer forma, acredita-se na
importancia dessas plantas para manutencdo da fertilidade do solo na caatinga (Zahran,
2001; Teixeira et al., 2006).

As estirpe de rizébio podem nodular uma ou mais espécies de leguminosas, isso
ocorre devido ao processo da coevolucdo destes dois parceiros, em que 0s sinais
quimicos emitidos e reconhecidos por ambos os parceiros tornaram-se especificos. A
elevada promiscuidade de diversas estirpes € um evento recente, ocasionado por uma
serie de adaptacOes das plantas e do rizébio as variagdes climaticas locais e de
transferéncia lateral de genes entre as diferentes espécies de rizobio (Sprent, 1994;
Perret et al., 2000). Um exemplo classico de uma estirpe com alto grau promiscuidade é
a estirpe NGR234 de Rhizobium sp. que é capaz de nodular 232 espécies de 112
géneros, incluindo uma espécie de ndo leguminosa (Perret et al., 2000).

Apesar das dificuldades na obtencdo de ndédulos em arvores adultas, muitos
esforgos tém sido feitos no Brasil para identificar espécies de leguminosas capazes de
FBN (Faria et al, 1984; 1987; 1989; 1994; Moreira et al, 1992; Souza et al, 1994)
porém, estudos feitos se restringiram principalmente a espécies das regides Sudeste e da
Amazonia. A importancia quantitativa das leguminosas na caatinga, juntamente com o
alto grau de endemismo (Araujo et al.,2002; Queiroz, 2002) autorizam a hipdtese de que
0 conhecimento sobre o status de nodulacao das espécies nativas deste bioma é bastante
incompleto.

Leguminosas podem ser utilizadas para recuperar solos degradados, como adubo

verde, para cultivos em aléias, em consorcio ou rotagdo com outras culturas, como
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cercas vivas, para sombreamento, etc. Elas sdo importantes produtoras de alimento para
o homem (feijdo caupi, feijao, soja, amendoim, etc) e para os animais (fornecendo
pastagem rica em proteinas) e de outros produtos (estacas, lenha, carvao, gomas,
produtos medicinais, etc).

Muitas espécies de leguminosas fixadoras de nitrogénio da flora nordestina
possuem importancia econdémica potencial, como sabia, angico, jurema preta e branca,
mulungu, cumaru, jureminha e feijao de rolinha. Leguminosas exaticas, como gliricidia,
leucena e algaroba, também fixam. Mas, outras espécies como catingueira, mororo,

canafistula e pau-ferro ndo fixam nitrogénio atmosférico (Freitas, 2010).

2.3 Rizdbios

Estudos da populacdo de rizébio do solo possuem papel fundamental, pois o
entendimento da composicdo, das caracteristicas simbidticas e adaptativas, bem como
da taxonomia da populacdo de rizébio do solo, podem possibilitar a selecdo e
introducdo de novos inoculantes de rizébio com maior eficiéncia simbidtica e
capacidade competitiva (Zilli, 2001)

Os riz6bios podem sobreviver e reproduzir no solo, mas estas bactérias sdo
conhecidas por fixar nitrogénio através de nddulos nas raizes de plantas leguminosas
(Denison e Kiers, 2004). Entre os principais fatores que afetam a nodulacdo, destacam-
se 0s efeitos do pH do solo e suas interagcdes com outros nutrientes, a disponibilidade de
nutrientes no solo e suas interagcbes com a simbiose e o rizobio, os efeitos da umidade
do solo, do estresse osmotico e a sensibilidade a temperatura (Straliotto e Rumjanek,
1999).

A avaliacdo do potencial de estirpes nativas de rizobio em relacédo a eficiéncia,
competitividade, adaptacdo as regides sujeitas a alta temperatura e baixa umidade é
importante no estudo da FBN (Carvalho et al., 2001).

Para a maioria dos rizébios, a temperatura 6tima para o crescimento em cultura
situa-se entre 28 e 31 °C. Além da temperatura, outras condigdes ambientais limitam o
crescimento e a atividade de fixacdo do nitrogénio em leguminosas. Dentre estas a
salinidade e estiagem séo os principais fatores (Zahran, 2001).

A influéncia da temperatura no crescimento e desempenho do rizébio é um fator
importante, pois solos tropicais podem atingir temperaturas superiores a 40°C nas
camadas superficiais, tornando-se um dos principais fatores limitantes ao processo da

fixagdo simbiotica do nitrogénio nos tropicos (Vargas e Hungria, 1997). Inumeros
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estudos ressaltam ainda que temperaturas elevadas afetam diversos estagios da FBN
como o crescimento e sobrevivéncia do rizobio no solo, a troca de sinais moleculares
entre 0s simbiontes, o processo de infeccdo e nodulacdo e a atividade do aparato
enzimatico para reducdo do nitrogénio e assimilacdo da amonia formada (Hungria e
Vargas, 2000).

A base da termotolerancia e da capacidade de nodular a altas temperaturas
permanece desconhecida. Segundo Nandal et al. (2005), isto talvez se deva a certas
mudangas metabdlicas ocorrendo nas células bacterianas sob condicdo de altas
temperaturas . Geralmente, h& o atraso no comeco da nodulacdo, para cada espécie, de
acordo com a temperatura fora da faixa 6tima para a formacdo de nddulos, o que
possivelmente indica que a reducdo do nimero de nodulos pode ser considerada como o
efeito geral na simbiose rizobiana de temperaturas fora da faixa ideal nas raizes (Lira
Junior et al., 2004).

O estresse salino aparece como um dos muitos fatores ambientais limitantes que
afetam a producdo das leguminosas em regifes aridas e semi-aridas. Este estresse reduz
a nodulacdo de leguminosas inibindo os eventos simbidticos iniciais, uma vez que 0
estresse salino na FBN pode causar efeitos na infecgdo de leguminosas, no crescimento
e desenvolvimento do nodulo e, afetando diretamente a atividade da nodulacdo e a
respiracdo nodular. Entretanto, diferente de seus hospedeiros, os rizébios podem
sobreviver na presenca de niveis extremamente elevados de salinidade e apresentar
marcante variagédo de toleréncia a essa salinidade (Bouhmouch et al., 2004).

Tém se o registro da existéncia de cepas de rizobios e leguminosas selvagens em
zonas &ridas que exibem alta tolerancia em relagdo as condic¢des adversas prevalecentes
como estresses por salinidade, temperaturas elevadas e dessecacdo (Zahran, 2001).

O valor do pH na faixa de neutro a pouco alcalino ajuda na exudacéo de carbono
pelas raizes das plantas, interferindo na sobrevivéncia e competicdo do rizébio no
solo, porque compostos de carbono sdo substratos para 0S microorganismos que
vivem na rizosfera (Toro, 1996). Sugere-se que rizébios que vivem em solos com
niveis de pH préximo a neutralidade sejam mais tolerantes, inversamente no solo acido
pode abrigar populagfes mais sensiveis (Lombardi, 1995).

O tamanho da comunidade de rizébios é dependente de diversos fatores como o
histérico do campo, solo, caracteristicas ambientais, e principalmente a presenca de

plantas hospedeiras (Slattery et al., 2004). O pH do solo, a acidez trocavel, matéria
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organica, o tipo de solo (arenoso ou argiloso) sdo os fatores determinantes que afetam a
populacéo de rizébios em uma area (Giongo et al., 2008; Bala et al., 2003).

Segundo Straliotto e Rumjanek (1999), os fatores interferem efetivamente na
eficiéncia simbidtica das estirpes de rizobio, sdo as caracteristicas intrinsecas a bactéria
e, outros extrinsecos que se relacionam com a competicdo com outros microrganismos
do solo, como fatores de clima e solo ou determinados pela planta hospedeira, como o

gendtipo destas.

2.4 Taxonomia de rizobios

A sistematica bacteriana € definida com sendo o processo de caracterizacdo e
arranjo da diversidade em uma maneira ordenada, reconhecendo grupos de organismos
similares em uma hierarquia, cuja entidade basica é a espécie (Dellaglio et al., 2004).

Por muito tempo a taxonomia de microrganismos recebeu pouca importancia,
devido as dificuldades de classificacdo utilizadas pelos métodos tradicionais, com base
essencialmente em caracteristicas fenotipicas e fisiologicas. O estudo da taxonomia
contribuicdo na avaliagdo da biodiversidade no ambiente, fornecendo também
informacbes em relacdo a expressdo de caracteristicas fisioldgicas que podem estar
correlacionadas com fatores ambientais (Bull et al. 1992).

A taxonomia das bactérias do grupo dos rizébios engloba atualmente 12 géneros,
com 62 espécies (Weir, 2009) ja foi descritas as seguintes relacGes de géneros de
bactérias capazes de formar nddulos em leguminosas. Esta lista de espécies cresce a
cada dia e muitas espécies poderdo vir a serem descritas, ha medida em que aumenta o
conhecimento sobre as leguminosas tropicais e de respectivos rizbios (Weir, 2006).

Segundo Moreira e Siqueira (2006) os principais géneros de rizObios
encontrados estdo divididos em Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium e Bradyrhizobium, que podem ser reconhecidos com base
nas seguintes morfologicas (Tabela 1).

Os géneros de rizébios descritos até 0 momento podem ser diferenciados com
base em caracteristicas culturais em meio YMA (Vincent, 1970). Os principais
parametros utilizados sdo: tempo de crescimento em meio de cultura LMA, reacdo &cida
ou bésica em meio de cultura, didmetro de colbnia, producdo de polissacarideos
extracelulares (goma) e coloracédo da col6nia (Martins et. al., 1997).

Com relacédo ao tempo de crescimento podem, ser enquadradas em cinco grupos:

muito rapido, para aquelas colonias que podem ser visualizadas apés 1 dia de
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incubacdo; rapido, para aquelas que sdo visualizadas de 2 a 3 dias de incubac&o,
intermediarias; com 4 a 5 dias; lentas, com 6 a 10 dias e muito lentas, sdo visualizadas
apos 10 dias de incubacdo (Melloni et al., 2006). O tempo de crescimento pode esta
relacionado ao ambiente, bactérias de crescimento rapido geralmente sdo isoladas de
solos mais pobre de clima quente e seco, ao contrario das bactérias de crescimento lento
encontrada em solos mais férteis com clima menos severo (Bushby e Marshall, 1997;
Sprent, 1994).

A alteracdo do pH do meio de cultura pode ser usada para dividir os isolados em
trés classes: estirpes que apresentam reacdo &cida, reagdo basica ou reacdo neutra em
meio de cultura (Martins et al., 1997). Tan e Broughton (1981) sugerem que as
mudancas de pH promovidas pelo rizébio no meio de cultura sdo devido a utilizacéo
preferencial de acucares pelas estirpes de crescimento rapido, seguida da excrecdo de
acidos organicos, e de compostos nitrogenados pelas estirpes de crescimento. Estas
alteracdes pode ainda representar uma reacdo de adaptacdo ao ambiente, uma vez que
estirpes de crescimento acido geralmente sdo oriundas de solos mais acidos e menos

ferteis, ao contrario das estirpes de crescimento alcalino ( Bushby e Marshall, 1977).

Tabela 1. Caracteristicas culturais dos géneros de rizobios em meio de cultura 79.

Gimero  Fgmems  TACL R Dl POEO® s
intensa ,
Rhizobium Circulares , convexas 2as3 Acido >2 &rjgéllg;ii?%ss:s Réapido
intensa ,
Sinorhizobium Circulares , convexas 2a3 Acido >2 r;fj:csilll;gii?%ssss Répido
intensa ,
Mesorhizobjium ~ C'eeres convexas - 3a3 oo >2 mosclaginosss  Intermeirio
intensa ,
Allorhizobium ~ CreUres converes - 1az a:1celttftoroa Entre 162 ntwrjgcsillg‘;iii%ssaes Répido
Pouca — menos .
Azorhizobium Circulares $a4  Alealino <1 Bradyimiobium  Intormediario
Pouca a )
Bradyrhizobium  Circularesconvexas, ~ °210 Alealino <t o%ki“cgdiffm o
textura granular translucida

Fonte: Microbiologia e bioquimica do solo (Moreira e Siqueira, 2006).
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O diametro das coldnias dos isolados que nodulam leguminosas é um parametro
que apresenta correlagdo com outras caracteristicas culturais. Coldnias com diametro
menor que 1 mm possuem superficie seca ou pouca producdo de polissacarideos, e
colbnias maiores tendem a produzir mais goma (Martins et al., 1997).

A producdo de exopolissacarideos agrupa as bactérias em secas, quando nédo
produzem muco, e butirica quando produzem muco. Estirpes de crescimento rapido
tendem a produzir mais muco, ao contrario de rizobios de crescimento lento que
formam col6nias secas com baixa producdo de muco (Martins et al., 1997). Segundo
Bushby e Marshall, (1977) assim como pH essas caracteristicas podem revelar
informacdes importantes, estirpes de Rhizobium ssp., geralmente produzem mais muco
em meio solido que estirpes de Bradyrhizobium ssp., podem também esta associadas a
resisténcia a estresse ambientais um vez que o0 muco pode forma uma protecdo a
elevadas temperaturas a coldnia de rizébio (Hollingsworth et al., 1985).

Outras caracteristicas fenotipicas podem avaliar melhor os isolados e obter mais
informacdes a respeito da sua ecologia e fisiologia, tais como, a capacidade de
crescimento em diferentes pH, concentracOes de sais, temperatura séo utilizados na
caracterizagcdo “in Vvitro” como também na correlacdo com condi¢des ambientais
(Swellim et al., 1997; Sa et al., 1993; Xavier et al., 1998).

As caracteristicas morfofisiologicas dos rizobios € o primeiro passo para
identificacdo de grupos taxonomicos, fornecem informagfes importantes para sua
identificacdo e agrupamento. Sdo informagdes oportunas, uma vez que permitem um
esboco da diversidade de espécies e ddo base ao conhecimento e possibilitam a
continuidade dos estudos das estirpes identificadas, que podem ser detectadas

posteriormente mediante estudos mais refinados (Pelczar et al., 1997).

2.5 Leguminosas Forrageiras

Entre as familias mais representativas da flora no mundo, a Leguminosae
(Fabaceae) é uma das mais expressivas, pela fixacdo de nitrogénio no solo e seu repasse
ao agroecossistema, presenca em Varios sistemas agricolas, pela sua agressividade na
dispersdo de sementes e relevante potencial para a pecuéria, na formacdo de
legumineiras e para pastejo, seja em pastagens consorciadas com graminea, seja como
banco de proteinas (Pequeno et al., 2002).

As espécies de Leguminosae estdo completamente inseridas na cultura da

populacéo rural da Caatinga, sendo utilizadas como alimento, lenha, forragens, produtos
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medicinais (Queiroz, 2009), indicando ser esse grupo de plantas uma fonte significativa
de recursos naturais, especialmente para os habitantes do semiarido.

Na regido do semiarido, que ocupa grande parte da regido nordeste do Brasil e
tem como principal fator limitante o déficit hidrico, onde predominam agricultura de
subsisténcia e a pecuaria extensiva as leguminosas representam uma das familias
dominantes, formando um dos principais recursos naturais da flora nativa que
apresentam uma série de caracteristicas que a credenciam como uma importante fonte
de alimento para o gado (Sépulveda, 2005; Caldas Pinto et al., 2006).

Essas leguminosas possuem caracteristicas particularmente atrativas para serem
usadas nos sistemas silvipastoris, especialmente no que se refere a fixacdo simbidtica de
nitrogénio (Garcia, 1986; Auer e Silva, 1992; Barberi et al., 1998) e a deposic¢do de
matéria organica com alto contetdo de nitrogénio ao solo. Nesse sentido, a incorpora¢do
de espécies fixadoras de nitrogénio pode assegurar diversidade, estabilidade e
continuidade aos sistemas de forragens (Gutteridge, 1998), promovendo incrementos na
producdo animal, pelo aumento da qualidade e quantidade da forragem em oferta,
resultante ndo sé da participacdo da dieta do animal, mas também dos efeitos indiretos
relacionados, a FBN e seu repasse ao ecossistema de pastagem.

Nesse contexto, as leguminosas representam valores expressivos de riqueza e

diversidade a ser explorada.

2.5.1 Feijao de rolinha

O feijdo-de-rola (Macroptilium lathyroides) é uma trepadeira anual com habito
de crescimento indeterminado que chega a medir até 1,5 m, da familia das leguminosas,
subfamilia papilionoidea. Tal espécie possui flores vermelho-violaceas ou azul-
violaceas, intensa deiscéncia de vagens maduras e uma planta indiferente ao
fotoperiodo, nativa das Guianas, Brasil e Paraguai, cultivada como forragem e adubo
verde. Também é conhecida pelo nome de feijdo-de-pombinha.

Muito utilizado como planta forrageira no sul do Brasil, o feijdo-de-rolinha é
adaptada as condicdes edafoclimaticas do Semiarido nordestino deste pais. Essa
leguminosa é pouco exigente em fertilidade, vegetando em locais mal drenados, de
baixo pH e adaptada a precipitacdes anuais de 475 a 3.000 mm (Skerman et al., 1998).

Skerman et al. (1988) ressaltaram que o feijdo-de-rola é uma espécie que
apresenta regeneracdo pelo banco de sementes do solo e rebrotacdo apds a colheita de

sementes da primeira floracdo, o que possibilita, quando as condicGes climaticas sdo
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favoraveis, a obtencdo de uma segunda colheita de sementes. Estes mesmos autores

observaram, também, que esta leguminosa apresenta altos rendimentos de forragem.

2.5.1 Jureminha

A jureminha (Desmanthus virgatus) é uma leguminosa pertencente a subfamilia
Mimosoideae, é uma planta subarbustiva perene de ramificacbes em sua base, possui
altura de 3 a4 m e 3 a 10 mm de didmetro basal, inflorescéncia axilar, de vagens
estreitas e lineares, talos esbeltos, angulares e expressivos. As raizes sao penetrantes,
persistentes e devido a formacgdo de xilopddios, 6rgdos armazenadores de &agua e
nutrientes, tem grande resisténcia a seca (Alcantara e Bufarah, 2004), com uma ampla
distribuicdo em todo o continente americano, sendo encontrada desde o Texas até
América do Sul (Forlin et al., 2000)

Usada para forragem e pasto, possui alta palatabilildade, elevada taxa de
crescimento e resiste ao corte e pastejo. Sua rusticidade, agressividade e persisténcia
permitem pastejo direto, podendo ser utilizada para formacéo de legumineiras, banco de
proteinas ou em consorcio com gramineas. Rica em minerais e proteina, ndo apresenta
principio toxico para os animais (Figueiredo et al., 2000b). E tolerante a regides semi-
aridas adaptando-se a indices pluviométricos entre 250-1.500 mm. Pode ser usada tanto
pelos melhoristas de forrageiras para melhoria das pastagens (Aragao e Martins, 1996).

As plantas podem ser cortadas para a alimentacdo animal até 4 vezes/ano e
apresentam um rendimento em média de 35 tons/ha/ano de matéria seca. H4 pouca
mortalidade até pelo menos o quarto ano (Skerman et al., 1991).

O valor nutricional da jureminha fica entre 24-30% de proteina em matéria seca
(Gutteridge e Shelton, 1994). Suas caracteristicas nutritivas permitem sugerir 0 seu uso
no arragoamento do rebanho durante o periodo de estiagem, de forma a garantir a
manutencdo dos animais (Figueiredo et al., 2000a). Dessa forma, Kharat et al. (1980),
obtiveram valores de 35,80; 13,05; 7,02; 53,18 e 41,55 %, respectivamente para MS,
PB, MO, MM, FDN e FDA. Estudando a caracterizacdo quimico-bromatoldgica de D.
virgatus no brejo paraibano, Figueiredo et al. (2000b) obtiveram valores de MS, PB,
MO, MM, FDN e FDA de 31,79; 17,00; 92,52; 7,47; 36,01 e 28,98 % para 395 dias de
crescimento e de 27,72; 20,20; 92,65; 7,38; 40,28 e 26,67% para 72 dias de rebrota.
Demonstrando assim, caracteristicas que Ihe qualificam com uma planta forrageira com

potencial produtivo e qualitativo, em especial para o Semiarido.
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Segundo Dornelas (2003), a jureminha apresenta grande potencial para
arragcoamento dos ruminantes no periodo de estiagem a proporcionar maxima producao
de massa microbiana. E o feno destaca-se apresentando 6timo valor nutritivo, entre 24-
30% de proteina em matéria seca e valor forrageiro de 35,80; 13,05; 82,21; 7,02; 53,18
e 4155 %, respectivamente (MS), (PB), (MO), (MM), (FDN) e (FDA). Suas
caracteristicas nutritivas permitem sugerir 0 seu uso no arracoamento do rebanho
durante o periodo de estiagem, de forma a garantir a manutencdo dos animais
(Figueiredo et al., 2000a; Lewis e Schire, 2003).

A especie Desmanthus virgatus tem sido considerada de grande interesse como
fonte de leguminosas forrageiras para os tropicos semi-aridos (National Academy of
Science, 1978; Burt, 1993), principalmente por forma uma simbiose eficiente com as
bactérias fixadoras de nitrogénio tornando-o nitrogénio atmosférico disponivel as
plantas, proporcionando rapida cobertura vegetal favorecendo a fauna de solo

impedindo o desenvolvimento de vegetacdo espontanea.

2.5.3 Jurema Branca

A jurema branca (Mimosa artemisiana) é uma planta da familia Mimosaceae, de
porte arbdreo pequeno com cerca de 2-4m de altura, com casca castanho-claro,
fortemente armada por aculeos vigorosos. Possui folhas alternas, compostas, foliolos
verde-claros, foscos, oblongos e flores em espigas possuem de 4-8cm de comprimento,
de cor alva. Seu fruto é uma vagem de cor castanho-pélido, com 8-12cm de
comprimento, com superficie ondulada nas areas onde ficam as sementes. E uma planta
caducifélia e sua floracdo ocorre na estagdo chuvosa, mas pode também ser encontrada
na estacdo seca, seguida pela frutificacdo que se estende até a estacdo seca. Contém 2-
12 sementes pequenas, ovais de cor marrom por vagem. Essa leguminosa pode ser
utilizada como forragem (Maia, 2004).

Planta que ocorre na caatinga, do Piaui até a Bahia, do tipo “arbdrea densa” até a
“arbustiva rala”, a jurema branca ¢ uma planta pioneira que facilmente ocupa capoeiras
e beiras de estrada, ¢ tolerante a elevados niveis de perturbacdo da vegetacdo e € uma
arvore com capacidade de fixar nitrogénio no solo através de simbiose com bactérias na
sua raiz. E uma planta caducifélia e sua floragio ocorre na estagdo chuvosa, mas pode
também ser encontrada na estacdo seca, seguida pela frutificacdo que se estende até a

estacdo seca (Maia, 2004).
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Com relagdo a composicdo quimica segundo Bezerra et al. (2011), verificou a
jurema-branca, e os valores encontrados foram de 93,31; 4,81; 8,81; 72 e 4,4% para
Matéria Seca, Matéria Mineral, Proteina Bruta, Fibra em Detergente Neutro e Energia

Bruta, respectivamente.

2.5.4 Jurema Preta

Jurema preta (Mimosa tenuiflora), arvoreta ricamente aculeada, de 4-6 metros de
altura, dotada de copa irregular, cujos ramos novos apresentam pélos viscosos. Tipica
das areas semi-aridas do Brasil, a jurema preta pertence a familia Mimosaceae
(Cronquist, 1981). E uma arvoreta de 5 a 7 m de altura, de porte arbustivo, formando
hastes de mais de 1,5 m de altura, com aculeos esparsos, eretos e bem agudos. Possui
caule ereto ou levemente inclinado, com ramificacdo abundante, desprendendo-se em
porcdes delgadas escamiformes e ramos castanho-avermelhados, esparsamente
aculeados. Apresenta casca rugosa, fendida longitudinalmente, pouco fibrosa. (Oliveira
etal., 1999).

E tipica das areas semi-aridas dos estados do Nordeste do Brasil (Piaui até a
Bahia) (Lima, 1996; Oliveira et al., 1999; Maia, 2004), e no México (Maia, 2004). A
jurema preta possui grande potencial como planta regeneradora de terrenos erodidos, é
uma espécie indicadora de uma sucessao secundaria progressiva ou de recuperacao e
sua tendéncia ao longo do processo ¢é de reducdo da densidade. No inicio da sucessao
formam matas quase puras, seus foliolos caem e se refazem continuamente cobrindo o
solo com uma ténue camada que se decompde formando ligeiras camadas de humus e
participa também da recuperacdo do teor de nitrogénio do solo. Preparando, dessa
forma, o solo para o aparecimento de outras plantas mais exigentes (Maia, 2004).

Em seu habitat natural, a jurema-preta tem sido explorada para producdo de
estacas e lenha, segundo Faria (1984), seu caule é excelente fornecedor de madeira,
especialmente para a geracdo de calor, pois dela se conseguem temperaturas mais
elevadas. Além da utilizacdo pelos caprinos, ovinos e bovinos que tém nessa planta,
verde ou fenada, um importante componente de suas dietas, especialmente pastejando as
rebrotas mais jovens no inicio das chuvas, bem como as folhas e vagens secas durante o
periodo de estiagem (Pereira Filho et al., 2005).

Devido a sua importancia como forrageira no semi-arido nordestino, estudos
sobre a Mimosa tenuiflora tém sido mais direcionados para seu valor nutricional bem

COMoO ao seu carater toxico, fatores que interferem diretamente na produtividade animal.
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A jurema preta é uma das espécies mais utilizadas para obtencéo de forragem na
pecuaria extensiva. E possivel obter anualmente mais de 1500 kg de MS/ha,
provenientes da coleta das folhas e ramos finos de jurema preta (Araujo Filho e
Vasconcelos, 1983; Pereira Filho et al., 1999; Vasconcelos e Araudjo Filho, 1985). Os
frutos da jurema preta também podem constituir uma fonte de alimento para os animais.
Estimativas indicam um potencial de producéo anual de frutos entre 3000 e 4000 kg/ha
(94,4% de MS), dos quais aproximadamente a metade é constituida de sementes, as
quais apresentam, na base da matéria seca, 29% de proteina bruta (PB), sendo 54,24%
digeriveis pelos animais. Sendo uma importante forrageira para caprinos nos periodos
secos do Cariri paraibano, participando com 22,4% da dieta de animais fistulados (Leite
e Viana, 1986).

Com relacdo a composi¢cdo quimica, Vasconcelos (1997), citado por Pereira
Filho et al. (2003), trabalhando com feno de jurema-preta obtido no periodo chuvoso
(marco e abril) e de estiagem (setembro e outubro), verificou para matéria seca (MS)
teores de 90,0 e 90,9%; proteina bruta (PB) de 15,1 e 13,5%); fibra em detergente neutro
(FDN) de 35,1 e 36,2%; fibra em detergente acido (FDA) de 16,0 e 15,7%; e tanino de
26,6 e 16,9%, respectivamente. Em trabalho realizado em Pernambuco com trés
espécies de pastagens arbustivas e arboreas da Caatinga, dentre elas a jurema preta,
Almeida et al. (2006) encontraram valores médios para MS, PB, FDN e FDA das folhas
de jurema preta colhidas no periodo seco de 47,62; 14,82; 46,38; 33,04 respectivamente
e, no periodo chuvoso de 47,52; 14,41; 46,33; 32,36 quando avaliaram espécies
arboreas e arbustivas de pastagens, comparando seus valores nutricionais na época seca
e chuvosa.

Apesar das limitagcdes da qualidade da jurema preta como forrageira e devido a
escassez de material forrageiro de boa qualidade durante a maior parte do ano na regido
Semiarida, é interessante que se consiga uma maneira de melhorar a qualidade do
volumoso que se apresenta abundante nas copas dessa espécie, como, por exemplo,
tratando-se essa forragem com Polietilenoglicol (PEG) (Beelen et al., 2003) ou NaOH
(Pereira Filho et al., 2001, 2003). A ingestdo de forragem de jurema preta tratada com
essas substancias aumenta significativamente, pois parte dos taninos é neutralizada e a
sua degradabilidade aumenta, uma vez que 0s constituintes da parede celular sdo
guimicamente atacados, facilitando a digestdo da celulose e lignina.

Apesar da sua importancia como forrageira, a jurema preta também faz parte do

grupo de plantas toxicas. Ha relatos na literatura da ocorréncia de defeitos congénitos
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em bovinos e, mais frequentemente, caprinos e ovinos provocados pela ingestdo de
jurema preta durante a gestacdo. Segundo Riet-Corréa et al. (2006) outras podem ser as
causas de malformacdes congeénitas, porém a alta freqiiéncia da doenca no Semiarido e
sua reproducéo experimental mediante a administracdo de jurema preta sugerem que a
maioria das malformacdes é causada pela ingestdo desta planta. Seu mecanismo de acéo
ainda ndo é conhecido e ndo héa tratamento especifico, € importante evitar o acesso dos
0vinos e caprinos a areas com jurema, principalmente, fémeas, nos primeiros 60 dias de

gestacéo.
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Capitulo Il

Caracterizacao morfologica de isolados de
rizobios obtidos de nodulos de leguminosas com

potencial forrageiro
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RESUMO:

A simbiose rizobio-leguminosa é de grande importancia devido o processo de fixacdo
biologica do nitrogénio (FBN), fundamental para a ciclagem de nutrientes e uma
alternativa viadvel para sistemas agropecuarios no Semiérido. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar morfologicamente isolado de rizébios das leguminosas feijao de rolinha
(Macroptilium lathyroides), jureminha (Desmanthus pernambucanus), jurema branca
(Mimosa artemisiana) e jurema preta (Mimosa tenuiflora) com potencial forrageiro do
Semiérido paraibano. Os isolados foram repicados em meio LMA para caracterizacéo
morfoldgica e os dados foram submetidos a anélise de agrupamento para observacéo de
similaridade. Todos os isolados apresentaram crescimento rapido e em sua maioria ndo
modificaram o pH do meio de cultivo, a partir do coeficiente de Jaccard os isolados foi

possivel obter 35 grupos distintos mostrando uma enorme diversidade.

Palavras-chave: Macroptilium lathyroides, Desmanthus pernambucanus, Mimosa

artemisiana e Mimosa tenuiflora.
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ABSTRACT

The rhizobia-legume symbiosis is of great importance because the process of biological
nitrogen fixation (BNF), essential for nutrient cycling and a viable alternative to
agricultural systems in semi-arid. The objective of this study was to characterize
morphologically isolated rhizobia of dove bean legumes (Macroptilium lathyroides),
mimosa (Desmanthus pernambucanus), white jurema (Mimosa artemisiana) and black
Jurema (Mimosa tenuiflora) with forage potential of Paraiba Semi-Arid. Isolates were
transferred amid LMA for morphological characterization and the data were subjected
to cluster analysis for observation of similarity. All isolates showed rapid growth and
mostly did not change the pH of the culture medium from the Jaccard coefficient

isolates was possible to obtain 35 different groups showing a huge diversity.

Keywords: Macroptilium lathyroides, Desmanthus pernambucanus, Mimosa

artemisiana e Mimosa tenuiflora.
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1- INTRODUCAO

As leguminosas representam uma das familias dominantes na Caatinga,
formando um dos principais recursos naturais da flora nativa e importante fonte de
alimentacdo animal. Na regido Semiarida paraibana, pequenos produtores utilizam
espécies leguminosas nativas na alimentacdao animal. Segundo Seganfredo (1995) essas
espécies sdo excelentes opgdes para o suprimento de nitrogénio a ser transformando em
proteina, principalmente por ruminantes.

A abundancia de espécies de leguminosas nessa regido pode estar associada
diretamente com a microbiota do solo, principalmente as bactérias nativas do género
rizébio. Essa simbiose pode beneficiar a manutencdo da leguminosa em detrimento as
demais familias de plantas, por permitir a fixacdo bioldgica do nitrogénio, aléem de
melhorar a fertilidade do solo rizosférico (Silveira et al., 2007).

Apesar da importancia potencial da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio para as
leguminosas forrageiras no Semiarido, poucos estudos tem sido feitos sobre o tema
(Freitas et al., 2011) e as caracteristicas dos microssimbiontes permanecem poucos
estudadas.

O cultivo de leguminosas com essa simbiose seria uma alternativa mais viavel
para assegurar uma boa alimentacdo aos animais principalmente no periodo seco ja que,
sd0 espécies mais resistentes aos periodos de estiagem, possui alto valor protéico,
capacidade de rebrota, boa digestibilidade melhorando a qualidade da forragem e
agressividade na colonizacdo e na formacédo de banco de proteina.

O Nordeste Brasileiro é um centro de diversificacdo e distribuicdo das
leguminosas forrageiras, porém este potencial permanece ainda pouco explorado no
setor agropecuario pela falta de conhecimento das espécies que traduza as reais
possibilidades de utilizacdo (Aragdo e Martins, 1996), tais como, a nodulacdo e
contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio.

A caracterizacdo morfofisiologica de colonias de bactérias, embora trabalhosa e
até certo ponto subjetiva, € importante como uma primeira aproximagao para avaliacdo
da diversidade de populacGes microbianas. O estudo de um maior ndmero de
representantes das populacdes pode tornar-se viavel com o agrupamento morfolégico de
individuos semelhantes (Costa Junior, 2009). Dessa forma, é um passo fundamental

para a identificagdo destes organismos, facilitando futuramente a classificacdo
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taxondmica através da selecdo de bactérias mais eficientes e adaptaveis a seu ambiente
especifico com pH e temperatura favoravel ao seu desenvolvimento.

No presente estudo teve-se como objetivo o isolamento e a avaliacdo da
diversidade cultural de rizébios isolados de nddulos das espécies Feijdo de rolinha,
Jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta, bem como selecionar as estirpes com

potencial para fixacao bioldgica de nitrogénio.
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2- MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Instituto Nacional do Semiarido e no Laboratorio de
Biotecnologia do Solo e da Agua do Departamento de Solos e Engenharia Rural do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba no periodo de outubro
de 2010 a setembro de 2011.

2.1 Obtencéo dos Isolados Bacterianos

A regido da pesquisa estd inserida no Semiarido paraibano, caracterizado pela
irregularidade de chuvas e longos periodos de estiagem. Assim, para execugdo da
mesma foi necessario obter os nddulos de duas formas: diretamente no campo e cultivo

de plantas isca em solo rizosférico da regido (Embrapa, 1997).

2.1.1 Isolados obtidos no campo

As coletas no campo foram realizadas durante os periodos secos e chuvosos
entre 0s meses de outubro de 2010 a abril de 2011, com a finalidade de coleta os
nodulos radiculares diretamente na raiz das leguminosas em estudo.

O procedimento de coleta dos nddulos foi realizado de acordo com metodologia
proposta por Hungria (1994), na qual as leguminosas foram amostradas em plena
floracdo escolhidas de forma aleatdéria na area de estudo. A area para coleta dessas
espécies esta localizada na Estacdo Experimental do Instituto Nacional do Semiarido
(INSA), situada no Sitio Lucas, zona Oeste da cidade de Campina Grande - PB, Agreste
paraibano, situada na parte oriental do Planalto da Borborema. O clima da regiéo
segundo Kdppen é classificado como Bsh — semiarido quente com chuvas de verao.

Das leguminosas escolhidas para coleta de nddulos, o feijdo de rolinha
(Macroptilium lathyroides) é subarbustivo; a jureminha (Desmanthus pernambucanus)
é arbustiva; as demais: jurema branca (Mimosa artemisiana) e jurema preta (Mimosa
tenuiflora) sdo arbdreas. Nas leguminosas subarbustivas e arbustivas, demarcou — se
uma circunferéncia com raio de 15 cm ao redor da planta, correspondente a area do
sistema radicular. Para as leguminosas arboreas, foi necessario dois circulos, um de 15 e
outro de 30 cm, e 20 cm de profundidade abrangendo parte o sistema radicular. A
circunferéncia foi demarcada com o auxilio de uma pa de jardineiro e Xxibanca,
cuidadosamente para ndo danificar os nodulos radiculares, em seguida a planta foi

coletada, retirando-se o0 excesso de solo e a parte aérea (Figura 1).
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Figura 1. Vista parcial da circunferéncia de coleta das raizes.

Os nodulos foram coletados diretamente do sistema radicular das leguminosas,
em seguida foram preservados em silica em gel, para posterior analise laboratorial
(Figura 2).

Figura 2. Nddulos coletados da Jurema Preta coletados no campo e preservados em silica em gel.

2.1.2 Isolados obtidos na casa de vegetacéao

As leguminosas foram cultivadas em estufa agricola sob temperatura e luminosidade
ambientais, em vasos com capacidade de 1 L, onde foram adicionados 0,75 kg de solo.
Os vasos foram previamente esterilizado através da imersao em agua sanitaria por 30
minutos, em seguida lavados com agua e secos ao ar.

O cultivo das leguminosas foi realizado em solo rizosféricos coletado na regido de
estudo. Apos a coleta, 0 mesmo foi transportado ao laboratério em caixas térmicas;
destorroado, homogeneizado e passado em peneiras com malha de 2 mm.

Para o plantio das leguminosas foram utilizadas trés sementes por vaso, previamente
desinfetadas com alcool 70 % e enxaguadas com agua destilada estéril (Embrapa, 1997),

em seguida imersa em &gua quente (entre 80 e 90° C) para a quebra da dorméncia. Apds
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a emergéncia das plantulas foi efetuado o desbaste, sendo utilizada apenas uma planta
para obtencdo dos nddulos radiculares aproximadamente 60 dias ap0s o plantio.

O protocolo para o cultivo de plantas isca (Embrapa, 1997), sugere irrigagdo com
4gua estéril e uma vez por semana adicéo de solucdo de micronutriente (1,0 mL kg de
solo) isenta de nitrogénio (Franco e Dobereiner, 1967).

Ao término do cultivo foram coletados cinco nédulos radiculares por planta (Figura
3), que podem ser preservados por 12 meses em recipientes hermeticamente fechados
contendo algodéo e silica gel.

Figura 3. N6dulos obtidos a partir de solo rizosferico do Feijdo de rolinha.

2.2 Isolamentos de rizébio

Os nodulos quinze nodulos de cada espécie escolhidos de forma aleatdéria foram
desinfetados com alcool etilico 70% por 1 minuto, seguido de imersdo em hipoclorito
de sdédio 1% por 2 minutos e enxaguados abundantemente com agua destilada estéril
(Hungria, 1994), foram transferidos para tubos contendo um 1 mL de solugéo salina e
esmagados com um bastéo de vidro. O material foi riscado em placas contendo 15 mL
do meio de cultura solido LMA (“Levedura-Manitol-Agar”) com vermelho congo, pH
ajustado para 6,8 ( Figura 4); em seguida foi incubado por até dez dias a 28° C. O
vermelho congo foi utilizado para facilitar a observacdo de contaminantes que
absorveram a cor vermelha, uma vez que as colonias de rizobio ndo absorvem ou
absorvem muito pouco a coloracdo vermelho congo. Os isolados que apresentar

contaminantes apos a replicacdo foram novamente replicados até a purificagéo.
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Figura 4. Riscagem e incubacdo dos isolados bacterianos.

Os isolados bacterianos inicialmente purificados foram utilizados para caracterizacéo
morfofisiologica. As mesmas estirpes foram repicadas em meio TY (Triptona-
Levedura) contendo 15% de glicerol, para conservacdo em freezer, a -4 °C (Embrapa,
1994).

2.3 Caracterizacao fenotipica

2.3.2 Tempo de crescimento para a visualizacao das colénias
Os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo meio LMA (Vincent,

1970) modificado pela a adicdo de 5 mL L-1 de solucdo de Vermelho Congo (Figura 5).
Foi considerado crescimento muito rapido, para coldnias visualizadas ap6s um dia de
incubacdo; rapido, para aquelas visualizadas de dois a trés dias de incubacao,
intermediarias; com quatro a cinco dias; lentas, com seis a dez dias e muito lentas,

visualizadas ap0s dez dias de incubacgdo (Melloni et al., 2006).

Figura 5. Isolados crescidos em placas de Petri contendo meio LMA modificado pela a adi¢do de solugdo

de Vermelho Congo.
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2.3.3 Forma e didmetro das colbnias
A forma e didmetro das col6nias foram determinados juntamente com o tempo de
crescimento. Para o diametro as coldnias foram classificados como <1 mm, 1 a2 mm e

>2 mm. Quanto a forma foram classificadas como circular e irregular (Neder, 1992).

2.3.4 Borda e elevacédo da col6nia

A borda e elevacdo da col6nia foram determinados juntamente com o tempo de
crescimento. Quanto a borda foi classificada como lisa, lacerado e ondulados. A
elevacdo como achatadas ou convexas. (Neder, 1992).

2.3.5 Transparéncia da colonia

A transparéncia da colonia foi determinada juntamente com o tempo de crescimento,
classificadas como sendo transparente, translicida ou opaca (Hungria, 1994). As
colbnias que permitiram a passagem de luz foram classificadas como transldcidas e ndo

permitiram a passagem de luz como opacos.

2.3.6 Producéo de goma

A producdo de goma (polissacarideos) foi determinada juntamente com o didmetro
das coldnias, apos sete dias de incubacdo (Figura 6). Esta caracteristica foi determinada
visualmente em: sem producdo de goma (escassa), pouca, moderada e abundante

producéo de goma (Melloni et al., 2006).

Figura 6. Isolados crescidos em placas de Petri contendo meio LMA modificado pela a adi¢do de solugdo

de Vermelho Congo, com abundante e pouca produgdo de goma, respectivamente.
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2.3.7 Coloracao das colonias

A coloracdo das col6nias foi determinada visualmente durante a determinacdo do
didmetro das colbnias. Foram consideradas as cores: branca, creme, rosa, amarela ou
incolor (Melloni et al., 2006).

2.3.8 Alteracao do pH do meio
Os isolados foram inoculados em meio LMA (Vincent, 1970) modificado pela

-1
adicdo de 10 mL L de Azul de Bromotimol (Figura 7). Os isolados acidificantes
tornam o meio amarelo, os alcalinizantes tornam o meio verde azulado e 0s neutros ndo
modificam a coloracdo do meio de cultura (Hungria, 1994). Os isolados foram

comparados com placas sem inoculagéo.

Figura 7. Isolados crescidos em placas de Petri contendo meio LMA modificado pela a adicdo de

solucéo de azul de bromotimol.

2.4 ldentificagdes dos isolados

A partir das caracterizagcbes morfoldgicas dos isolados, foi construida a matriz
binaria (presenca e auséncia da caracteristica) no aplicativo Excel® do Office 2003. Essa
matriz foi importada para o programa DendoUPGMA de acesso livre, para construcao
da matriz de similaridade utilizando-se o coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908; Rohlt,
1997). A partir desta matriz foram construidos os dendogramas através do mesmo

programa, utilizando-se o algoritmo UPGMA (unweighted pair-group method).
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Potencial de Nodulagéo

No periodo seco, apenas na jurema branca foi observada nodulacdo. No entanto,
0s nodulos coletados apresentavam tamanho reduzido e coloragdo interna
esbranquicada, que de acordo com Vidor et al., 1983 sugere inefetividade. A auséncia
dos nodulos em espécies noduliferas pode estar relacionada com propriedades do solo
(Barbieri et al., 1998; Fernandes et al., 2003), como altas temperaturas e baixa umidade.

No periodo chuvoso, as espécies apresentaram nodulacdo. Essas constatacOes
também foram observadas por Allen e Allen (1981); Farias et al. (1989; 1994) e Freitas
(2010), confirmando que a nodulacdo é frequente entre espécies Papilionoidea e

Mimosisoidea.

Avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos isolados das leguminosas em
estudos crescidas em meio de cultura LMA.

O isolamento proporcionou a obtencgéo total de 560 isolados em meio de cultivo
apropriado, a partir dos nodulos das quatro leguminosas em estudo, para cada
leguminosa foram utilizadas cinco plantas, destas foram retirados 3 nodulos de cada

planta totalizando 15 nddulos por planta, para obtencéo dos isolados (Tabela 2).

Tabela 1. Namero de isolados obtidos em leguminosas forrageiras da regido Semiarida

Paraibana.
Leguminosa forrageira ~ NUmero de plantas Numeros de Numeros de
nodulos isolados

Feijdo de Rolinha 5 15 108

Jureminha 5 15 168

Jurema Branca 5 15 197

Jurema Preta 5 15 87
Total 560

Apesar das diversas limitacdes da técnica de caracterizacdo cultural, esta pode
ser considerada uma boa ferramenta para analise preliminar da diversidade de rizébios
(Zilli et al., 2003).

A maioria dos isolados obtidos apresentaram formacao de colénias em até 3 dias

de crescimento, caracterizando estirpes de crescimento rapido e intermediario, com

53



desenvolvimento entre 4 e 5 dias (Figura 8), sendo observado que 64% dos isolados

apresentou crescimento rapido.
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Figura 8. Tempo de crescimento em meio LMA, obtidos dos nédulos de feijdo de rolinha, jureminha,

Jurema Branca e Jurema Preta da regido semiarida paraibana.

Estudo realizado por Stamford et al. (1996), com leguminosas em solo da regido
Semiarida pernambucana constatou que 90% dos isolados obtidos apresentaram
crescimento rapido. Nesse mesmo estudo, foi observado que 100% dos isolados obtidos
de leguminosas em solos da zona da Mata pernambucana apresentaram crescimento
lento. Assim, o tempo de crescimento dos isolados parece estar associada a aspectos
ambientais, como altas temperaturas e baixa umidade.

Um das explicagBes para a maior freqiiéncia de rizobios de crescimento rapido
na regido Semidarida, proposta por Sprent (1994), € que nessas condigdes ambientais as
estirpes de rizobio dao prioridade a perpetuacdo da espécie, em detrimento a fixacdo de
nitrogénio. Assim, a medida que surge condi¢Ges ambientais adequadas como umidade
e temperatura, tanto o rizébio quanto a leguminosa apresenta a necessidade de se
estabelecer rapidamente para perpetuacdo da espécie. E possivel que as condicBes
especificas desta regido tenham propiciado a selecdo de rizdbios de crescimento rapido.

Outra explicacdo para esta caracteristica das estirpes € que essas bactérias de
crescimento rapido sdo mais comuns em regibes aridas, em virtude de uma estratégia de
sobrevivéncia, j& que sdo mais tolerantes a seca, multiplicando-se mais rapido no solo e

em curto espaco de tempo umido (Van Gestel et al., 1991), representando uma forma de
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economia no uso de energia para proliferacdo em relagdo aos rizobios de crescimento
lento.

A inter-relagdo das caracteristicas morfoldgicas da colonia possibilita observar
que estirpes de crescimento rapido produziam muito muco; ja as de crescimento lento
apresentaram pouco ou nenhuma presenca de muco, corroborando com Martins (1996).
As estirpes com alta producdo de muco sdo de dificil isolamento, pois essa substancia se
espalha rapidamente sobre a placa (Campelo, 1976). Esse aspecto também foi
observado na presente pesquisa.

Barnet e Catt (1991) estudaram estirpes a partir de isolados obtidos em Acécia
ssp., em diferentes regibes da Australia e concluiu que os isolados obtidos eram
influenciados por sua localizacdo geografica, as estirpes de crescimento rapido foram
obtidos somente em sitios de zonas aridas de Fowler’s Gap.

A maioria das caracteristicas morfoldgicas da col6nia, como tamanho, producgéo
de muco e elevacgdo estdo inter-relacionadas. Assim, na figura 9, esta sendo apresentado
0 tamanho, a producdo de muco e a elevacdo dos isolados bacterianos obtidos nos

nodulos de leguminosas forrageiras da regido Semiarida paraibana.
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Figura 9. Tamanho, elevagéo da coldnia e a producdo de muco dos isolados bacterianos, em meio LMA,
obtidos dos nddulos de feijao de rolinha, jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da regido

semidrida paraibana.
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A col6nia de rizobios pode ser classificada em relacdo ao tamanho como muito
pequenas (<1mm), coldénias com didmetro entre 1 e 2 mm ou maiores que > 2mm
(Martins et al., 1997), essa caracteristica estd relacionada com a producdo de muco,
coldénias muito pequenas ndao produzem muco, apresentando superficie seca quanto
comparadas a colénias maiores que 1mm.

Segundo Martins et al. (1997), coldnias menores que 1 mm de diametro nédo
produzem muco. No entanto, nesse trabalho maior parte dos isolados obtidos (78,7%)
nas quatro espécies de leguminosas forrageiras, apresentaram tamanho da col6nia
menor que 1 mm e producéo de muco variando de pouco a abundante. Principalmente,
os isolados da jurema preta com 82% das col6nias menores que 1 mm, mas produzindo
muco de forma moderada a abundante.

A caracteristica de alta producdo de muco vem sendo descrita por varios autores
como um mecanismo de adaptacdo e sobrevivéncia a condi¢bes edafocliméticas (Xavier
et al.,1998), uma vez que 0os mesmos podem formar uma capa protetora a col6nia de
rizobio no ambiente natural. Esse muco apresenta como componentes principais 0s
carboidratos EPS (exopolissacarideos) e CPS (polissacarideos capsular) que interfere na
passagem de substancias para dentro da célula bacteriana.

O reduzido numero de trabalhos que apresentam a descri¢cdo de estirpes que
produzem excesso de muco causou certa omissdo sobre esse grupo de bactérias por
bastante tempo. Entretanto, nos estudos de Sinclair e Eaglesham (1984), as estirpes que
formaram exopolissacarideos foram mais eficientes em fixar nitrogénio atmosférico que
aquelas que produziam colbnias secas sob condic¢des salinas, uma vez que essa alta
producdo da mucosidade pode representar uma forma de protecdo da bactéria aos
estresses ocorridos.

Nesse aspecto, pode-se fazer um paralelo com a elevacdo da colonia e a
producdo de muco; colénias com superficie mais plana estdo relacionadas com pouco
muco, enquanto col6nias convexas com elevada produgdo de muco para as espécies de
jureminha e jurema Branca (Figura 9).

Silva et al. (2007), ao caracterizarem e selecionarem populacfes nativas de
rizobios de regido Semiérida de Pernambuco observaram em todos isolados formas
circulares com elevagédo convexa.

Na figura 10, observa-se a coloracdo, forma, superficie e transparéncia
observadas nas coldnias isoladas em nddulos de leguminosas forrageiras da regido

Semiarida paraibana.
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Figura 10. Forma, superficie, coloracdo e transparéncia da colbnia de rizobios, em meio LMA,
proveniente de nodulos de feijdo de rolinha, jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da

regido semiarida paraibana.

Em relagdo a forma da col6nia, todos os isolados foram circulares. Segundo
Jordan (1984), os rizébios podem desenvolver coldnias de cor branca, incolor, amarela e
rosea. Como se observa na Figura 10, os isolados do presente trabalho variaram entre
creme, incolor e rosa, diferindo dos resultados obtidos por Silva et al. (2007), que em
seu estudo ja citado no texto, observou col6nias com coloracao branco leitosa. Quanto a
transparéncia os isolados caracterizados variaram de opacos a transltcidos.

O crescimento dos isolados de rizébio provocam modificagcbes no pH do meio
(Figura 11), podendo acidifica-lo, alcaliniza-lo ou manté-lo na neutralidade. Os isolados
obtidos na Jureminha e Jurema preta mantiveram a neutralidade do meio de cultura, néo
seguindo a tendéncia dominante de acidificd-lo, mesmo com isolados de crescimento
rapido. Tais resultados sdo discordantes aos dados obtidos por Medeiros et al. (2009) e
Leite et al. (2009), que obtiveram em seus estudos isolados com crescimento rapido e
reacdo acida do meio de cultura.

Segundo Tan e Broughton (1981), mudancas no pH por rizébios em meio LMA,

sdo causadas pela utilizacdo preferencial de acucares (Galactose) por estirpes de
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crescimento rapido, comparados a estirpes de crescimento lento que utiliza compostos
nitrogenados.
As estirpes de jurema branca e feijdo de rolinha apresentaram capacidade de

acidificar e também de neutralizar o meio de cultura. Nenhum dos isolados alcalinizou

0 meio.
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Figura 11. Modificacdo de pH em meio LMA de riz6bios proveniente de nddulos de feijéo de rolinha,

jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da regido Semiarida.

As caracteristicas morfologicas, como tempo de crescimento, producdo de muco
e reacdo de pH estdo resumidas na Tabela 3.

Tabela 2. Identificacdo dos géneros de isolados obtidos a partir das caracteristicas

fenotipicas.

Espécies Caracteristicas

Crescimento rapido a intermediario, producdo de muco
Feijao-de-rolinha que vai de moderado a abundante e reacdo de pH 4cida a
neutra entre os isolados.

Crescimento réapido, a producdo de goma variou de

Jureminha "
pouco a abundante e reacdo neutra.

Crescimento rapido a intermediario, producdo de muco
Jurema Branca que variou de escassa a abundante e apresentou reacao
acida e neutra.

Crescimento intermediario, producdo de muco que ficou

Jurema Preta entre moderado a abundante e reagdo de pH neutra.
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Agrupamento por similaridade

Os resultados das andlises morfoldgicas foram agrupados de acordo com o
coeficiente de Jaccard (J). Foram gerados 4 dendrogramas, uma para cada espécie de
leguminosa em estudo. Para tanto, inicialmente foi eliminada das analises as
caracteristicas que apresentaram 100% de similaridade, isso permitiu a diminuicdo de

multiplas bifurcacdes na arvore.

Jurema Preta

Analisando a arvore gerada pelos dados fenotipicos das col6nias (Figura 12),
observou-se que a distancia entre isolados variou de 30% a 100% de similaridade,
obtendo-se 2 grupos com indice de similaridade em torno de 30% , apresentando 4
fendtipos distintos. O grupo | foi formado por 93% dos isolados enquanto o grupo Il
apresentou apenas 7% dos isolados. O grau de similiaridade em torno de 30% evidencia

menor diversidade, comparada as demias espécies.
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Figura 12. Dendrograma de similaridade em fungdo das caracteristicas morfoldgicas dos 50 isolados

obtidos da jurema preta, utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Feijdo-de-rolinha

Analisando o dendrograma gerado a partir dados fenotipicos das colnias
(Figura 13), observou-se que a distancia entre isolados variou de 22% a 100% de
similaridade, obtendo-se 8 grupos com 70% de similaridade com 11 fenotipos distindos,
onde o grupo Il foi formado por 46% dos isolados, seguido pelo grupo II, | e V com
27%, 12 % e 4% dos isolados respectivamente. Os demais grupos foram formados por
menos de 2% dos isolados. Baseando nos resultados apresentados, grau de similiaridade

em torno de 70% evidencia uma elevada diversidade, segundo o coeficiente de jaccard.

|||||

“ ' Grupoll

> Grupo Il

[ |
22% 100%

70%
Figura 13. Dendrograma de similaridade em funcao aas caracteristicas morfologicas dos 50 isolados

obtidos do feijdo-de-rolinha, utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Jurema Branca

O dendrograma gerado a partir dados fenotipicos das colnias obtidas a partir
dos nodulos de jurema Branca (Figura 14), constatou-se a distancia entre isolados
variou de 40% a 100% de similaridade, obtendo-se 9 grupos com 70% de similaridade
com 15 fenotipos, onde a maior porporcao de isolados foi constatada no grupo 1V com
32% dos isolados, seguido Grupo | com 24%, os grupos VIl e IX com 10%, grupo 11
com 8 % os isolados. Os demais grupos foram formados por menos de 3% dos isolados.
Os isolados apresentaram grau de similiaridade abaixo de 80% evidencia elevada

diversidade, visto que ha grupos muitos distante entre si.
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Figura 14. Dendrograma de similaridade em fungdo das caracteristicas morfologicas dos 50 isolados

obtidos da jurema branca, utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Jureminha

O dendrograma gerado a partir dos fenotipicos das colonias obtidas dos nddulos
de jureminha (Figura 15), observou-se a distancia entre isolados variou de 18% a 100%
de similaridade, obtendo-se 15 grupos com 70% de similaridade com 31 fenotipos,
onde a maior porporg¢éo de isolados foi constatada no grupo V com 22% dos isolados,
seguido pelo grupo I, VII e IX com 14%, 12% e 8% dos isolados respectivamente. Os
demais grupos foram formados por menos de 4% dos isolados. Apartir dos resultados
mostrados na figura os isolados apresentaram similaridade abaixo de 80% demostrando

elevada diversidade, visto que ha grupos muitos distante entre si.
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Figura 15. Dendrograma de similaridade em funcéo das caracteristicas morfologicas dos 50 isolados
obtidos da jureminha, utilizando o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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CONCLUSOES

Dentre as espécies avaliadas, a catingueira e 0 mororé nao apresentam nodulacdes,
caracterizando serem antagbnicas a nodulacdo com rizobios;

O feijédo de rolinha, jureminha e jurema branca apresentam estirpes de crescimento
rapido, enquanto a jurema preta intermediario;

A jurema preta, dentre as espécies avaliadas, é a que produz mais muco nos
isolados;

As caracteristicas morfologicas das bactérias isoladas de nédulos de leguminosas
com potencial forrageiro indicam que ha elevada diversidade fenotipica entre

grupos de rizdbios por espécie;
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Capitulo Il

Tolerancia de rizobios de leguminosas com
potencial forrageiro a salinidade, temperatura e

pH do meio de cultura.
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RESUMO:

No Brasil a salinidade € um dos processos mais importantes entre os que atuam
na reducdo da produtividade em regides semidridas juntamente com as temperaturas
elevadas e pH, a selecdo de estirpes tolerantes a estas condi¢des seria uma alternativa
viavel para sistemas agropecuarios no Semiarido. O objetivo deste trabalho foi testar a
tolerancia a diferentes niveis de salinidade, temperatura e pH os isolados de rizobios
obtidos de quatro leguminosas com potencial forrageiro do Semiarido da Paraiba. Os
rizébios foram submetidos a testes com relagdo a tolerancia a NaCl, temperatura e pH
empregando método de avaliacdo in vitro e estimar a diversidade de grupos de rizobios
através de caracteristicas fisioldgicas a partir do isolamento dos rizébios de nddulos das
seguintes Fabaceaes: Macroptilium lathyroides, Desmanthus pernambucanus, Mimosa
artemisiana e Mimosa tenuiflora. Diante das caracteristicas fisioldgicas dos isolados foi
possivel obter estirpes que apresentaram altas tolerancias a salinidade, temperatura e
pH.

Palavras-chave: forragem, rizobios, solo salino
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ABSTRACT

In Brazil, the salinity is one of the most important processes between working in
reduced productivity in semi-arid regions with the high temperatures and pH, selecting
strains tolerant to these conditions would be a viable alternative to agricultural systems
in semi-arid. The objective of this study was to test the tolerance to different levels of
salinity, temperature and pH rhizobia isolates obtained four legumes with forage
potential of Paraiba Semi-Arid. The strains were tested with respect to tolerance to
NaCl, pH and temperature using in vitro evaluation method and estimate the diversity of
rhizobia groups through physiological characteristics from the isolation of rhizobia
nodules of the following Fabaceaes: Macroptilium lathyroides, Desmanthus
pernambucanus, artemisiana Mimosa tenuiflora and Mimosa. On the physiological
characteristics of the isolates was possible to obtain strains that showed high tolerance

to salinity, temperature and pH.

Keywords: forage, rhizobia, saline soil
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1- INTRODUCAO

No Brasil a salinizagdo constitui uma das mais sérias formas de degradacao dos
solos, apresentando maior ocorréncia na regido Semiarida do Nordeste, em virtude de
suas caracteristicas edafoclimaticas (Mota e Oliveira, 1999).

No Semiarido nordestino varios sdo os fatores limitantes no processo produtivo
de alimentos e forragens, dentre eles, a salinizacdo pode ser destacada.
Aproximadamente 4 milhdes de hectares dessa regido séo afetados pela salinidade
(Oliveira, 1997) e ha potencialmente cerca de 9 milhdes de hectares com riscos de
salinizacdo (Pereira et al., 1985). Estes solos sdo altamente afetados pelo excesso de sais
soltveis ocasionando reducéo do seu potencial hidrico, resultando em menor capacidade
de absorcdo de agua pelas plantas associados a efeitos toxicos dos sais afetando
diretamente seu desenvolvimento (Reboucas et al., 1989). Além disso, processos
bioldgicos que ocorrem no solo, como a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), podem
ser afetados diretamente (Shereen et al., 1998).

Assim como as plantas, as bactérias diazotroficas simbidticas apresentam grande
variacdo na tolerancia a salinidade. Os rizébios nativos adaptados as condi¢des adversas
da regido, como a tolerancia a salinidade (Stamford et al., 1988), pH (Martins et al.,
1997), temperatura (Pereira et al., 1999) e a escassez hidrica, representar um recurso
importante, pela possibilidade de utilizacdo desses micro-organismos na FBN,
incrementando a producgéo de leguminosas com potencial forrageiro.

A selecdo de estirpes de rizobio nativos adaptaveis a regido Semiarida amplia as
chances de sucesso para a introducdo e estabelecimento da bactéria na associacdo com
as leguminosas, podendo aumentar sua produtividade. Para tanto, testes in vitro podem
ser utilizados antes da verificacdo no campo, pois, além de permitirem a comparacédo de
um grande namero de microrganismos, sdo rapidos e de custo relativamente baixo,
possibilitando a identificacdo de estirpes tolerantes a condicdo desejada (Nobrega et. al.
2004). Esta selecdo é feita com o objetivo de se obter um inoculante competitivo capaz
de se estabelecer mais rapidamente no solo e tolerar melhor estresses ambientais como
temperatura, salinidade e acidez (Silva et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo testar a colecdo de rizobios obtida em estudos
preliminares, caracterizar fisiologicamente, testando sua tolerancia a diferentes niveis de
salinidade, temperatura e pH os isolado de rizobios obtidos das leguminosas o feijao de

rolinha (Macroptilium lathyroides), jureminha (Desmanthus pernambucanus), jurema
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branca (Mimosa artemisiana) e jurema preta (Mimosa tenuiflora) que apresentam com

potencial forrageiro do Semiarido da Paraiba.
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2- MATERIAL E METODOS

Os 50 isolados bacterianos de cada espécie de leguminosa em estudo, quanto a
diversidade de bactérias em solos do Semiarido paraibano, descrita no capitulo 1, foram
testados em niveis crescentes de cloreto de sddio, pH e temperatura em meio de cultura,

com a finalidade de testar a tolerancia desses isolados.

2.1 Crescimento em diferentes concentracdes de NaCl

A habilidade de crescer em diferentes concentragdes de NaCl foi determinada pela
incubacdo dos isolados em tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo LM (Vincent, 1970)
acrescidos com 0,1% (0,27g L™), 0,5% (1,359 L™), 1% (2,79 L™), 5% (13,59 L) e 10%
(27g L™) de NaCl soltvel em meio de cultura (Tabela 1), incubados a 28°C sob agitacio
orbital de 120 rpm durante trés dias.

Tabela 1. Condutividade Elétrica do meio de cultura de acordo com os niveis de NaCl aplicados

Nivel de NaCl Condutividade Elétrica
gL™ (uS cm™)
0,27 2,77
1,35 8,32
2,70 16,76
13,50 64,7
27,00 103,8

Tubos com turbidez no caldo foram considerados com crescimento positivo e ndo
turvos negativos (Figura 9). Duas testemunhas foram utilizadas na comparagéo,
crescidas a pH 6,8 em temperatura de 28°C sob agitacdo de 120 rpm no mesmo periodo
de tempo. Um tratamento sem inoculacdo foi utilizado na comparagdo dos resultados
negativos. Os isolados que foram tolerantes receberam sinal (+) e 0s que ndo cresceram

receberam sinal (-).
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Figura 1. Isolados crescidos em tubos contendo meio LMA liquido para teste de tolerancia a salinidade.

2.2 Crescimento em diferentes temperaturas

A capacidade de crescimento em diferentes temperaturas foi determinada pela
inoculacdo em tubos de ensaio contendo meio LM (Levedura Manitol) (Vincent, 1970),
onde os isolados foram incubados a temperatura de 28; 35 e 40°C. Tubos que
apresentaram turbidez no caldo foram considerados como resultado positivo e néo
turvos, considerados negativos. Foi utilizado na comparacdo um tratamento sem
inoculacdo para confirmar a auséncia de crescimento. Os isolados que foram tolerantes

receberam sinal (+) e os que ndo cresceram receberam sinal (-).

2.3 Crescimento em diferentes pH

Para avaliar a capacidade de crescimento em diferentes pH, tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo LM (Vincent, 1970), com pH previamente ajustados para 4; 5;
6; 7; 8, 9 e 10, utilizando NaOH ou HCI, foram inoculados e crescidos a uma
temperatura de 28°C sob agitacdo orbital de 120 rpm. A andlise de crescimento foi
determinada trés dias apds a incubagdo. Tubos que apresentaram turbidez no caldo
foram considerados como resultado positivo e ndo turvos considerados negativos
(Figura 8). Foram inoculadas duas testemunhas que cresceram em caldo LM (Vincent,
1970) com pH 6,8 e temperatura de 28°C sob agitacédo orbital de 120 rpm. Foi utilizado
na comparacdo um tratamento sem inoculacdo para confirmar a auséncia de
crescimento. Os isolados que foram tolerantes receberam sinal (+) e os que ndo

cresceram receberam sinal (-).
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Figura 2. Isolados crescidos em tubos contendo meio LMA liquido para teste de tolerancia a temperatura,

pH e salinidade.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da tolerancia de isolados de rizébios em diferentes concentragdes de
NaCl

Os isolados obtidos em todas as espécies analisadas apresentaram tolerancia aos
niveis de 0,1 a 5% de salinidade (Figura 3). A medida que o niveis de salinidade
aumentaram para 10% foi constatado crescimento apenas de estirpes provenientes dos
nodulos de jurema preta. Essa constatacdo pode estar associada a elevada producgdo de
muco dessas coldnias observada em estudos preliminares, corroborando com Martins et
al. (1997), que correlacionaram maior producdo de muco com tolerancia as condicdes
salinas em rizébios isolados de caupi cultivados em solos do Nordeste. Coutinho et al.
(1999), sugeriram que a producdo de muco pode representar um mecanismo envolvido
no processo de adaptacao e sobrevivéncia dos rizébios, em condicGes adversas.

Estudos realizados em regides semiaridas obtiveram crescimento positivo ao
nivel de 3% de salinidade (Medeiros et al., 2007; Xavier et al.,2007). Resultados
semelhante foram encontrado por Nunes et al.(2009) em solos de regides Semiaridas
que aproximadamente 50% dos 76 isolados analisados apresentaram tolerancia a 3% de
NaCl.

100 Salinidade R0.1% 00,5% MW1% B5% B10%
TR Q J J
SN N N N
SR N N N
e 7 \ \ \ \
NN N N N
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LN N NE Y
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Figura 3. Tolerancia a diferentes concentracdes de NaCl, em meio LMA liquido, de isolados proveniente

de nddulos de feijdo de rolinha, jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da regido Semiarida.
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Outros estudos avaliando a resisténcia a salinidade em regiGes aridas e
semiaridas do norte da Africa observaram tolerancia em concentracdes altas de
salinidade em meio de cultura (Brhada et al., 2001; Essendoubi et al.,2007)

Os rizobios podem sobreviver na presencga de niveis extremamente elevados de
salinidade e apresentar marcante variacdo de tolerancia a essa salinidade (Bouhmouch et
al., 2004). Diversos mecanismos podem estar envolvidos na tolerdncia a estresse
osmotico em bactérias do solo, dentre as quais a producdo de trealose (Streeter, 2003),
betaina e glutamina (Réasanen et al., 2004). Estes mecanismos estdo presentes em
bactérias resistentes tanto em isoladas de solos salinos e ndo salinos (Fernandes Junior,
2009). Outro aspecto importante da tolerancia bacteriana a salinidade é a habilidade
destes de sobreviver as elevadas concentracfes de sodio inibindo o proprio crescimento.
Cepas que podem sobreviver a altas taxas de salinidade em solos podem prontamente
iniciar sua multiplicacédo se a salinidade baixar (Bouhmouch et al., 2004).

Avaliacdo da tolerancia de isolados de rizobios a diferentes temperaturas.

Um bom percentual dos isolados foi capaz de sobreviver quando incubados a
temperatura mais elevada, os isolados provenientes do feijao de rolinha apresentaram
melhor desempenho com crescimento de 63,4% dos isolados a temperatura de 40°C,
seguido dos isolados da Jurema branca 30%, Jurema Preta 25% e por fim Jureminha
com 20% (Figura 4). Essa constatagdo pode estar associada a elevada producdo de goma
nos isolados de feijdo de rolinha, corroborando o Hollingoworth et al. (1985), que
constataram maior producdo de muco quando as bactérias isolados de caupi foram
submetidas a temperaturas superiores a 40°C. De acordo com Xavier et al. (1998), os
rizobios produtores de muco apresentaram maior tolerancia a altos niveis de estresse,
como temperatura elevada, sugerindo maior capacidade de sobrevivéncia e maior
competitividade na rizosfera.

A influéncia da temperatura no crescimento e desempenho do rizébio é um fator
importante, pois regiGes aridas e semiaridas podem atingir temperaturas superiores a
40°C nas camadas superficiais, tornando-se um dos principais fatores limitantes ao
processo da fixacdo simbiotica do nitrogénio (Vargas e Hungria, 1997). A capacidade
de estirpes nodular a altas temperaturas, em zonas aridas e semiaridas permanece
desconhecida. Isto talvez se deva a certas mudangas metabdlicas ocorrendo nas células

bacterianas sob condicédo de altas temperaturas (Nandal et al., 2005)
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Figura 4. Tolerancia a diferentes tempaturas, em meio LMA liquido, de bactérias provenientes de

nédulos de feijéo de rolinha, jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da regido Semiarida.

Um dos primeiros relatos de isolados tolerantes a temperatura foi descrito por
Hartel e Alexander, (1984) no Oeste da Africa onde os isolados localizados em Maradi
foram significativamente tolerantes a temperaturas, até entdo a habilidade de crescer a
40°C era uma caracteristica considerada pouco freqliente entre os rizébios.

Estudos realizados recentemente no Nordeste brasileiro demonstram que
isolados das regibes mais quentes e secas apresentam capacidade de crescer em
temperatura elevadas. Medeiros et al. (2007) e Nunes et al. (2009), isolando bactérias a
partir dos nédulos da regido semiarida do nordeste brasileiro observaram a capacidade

de crescimento em temperaturas superiores a 40°C.

Avaliagdo da tolerancia de isolados de rizdbios a diferentes pH.

Dos 50 isolados utilizados para cada espécie (Figura 15), quase todos cresceram
em pH 7, o que j& era esperado, visto que a faixa ideal para o crescimento do rizobio
varia entre 6,8 e 7. Quando submetidos ao pH 8, apenas 44% dos isolados de feijdo de
rolinha apresentaram crescimento. Nas demais espécies, mais 80% dos isolados foram

tolerantes aos 5 niveis de pH.
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Figura 5. Tolerancia a diferentes niveis de pH, em meio LMA liquido, de isolados proveniente de

nédulos de feijao de rolinha, jureminha, Jurema Branca e Jurema Preta da regido Semidrida.

Hungria e Vargas (2000), trabalhando com rizébio em condicdes de baixo pH,
constataram diminuicdo no seu crescimento, sugerindo que alguns processos
citoplasmaticos da bactéria sdo sensiveis a esse fator. Aarons e Graham (1991)
observaram que em meio acido hd uma diminuicdo da sintese de proteinas pelas
bactérias, o que também pode afetar seu crescimento.

Diferindo dos trabalhos citados, Bezerra (2009), isolando bactérias a partir de
solo da regido Semiarida mostrou que estes apresentaram maior predisposicdo em
suportar condi¢des extremas de pH e salinidade. Corroborando com resultados deste
estudo onde os isolados demonstraram alta tolerancia a pH, salinidade e temperatura.

Assim, esses resultados sugerem que as estirpes com melhores resultados aos
teste fisiologicos e ja adpatadas a regido sejam inoculadas, essas tolerancia pode
beneficiar a producdo pecuaria. Como forragem o feijdo de rolinha, jureminha, jurema
branca e jurema preta podem representar uma alternativa muito interessante para a
producdo de bovinos e caprinos em regides Semiaridas.

Uma das grandes limitacGes para producdo pecuéria no bioma da caatinga € a
falta de forragem no periodo seco, além da dificuldade de estabelecer uma pastagem
sem sistema de irrigagdo (Fernandes Junior, 2009). Desta forma a disponibilidade de
material com alta resisténcia a salinidade e tolerancia a seca pode representar uma

estratégia para pecuaria no semiarido.
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4- CONCLUSOES

e As bactérias isoladas das leguminosas do semidrido paraibano, com potencial
forrageiro, apresentam tolerancia as condi¢cfes de estresse do meio a que foram
submetidas nos testes realizados;

e Os isolados com produgdo de muco moderada a abundante mostram maior tolerancia
a salinidade, pH e temperatura;

e Os isolados provenientes dos nodulos obtidos da jurema preta apresentam maior
crescimento em meio salino quanto comparado aos de feijdo de rolinha,

jureminha e jurema branca.
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ANEXOS

ANEXO A — Meios de cultura e solucdes utilizadas para estudo da populagédo
bacteriana.

Meio de cultura LMA (Vincent, 1970)

Manitol 10,0g
KoHPO, 0,5¢
NaCl 0,19
Extrato de Levedura 0,59
Agar 15,009
Agua destilada 1000 mL

Ajuste de ph para 6,8

Meio de cultura LM (Vincent, 1970)

Manitol 10,09
K;HPO, 0,59
NacCl 0,19
Extrato de Levedura 0,59
Agua destilada 1000 mL

Ajuste de ph para 6,8
Azul de Bromotimol (Hungria, 1994)
Solucdo estoque 0,59 L*

Agua destilada 1000 mL

Vermelho Congo (Hungria, 1994)

Solugao estoque 2,59 L*
Agua destilada 1000 mL
Meio TY

Tryptona 50
Extrato de levedura 0,759
KH,PO, 0,454 g
Na,HPO,. 7 H,0 1,79¢
Agua destilada 1000 mL
pH=6,8
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ANEXO B - Solugdes nutritivas utilizadas nas leguminosas

Solucéo de Jensen Modificada

K,HPO, (0,12 mol L™)

MgS0O,.7H,0 (0,081 mol L™) + NaCl (0,34 mol L™)
Ca (H,P04), (0,035 mol L™

FeCls.6H,0 (0,035 mol L™)

** Solugdo de micronutriente

Agua destilada

pH = 6,7; ajustar com NaOH

Solucdo estoque

10 mL*
10 mL*
10 mL*
10 mL*
1 mL*

1000 mL*

*Volume retirado da solucéo estoque para o preparo de 1 litro de solucdo de Jesen

modificada

**Solucdo de micronutrientes

H3:BO; 2,86 ¢
MnSO,4.H,0 1549
ZnS0,.7H,0 0,22 g
CuS0,4.5H,0 0,08 ¢
NaMo00O,.4H,0 0,09¢g
CoCl, 0,03¢g
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