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APRESENTAÇÃO 

O livro “Microbiologia: Clínica, Ambiental e Alimentos 2” é uma obra composta por 
trabalhos científicos na forma de artigos originais e de revisão, todos relacionados ao 
cultivo e triagem de micro-organismos. 

A Microbiologia é uma área bastante ampla, com interface não só com as Ciências 
Biológicas, mas também com a área de Saúde, como Medicina, Enfermagem, Medicina 
comunitária, Nutrição, Farmacologia, Imunologia, Saúde coletiva, Farmácia e áreas 
correlatas. Ao longo destes 14 capítulos serão discutidos avanços da ciência e serão 
revistos conceitos importantes dentro da Microbiologia básica e clínica, Bacteriologia, 
Micologia, Parasitologia, Virologia, além de propor a discussão destes temas de forma 
atualizada e dinâmica. Este livro será, portanto, muito importante para auxiliar estudantes 
e profissionais no reconhecimento e caracterização de micro-organismos, na prevenção 
e no combate a doenças causadas pelos mesmos ou ainda para sua utilização industrial, 
comercial, medicinal e nutricional.

Esta obra, bem como todas as publicações da Atena Editora, passou pela avaliação 
de um Comitê de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de pós-
graduação renomados no Brasil. Assim, apresentamos ao leitor um trabalho de excelente 
qualidade, atualizado e devidamente avaliado por pares.

Esperamos que gostem da leitura. 

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar 
bactérias diazotróficas associadas a nódulos 
radiculares das espécies forrageiras: Arachis 
pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma 

axillare. Plantas de A. pintoi e D. heterocarpon 
foram coletadas em áreas da Estação de 
Zootecnia da Ceplac, em Itabela, BA. E plantas 
de M. axillare foram coletadas em áreas do 
Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica, 
RJ. As plantas foram acondicionadas em 
sacos plásticos com solo e conduzidas ao 
Laboratório de Ecologia Microbiana na Embrapa 
Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os nódulos 
foram destacados das raízes e desinfestados 
superficialmente e em seguida os nódulos foram 
pressionados em placas de pétri contendo meio 
YMA com vermelho congo com o objetivo de 
separar rizóbios de possíveis contaminantes. 
As placas foram incubadas em BOD a 28º C 
por 10 dias e as colônias que não absorveram o 
indicador foram transferidas para placas de pétri 
contendo meio YMA com Azul de Bromotimol 
e incubadas em BOD a 28º C por até 10 dias. 
As colônias foram purificadas, caracterizadas 
fenotipicamente e armazenadas em tubos 
contendo meio YMA e óleo mineral. Foram obtidos 
um total de 20 isolados, sendo: 6 de A. pintoi, 8 de 
D. heterocarpon e 6 de M. axillare. Em próximas 
etapas, os isolados serão caracterizados 
geneticamente e serão conduzidos ensaios com 
vaso leonard para testar a eficiência simbiótica 
destes isolados. 
PALAVRAS-CHAVE: Isolamento, bactérias 
simbióticas, caracterização 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.

1 |  INTRODUÇÃO
A pecuária 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 rações (PAULINO & PAULINO, 2003; MONTEIRO et al. 2018). 
Dos cerca de 173 milhões de hectares de pastagens no Brasil, 117 milhões de hectares 
são de pastagens cultivadas, com uma lotação média de 0,9 cab ha-1 (USDA, 2021). A 
grande área de pastagem recoberta, quase em monocultivo, em solos de baixa fertilidade 
aliado ao manejo inapropriado causa grande risco à pecuária brasileira (BURAK et al. 
2021). A degradação das pastagens ocasiona uma queda acentuada na produtividade das 
pastagens e consequentemente a queda na produção de carne, além de ocasionar danos 
ambientais, com efeitos nos recursos hídricos e agravamento dos gases de efeito estufa 
(GEE) (MACEDO et al. 2013; BODDEY et al., 2020).

O uso de leguminosas forrageiras em consórcio pode ser uma alternativa aos 
adubos sintéticos. Estas plantas são reconhecidas pela sua relação simbiótica com 
bactérias fixadoras de N2. No entanto, mesmo com os resultados positivos comprovados em 
pesquisa, a utilização do consórcio de gramíneas com leguminosas ainda é pouco utilizado. 
Muitos fatores tem contribuído para este fato. Geralmente, estre fracasso na utilização de 
pastagens consorciadas é atribuído à falta de persistência das leguminosas nas pastagens, 
à exigência de melhor manejo que pastagens de gramíneas puras, à necessidade de solos 
mais férteis, à susceptibilidade a doenças provocadas por fungos e nematóides e, ainda, 
pela adaptação das leguminosas às regiões de estabelecimento (REIS JUNIOR et al. 2002).

A inoculação de estirpes nativas do solo, que são adaptadas às condições 
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edafoclimáticas 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 nitrogênio em sistemas de consórcio com pastagens.  O 
objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar por meio de morfologia de colônia e determinar 
a diversidade fenotípica de bactérias diazotróficas de nódulos radiculares de 3 espécies 
forrageiras tropicais: Arachis pintoi, Desmodium heterocarpon e Macrotyloma axillare.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS
Plantas de Arachis pintoi e Desmodium heterocarpon foram coletadas em áreas da 

Estação de Zootecnia da Ceplac, em Itabela, BA. E plantas de M. axillare foram coletadas 
em áreas do Instituto de Zootecnia da UFFRJ em Seropédica, RJ. As plantas foram 
acondicionadas em sacos plásticos com solo e conduzidas ao Laboratório de Ecologia 
Microbiana na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Os nódulos foram destacados 
das raízes e desinfestados superficialmente de acordo com metodologia proposta por 
Vincent (1970) e em seguida 10 nódulos por espécie vegetal foram selecionados de forma 
aleatória e cada um foi pressionado em placas de pétri contendo meio YMA com vermelho 
congo (0,25%) com o objetivo de separar rizóbios de possíveis contaminantes. As placas 
foram incubadas em BOD a 28º C por 10 dias e as colônias que não 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 28º C por até 10 dias.

Após a purificação dos isolados, as características das colônias foram avaliadas 
conforme a metodologia proposta por Yano et al. (1993): 1. Tamanho (mm); 2. Características 
ópticas (translúcida e opaca); 3. Cor (branca, amarela); 4. Forma da colônia (circular ou 
irregular); 5. Elevação (plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada); 6. 
Borda (ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira); 7. Superfície (lisa, rugosa ou 
papilada); 8. Produção de muco (escasso, pouco, moderado e abundante); 9. Tempo de 
crescimento (rápido, até 3 dias ou lento, com 4 dias ou mais); alteração do pH do meio 
(ácido, alcalino ou neutro).

Para o agrupamento das características morfológicas das colônias bacterianas 
foi construída uma matriz binária dos dados originais, compreendendo as variações das 
características dos isolados. Para cada variação das características foram atribuídos os 
valores 1 ou 0, indicando presença ou ausência de determinada característica. 

Os isolados foram comparados com base em suas semelhanças, estimadas 
pelo coeficiente de Jaccard, sendo o agrupamento destes realizado pelo método 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Foi então construído 
um dendrograma representando a similaridade intergrupos obtida pelo programa PAST 
(PAleontological STatistics), versão 2.17 c.
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
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 tendência de agrupamento para os isolados oriundos de plantas 
de M.axillare, sendo observada mais de 80% de semelhança entre as colônias que 
apresentaram coloração branca, com colônias circulares ou irregulares e com elevação 
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 
semelhança na morfologia das colônias (2A, 6A, 4A e 5A) com colônias de coloração 
branca ou amarela opacas, crescimento lento, com 2 a 4 mm de diâmetro, elevação plana, 
bordas lisas, sem a produção de muco e com a alteração do pH do meio para alcalino ou 
sem alteração. Enquanto que o isolado 1A apresentou colônias com coloração amarela e 
transparente, com 4 mm de diâmetro, abundante produção de muco e crescimento rápido 
da colônia e alteração do pH do meio YMA para ácido. O isolado 3A apresentou colônias 
brancas, circulares, com elevação planas, bordas onduladas e pontiformes (<1mm de 
diâmetro), crescimento lento, alteração do pH do meio YMA para ácido. Apenas metade dos 
isolados das plantas de Desmodium heterocarpon agruparam-se em função da similaridade 
morfocultural, o que indica uma heterogeneidade maior entre estes isolados, o que será 
confirmado após a caracterização genética dos isolados. 

Os métodos fenotípicos de análise de características culturais de microrganismos 
possuem a vantagem de serem rápidos e baratos, permitindo uma análise prévia da 
diversidade de microrganismos isolados que poderão 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 caracterização morfocultural em meio de cultura YMA, utilizando análise 
de agrupamento por médias não ponderadas (UPGMA) e o índice de Jaccard como distância pelo 

programa estatístico PAST versão 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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4 |  CONCLUSÕES
Foi obtido um total de 20 isolados que se agruparam dependentemente da espécie 

de planta utilizada. 
Nas próximas etapas, os isolados serão caracterizados geneticamente e serão 

conduzidos ensaios com vaso Leonard para testar a eficiência simbiótica destes isolados 
quando comparados com as estirpes comerciais recomendadas pelo Ministério de 
Agricultura Pecuária 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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