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Resumo

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo fenotipica de
bactérias isoladas de nédulos de plantas de amendoim e guandu
cultivados em solos da regiao semiarida. Foi implantado um
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experimento em quatro tipos de solo; dois coletos em Petrolina, PE e
dois, em Barbalha, CE, utilizados como substrato para o crescimento
de dois genétipos de guandu e dois de amendoim como plantas-isca.
As plantas foram cultivadas até o florescimento, quando o material
foi coletado para o isolamento das bactérias. Foram selecionados
aleatoriamente dez nddulos por planta, os quais foram desinfestados
superficialmente e espremidos em placas de Petri contendo YMA.
Apds o periodo de incubacao e o surgimento das culturas tipicas

de rizébios, estas foram purificadas no mesmo meio. Foram obtidos
182 isolados de guandu e 83 de amendoim, dentre os quais as
caracteristicas de crescimento rapido e capacidade de acidificar o
meio de cultura foram predominantes. Para o amendoim, nao foram
obtidas bactérias de crescimento lento e capazes de alcalinizar o
meio de cultura, enquanto, para o guandu, foram obtidos 34 isolados
com estas caracteristicas. Estudos complementares estdao sendo
conduzidos com o intuito de avaliar a diversidade e a eficiéncia destes
isolados.

Palavras-chave: fixacao biolégica de nitrogénio, inoculante,
diversidade.

Introducao

Diversas leguminosas cultivadas no Brasil apresentam capacidade
de se associar a bactérias simbidticas fixadoras de nitrogénio,
chamadas coletivamente de rizébios. Para maximizar esta associacao
na agricultura, ao longo dos anos, inoculantes contendo bactérias
eficientes e competitivas tém sido utilizados. Para a obtencao de
bactérias com eficiéncia agrondmica que possam ser recomendadas
para a producao de inoculantes, alguns estudos vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de isolar, caracterizar e selecionar
rizébios.

Muitas das leguminosas com importéancia para o Nordeste, como

o amendoim (Arachis hypogaea L.) e o guandu (Cajanus cajan

(L.) Millisp.) podem ter o seu potencial para a fixacao biolégica de
nitrogénio maximizado. Para alcancar este objetivo, é importante
realizar prospeccao por rizébios autéctones com a finalidade de
avaliar a sua eficiéncia agrondmica.
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O guandu é uma espécie que apresenta potencial para ser utilizado
como forrageira, alimentacao humana e adubo verde. Na regiao
semidrida, grande parte do guandu é utilizada na alimentacdo humana e
animal, principalmente em areas de producao de sequeiro (FERNANDES
JUNIOR et al., 2012). O amendoim é uma oleaginosa de grande
importéncia em varios paises, sendo produzido mundialmente. No
Brasil, é cultivado de forma mais significativa nas regides Sudeste,
Nordeste e Centro-Oeste (SANTOS et al., 2010) e o desenvolvimento
de tecnologias de baixo custo pode levar ao aumento da produtividade
desta cultura no Pais, sobretudo na Regiao Nordeste.

Para ambas as espécies, hd uma grande demanda por rizébios
eficientes nas condicdes do Nordeste do Brasil. Dessa forma, a
prospeccao por bactérias fixadoras de nitrogénio para estas culturas
é prioritaria. A caracterizacao de rizébios para as culturas do guandu
e amendoim tem sido conduzida, nos ultimos anos, no Brasil, e as
bactérias obtidas tém revelado perfis moleculares e metabdlicos
bastante peculiares (FERNANDES JUNIOR et al., 2012; LYRA et

al., 2013), indicando que bactérias pertencentes a novos grupos
taxondémicos vém nodulando o amendoim e o guandu.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente bactérias
isoladas de ndédulos de amendoim e guandu cultivados em solos da
regidao semiérida.

Material e Métodos

Foi implantado um ensaio em casa de vegetacao para a obtencao

dos nédulos de amendoim e de guandu que foram utilizados no
isolamento das bactérias. Foram utilizados quatro tipos de solo; sendo
que dois foram coletados na area do Campo Experimental da Embrapa
Algodao, em Barbalha, CE. Nestes solos, na época da coleta,
cultivava-se amendoim. Os outros dois tipos foram coletados no
Municipio de Petrolina, PE, nas dependéncias da Embrapa Semiarido,
no Campo Experimental da Caatinga (em area de pastagem de capim-
buffel seco) e do Campo Experimental do Bebedouro (drea onde o
amendoim havia sido cultivado e colhido ha 15 dias). Os solos foram
destorrados, peneirados e acondicionados em vasos de polietileno
com capacidade para 500 mL.
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Para a obtencao dos isolados, foram utilizadas como plantas-isca os
gendtipos de guandu BRS Petrolina e Cariri Mirim. Os genétipos de
amendoim foram LViPE-O6 e BR1. Foram plantadas duas sementes
por vaso e as plantas foram irrigadas com agua destilada, conforme
necessario e, apés 40 dias de emergéncia para o amendoim e 60
dias para o guandu, as plantas foram coletadas, sendo os nédulos
destacados para o isolamento logo apds a coleta e lavagem das
raizes.

Foram selecionados, aleatoriamente, dez ndédulos por planta que
foram desinfestados superficialmente com etanol comercial por 30
segundos, hipoclorito de sédio (5% v/v) por 3 minutos, seguido
por dez lavagens em agua destilada autoclavada. Os nédulos
foram macerados em placas com meio YMA com vermelho congo
(VINCENT, 1970) e as placas foram acondicionadas em incubadora
até a visualizacao das col6nias. Para purificacdo, as colbnias
foram transferidas sucessivas vezes para o meio YMA com azul de
bromotimol. Apds a purificacdo dos isolados, foram realizadas as
avaliacdes das caracteristicas culturais propostas por Martins et al.
(1997).

Resultados e Discussao

As caracteristicas fenotipicas das bactérias estdo sumarizadas na
Tabela 1. Foram obtidos 182 isolados bacterianos provenientes de
ndédulos de duas cultivares de guandu; 75 (41%) deles foram obtidos
da cultivar BRS Petrolina e 107 (59%) do gendétipo Cariri Mirim.
Foram obtidos 83 isolados dos ndédulos de amendoim, dos quais 48
(58%) isolados foram do acesso LVIPE-06 e 35 (42%) da cultivar
BR1. Os isolados que foram obtidos das duas variedades de guandu
e do amendoim apresentaram, em comum, o crescimento rapido, a
reacao de pH no meio acido, o tamanho maior que 2 mm e a grande
quantidade de muco e do tipo viscoso. Quanto ao guandu, observou-
se que 99 (54 %) isolados apresentaram crescimento rapido; 49

(27 %) intermediario e 34 (19%) apresentaram crescimento lento.
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Tabela 1. Tempo de crescimento e reacdao de pH do meio YMA de
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bactérias isoladas de nédulos de dois genétipos de amendoim e de dois
de guandu cultivados em solos do Semiarido.

Amendoim

Tempo de crescimento

Reacéo de pH

Solo Total Rapido Intermediario Lento Acido Neutro Alcalino
Barbalha-1 31 31 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 31 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Barbalha-2 14 14 (100%) 0 (0%) 0(0%) 8(57%) 6(43%) 0 (0%)
Petrolina-1 28 27 (96%) 1 (4%) 0(0%) 23(82%) 5 (8%) 0 (0%)
Petrolina-2 10 10 (100%) 0 (0%) 0(0%) 10(100%) 0O (0%) 0 (0%)

Total 83 82 (99%) 1 (1%) 0(0%) 72(87%) 11 (13%0 0 (0%)
Variedade

BR1 35 35 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 34 (97%) 1 (3%) 0 (0%)
LVIPE- 06 48 47 (98%) 1(2%) 0(0%) 37(77%) 11(23%) 0 (0%)

Total 83 82 (99%) 1 (1%) 0(0%) 72(87%) 11(13%0 0 (0%)

Guandu
Tempo de crescimento Reacéo de pH

Solo Total Rapido Intermediario Lento Acido Neutro Alcalino
Barbalha-1 68 29 (43%) 24 (35%) 15 (22%) 31 (46%) 15 (22%) 22 (32%)
Barbalha-2 72 46 (64%) 17 (24%) 9 (12%) 47 (65%) 11 (156%) 14 (20%)
Petrolina-1 15 10 (67 %) 2 (13%) 3(20%) 9 (60%) 3(20%) 3 (20%)
Petrolina-2 27 14 (52%) 6 (22%) 7 (26%) 16 (59%) 4 (15%) 7 (26%)

Total 182 99 (54%) 49 (27%) 34 (19%) 103 (57%) 33 (18%) 46 (25%)
Variedade

BRS Petrolina 75 45 (60%) 20 (27%) 10 (13%) 42 (56%) 12 (16%) 21 (28%)
Cariri Mirim 107 54 (51%) 29 (27%) 24 (22%) 61 (57%) 21 (20%) 25 (22%)
Total 182 99 (54%) 49 (27%) 34 (19%) 103 (57%) 33 (18%) 46 (25%)
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Com relacéo a reacao de pH, 103 (57%) isolados apresentaram
capacidade de acidificar o meio, 33 (18%) isolados ndo alteraram o
pH e 46 (25%) isolados alcalinizaram o meio de cultura. Dentre os
isolados de amendoim, 82 (99%) apresentaram crescimento rapido e
apenas um (1%) dos isolados apresentou crescimento intermedidrio,
nao havendo, portanto, nenhum com crescimento lento. Relativo

a reacao de pH, 72 (87%) isolados apresentaram capacidade de
acidificar, 11 (13%) isolados ndo alteraram o pH e ndo houve nenhum
isolado com capacidade de alcalinizar o meio de cultura. Os rizébios
de crescimento rapido das espécies estudadas apresentaram as
caracteristicas culturais similares aquelas apresentadas por Rhizobium
tropici, que esta abundantemente distribuido nos solos tropicais da
América do Sul.

Rizébios de crescimento rapido tém sido isolados de nédulos de
guandu (FERNANDES JUNIOR et al., 2012) e de amendoim (LYRA et
al., 2013) nos ultimos anos. Estudos com isolados de crescimento
rapido obtidos de guandu tém demonstrado alta versatilidade
metabdlica, indicando bactérias com alta capacidade saprofitica e
sobrevivéncia no solo (FERNANDES JUNIOR et al., 2012). Avaliando
a diversidade genética de bactérias de crescimento rapido isoladas de
amendoim, Lyra et al. (2013) observaram que os isolados oriundos
de solos do Estado de Pernambuco apresentaram baixa similaridade
com aquelas estirpes de rizébio tradicionais. Estudos taxonémicos
com uma abordagem polifasica estdo sendo conduzidos para melhor
entender a taxonomia das bactérias obtidas nesta colecao.

Conclusao

Rizébios isolados de amendoim e de guandu cultivados em solos
do Semiarido apresentam predominancia de crescimento rapido
e capacidade de acidificar o meio de cultura, além de apresentar
elevada diversidade.
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