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RESUMO
As bactérias noduliferas sdo capazes de realizar a fixacdo biologica de nitrogénio e estabelecer
interacdes complexas, que podem ser especificas ou vulgares com suas plantas hospedeiras.
Essas simbiontes formam um grupo ecoldgico e sdo comumente conhecidos como rizébios,
contendo representantes de diferentes géneros, dentre eles, os mais conhecidos sdo: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer e Mesorhizobium. A Caatinga € um bioma
exclusivamente brasileiro, que detém um alto grau de diversidade bioldgica, o que pode
representar um ecossistema muito promissor para a prospeccdo de rizébios eficientes no
processo de FBN. A Fabaceae é uma das familias mais importantes nos biomas florestais
tropicais, devido a sua diversidade de espécies, grande nimero de individuos e a capacidade de
associacdo com diferentes espécies de rizébios, atribuindo-lhes a aptidao de captarem a maior
parte do nitrogénio necessario para seu crescimento diretamente da atmosfera, por meio dessa
relacdo mutualistica. O objetivo do trabalho foi avaliar a diversidade fenotipica de bactérias
associadas aos nddulos de Tamboril (Enterolobium contortisiliquum). Os 45 nddulos isolados
nessa pesquisa foram oriundos de teste de captura previamente realizado de amostras de solos
de quatro areas de Caatinga no estado de Alagoas. Os nodulos foram submetidos a um processo
de maceracdo e a suspencdo bacteriana inoculada em meio de cultura YMA e apds o
crescimento foram tabuladas suas caracteristicas culturais, tais com: tempo de crescimento,
alteracdo do pH, cor da colbnia, produgdo de muco e consisténcia. A capacidade de nodulacéo
dos isolados foi avaliada através de teste de autenticacdo utilizando o vegetal em estudo. Apos
60 dias de germinacdo das plantas, foi avaliada a nodulagdo. Foram isoladas 29 bactérias, que
formaram 10 grupos fenotipicamente diversos. Ocorreu a predominancia de isolados de
crescimento lento, correspondendo a 58,62% da colegdo e, ja as de crescimento rapido,
representaram 41,37%. Todos os isolados apresentaram capacidade de estabelecer interacédo
especifica com Tamboril, confirmada atraves formacdo de nddulos radiculares nas plantas.
Conclui-se que, todas as amostras de solos utilizadas para a captura dos rizébios, apresentam
populacdes de bactérias noduliferas nativas, fenotipicamente diversas, capazes de nodular
Enterolobium contortisiliquum, podendo conter potencial promissor como inoculantes, por

serem adaptadas as condi¢des edafoclimaticas do bioma Caatinga.

Palavras-chave: Rizobios, diversidade e nodulagéo.



ABSTRACT
Nodular bacteria are able to carry out biological nitrogen fixation and establish complex
interactions, which can be specific or common with their host plants. These symbionts form an
ecological group and are commonly known as rhizobia, containing representatives of different
genera, among them, the best known are: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer
and Mesorhizobium. The Caatinga is an exclusively Brazilian biome, which has a high degree
of biological diversity, which can represent a very promising ecosystem for the prospection of
efficient rhizobia in the BNF process. The Fabaceae is one of the most important families in
tropical forest biomes, due to its diversity of species, large number of individuals and the ability
to associate with different species of rhizobia, attributing to them the ability to capture most of
the nitrogen necessary for their growth, directly from the atmosphere, through this mutualistic
relationship. The aim of this study was to evaluate the phenotypic diversity of bacteria
associated with Tamboril (Enterolobium contortisiliguum) nodules. The 45 nodules isolated in
this research came from a capture test previously carried out on soil samples from four areas of
Caatinga in the state of Alagoas. The nodules were submitted to a process of maceration and
bacterial suspension inoculated in YMA culture medium and after growth their cultural
characteristics were tabulated, such as: growth time, pH change, colony color, mucus
production and consistency. The nodulation capacity of the isolates was evaluated through an
authentication test using the plant under study. After 60 days of plant germination, nodulation
was evaluated, 29 bacteria were isolated, which formed 10 phenotypically diverse groups.
There was a predominance of slow-growing isolates, corresponding to 58.62% of the collection,
while fast-growing isolates accounted for 41.37%. All isolates showed the ability to establish a
specific interaction with Monkfish, confirmed by the formation of root nodules in the plants. It
is concluded that all soil samples used to capture rhizobia present phenotypically diverse
populations of native noduliferous bacteria capable of nodulating Enterolobium
contortisiliquum, and may have promising potential as inoculants, as they are adapted to the

edaphoclimatic conditions of the Caatinga biome.

Key words: Rhizobia, diversity and nodulation.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos do solo estdo envolvidos em numerosos processos ecoldgicos,
desempenhando um papel importante na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas. Um destes
processos € a Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN) atmosférico, que é realizada por
microrganismos procarioticos conhecidos como diazotroficos (Moreira, 2010), capazes de se
associarem a diversas espécies de plantas em diferentes graus de especificidade, havendo
representantes de vida livre no solo, endofiticos (presentes no tecido vegetal) e simbi6ticos
(Hungria et al., 2007).

As bactérias noduliferas estabelecem interagfes complexas (especificas ou vulgares)
com suas plantas hospedeiras. Esses simbiontes fazem parte de um grupo ecoldgico
polifilogenético (3 classes: Alfa, Beta e Gammaproteobacteria) de bactérias comumente
conhecidas como rizébios, contendo representantes de diferentes géneros, dentre eles, 0s mais
conhecidos sdo: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer e Mesorhizobium (Moulin
etal., 2001; Chen et al., 2001; Shamseldin et al., 2017; Shiraishi et al., 2010).

Os rizobios concretizam sua compatibilidade com a planta hospedeira através do
estabelecimento de uma relagdo mutualistica, expressa a partir da formacdo de estruturas
hipertréficas na regido radicular de leguminosas e, em alguns casos no caule (Faria et al., 1999).
Os nddulos sdo novos orgédos oriundos principalmente de células infectadas das plantas e, dentro
deles, as bactérias assumem uma forma endosimbiotica, os bacterdides, que sdo capazes de
reduzir o nitrogénio atmosférico a amdnia (Broughton et al., 2006).

A espécie Enterolobium contortisiliquum (Vell) Morong, conhecida popularmente
como tamboril, timbalva, orelha-de-macaco, pertencente a familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinioideae. E uma leguminosa arbérea, pioneira, com rapido crescimento e bem adaptada
a regido Nordeste (Lorenzi, 2002). Devido suas caracteristicas, € reconhecida como uma
espécie promissora, tendo seu uso indicado em projetos de reflorestamento e recuperacéo de
areas degradadas (Chaer et al., 2011). O principal atributo para a escolha de uma planta-isca,
é sua ampla capacidade para estabelecer simbiose com bactérias noduliferas (Lima et al., 2009;
Jaramillo et al., 2013; Arsene et al., 2012; Castro et al., 2017), aspecto presente em tamboril
(Moreira et al., 2010; Sousa et al., 2013; Jesus et al., 2014). Apesar de ja ter sido descrito um
inoculante para a espécie (Brasil, 2005), estudos que objetivaram avaliar o potencial da estirpe,
apresentaram resultados de baixa eficiéncia na promocdo do desenvolvimento de mudas da

espécie (Souza et al., 2013; Jesus et al., 2014).
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A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro que cobre quase 10% do territério
nacional (Castro et al., 2006) e, seu nome €é de origem tupi-guarani e significa “floresta branca”,
nome dado possivelmente devido as caracteristicas da vegetacdo na estacdo seca
(Albuquerque;Bandeira, 1995). Quando comparada a outras regides semiaridas do Mundo, a
Caatinga detém um alto grau de diversidade biologica (Leal et al., 2005; Mendes, 1997), o que
pode representar um ecossistema muito promissor para a busca de microrganismos fixadores
nitrogénio de importancia ecologica e agricola.

O estudo da diversidade de bactérias diazotroficas que nodulam leguminosas, visa
promover o conhecimento e a selecdo de populacbes mais eficientes e especificas e,
concomitantemente, a obtencdo de gen6tipos mais adaptados aos tipos de solos e tolerantes aos
diferentes tipos de estresse (Ehrhardt-Brocardo et al., 2015). Uma melhor compreensdo da
diversidade da microbiota do solo pode propiciar o desenvolvimento de estratégias que
permitam a otimizacdo dos processos bioldgicos que, por sua vez, visem aumentar a
sustentabilidade dos agrossistemas (Odum, 1988).

Portanto, pesquisas sobre a diversidade fenotipica de bactérias noduliferas, antecedem
qualquer outro viés na area de rizobiologia, visando investigar os beneficios ambientais e
agrondmicos, oriundos do processo de interacao entre bactéria-hospedeiro, podendo corroborar
diretamente para o alcance de resultados promissores em projetos de restauracédo de terras secas,
através do incentivo a utilizagdo desses simbiontes como inoculantes, visto que areas em
processo de degradacdo perdem duas caracteristicas bioldgicas, quimicas e fisicas, dificultado
0 estabelecimento das plantas.

Apesar do enorme potencial biotecnoldgico, os estudos sobre as populacées de rizébios
e 0 estabelecimento de associacdes simbiodticas com plantas nativas da Caatinga, objetivando
descobrir novos géneros e espécies de bactérias noduliferas eficientes no processo de FBN e na
promocao do crescimento vegetal, € pouco expressivo frente a alta biodiversidade desse bioma.
Este trabalho consiste no cultivo e caracterizacdo da diversidade fenotipica de bactérias
oriundas de amostras de solo da Caatinga de quatro municipios do estado de Alagoas, isoladas
de nddulos das raizes de tamboril e a realizacdo do teste de autenticacdo, para confirmacao

empirica da associagdo bactéria-planta.
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2. OBJETIVO
3.1 Geral:
Avaliar a diversidade fenotipica de bactérias noduliferas oriundas de solos da Caatinga

no estado de Alagoas, capazes de nodular Enterolobium contortisiliquum.

3.2 Especifico:

o Isolar as bactérias do interior dos nddulos de Enterolobium contortisiliquum e
cultiva-las in vitro;

o Caracterizar aspectos morfofisiolégicos em meio de cultura e avaliar a
diversidade fenotipica existente entre as bactérias isoladas;

o Realizar teste de autenticagdo simbidtica utilizando a espécie vegetal em estudo.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Diversidade de rizobios

A biodiversidade do solo é responsavel pela estabilidade e resiliéncia dos ecossistemas,
atuando nos processos de formacdo e na ciclagem e armazenamento de nutrientes, estando
diretamente relacionada a qualidade ambiental (Santos, 2007). Os estudos pioneiros de
Hellriegel e Wilfarth (1888), foram determinantes para a compreensdo de que S&0 0s
microrganismos que residem dentro dos nodulos de leguminosas que lhes conferem a
capacidade de obter nitrogénio do ar. No mesmo ano, o pesquisador Beijerinck isolou essas
bactérias, as nomeando de Bacillus radiculares e, em 1889 foram denominadas de Rhizobium
leguminosarum por Frank (Silveira; Freitas, 2007), dando origem ao nome popular, utilizado
até os dias atuais.

As bactérias noduliferas, nomeadas coletivamente de “rizobios”, formam um grupo
ecoldgico de bactérias pertencentes a trés filos distintos, que possuem capacidade de infectar e
nodular leguminosas e Parasponia spp., uma planta ndo leguminosa (Silva, 2014; Taiz &
Zieger, 2004). As bactérias diazotréficas que fazem simbiose pertencem aos géneros
Rhizobium, Allorhizibium, Ensifer (antigo Sinorhizobium), Shinella, Pararhizobium,
Phyllobacterium, Aminobacter Mesorhizobium, Ochrobactrum, Devosia, Azorhizobium,
Methyobacterium, Microvirga, Blastobacter Photorhizobium, Bradyrhizobium,
(Alphaproteobacteria),  Paraburkholderia  (antiga  Burkholderia) e  Cupriavidus
(Betaproteobacteria) (Moulin et al., 2001; Chen et al., 2001; Shamseldin et al., 2017). Em
estudo realizado por Shiraishi et al. (2010), encontrou genes simbiontes em Pseudomonas

(Gammaproteobacteria), indicando que este género, até entdo compreendido como bactéria
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endofitica de nédulos, evoluem para bactérias simbioticas através do processo de transferéncia
horizontal de genes.

Nas Ultimas décadas, a busca por novas espécies de simbiontes se intensificaram,
especialmente no Brasil (Moreira et al., 2000; Moreira et al 2004., Moreira et al., 2006),
entretanto, é inegavel a possibilidade de se descobrir novos géneros e espécies de bactérias
noduliferas nativas, em ecossistemas naturais (Silva, 2014), principalmente no bioma Caatinga,
que detém caracteristicas fitofisiond6micas diversas, podendo se refletir no processo de evolucéao
e adaptacdo desses organismos em resposta ao ambiente das florestas tropicais sazonalmente
secas (Pennington et al., 2009).

As caracteristicas fenotipicas sdo usadas com sucesso em estudos de ecologia de
rizébios (Vincent, 1970). Segundo Graham (1976), tais caracteristicas fornecem informacdes
importantes para identificar e agrupar espécies, possibilitando obter uma avaliacdo da
diversidade desses microrganismos em diferentes localidades sob diferentes manejos de terra
(Martins et al., 1997; Moreira et al., 1992; Pereira, 200; Melloni, 2001).

Para Santos (2007), estudar a variedade dessas bactérias com base em aspectos
expressos no meio de cultura, com base na afericdo de parametros como o tempo de
crescimento, a alteracdo de pH, cor da colbnia, a produgdo de muco e consisténcia, possuem
vantagens por ser um processo mais rapido, quando comparados aos métodos genotipicos,
possibilitando uma andlise prévia da diversidade e na obtengcdo de microrganismo que poderdo

ser caracterizados, armazenados e utilizados posteriormente.

4.2 A espécie Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong

A espécie Enterolobium contortisiliquum (Vell.), conhecida popularmente como
tamboril, timbalva, orelha-de-macaco, tamboril, timbaldba, timbd, ximbd, pacard (Lorenzi,
2002), dentre outros nomes, é uma leguminosa arborea, pioneira, heliofita, de crescimento
rapido, podendo chegar a 35m de altura e 160 cm diametro de largura, suas folhas sdo alternas,
bipinadas (recompostas), com 3 a 7 pares de pequenos foliolos oblongos, sua copa é ampla e
frondosa, proporcionando sombra, sendo uma espécie bem adaptada a regido Nordeste. Suas
caracteristicas tornam a espécie promissora, tendo seu uso indicado em projetos de
reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas (Chaer et al., 2011), principalmente devido
ao seu rapido crescimento (Lorenzi, 2002), sua madeira também € bastante apreciada e utilizada
na construcéo civil (Santos, 1987), na fabricacdo de brinquedos, barcos, canoas, compensados,
armacOes de moveis, miolo de portais e caixotes, por conta do facil manejo e acabamento

(Lorenzi, 2002). O Tamboril, pertence a familia Fabaceae Lindl., composta por plantas que
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produzem vagens, embora haja algumas excecfes. Essas vagens, sdo comumente conhecidas
como legumes (Moreira et al., 2013). A espécie fazia parte da antiga subfamilia Mimosoideae,
que atualmente, encontra-se classificada dentro da nova subfamilia Caesalpinioideae, deixando
de existir isoladamente, enquanto Caesalpinioideae tornou-se mais homogéneo, agrupando
todas as leguminosas com folhas bipinadas e a maioria com nectarios extraflorais no peciolo,
contendo 148 géneros, cerca de 4400 espécies (Azani, et al. 2017).

Séo conhecidas aproximadamente 20 mil espécies de leguminosas distribuidas em todo
mundo, desde representantes herbaceas até arboreas, constituindo, assim, a familia mais bem
representada nos ecossistemas brasileiros em termos de diversidade de espécies e nimero de
individuos (Souza e Lorenti, 2005). No territério brasileiro, encontram-se 222 géneros nativos,
contendo cerca de 2.807 espécies. No bioma Caatinga, ocorrem 88 géneros e 373 espécies, ja
no estado de Alagoas, encontram-se 57 géneros e 114 espécies (Lima, 2015).

Em simbiose com bactérias noduliferas, algumas leguminosas da Caatinga superam o
filtro da baixa disponibilidade de nitrogénio do solo, garantindo o suprimento necessario para
seu crescimento, contribuindo para a entrada de N no ecossistema e a deposicdo de matéria
orgénica no solo através do processo de FBN (Freitas et al., 2010). A principal caracteristica
para a escolha de uma planta-isca, é sua ampla capacidade para estabelecer simbiose com
bactérias noduliferas (Lima et al., 2009; Jaramillo et al., 2013; Arsene et al., 2012; Castro et al.,
2017), aspecto presente em Enterolobium cortotisiliquum (Moreira et al., 2010; Sousa et al.,
2013; Jesus et al., 2014). Apesar de ja ter sido descrito um inoculante (BR 4406 Bradyrhizobium
sp.) aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para tamboril
(Brasil, 2011), os estudos realizados por Souza et al. (2013) e Jesus et al., (2014), apresentaram
resultados que relatam a existéncia de baixa eficiéncia da inoculacdo dessa estirpe em mudas

da espécie.

4.3 Fixacédo Biologica de Nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) compde a principal via de incorporacdo do
N a biosfera e, junto a fotossintese, sdo considerados 0s mais importantes processos bioldgicos.
O nitrogénio é um dos elementos que mais limita o crescimento vegetal e a producéo agricola,
considerado um dos mais abundantes da natureza, menos de 0,1% esta na forma de compostos
inorganicos (NO3- e NH4+) disponiveis as plantas ou a processos bioldgicos do ecossistema
(Moreira e Siqueira, 2006). Sendo um dos principais constituintes dos aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, clorofila, e muitos outros constituintes celulares, tornando-se, assim, um

elemento essencial para todos os organismos vivos (Soratto et al., 2010).
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A FBN ¢é um processo regulado pela necessidade do ambiente e das espécies fixadoras,
pois, a enzima nitrogenase, responsavel pela reducdo do N2 (Rudnik et al., 1997). Os
microrganismos diazotroficos estabelecem diferentes tipos de associa¢do com variadas espécies
vegetais e, de acordo com tal associagéo, sao classificados como de vida livre, associativos e
simbioticos. Segundo Moreira:

Diversos processos sdo mediados por microrganismos do solo,
desempenhando papel importante na ciclagem de nutrientes. Um
desses processos € a fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, que
é realizada por microrganismos procariéticos conhecidos como
diazotroficos. Os diazotrdficos podem ser de vida livre, estar
associados a espécies vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com
leguminosas (Moreira, et al. 2010).

Os microrganismos diazotroficos simbioticos sdo coletivamente denominados rizébios
(Batista, 2015). Na fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), o rizébio captura o N2 da atmosfera
e converte em NH4 (assimilada pelos organismos vivos), em condi¢bes bioldgicas, que
posteriormente € disponibilizado para as plantas (Moreira e Siqueira, 2006; Sarita, et al., 2008).

Essa conversdo de nitrogénio atmosférico em N amoniacal acontece dentro dos nédulos,
local onde estdo alojados os bacteroides, realizando o processo de FBN (Cassetari, et al., 2016).
Portanto, a presenca de estrutura hipertroficas na regido radicular ou no caule de plantas
leguminosas, caracteriza o fenotipo resultado da interacdo entre bactéria e hospedeiro
(Guabiraba et al., 2019, p. 140).

4. METODOLOGIA
5.1 Origem dos nodulos

As bactérias isoladas neste trabalho, sdo oriundas de experimento de captura
previamente realizado (Figura 1) no Centro de Referéncia em Recuperacio de Areas
Degradadas (CRAD) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no Campus de Arapiraca.
As amostras de solo utilizadas para captura das bactérias, estavam sob vegetacdo da Caatinga
de quatro municipios do estado de Alagoas (Delmiro Gouveia, Olho D'agua do Casado, Pao de

Acucar e Traipu), localizados no Baixo Sertdo do S&o Francisco.
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Figura 1: Experimento de captura de rizébios.
Fonte: Guabiraba (2018).

Para a captura dos rizobios, foi utilizada como “plantasica” uma epécie de
leguminosa arborea (Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong), com ampla capacidade
de associacdo simbiotica com bactérias noduliferas do solo. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo em copos de plastico de 500 mL preenchidos com 200 g do solo coletados
na profundidade de 0 — 10 cm em uma distancia de 3 m entre elas em esquema quadréatico e
misturados a 50 g de vermiculita estéril.

Antes do plantio, as sementes foram escarificadas com lixa e, posteriormente,
desinfestadas com alcool (70%) por 1 (um) minuto, hipoclorito de sddio (2%) por 3 (trés)
minutos e 6 (seis) lavagens sucessivas em dgua destilada estéril. Em seguida as sementes foram
submetidas a um hydropriming (Liu et al., 2008), tratamento pré-germinativo em que as
sementes sdo submersas em agua por 24 horas. Aos 10 (dez) dias apds emergéncia, foi feito o
desbaste das plantas deixando duas plantas por copo. As plantas foram regadas uma vez por
semana com 100 mL de solucdo nutritiva de Norris (Vincent, 1970) isenta de nitrogénio e com
agua autoclavada sempre que necessario. O experimento teve delineamento em blocos ao acaso
com quatro repeticbes. A coleta das plantas foi realizada aos 60 (sessenta) dias ap6s a
emergéncia.

Os nodulos foram destacados das raizes e armazenados em tubos de ensaio com silica
gel para posterior isolamento das bactérias, caracterizacdo fenotipica e teste de autenticacao,

realizados nas instalagées do CRAD — UFAL, Campus AC Simdes, Maceié — AL.
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5.2 Isolamento das bactérias dos nédulos

Os nddulos foram distribuidos em tubos eppendorf, contendo 1 ml de agua destilada,
autoclavada e reidratados por 1 hora. Em seguida, a agua foi removida e os nédulos foram
submetidos ao processo de desinfeccdo externa em alcool (70%) por 1 (um) minuto e em
hipoclorito de sodio (2%) por 5 (cinco) minutos. Logo apos, foram realizadas 6 (seis) lavagens
com agua destilada e autoclavada para remocao de residuos quimicos e adicionado 50 puL de
agua destilada e autoclavadas, para dar inicio a extracao das bactérias do interior dos nédulos.

Os nddulos foram submetidos ao processo de maceracdo com o auxilio de uma pinca de
metal, possibilitando, assim, a formagao da suspenséo bacteriana. O procedimento foi realizado
em capela de fluxo laminar e, além da pinga, usou-se um macarico para esteriliza-la toda vez
que fosse feito o procedimento em nddulos distintos, evitando, assim, a contaminacao e/ou
mistura dos isolados em um mesmo cultivo. Um recipiente contendo &gua destilada e
autoclavada e outro com alcool 70%, também foram utilizados para a remoc¢do dos residuos
carbonizados dos nodulos, auxiliando na esterilizacdo da pinca.

O procedimento seguiu 0s seguintes passos: a) flamba a pingca no magarico, espera
alguns segundos para ela esfriar e, em seguida, macera o nodulo dentro do eppendorf contendo
1 ml de agua destilada e autoclavada; b) apds o nédulo macerado, esteriliza a pinca novamente,
mergulha sua ponta em agua destilada autoclavada, realiza movimentos circulares para que 0s
residuos se destaquem, realizando 0 mesmo processo no alcool 70%; e, c) retirando a pinca do
alcool, flamba, e repete o ciclo para a maceragao dos demais nodulos.

Finalizada a etapa anterior, obteve-se 1 ml de suspencéo bacteriana, sendo pipetados 20
uL e inoculados em placas de petri, contendo meio de cultura sélido 79 (Fred e Waksman,
1928), também conhecido como YMA (Vincent, 1970), realizando estrias com alca de platina,
para obtencao das coldnias (Anexo 2). Utilizou-se, também, o macarico para esterilizacdo da
alca. Para cada 200 ml de meio de cultura (Anexo 3), foram adicionados 400 pL do fungicida
comercial Nistatina (C46H77NO19), para combater o processo de contaminagao por fungo. As
placas foram incubadas em BOD a 28°C (Figura 2) até o surgimento das coldnias. Realizou-se
de 5 (cinco) a 6 (seis) repiques até a obtencdo de coldnias puras (Figura 3) e posterior

caracterizacéao fenotipica (topico 5.3).



17

Figura 2: Placas na incubadora a 28°C.

Figura 3: Placa de petri com coldnia pura.

5.3 Caracterizacdo fenotipica das bactérias

A caracterizacdo fenotipica (Anexo 4) dos isolados foi adaptada de Vincent (1970) e
feito com base no tempo de crescimento para a formacdo das coldnias (rapido: 1 a 3 dias;
intermediario: 4 a 5 dias; lento: 6 dias; muito lento: >10 dias), alteracdo do pH no meio de
cultura (acido, neutro e alcalino) através do indicador azul de bromotimol, cor da colénia,
producdo de goma (polissacarideos extracelulares) e consisténcia das col6nias (aquosa ou
consistente). Estas caracteristicas culturais possibilitam a identificagdo de grupos de rizobios

que expressam o mesmo fenotipo.
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Os fendtipos (Apéndice 1) foram convertidos numa matriz binaria de presenca (1) ou
auséncia (0) da caracteristica. O agrupamento foi feito aplicando o método de distancia
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) utilizando o indice de
similaridade de Jaccard (Real e Vargas, 1996). A matriz foi utilizada para agrupar os isolados
com caracteristicas idénticas. Um dendrograma de similaridade foi construido para
identificacdo dos tipos fenotipicos. A analise de agrupamento foi realizada empregando o
programa PAST (Hammer et al., 2001).

Os isolados foram codificados, caracterizados e armazenados em microtubos contendo
1 mL de meio YMA (adaptado; sem corante e agar agar) com glicerol (20%) e com 300 puL de

fungicida Nistatina a -20°C para a conservacgao das células (Anexo 5).

5.4 Teste de nodulacéo dos isolados em Tamboril

O experimento de autenticacdo foi conduzido em condigdes assépticas. Para o preparo
dos inoculantes, foi realizada a multiplicacdo bacteriana. Os isolados foram postos para crescer
em meio de cultura YMA liquido, isento de azul de bromotimol e agar-agar (esterilizado a
120°C por 20 minutos), pois, objetivou-se apenas a multiplicacdo bacteriana para a realizacéo
da inoculacdo. Utilizou-se recipientes de vidro com 50 mL de meio liquido para a producéo dos
inoculantes. Para cada recipiente, foi realizada uma algcada com os isolados bacterianos puros.
Apos a repicagem das células para o meio, utilizou-se papel aluminio para vedar os recipientes
e, logo ap0s, as bactérias foram incubadas em mesa agitadora a 150 rpm e 28°C de acordo com
o0 tempo de crescimento (Figura 4).

Figura 4: Recipientes de vidro com o meio liquido inoculado, na mesa agitadora; bactérias crescidas

em meio liquido.

Para equiparar o processo de crescimento dos isolados, inicialmente, colocou-se para
crescer as bactérias de crescimento lento, que requerem mais tempo para seu desenvolvimento

e, apos 3 (trés) dias, foram postas na mesa agitadora as de crescimento rapido. A montagem do
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experimento foi realizada no mesmo dia em que foram retiradas da incubadora, evitando a
contaminagdo e morte das células.

Para o preparo das sementes, as mesmas foram desinfestadas com hipoclorito (2% por
3 min) e alcool (70% por 1 min) e, em seguida, lavadas (6 lavagens) com agua destilada e
autoclavada (Figura 5).

Figura 5: Desinfestacdo das sementes de Tamboril em alcool 70% e hipoclorito a 2%.

A—. /
b
AW . |\

As sementes de Tamboril (Enterolobium contortisiliguum), apresentam dorméncia
devido a impermeabilidade tegumentar a &gua, o que torna sua propagacao lenta e desuniforme
(Lédo, 1977; Eira et al. 1993). Para a quebra da dorméncia, foi realizada a escarificacao
mecéanica com lixa 80 na porc¢éo basal da semente (Figura 6) e, posteriormente, hidratadas por

30 min em &gua destilada autoclavada antes de serem distribuidas nos vasos.

Figura 6: Processo de escarificagdo mecéanica das sementes de Tamboril.
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Utilizou-se vasos de Leonard com capacidade de 500 G cada, preenchidos com
substrato composto de areia lavada e vermiculita, na proporc¢éo de 2:1. Os vasos foram isolados
com tecido TNT (permite a passagem da adgua) durante o processo de autoclavagem a 120°C
por 30 min, realizada 2 (duas) vezes em um intervalo de 24h. O substrato foi esterilizado

diretamente dentro dos recipientes, visando o controle da contaminacdo na hora do manuseio.
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Apdbs o preparo dos recipientes, foram semeadas trés sementes por vaso. Para a
inoculacdo bacteriana, foi pipetado 1,0 mL de cultura liquida sobre cada semente, somando 3
mL por vaso (Figura 7). Cada isolado representou um tratamento, sendo ao todo 30 (trinta)

tratamentos, contendo 29 (vinte e nove) isolados e uma testemunha n&o inoculada.

Foto 7: Sementes sendo inoculadas com as bactérias.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, contendo 4

(quatro) repeticdes cada, somando 30 (trinta) vasos por bloco, totalizando 120 (centro e vinte)
unidades experimentais. Os vasos foram distribuidos em bancadas, numa distancia de 3 (trés)
cm entre cada recipiente e 6 (seis) cm entre blocos, em sala adaptada para experimenta¢ao, com
luz articula amarela (Halogena Bulbo H100 70w 220v E27 2800k), em uma distancia de 1,62
m dos tratamentos. O desbaste e tutoramento foram realizados aos 14 (quatorze) dias apos a

germinacdo, mantendo-se apenas uma planta por vaso (Figura 8).



21

Figura 8: Organizagdo dos blocos; desbaste e tutoramento das plantas.

Com 18 (dezoito) dias, ap6s a germinacdo e a queda dos cotilédones, todos 0s
tratamentos receberam 50 ml de solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (Norris & Date, 1976)
uma vez por semana e, quando necessario, eram adicionados 50 ml de agua autoclavada. O
experimento foi avaliado 60 dias ap0s a germinacédo, no qual foi avaliada a presenca (+) ou a

auséncia (-) de nodulos nas raizes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Isolamento das bactérias dos ndédulos

Dos 45 nodulos oriundos das raizes de Enterolobium contortisiliquum que foram
submetidos ao processo de maceracao e extragdo do contetdo de seu interior, obteve-se o total
de 29 isolados nativos. As bactérias oriundas de Delmiro Gouveia (DG) possuem maior nUmero
de representantes, com cerca de 37,93% da colecdo, em seguida estd Pdo de Acucar (PA) com
34,48%, Traipu (TR) com 17, 24% e Olho D’agua do Casado (OC) apresentando 10,34% da
amostragem (Figura 09).
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Figura 09: Percentual de bactérias isoladas por &rea; DG = Delmiro Gouveia (11 isolados), PA = Pdo de Aglcar
(10 isolados), TR = Traipu (5 isolados) e OC = Olho D'agua do Casado (3isolados).
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Embora DG contenha um maior nimero de representantes, quando comparado a OC, 0s
resultados obtidos indicam a presenca de simbiontes capazes de nodular com E. contortisiliqgum
nas 4 (quatro) areas analisadas. Tal aspecto é importante, em termos ecoldgicos, pois suporta a
colonizacdo da espécie em diferentes ambientes, uma vez que a presenca do simbionte facilita

0 estabelecimento da leguminosa (Moreira & Siqueira, 2006).

6.2 Caracteristicas fenotipicas das bactérias nativas

Através dos dados alcancados oriundos da caracterizacdo fenotipica dos isolados
(Apéndice 1), foi elaborado um dendrograma de similaridade (Figura 10) utilizando o
coeficiente de Jaccard, o qual, levou em consideracdo as caracteristicas culturais das bactérias,
tais como: tempo de crescimento, alteragcdo do pH, producdo de muco, cor da colbnia e o tipo
de goma (consistente; aquosa), permitindo a verificagdo da diversidade de microrganismos que
foram isolados (Almeida et al., 2013) Foram identificados 10 grupos fenotipicamente diversos,
sendo que 5 (cinco) grupos reuniram bactérias com o crescimento lento (C, D, F, G e H),
representando 58,62% da colecéo e, 5 (cinco) com o crescimento rapido, representando 41,37%
da colegdo (A, B, E, I eJ) (Figura 11).
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Figura 10: Dendograma de similaridade entre os grupos fenotipicos isolados de E. contortisiliquum. Cada

terminal apresenta agrupamentos de isolados com caracteristicas fenotipicas semelhantes.
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Os fenotipos F, G e H, pertencentes ao agrupamento de isolados de crescimento lento
(Figura 11), alcalinizaram o meio de cultura, possuem coloracdo branca e média a pouca
producdo de muco, possuem caracteristicas tipicas do género Bradyrhizobium sp. (Melloni et
al., 2006). Enquanto que os tipos fenétipos C (DGS-15) e D (PAS — 3), também compostos por
bactérias de crescimento lento, se diferenciam por ndo apresentarem alteracbes no meio de

cultura e, apenas o isolado DGS-15 dentro do agrupamento, possui a cor creme (Figura 11).
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Figura 11: Tabela de caracterizacdo fenotipica dos grupos.

Caracteristicas fenotipicas
N* de

Fenotipo . . ...  Tempode pH Corda Produgio  Tipo de
crescimento colonia  de muco muco

A 1 Eapida Addo Amarela  Muito Aquosa
E 1 Eapida Neutro Creme hiuito Aquoso
C 1 Lento Neutro Creme MMuito Aguoso
D 1 Lento Meutro Branca Muito Aquoszo
E 1 Eapido Alcaling  Branca MMuito Aquoso
F 3 Lento Alcaling  Branca Muito Agquoso
G 8 Lento Alcaling  Branca Pouco Agquoso
H 4 Lento Alcaline  Braneca Pouco  Consistente
I 7 Eapida Neutro Amarela Pouco  Consistente
J 2 Eapido Alcaline  Amarela Pouco  Consistente

De acordo com Norris (1965), rizobios que possuem o crescimento lento e que
alcalinizam o meio de cultura sdo uma forma basal, estando geralmente associados a
leguminosas tropicais que apresentam baixa eficiéncia simbiotica e habitam solos acidos de
baixa fertilidade, analogos as condi¢des edafoclimaticas do bioma Caatinga. No entanto, a
espécie E. contortisiliguum, apresentou associacdo com simbiontes de crescimento rapido,
contribuindo com estudos ja realizados, confirmando sua ampla capacidade para estabelecer
simbiose com bactérias noduliferas (Moreira et al., 2010; Sousa et al., 2013; Jesus et al., 2014),
além de estar bem adaptada a regido Nordeste (Lorenzi, 1998; Silva et al., 2012) e, como espécie
gue possui a capacidade de adquirir nitrogénio, ocupa um papel importante na manutencédo dos
ecossistemas e na ciclagem de nitrogénio.

A pesquisa realizada por Barberi et al. (1998), que objetivou analisar o processo de
nodulacdo em leguminosas florestais, constatou que das 39 bactérias isoladas em seu trabalho,
cerca de 28 isolados obtidos de nddulos do Centrolobium sp, Dalbergia nigra, Swartzia
langsdorffii, Tipuana tipu, Acacia mangium, Platypodium elegans, Anadenanthera peregrina,
Albizia lebbeck e Enterolobium contortisiliquum, possuem caracteristicas morfofisiologicas
tipicas do género Bradyrhizobium sp, corroborando com a pressuposto sobre a preferéncia de
E. contortisiliquum em estabelecer relagcdo com estirpes que apresentaram tais especificidades.
Entretanto, a espécie vegetal em estudo, apresentou a capacidade de nodular com diferentes
tipos fenotipicos de rizébios, contribuindo para a afirmativa de que se trata de uma leguminosa
com ampla capacidade de associagdo com populagdes de bactérias nativas (Moreira etal., 2010;
Sousa et al., 2013; Jesus et al., 2014).



25

As bacteérias de crescimento rapido, tiveram uma maior heterogeneidade em relagao a
mudanca no pH, os fenotipos B e | ndo expressaram mudangas (neutro), diferentemente dos
fendtipos E e J que o alcalinizaram, aspecto comumente apresentado nos géneros Azorhizobium
e Bradyrhizobium (Coutinho et al., 2000), ja o fendtipo A, que acidificou o meio de cultura,
possui caracteristica comum dos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Ensifer (Lima, 2009).
O fendtipo | é o0 segundo maior grupo de isolados (7 isolados) da colec¢do, ficando so atrds do
G (bactérias de crescimento lento), sendo composto por bactérias de crescimento rapido, cor
amarela e pH neutro, contendo representantes de todas as areas do estudo.

Em levantamento realizado por Guabiraba et al (2018), visando avaliar a nodulacéo e a
diversidade de bactérias da Caatinga, associadas aos nédulos de Chloroleucon dumosum,
obteve-se 74 isolados e a formacdo de 11 grupos fenotipicos, no qual, os isolados de
crescimento rapido, apresentaram maior toleranciaa 1 e 2 % de NaCl e a 40°C. As bactérias de
crescimento rapido, possuem caracteristicas morfofisiologicas que lhes ddo capacidade
adaptativa a superacdo de filtros ambientais, como a propria multiplicacdo bacteriana em curto
espago de tempo, configurando-se como uma estratégia de sobrevivéncia, sendo mais tolerante
a seca (Van Gestel et al., 1991), uma vez que esse tipo de bactéria investe em sua propagagao
a fim de perpetuar células viadveis e funcionais, portanto, tais caracteristicas estdo sendo
relatadas em isolados de solos semiaridos (Freitas et al., 2007; Santos et al., 2007)

Segundo a pesquisa realizada por Santos et al. (2007) com amostras de solo de florestas
tropicais do estado de Pernambuco, cerca de 90% de seus isolados foram de crescimento rapido,
concentrando a maior parte dos representantes da amostra oriundos de solos da Caatinga,
contribuindo com a afirmativa de que rizobios com essa caracteristica sdo mais comuns em
regides aridas, assim, cooperando para a elucidagdo do percentual (41,37%) de isolados de
rapido crescimento encontrados na referente pesquisa e a presenca desses simbiontes em todas
as areas do estudo (TR. DG, OC e PA).
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O estudo realizado por Neta et al. (2015), objetivou avaliar a diversidade cultural de
bactérias de nodulos de jurema preta (Mimosa spp.) nativas de solos da Caatinga, todos os
isolados apresentaram 100% de crescimento rapido, contrapondo-se ao achados nesta pesquisa,
visto que obteve-se um maior nimero de isolados de crescimento lento, possibilitando afirmar
que nas amostras de solo utilizadas para a captura de rizobios oriundos da Caatinga alagoana,
encontram-se presentes grupos de bactérias noduliferas fenotipicamente diversas, capazes de
nodular Enterolobium contortisiliquum, configurando-se como uma vantagem em termos
adaptativos em relacdo a espécies que possuem maior especificidade na relacao bactéria-planta,
visto que o vegetal em estudo consegue estabelecer relacdo simbidtica com bactérias com
ambas as caracteristicas culturais, ressaltando, inclusive, a importancia da espécie em projetos
de recuperagdo de areas degradadas.

No estudo realizado por Guabiraba (2018), visando avaliar a nodulagéo e a diversidade
de bactérias da Caatinga, associadas aos nddulos de Chloroleucon dumosum, dos 74 isolados,
houve alta ocorréncia de isolados com producdo de muco moderada a
abundante pode ter relacdo com o ambiente de origem (Semiarido) e a época de coleta das
amostras de solo, que aconteceu no periodo seco, corroborando com os resultados na pesquisa,
a qual 60% com isolados, apresentaram muita producdo de muco. A alta producdo de
exopolissacarideos, tém sido abordada na literatura como uma das caracteristicas que esta
diretamente relacionada a adaptacdo e sobrevivéncia dos rizébios em condi¢gdes ambientais
adversas, como por temperatura elevada e baixa disponibilidade de agua (Silva et al., 2007),
impermeabilizando as células bacterianas e evitando sua dessecacdo (Xavier et al. 1998), como

também, esta associado a adesdo do microssimbiontes aos pélos radiculares.

6.3 Experimento de autenticacéo

Verificou-se que todos os 29 isolados, que formaram 10 grupos fenotipicamente
diversos, possuem a capacidade de estabelecer simbiose com E. contortisiliquum, ocorrendo a
presenca de nddulos radiculares em todos os tratamentos (Figura 11). A formacédo do nédulo é
resultado do processo de interacdo entre bactéria e a planta hospedeira, constituindo-se um

importante parametro para a avaliagdo de uma simbiose eficiente (Nobrega et al, 2012).
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Figura 11: Presenca de nddulos nas raizes de Tamboril; nédulo destacado da raiz.

O teste de autenticacdo consiste na confirmacgdo experimental do processo de simbiose
dos rizébios e planta hospedeira, pois, apesar do controle e assepsia no processo de isolamento
das bactérias, pode-se ocorrer a contaminacdo cultural por outros micrébios do solo, alojados
em rachaduras nos nddulos, suportando o processo de desinfeccdo. Outro fator importante, é a
presenca de bacterias ndo noduliferas residindo dentro dos nodulos, que possivelmente, agem
de forma oportunista no processo de infecgdo (formacdo do conduto de infeccdo) e penetrarem
no tecido vegetal em companhia das bactérias noduliferas (Kan et al., 2007).

As bactérias ndo noduliferas (Agrobacterium, Enterobacter, Pantoea, Bacillus e
Paenibacillus), podem conviver em sinergia com 0s rizobios dentro dos nodulos, e exercem
outros processos que beneficiam a planta hospedeira, tais como: solubilizacdo de fosfatos e
producdo de fitohormonios (Kan et al., 2007; Shiraishi et al., 2010; Costa et al., 2013; Marra et
al., 2012). Portanto, tal experimento exerce funcao importante para a montagem da colec¢do de
bactérias noduliferas e, consequentemente, para a realizagdo de futuros estudos.

O género Enterolobium pertenca a tribo Ingeae (Brown, 2008), a mesma de Calliandra
e Inga, que j& possuem descricdo sobre os tipos de rizébios que nodulam esses géneros. As
espécies do género Calliandra, nodulam com Paraburkholderia (Silva et al., 2018), quando as
espécies de Inga com estirpes Bradyrhizobium (da Silva et al., 2014). Embora Calliandra e
Inga pertencam & mesma alianga Inga, seus simbiontes sdo flogeneticamente distintos. Ja E.
contortisiliquum ndo tem alianca definida e pouco se conhece sobre a natureza de seus rizobios
simbiontes. A identificacdo genética das bactérias isoladas dos nddulos de tamboril nesse

estudo, permitira conhecer melhor o espectro dos simbiontes dentro da tribo Ingeae.



28

Embora todas as bactérias da colecdo tenham apresentado a aptiddo em induzir a

formacdo de nddulos nas raizes de tamboril, seis repeti¢cbes ndo apresentacdo nodulos (figura

12). A amostra de solo de PA, como ja mencionado, contém o segundo maior nimero de

isolados, entretanto, os tratamentos PA2-23, PA4-48, PA5-6 tiveram repeticGes sem a presenca

dos nddulos, assim como, dois isolados pertencentes a area de TR (TR5-5 e TR5-8).

Figura 12: Tabela com o NN (namero de nédulos) e MSN (massa seca dos nddulos) por tratamento e

repetigao.

Tratamento Repeticdo NN MSN
1 3 <0001

2 10 0,002

DG1-1 3 36 0,008
4 23 0,016

1 24 0,006

2 14 0,002

DG1-2 3 33 0,011
4 19 0,002

1 11 <0001

2 5 0,001

DG1-3 3 9 0,002
4 5 <0001

1 13 0,002

2 17 0,014

DG1-4 3 8 0,003
4 13 0,006

1 2 <0001

2 1 <0,001

e 3 2 <0001
4 14 0,004

1 7 <0001

2 3 <0001

e 3 5 <0001
4 27 0,006

1 10 <0001

2 20 0,003

&8 3 12 0,013
4 18 0,005

1 1 0,002

2 5 0,005

DGS0 3 2 <0,001
4 14 0,007

1 3 0,002

2 10 0,003

il 3 9 0,004
4 5 0,006




DG5-16

DG5-9

0C2-1

OC4-5

OC4-7

PA2-1

PA2-21

PA2-23

PA4-14

PA4-48

PAS5-1

PA5-2

1 9 0,002

2 5 0,002

3 2 <0,001
4 15 0,008

1 8 <0,001
2 5 0,002

3 12 0,013

4 15 <0,001
1 37 0,005

2 8 0,004

3 8 0,003

4 15 0,029

1 1 <0,001
2 15 0,005

3 12 0,003

4 8 0,016

1 14 0,006

2 7 0,001

3 7 0,005

4 3 <0,001
1 7 0,002

2 4 0,001

3 7 0,003

4 16 0,005

1 10 0,003

2 1 <0,001
3 5 0,003

4 9 0,008

1 2 0,006

2 3 <0,001
3 0 0

4 9 0,005

1 1 0,003

2 0 0

3 0 0

4 1 0,004

1 3 0,002

2 1 0,001

3 3 0,003

4 17 0,012

1 3 <0,001
2 6 0,003

3 10 0,007

4 4 0,009

1 37 0,006

2 16 0,004
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PAS5-3

PA5-4

PA5-6

TR1-8

TR5-10

TR5-5

TR5-8

TR5-9

Controle

3 33 0,004
4 18 0,005
1 16 0,008
2 5 0,002
3 6 <0,001
4 9 0,005
1 12 0,005
2 8 0,003
3 4 0,001
4 13 <0,001
1 0 0

2 2 0,001
3 5 0,001
4 16 0,004
1 1 <0,001
2 7 <0,001
3 2 <0,001
4 9 0,011
1 12 0,001
2 13 0,003
3 26 0,006
4 25 0,012
1 7 0,016
2 14 0,015
3 0 0

4 5 <0,001
1 33 0,003
2 11 0,002
3 17 0,007
4 0 0

1 22 0,007
2 9 <0,001
3 3 0,002
4 7 0,003
1 4 <0,001
2 1 <0,001
3 3 0,002
4 2 0,006
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que as amostras de solos oriundas dos municipios de Delmiro Gouveia, Olho
D’agua do Casado, Pao de Acgucar e Traipu, municipios pertencentes a regido semiarida do
estado de Alagoas, apresentam populacdes de bactérias nativas, fenotipicamente diversas, com
capacidade de estabelecer relagdo mutualistica com Enterolobium contortisiliquum, podendo
conter potencial promissor como inoculantes, por serem adaptadas as condigdes
edafoclimaticas do bioma Caatinga.

O teste de autenticacdo, apresentou a existéncia de infeccdes bacterianas especificas,
obtendo-se a confirmacdo da relacdo rizébio-planta por meio da formacdo de nddulos
radiculares.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Ressalta-se a necessidade da realizacdo de pesquisas futuras, para uma melhor
compreensao da simbiose de Enterolobium contortisiliquum e os rizébios nativos da Caatinga,
como a realizacdo do sequenciamento do gene 16S rRNA, o qual forneceria informacoes
a respeito dos géneros e/ou espécies dos isolados capazes de se associar com tamboril.

O teste de eficiéncia simbidtica na planta hospedeiria, poderia evidenciar
isolados capazes de realizar FBN e promover o crescimento das mudas da espécie e,
consequentemente, serem indicados como inoculastes eficazes, contribuindo diretamente em
projetos de recuperacdo de areas degradadas, através utilizagdo da tecnologia de inoculacéo,

proporcionando o desenvolvimento e estabelecimento das plantas no ambiente.
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DGl-1 lento alcalino muito branca agquoza
DG5-1 lento alealino pouco branca consistents
DG4 lento alealino pouco branca aguosa
TR3-9 lento alcalino pouco branca consistents
DG3-16 lento nento muito creme agquoza
PAS3 lento neutmo muito branca aquosa
PAS1 lento alcalino muito branca aquosa
PAS-2 lento alcalino muito branca agquoza
DG4 lento alealino pouco branca aquosza
DGL-3 lento alecalino pouco branca aquosa
TR5-8 lento alcalino pouco branca aguoza
0C2-1 lento alealino pouco branca agquoza
TE5-10 lento alealino muito branca aquosa
TR3-3 lento alcalino pouco branca aquosa
PAL14 lento alcalino pouco branca consistents
PASG lento alealino pouco branca consistents
DGl-2 lento alcalino pouca branca aguosa
OC43 ripido nento pouco amar=la consistents
DGs-8 ripido alealino pouco amarsla consistents
DGA-12 ripido neutmo pouco amarsh consistents
PA4 48 rapido acido muito amarel aguosa
PA2L rapido alealino muito branca agquoza
PASA rapido neutm muito creme agquoza
TR1-8 rapido neutm pouco amarela conzistents
PA2 2] rapido neutm pouco amarela conzistents
PAZ2 2T ripido nentmo pouco amarels consistents
Qc4-7 rapido nentmo DOCO amarzla consistents
DG4 rapido nentmo DOCO amarzla consistents

DG3-10 rapido alcalino DOCO amarzla consistents




ANEXO 1:

Experimento de captura das bactérias:

1. Coleta de amostras de solos de determinada regido que quer ser

analisada a populacdo de rizébios;

2. Uso de planta-isca (leguminosa) que possui potencial de nodulagao;

3. Montar o experimento em blocos ao acaso com X repeticdes para cada
solo;

4, De preferéncia usar sementes ja pré-germinadas (se necessario submeté-

las a um hydropriming (LIU et al. 2008), que € um tratamento pré-germinativo em que
as sementes sdo submersas em agua por 24 horas), se houver dorméncia, fazer a
escarificacdo das sementes;

5. Logo apds, desinfestar superficialmente as sementes com alcool (70%)
por 1 minuto, hipoclorito de sddio (2%) por 3 minutos e 5 lavagens sucessivas em agua

destilada estéril;

6. Utilizar vasos com capacidade para 500 mL;
7. Plantar no minimo 2 sementes pré-germinadas por vaso;
8. Realizar desbaste ap6s 10 dias de emergéncias, deixar uma ou duas

plantas por vaso;

9. Irrigar as plantas uma vez por semana com 100 mL de solucéo nutritiva
de Norris (VINCET, 1970) isenta de nitrogénio e com agua autoclavada sempre que
necessario (podera haver modificacdes em relacdo a quantidade de solugao/agua);

10. Coletar as plantas com 60 dias ap0s a emergéncia;

11. Coletar as raizes, lavar e destacar os nddulos, conta-los e armazenar em
silica gel desidratada para preservacgao e posterior isolamento das bactérias.

Nota: Tais procedimentos sdo passiveis de adaptagdes.
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ANEXO 2

Isolamento das bactérias dos nédulos:

1. Colocar os nodulos armazenados em tubos de 1,5 mL (um por tubo),
identificar e hidrata-los em agua destilada e autoclavada por 1 hora;

2. Desinfestar os nddulos em alcool (70%) por 1 minuto e em hipoclorito
de sddio (2%) por 5 minutos, seguido de seis lavagens em agua destilada e autoclavada;

3. Para o isolamento das bactérias, adicionar 50 pL de dgua destilada e

autoclavada nos tubos com os nddulos ja desinfestados;

4, Maceréa-los com o auxilio de uma pinga para formacdo da suspensdo
bacteriana;
5. Apos esse processo, inocular 20 uL. da suspensdo em placas com meio

de cultura, estriando com al¢a de platina para obtencédo das colonias;
6. Incubar as placas em BOD a 28°C até o surgimento das colénias;
7. Caso necessario, realizar sucessivos repiques até se obter colonias puras

para posterior caracterizacdo fenotipica.

ANEXO 3

Meio de cultura:

Meio de cultura 79 (FRED E WAKSMAN, 1928), também conhecido como YMA
(VINCENT, 1970).

Equipamentos, vidraria e materiais:

° Beaker 500 ml (para a mistura dos reagentes);
° Pipetas (1, 2,4 e 5 ml);
° Placa de petri;

° Proveta de 1000 ml;

° Bastdo de vidro;

° Papel aluminio;

° Algodéo;

° Espatula;

° Erlenmeyer/mamadeiras.

Reagentes e solucdes




Acido Sulfarico a 5% 4;

Acucar Cristal ou Manitol;

Agar,

Azul de Bromotimol a 0,5 % em 0,2 N de KOH P/V4;
Cloreto de Sodio a 10% P/V4;

Extrato de Levedura 5;

Fosfato de Potéssio Dibéasico a 10% P/V4;

Fosfato de Potdssio Monobésico a 10% P/V4;
Hidrdoxido de Potassio a 10% P/V4;

Sulfato de Magnésio Heptahidratado a 10% P/V4.

Nota: Os reagentes devem ser de qualidade analitica e a &gua deve ser destilada

ou desmineralizada.

Procedimento

Receita: Adicionar aproximadamente 400 ml de agua destilada em um becker de

500 ml e adicionar os reagentes abaixo relacionados, na ordem que se apresentam,

misturando com bast&o de vidro levemente entre uma adicédo e outra:

1.
2
3
4
5.
6
7
8
destilada,

9.
10%;

10.

a.

10 g de Acucar Cristal ou Manitol

1 ml de solucdo de Fosfato de Potassio Dibasico (K2HP04);

4 ml de solucdo de Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4);

2 ml de soluc¢do de Sulfato de Magnésio Heptahidratado (MgSO47H20);
1 ml de solugdo de Cloreto de Sodio (NaCl);

0,4 g Extrato de Levedura ou 100 ml de Extrato Liquido de Levedura;

5 ml de Solucéo de Azul de Bromotimol

Transferir para a proveta e completar o volume a 1000 ml com agua

Ajustar o pH para 6, 8-7, 0 com solucéo de hidroxido de potassio (KOH) a

Adicionar agar, na seguinte quantidade:

15 g por litro para meio solido (para cada 200 ml distribuidos nos

Erlenmeyer colocar aproximadamente 3 g);

11.

aluminio;

Distribuir no erlenmeyer, vedar com rolhas de algodéo e cobrir com papel
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12. Distribuir o meio de cultura nas mamadeiras/ Erlenmeyer, vedar com
rolhas de algoddo e cobrir com papel aluminio

13.  Autoclavar o material preparado por 20 minutos a 120° C;

14. Deixar esfriar e reservar para uso em local adequado (verter em placa de
petri).

Nota: Ao iniciar qualquer tipo de procedimento, é necessario que ocorra a limpar
da bancada, piso e as paredes da capela com hipoclorito e alcool 70%, como também, é
indicado passar pano com agua e hipoclorito no piso do laboratério, diminuindo o risco
de contaminacdo das placas. Apds a limpeza, antes de verter o meio de cultura nas placas
de petri, adicionar 400 pl de fungicida comercial Nistatina (C46H77NO19) para cada 200

ml de meio (usar pipeta azul, regular para 040).

ANEXO 4
Caracterizacgdo fenotipica:
A caracterizagdo fenotipica dos isolados é constituida através da adaptacgao de
Vincent (1970, feita com base no:
° Tempo de crescimento:
o Rapido: 1 — 3 dias;
o Intermediario: 4 — 5 dias;
o Lento: 6 dias;
o Muito lento: > 10 dias.
° Alteracéo do pH no meio de cultura:
o Acido;
o Neutro;
o Alcalino.
° Cor da colonia;
° Producdo de goma (polissacarideos extracelulares):
o Muita;
o Pouca.
° Consisténcia da colonia:
o Aquosa,;
o Consistente.
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Nota: Estas caracteristicas sdo suficientes para identificar os grandes grupos de

rizébios.

ANEXO 5

Estocagem das bactérias:

Apos a caracterizacdo fenotipica:

° Com a placa pura, adicionar 6 mL de glicerol (20%) e fazer a raspagem
das coldnias com a ponteira;

° Armazenar os isolados em triplicatas em microtubos contendo 1 mL de

meio YM com glicerol (20%) e com 300 puL de fungicida Nistatina a -20°C.
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