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RESUMO: A caracterizacdo fenotipica tem sido a
primeira abordagem utilizada para a avaliagdo da
diversidade de bactérias fixadoras de N. Esse
trabalho  tem como  objetivo  caracterizar
fenotipicamente os isolados oriundos de nddulos de
angico (Anadenanthera colubrina), cultivada em
diferentes amostras de solos do Semiarido. O
experimento foi conduzido em condi¢Bes de casa de
vegetacdo, em blocos ao acaso com trés repetigdes.
Aos 120 dias ap6s a emergéncia das plantas, os
nédulos foram coletados e as bactérias isoladas e
analisadas quanto as caracteristicas culturais em
meio YMA. Foram obtidos 19 isolados tendo, a
maioria, apresentado habito de crescimento rapido
(58%), capacidade de acidificar o meio de cultura
(47%) e produgdo de muito muco (84%). Os
isolados foram agrupados pelo método UPGMA,
baseado no coeficiente de Jaccard. Foram obtidos
13 grupos distintos em um coeficiente de
similaridade de 100%. Das estirpes referéncia
utilizadas, apenas a BR3407 (Burkholderia sabiae)
apresentou 100% de similaridade com apenas um
dos isolados, indicando haver bactérias distintas
nodulando angico. O conhecimento sobre as
bactérias que nodulam angico em regibes
semiaridas, pode revelar associagfes eficientes na
fixacdo de nitrogénio e no estabelecimento dessa
leguminosa em areas degradadas.

Termos de indexacdo: FBN, Fabaceae, Caatinga.
INTRODUCAO

O Semiarido é caracterizado pela escassez e
irregularidade de chuvas, elevadas temperaturas
(Queiroz, 2009) e por apresentar uma vegetacao
heterogénea e adaptada as condicbes de aridez,
denominada Caatinga (Silva et al., 2010). Devido a
essas caracteristicas, parte da populacdo regional
esta diretamente vinculada a atividades voltadas a
sistemas agro-silvi-pastoris, que juntamente com o0s
fatores climaticos tem levado a uma rapida
degradacdo ambiental, tornando essa regido uma
das mais ameagadas do Brasil (Silva et al., 2010; Sa

et al., 2010). Para mitigar esses efeitos e recuperar
as areas ja depauperadas, é necessaria a busca por
novos meétodos, dentre os quais a utilizacdo de
plantas da familia das leguminosas e bactérias
fixadoras de nitrogénio.

A familia Fabaceae (Leguminosae) é uma das
mais diversas e abundantes entre as familias das
plantas. Sua classificacdo reconhece trés
subfamilias: Mimosoideae, Faboideae
(Papilionoideae) e Caesalpinioideae e apresenta
aproximadamente 18.000 espécies em cerca de 650
géneros (Souza & Lorenzi, 2008), sendo na
Caatinga encontrado cerca de 86 géneros e mais de
320 espécies (Queiroz, 2009).

Uma das espécies nativas da Caatinga € o
angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan),
arbérea de porte médio comumente utilizada para
alimentacdo de animais e também na medicina
popular (Maia, 2012). Esta leguminosa apresenta
capacidade de formar nédulos em simbiose com
rizébios.

Para o levantamento de informagBes da
diversidade de rizébios e selecdo de estirpes
eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio, a
caracterizacdo fenotipica tem sido o primeiro
método utilizado para uma primeira classificacdo de
estirpes desconhecidas (Wolde-Meskel et al., 2004),
envolvendo diversas avaliagbes culturais e
morfologicas, que contribuem para sua identificagcao
e agrupamento.

Estudos da diversidade de rizébios associadas a
espécies autoctones da Caatinga ainda sdo muito
escassos. Estes estudos podem promover o
conhecimento ecolégico e taxondmico de rizbios de
regidbes semiaridas, bem como fornecer bactérias
eficientes na fixacao de nitrogénio para espécies de

leguminosas nativas, possibilitando, assim, a
recuperacao dessas areas.
O objetivo desse trabalho foi avaliar a

caracterizacdo fenotipica de bactérias isoladas de
nédulos de angico, cultivadas em amostras de
diferentes solos do Semiarido.
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MATERIAL E METODOS

Amostras do horizonte superficial (0-20 cm) do
solo de trés areas foram coletadas no Semiérido,
sendo uma de area preservada e duas de areas
consideradas degradadas cujas caracteristicas
estdo descritas na tabela 1. As amostras foram
destorroadas, peneiradas e distribuidas em vasos
de poliestireno com capacidade de 500 mL.

Para a obtencdo dos nédulos foi conduzido um
experimento em condi¢cbes de casa de vegetacdo
localizado no Departamento de Tecnologia e
Ciéncias  Sociais (DTCS), pertencente a
Universidade do Estado da Bahia — UNEB, em
Juazeiro-BA.

Antes do plantio, a dorméncia das sementes de
angico foi superada por meio de hidrata¢cdo em agua
fria por 2 horas e, em seguida, desinfestadas
superficialmente com etanol comercial (30
segundos), hipoclorito de sédio a 2% (5 minutos) e
dez lavagens com &gua destilada estéril (ADE)
(Vincent, 1970). Foram semeadas seis sementes
por vaso e 20 dias ap6s a emergéncia (DAE) estas
foram desbastadas, deixando-se apenas duas
plantas por vaso. Na conducdo do ensaio, foi
efetuada irrigacdo conforme necessario. A coleta foi
realizada aos 120 DAE, procedendo-se a lavagem
das raizes com agua corrente. Os nédulos foram
destacados, contados e armazenados em
recipientes contendo silica gel, para o subsequente
isolamento das bactérias.

Para o isolamento, 30% do numero de nodulos
coletados em cada parcela foram escolhidos
aleatoriamente. Inicialmente os nédulos foram
reidratados por 40 minutos em ADE e desinfestados
superficialmente em A&lcool etilico 70% por 30
segundos, e posteriormente em hipoclorito de sédio
a 2% por 5 minutos, seguido de oito lavagens em
ADE (Vincent, 1970).

ApoOs a desinfestagdo, com o auxilio de uma
pinca, os nddulos foram macerados sobre placas de
Petri contendo meio de cultura YMA com adicao de
vermelho Congo (Vincent, 1970) como indicador,
sendo posteriormente incubadas em estufa tipo
BOD por 10 dias a 28°C. Apds o crescimento, as
bactérias foram repicadas para placas de Petri
contendo meio YMA com azul de bromotimol como
indicador, até a obtencéo de coldnias puras. Com as
culturas puras foi realizada a caracterizagdo cultural
dos isolados avaliando a alteracdo do pH, o tempo
de crescimento, cor da colbnia e tipo e producao de
muco.

Bradyrhizobium elkanii (BR5609), Rhizobium
tropici (BR322) e Burkholderia sabiae (BR3407)
foram utilizados como estirpes de referéncia.

Para a captura dos isolados o delineamento
utilizado foi em blocos ao acaso com trés repeticdes,
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onde cada tratamento corresponde a um solo. Os
dados da  caracterizagéo cultural foram
transformados em uma matriz binaria a partir da
qual foi construido um dendograma de similaridade,
utilizando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithimetic
Mean), utilizando o coeficiente de similaridade de
Jaccard. O dendograma foi gerado com o programa
PaSt (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos nodulos coletados no experimento,

foram obtidos 19 isolados bacterianos de angico que
foram caracterizados culturalmente.
Na cole¢éo, os isolados em relagdo ao tempo de
crescimento foram 58% rapidas, seguido de 26% de
intermedidrias e 16% de lentas. Quanto a alteracao
de pH 47% acidificaram, 11% alcalinizaram e 42%
ndo alteraram o meio de cultura. Em relagdo a
guantidade de muco 84% e 16% produziram muito e
pouco muco, respectivamente.

Quando comparados o tempo de crescimento
dos isolados em relacdo aos solos de origem,
observa-se que as bactérias pertencentes aos solos
1 e 2 apresentaram maior percentual de
crescimento rapido (75%). Enquanto que no solo 3,
71% apresentaram habito de crescimento lento. A
andlise da alteragdo do pH do meio de cultura,
mostrou que o0s isolados dos solos 1 e 2
apresentaram 50% de reacdo &cida e neutra, ndo
apresentando reacao alcalina, enquanto que no solo
3, 28% dos isolados alcalinizaram o meio de cultura.
Com relagao a producdo de muco, os isolados em
cada solo apresentaram maior quantidade de muco,
se destacando nos solos 2 (88%) e 3 (86%).

De acordo com 0s agrupamentos com base nas
caracteristicas avaliadas (tempo de crescimento,
alteracdo de pH, quantidade e tipo de muco e cor da
colénia) observou-se que 13 grupos distintos foram
formados em um coeficiente de similaridade de
100% para o angico (Figura 1). A maioria dos
grupos foram formados por um ou dois isolados com
excecdo do grupo 3, que foi o0 mais abundante, com
seis isolados. Este grupo tem como caracteristicas
rapido crescimento, acidificacdo do meio de cultura,
producdo de muito muco, colénias de cor creme e
muco do tipo viscoso. As estirpes de referéncia
BR5609 (Bradyrhizobium elkani) e BR322
(Rhizobium tropici) ndo formaram grupos com o0s
isolados de angico, pertencendo aos grupos
isolados 4 e 11, respectivamente. A estirpe BR3407
(Burkholderia sabiae) se enquadrou no grupo 6 com
apenas um isolado de angico. Como pode ser
observado, grande parte dos isolados ndo formaram
grupos com as estirpes referéncia, indicando haver
isolados ainda ndo conhecidos nodulando angico.

A caracteristica de rapido crescimento pode ser
considerada como uma estratégia de sobrevivéncia



destas bactérias, por serem mais tolerantes a
ambientes secos e crescerem mais rapido em um
curto espaco de tempo Umido (Santos et al., 2007).

Bactérias de crescimento rapido nodulando
leguminosas arbdreas sédo relatadas na literatura.
Shetta et al. (2011) ao analisarem as caracteristicas
de crescimento de isolados de leguminosas
arboreas crescendo na regido de Riyadh, Arabia
Saudita, observaram que todos os isolados foram de
crescimento rapido. Bala et al. (2003), em trabalho
realizado em solos de regides tropicais da Africa,
Asia e América Latina, examinaram a nodulagéo de
quatro espécies agroflorestais de leguminosas e
verificaram que todos as leguminosas hospedeiras
utilizadas no ensaio foram noduladas apenas por
rizobios de rapido crescimento.

Estudos avaliando o tempo de crescimento, o pH
do meio de cultura e producdo de muco de rizébios
nativos da regido da Caatinga associada com
Cratylia mollis, Mimosa tenuiflora e Caliandra
depauperata, mostraram que a maioria foram de
crescimento rapido, ndo modificaram o pH e tiveram
alta producéo de muco (Teixeira et al., 2010). Por
outro lado, também ha relatos de rizébios tanto de
crescimento rapido quanto de crescimento lento
nodulando leguminosas em regiGes aridas (Gehlot et
al., 2012).

Esse estudo € a base inicial para o conhecimento
de estirpes de rizébios nodulando o angico
(Anadenanthera colubrina) no Semiéarido brasileiro.
No entanto, estudos de eficiéncia simbidtica desses
isolados serdo necessarios para avaliar o potencial
dessa colecdo para a FBN.

CONCLUSOES

Verificou-se que o0 angico (Anadenanthera
colubrina) é predominantemente nodulado por
bactérias com caracteristicas de crescimento rapido,
pH acido e producao de muito muco.

Os isolados de angico se mostraram
fenotipicamente distintos das estirpes BR5609 e

BR322.
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Tabela 1. Localizacao e caracterizacdo das areas onde foram coletadas as amostras de solo.

Solo Localizagdo  Municipio Area Descri¢cdo da area
Area muito degradada com vegetagéo
Q) 40° 25'06 "W Juazeiro-  Fazenda S&o Pedro. Distrito de  escassa e solo nu. Cobertura vegetal
Argissolo  9°35'38"S BA Carnaiba do sertao predominante: Umburana de cheiro,

] Caatingueira e Umbuzeiro.
IRPAA - Instituto Regional da  Area antropizada, onde ha uma densa

Vert(izs)solo 480 ggfg ;v Juaézlro- Pequena Agropecuéaria plantagdo de algaroba (Prosopis
Apropriada ) juliflora).
Area Reserva Legal- Distrito de Area preservada. Reserva com uma alta
@) 40°21'32"W  Juazeiro- Juremal (CODEVASF- d"’;ﬁ'}iﬁ‘gf ‘é%g:fttlj’; ey
Vertissolo  9°43'46" S BA Companhia do Desenvolvimento domi . . . gP' ha
do Vale do Sao Francisco) predominante: Catingueira, Pinhéo,
Coroa de frade e Xigue-xique.
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Figura 1: Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas culturais dos 19 isolados de bactérias
oriundos de nédulos de angico (Anadenanthera colubrina) em solos do Semiarido. Dendograma
gerado a partir da matriz de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard. Agrupamento
realizado utilizando o algoritmo UPGMA, programa PaSt.



