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1 INTRODUCAO

A prospeccao de novas espécies de rizObios é importante para a busca de
bactérias com maior capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em terras
baixas de clima subtropical, onde a cultura da soja esta sujeita ao estresse de
encharcamento. Essa condicdo pode afetar a eficiéncia de estirpes na FBN em
simbiose com a cultura da soja, reduzindo a produtividade em condigbes de
alagamento do solo.

As bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium destacam-se pelo
papel que exercem no crescimento de plantas, pois sdo capazes de converter o N
em uma forma utilizavel as plantas. Esses microrganismos infectam as plantas de
leguminosas formando nodulos nas raizes, estabelecendo uma relagdo simbiodtica
entre a planta hospedeira e o microssimbionte. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).
Assim, os rizobios proporcionam grandes beneficios a agricultura, tornando-se
relevantes as pesquisas que visam identificar espécies eficientes e competitivas
desse grupo de bactérias (HUNGRIA, 1994, citado por HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Existem relatos de Campélo e Ddébereiner (1969), citados por Moreira et al.
(2007), sobre a FBN em espécies arboreas, relatando a especificidade hospedeira
das bactérias junto as plantas e vice-versa. Assim, a prospec¢ao em leguminosas
arbdreas, nativas de ambientes alagados, com capacidade de nodulagao torna-se
importante na busca de estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio.

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar rizdbios de nodulos de
leguminosa arbodrea presente em solo de varzea subtropical, visando obter acessos
adaptados a condi¢gao de encharcamento para a inoculagéo da cultura da soja.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia Agricola e Ambiental
da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. A planta leguminosa arborea utilizada
esta presente na Estacdo Experimental Terras Baixas (ETB) da Embrapa Clima
Temperado. Realizou-se o isolamento de microrganismos de nddulos presentes nas
raizes dessa planta conforme o protocolo descrito por Hungria (1994), citado por
Hungria e Araujo (1994). Coletaram-se por¢cdes de raizes com solo que foram
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em caixas de isopor ao
laboratério. O excesso de solo foi retirado e as raizes foram lavadas sobre uma
peneira, visando evitar a perda de nédulos durante esse processo. Secaram-se as
raizes com papel toalha e separaram-se aproximadamente 20 nédulos em condi¢cao
asséptica, com o auxilio de uma pinca e de uma tesoura.

O processo de isolamento dos microrganismos foi realizado em camara de
fluxo laminar utilizando-se material estéril. Selecionaram-se nove nddulos, sendo
isolados trés a cada etapa. Imergiram-se os nodulos em alcool 95% por trés
minutos, transferindo-se com uma pinga para solugdo de hipoclorito de sédio por
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mais trés minutos. Os nddulos foram lavados, em agua destilada estéril, por cinco
vezes e colocados em placa de Petri, onde foram macerados com bastdo de vidro.
Obteve-se uma suspensao, macerando trés nédulos por vez, em 1,0 mL de solucéo
salina a 85%, agitando-se a suspensao em Vortex. Aplicou-se a técnica de
espalhamento em superficie para a recuperacdo de bactérias presentes nos
nédulos. Inocularam-se 100 pL da suspensdo bacteriana em placas de Petri, em
triplicata, contendo meio 79 acrescido de corante Vermelho Congo. As placas foram
incubadas a 28 °C durante sete dias.

Selecionaram-se as colbnias morfologicamente diferentes, por meio da
técnica do palito estéril, repicando-se para placas de Petri contendo Agar Nutritivo
(AN) e incubando-se a 28°C por 48 horas. Procedeu-se a purificagcdo em placas de
Petri contendo meio AN. Apds, as colOnias selecionadas foram purificadas em meio
AN por meio da técnica do esgotamento, obtendo-se os acessos puros.

Realizaram-se observacdes fenotipicas para caracterizar os acessos e
identificar os rizébios. Verificou-se o crescimento em placas de Petri contendo meio
79 com corante Vermelho Congo, como indicador, em ftriplicata, observando-se a
coloragao conforme Hungria (1994), citado por Hungria e Araujo (1994): rizébios ndo
absorvem a cor do corante. As placas foram incubadas a 28°C pelo periodo de 1 a
10 dias. Avaliou-se o tempo de crescimento das colbnias conforme Stroschein
(2007), classificando-os em: (1) crescimento muito rapido (1 dia de incubagao); (2)
crescimento rapido (2 a 3 dias de incubagao); (3) crescimento intermediario (4 a 5
dias de incubacao); (4) crescimento lento (6 a 10 dias de incubacéo) e, (5)
crescimento muito lento (acima de 10 dias de incubagéo). A reagcdo Gram foi
realizada conforme Urenha et al. (1994), citado por Hungria e Araujo (1994),
utiizando-se reagentes Merck.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolaram-se 28 acessos dos nédulos das raizes da leguminosa arbérea (CMM
567, CMM 568, CMM 569, CMM 570, CMM 571, CMM 572, CMM 573, CMM 574,
CMM 575, CMM 576, CMM 577, CMM 578, CMM 579, CMM 580, CMM 581, CMM
582, CMM 583, CMM 584, CMM 585, CMM 586, CMM 587, CMM 588, CMM 589,
CMM 590, CMM 591, CMM 592, CMM 593, CMM 594) que estao preservados na
Colecdo de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Clima
Temperado. Somente quatro acessos (CMM 567, CMM 580, CMM 585 e CMM 594)
apresentaram as caracteristicas de bactérias de rizobios (Tabela 1): (1) nao
absorvem a cor vermelha do corante; (2) absorvem o reagente safranina e sao
Gram-negativas; (3) possuem células em formato de bastonetes (HUNGRIA, 1994,
citado por HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Observou-se uma variagao na velocidade de crescimento das bactérias: (1)
crescimento rapido com dois dias de incubacdo (CMM 567 e CMM 580); (2)
crescimento lento com seis dias de incubacdo (CMM 585 e CMM 594). Segundo
Hungria e Araujo (1994), as observagdes do crescimento do rizébio devem ser feitas
diariamente.

Tabela 1 - Caracteristicas fenotipicas de acessos isolados de nédulos de raizes de
planta leguminosa arbérea. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2011.
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Acessos Morfologia Celular Reacgcao Gram *Absorgio do corante
CMM 567 Bastonetes B :
CMM 568 Cocos - +
CMM 569 Cocos - -
CMM 570 Bastonetes - +
CMM 571 Cocos - +
CMM 572 Bastonetes - +
CMM 573 Cocos - +
CMM 574 Cocos - -
CMM 575 Cocos - -
CMM 576 Cocos - -
CMM 577 Cocos + -
CMM 578 Cocos + -
CMM 579 Cocos + +
CMM 580 Bastonetes - -
CMM 581 Cocos + -
CMM 582 Bastonetes + +
CMM 583 Bastonetes - +
CMM 584 Bastonetes - +
CMM 585 Bastonetes - -
CMM 586 Cocos + -
CMM 587 Bastonetes - +
CMM 588 Cocos + -
CMM 589 Bastonetes + i
CMM 590 Cocos + +
CMM 591 Cocos - -
CMM 592 Bastonetes - +
CMM 593 Cocos + -
CMM 594 Bastonetes -

"Negativo “Positivo °Crescimento em meio 79 com corante Vermelho Congo Coeficiente de Variagédo (C.V. %) < 5,0

4 CONCLUSAO

Os acessos CMM 567, CMM 580, CMM 585 e CMM 594 apresentam
caracteristicas de rizobios, representando 14,3 % das bactérias isoladas dos
nédulos das raizes de uma planta leguminosa arborea. Estudos complementares
sd0 necessarios para a autenticacdo desses rizobios e avaliagdo da sua eficiéncia
como fixadores bioldégicos de nitrogénio na cultura da soja, sujeita ao estresse de
encharcamento em terras baixas subtropicais.
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