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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar
bactérias diazotroficas associadas a nodulos
radiculares das espécies forrageiras: Arachis
pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma
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RADICULARES

axillare. Plantas de A. pintoi e D. heterocarpon
foram coletadas em é&reas da Estacédo de
Zootecnia da Ceplac, em ltabela, BA. E plantas
de M. axillare foram coletadas em éareas do
Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica,
RJ. As plantas foram acondicionadas em
sacos plasticos com solo e conduzidas ao
Laboratério de Ecologia Microbiana na Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os nédulos
foram destacados das raizes e desinfestados
superficialmente e em seguida os n6dulos foram
pressionados em placas de pétri contendo meio
YMA com vermelho congo com o objetivo de
separar rizébios de possiveis contaminantes.
As placas foram incubadas em BOD a 28° C
por 10 dias e as colénias que ndo absorveram o
indicador foram transferidas para placas de pétri
contendo meio YMA com Azul de Bromotimol
e incubadas em BOD a 28° C por até 10 dias.
As colbnias foram purificadas, caracterizadas
fenotipicamente e armazenadas em tubos
contendo meio YMA e 6leo mineral. Foram obtidos
um total de 20 isolados, sendo: 6 de A. pintoi, 8 de
D. heterocarpon e 6 de M. axillare. Em proximas
etapas, os isolados serdo caracterizados
geneticamente e serdo conduzidos ensaios com
vaso leonard para testar a eficiéncia simbio6tica
destes isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento, bactérias
simbidticas, caracterizagdo morfocultural.
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NITROGEN FIXING BACTERIA IN TROPICAL FORAGE LEGUME: ISOLATING
PROCESS IN ROOT NODULES

ABSTRACT: This work aimed to isolate diazotrophic bacteria associated with root nodules of
forage species: Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon and Macrotyloma axillare. Plants of
A. pintoi and D. heterocarpon were collected in areas of Ceplac in Itabela, BA. And M. axillare
plants were collected in areas of Zootechnics Institute in Seropédica, RJ. The plants were
placed in plastic bags with soil and taken to the Microbial Ecology Laboratory at Embrapa
Agrobiologia, in Seropédica, RJ. The nodules were detached from the roots and superficially
disinfected, and then the nodules were pressed in petri dishes containing YMA medium with
congo red in order to separate rhizobia from possible contaminants. The petri dishes were
incubated in BOD at 28 ° C for 10 days and colonies that did not absorb the indicator were
transferred to petri dishes containing Bromotimol Blue YMA medium and incubated in BOD at
28 ° C for 10 days. Colonies were purified, phenotypically characterized and stored in tubes
containing YMA medium and mineral oil. A total of 20 isolates were obtained: 6 from A. pintoi,
8 from D. heterocarpon and 6 from M. axillare. In next steps, the isolates will be genetically
characterized and Leonard pot assays will be conducted to test the symbiotic efficiency.
KEYWORDS: Isolation, symbiotic bacteria, morphocultural characterization.

11 INTRODUGAO

A pecuaria Brasileira caracteriza-se por ser quase que exclusivamente extensiva,
utilizando plantas forrageiras no pastejo direto ou fornecidas no cocho na forma de silagem,
feno ou ingredientes de ragdes (PAULINO & PAULINO, 2003; MONTEIRO et al. 2018).
Dos cerca de 173 milhdes de hectares de pastagens no Brasil, 117 milhdes de hectares
s@o de pastagens cultivadas, com uma lotacdo média de 0,9 cab ha' (USDA, 2021). A
grande area de pastagem recoberta, quase em monocultivo, em solos de baixa fertilidade
aliado ao manejo inapropriado causa grande risco a pecudria brasileira (BURAK et al.
2021). A degradacéo das pastagens ocasiona uma queda acentuada na produtividade das
pastagens e consequentemente a queda na produgéo de carne, além de ocasionar danos
ambientais, com efeitos nos recursos hidricos e agravamento dos gases de efeito estufa
(GEE) (MACEDO et al. 2013; BODDEY et al., 2020).

O uso de leguminosas forrageiras em consorcio pode ser uma alternativa aos
adubos sintéticos. Estas plantas sdo reconhecidas pela sua relagdo simbibtica com
bactérias fixadoras de N,. No entanto, mesmo com os resultados positivos comprovados em
pesquisa, a utilizagdo do consorcio de gramineas com leguminosas ainda é pouco utilizado.
Muitos fatores tem contribuido para este fato. Geralmente, estre fracasso na utilizagéo de
pastagens consorciadas € atribuido a falta de persisténcia das leguminosas nas pastagens,
a exigéncia de melhor manejo que pastagens de gramineas puras, a necessidade de solos
mais férteis, a susceptibilidade a doencgas provocadas por fungos e nematéides e, ainda,
pela adaptacdo das leguminosas as regides de estabelecimento (REIS JUNIOR et al. 2002).

A inoculagdo de estirpes nativas do solo, que s&o adaptadas as condicdes
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edafoclimaticas do local pode ser mais eficiente que os inoculantes recomendados
pelo MAPA para as leguminosas forrageiras do presente estudo e auxiliar no melhor
estabelecimento e fornecimento de nitrogénio em sistemas de consorcio com pastagens. O
objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar por meio de morfologia de colénia e determinar
a diversidade fenotipica de bactérias diazotroficas de nddulos radiculares de 3 espécies
forrageiras tropicais: Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma axillare.

21 MATERIAL E METODOS

Plantas de Arachis pintoi e Desmodium heterocarpon foram coletadas em éareas da
Estacdo de Zootecnia da Ceplac, em lItabela, BA. E plantas de M. axillare foram coletadas
em areas do Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica, RJ. As plantas foram
acondicionadas em sacos plasticos com solo e conduzidas ao Laboratorio de Ecologia
Microbiana na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os n6dulos foram destacados
das raizes e desinfestados superficialmente de acordo com metodologia proposta por
Vincent (1970) e em seguida 10 n6dulos por espécie vegetal foram selecionados de forma
aleatéria e cada um foi pressionado em placas de pétri contendo meio YMA com vermelho
congo (0,25%) com o objetivo de separar rizObios de possiveis contaminantes. As placas
foram incubadas em BOD a 28° C por 10 dias e as col6nias que ndo absorveram o indicador
foram transferidas para placas de pétri contendo meio YMA com Azul de Bromotimol (0,5%
em 0,2 N de KOH: 5 ml) e pH 6,8 incubadas em BOD a 28° C por até 10 dias.

Ap6s a purificagdo dos isolados, as caracteristicas das col6nias foram avaliadas
conforme a metodologia proposta por Yano et al. (1993): 1. Tamanho (mm); 2. Caracteristicas
opticas (translicida e opaca); 3. Cor (branca, amarela); 4. Forma da coldnia (circular ou
irregular); 5. Elevacé@o (plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada); 6.
Borda (ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira); 7. Superficie (lisa, rugosa ou
papilada); 8. Producéo de muco (escasso, pouco, moderado e abundante); 9. Tempo de
crescimento (rapido, até 3 dias ou lento, com 4 dias ou mais); alteragcdo do pH do meio
(acido, alcalino ou neutro).

Para o agrupamento das caracteristicas morfolégicas das col6nias bacterianas
foi construida uma matriz binaria dos dados originais, compreendendo as variacbes das
caracteristicas dos isolados. Para cada variacdo das caracteristicas foram atribuidos os
valores 1 ou 0, indicando presenc¢a ou auséncia de determinada caracteristica.

Os isolados foram comparados com base em suas semelhangas, estimadas
pelo coeficiente de Jaccard, sendo o agrupamento destes realizado pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Foi entdo construido
um dendrograma representando a similaridade intergrupos obtida pelo programa PAST
(PAleontological STatistics), versédo 2.17 c.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos um total de 20 isolados, sendo: 6 de A. pintoi, 8 de D. heterocarpon
e 6 de M. axillare. De acordo com uma similaridade dos isolados de 70% foram formados 4
grupos (Figura 1.). E como mais dissimilares os isolados 1D, 8D, 4D, 5D, 3A e 1A.

Houve um tendéncia de agrupamento para os isolados oriundos de plantas
de M.axillare, sendo observada mais de 80% de semelhanga entre as col6nias que
apresentaram coloragéo branca, com coldnias circulares ou irregulares e com elevagéo
convexa e bordas lisas (Figura 1 e 2.) e 100% dos isolados alteraram o pH do meio de
cultura YMA para alcalino.

Entre os isolados obtidos de plantas de Arachis pintoi, 67% dos apresentaram
semelhangca na morfologia das colbénias (2A, 6A, 4A e 5A) com colénias de coloragédo
branca ou amarela opacas, crescimento lento, com 2 a 4 mm de didmetro, elevagéo plana,
bordas lisas, sem a produc&o de muco e com a alteracdo do pH do meio para alcalino ou
sem alteragdo. Enquanto que o isolado 1A apresentou col6nias com coloragdo amarela e
transparente, com 4 mm de diametro, abundante produgéo de muco e crescimento rapido
da colbnia e alteragéo do pH do meio YMA para acido. O isolado 3A apresentou col6nias
brancas, circulares, com elevacdo planas, bordas onduladas e pontiformes (<1mm de
diametro), crescimento lento, alteragdo do pH do meio YMA para acido. Apenas metade dos
isolados das plantas de Desmodium heterocarpon agruparam-se em fun¢do da similaridade
morfocultural, o que indica uma heterogeneidade maior entre estes isolados, 0 que sera
confirmado apds a caracterizagdo genética dos isolados.

Os métodos fenotipicos de andlise de caracteristicas culturais de microrganismos
possuem a vantagem de serem rapidos e baratos, permitindo uma anélise prévia da
diversidade de microrganismos isolados que poderdo ser armazenados e usados
posteriormente (SANTOS et al. 2007).
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Figuras 1. Dendrograma de similaridade de 20 isolados oriundos de A.pintoi (A), D.heterocarpon (D),
e M.axillare (M) a partir da caracterizagdo morfocultural em meio de cultura YMA, utilizando anélise
de agrupamento por médias ndo ponderadas (UPGMA) e o indice de Jaccard como distancia pelo

programa estatistico PAST verséo 2.17 c.

Figura 2. Aspecto morfocultural dos isolados bacterianos oriundos de Arachis pintoi (A), Desmodium
heterocarpon (D) e Macrotiloma axillare (M).
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41 CONCLUSOES

Foi obtido um total de 20 isolados que se agruparam dependentemente da espécie
de planta utilizada.

Nas proximas etapas, os isolados serdo caracterizados geneticamente e serdo
conduzidos ensaios com vaso Leonard para testar a eficiéncia simbibtica destes isolados
quando comparados com as estirpes comerciais recomendadas pelo Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Espera-se, por meio destas atividades,
identificar potenciais estirpes bacterianas para o desenvolvimento de inoculantes para
Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma axillare.
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