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RESUMO: A caracterizacdo cultural de isolados de
rizobios € a primeira avaliagdo no trabalho de
selecdo desses micro-organismos. Este trabalho
objetivou avaliar a diversidade cultural de bactérias
isoladas de nodulos de amendoim (Arachis
hypogaea L.) cultivado em solos do Semiérido,
regido Nordeste do Brasil. Para a obtencdo dos
nodulos foram utlizadas quatro amostras do
horizonte superficial de solos de duas areas de
Petrolina, PE e duas areas do municipio de
Barbalha, CE e como planta isca a cultivar de
amendoim BR 1 e a linhagem avancada LViPE-06,
mais 10 linhagens obtidos a partir do cruzamento
destes dois genodtipos. Aos 40 dias apdés a
emergéncia das plantulas, foram selecionados 10
nodulos por planta que foram desinfestados
superficialmente e pressionados em meio YMA.
ApO0s a obtencdo dos isolados, estes foram
caracterizados pelo tempo de crescimento, alteracdo
do pH do meio de cultura, tamanho e cor da colbnia,
quantidade e tipo de muco. Foram obtidos 574
isolados, havendo um predominio de isolados de
crescimento rapido, com producdo de muito muco e
acidificacdo do meio de cultura. Os isolados de
amendoim foram agrupados pelo método UPGMA,
com base no coeficiente de similaridade de Dice.
Foram obtidos 44 grupos distintos em um coeficiente
de similaridade de 100% e a formacéo de 25 grupos
distintos, com apenas um isolado, demostrando uma
alta diversidade de grupos fenotipicos presentes em
nédulos de amendoim em solos da regido semiarida.

Termos de indexacgao: FBN, rizobio, amendoim.
INTRODUCAO

A importancia do amendoim (Arachis hypogaea
L.) é ressaltada pelo seu valor nutricional, pois
possui praticamente mais calorias do que qualquer
outro alimento, e as proteinas, ricas em aminoacidos
essenciais a nutricdo, podendo estas atingir até 36%
do peso do gréo (Freitas & Margarido, 2003). Além
do consumo in natura, os grdos também podem ser

utilizados para a extracdo de Oleo que pode ser
empregado em diversos setores da inddstria
alimenticia, farmacéutica e quimica (Santos et al.,
2010).

Como diversas outras leguminosas cultivadas, o
amendoim é capaz de associar com bactérias
fixadoras de nitrogénio (N) presentes no solo,
denominadas genericamente de rizébios. A
exploracdo da fixacdo biol6gica de nitrogénio (FBN)
na agricultura se da através da producdo de
inoculantes contendo bactérias selecionadas e de
eficiéncia agrondémica reconhecida. Na regido
Nordeste, a constante selecdo de estirpes de rizébio
tem sido responsavel pela obtencdo de estirpes
eficientes para as culturas como o feijao-caupi
(Martins et al., 2003). Para o amendoim, bactérias
promissoras também j& foram isoladas da regido
(Santos et al., 2007; Lyra et al.,, 2013). Contudo,
estudos com rizébios nativos do Semiarido brasileiro
ainda sdo escassos.

Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliar
a diversidade cultural de bactérias isoladas de
nédulos de amendoim (Arachis hupogaea L.) em
solos da regido semiarida do Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Quatro amostras compostas do horizonte
superficial de solos, foram coletados a profundidade
de 20 cm, nos municipios de Petrolina, PE e
Barbalha, CE (Tabela 1). As amostras foram
homogeneizadas e distribuidas em vasos de
poliestireno com capacidade para 500 mL.

Para a obtencdo dos isolados de rizobio foram
utilizadas como planta isca a cultivar de amendoim
BR 1 e o gendtipo avancado LVIPE-06, mais 10
linhagens obtidos a partir do cruzamento desses
dois gendtipos (L. 408 - 2SV; L. 108 - 3SV; PL 46 -
2SB; PL 108 - 2SV; BR NA - 2SV; P 59 - 2SV; P 59
- 2 SB; 81 - 2SB; RUNNER 20 20 - 2SB e L 20 -
3SV). Antes da semeadura, as sementes foram
previamente desinfestadas superficialmente em
alcool (70%, por 30 segundos) e hipoclorito (3%, por
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3 minutos), seguido de 10 lavagens sucessivas em
agua destilada e autoclavada (ADE), em seguida,
sendo semeadas (duas por vaso).

Tabela 1 — Descricéo dos solos amostrados.

Utilizacéo
Solo Classe de Localidade da area
Solo
1 Vertissolo Barbalha—  Plantio de
CE amendoim
2 Argissolo Barbalha—  Plantio de
Vermelho CE amendoim
3 Argissolo Petrolina — Pousio
Vermelho- PE apos
amarelo cultivo de
amendoim
4 Argissolo Petrolina - Pastagem
Vermelho- PE de capim -
amarelo buffel

Apés 40 dias de germinagdo as plantas foram
colhidas e o0s nobdulos destacados. Foram
selecionados 10 nddulos de cada planta para o
isolamento, que foi realizado logo apés a colheita.
Os nodulos foram desinfestados em éalcool 70% por
30 segundos, hipoclorito de sddio 3% por 3 minutos
e enxaguados em 10 lavagens sucessivas em ADE,
para a remocao do excesso de hipoclorito. Apos a
desinfestagdo os nédulos foram macerados com o
auxilio de uma pinca e riscados com alca de platina
em placa de Petri com meio de cultura YMA
(Vincent, 1970), com adicdo de vermelho congo
como indicador. As placas foram incubadas a 28°C
em estufa tipo BOD (Biochemistry Oxigen Demand)
até o aparecimento de coldnias. Repicagens
sucessivas foram feitas em placas contendo meio de
cultura YMA, com azul de bromotimol até a obten¢éo
de colbnias puras.

A caracterizagdo dos isolados foi feita com base
no tempo de crescimento, consistindo no
aparecimento de colbnias isoladas (rapida: até 3
dias; intermediaria: 4 a 5 dias e lenta: acima de 6
dias); alteracdo do pH (&cido, neutro e alcalino);
tamanho (puntiforme, 1 a 2 mm e > 2 mm); cor da
colénia (amarela, branca e creme); quantidade
(muito e pouco) e tipo de muco (viscoso, butirico e
floculoso).

A partir da caracterizacdo cultural foi construida
uma matriz binaria e os isolados foram agrupados
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method whit Arithimetic Mean) com base no
coeficiente de similaridade de Dice, utilizando o
programa Past (Hammer, et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A partir do isolamento dos nédulos de amendoim,
foram obtidos 574 isolados que foram caracterizados
culturalmente. Considerando toda a colecdo, 553
(96,3%) dos isolados apresentaram crescimento
rapido e apenas 8 (1,4%) isolados de crescimento
lento e 13 (2,3%) de crescimento intermediario.

Com relagcdo ao tamanho de colbnias, houve um
predominio de isolados com o tamanho de colénia
>2 mm (92%), seguido de coldnias entre 1 a 2 mm
(6%) e puntinfome (2%). Foram obtidas um maior
percentual de bactérias de coloracdo amarela (64%),
seguida de bactérias cremes (34%) e brancas (2%).

Quanto a producdo de muco, houve um
predominio de producdo de muito muco (94%), e
guanto ao tipo de muco foram verificados isolados
com muco viscoso (96%), butirico (3%) e floculoso
(1%).

Para a caracteristica de alteracdo de pH do meio
de cultura, 85% dos isolados bacterianos foram
capazes de acidificar o meio, enquanto os isolados
gue apresentaram reagdo de pH alcalina ou neutra
foram de 1,7% e 13,3% respectivamente.

Estudos realizados com amendoim tém relatado
tanto a presenca de rizobios de crescimento lento,
com caracteristicas similares as apresentadas pelo
género Bradyrhizobium (Thies et al., 1991) quanto
abundancia de bactérias de crescimento rapido e
capacidade de acidificar o meio de cultura, com
caracteristicas similares a Rhizobium spp., (Santos
et al., 2007; Lyra et al., 2013).

Estudos com rizébios isolados de amendoim em
solos do Estado de Pernambuco também ja
demonstraram a abundancia de rizébios de
crescimento rapido e capacidade de alcalinizar o
meio em detrimento aqueles com caracteristicas
tradicionais de Bradyrhizobium (Santos et al., 2007;
Lyra et al.,, 2013). Para outras culturas, como o
feijdo-caupi, a abundancia de rizébios de
crescimento rdpido em solos da regido semiarida
também tem sido encontrada e com a presenca de
elevada eficiéncia agrondmica (Fernandes Janior et
al., 2012).

Taurian et al. (2002), também avaliando a
diversidade de populagdo de rizébio em solos da
Argentina, verificaram que apenas 43% do total dos
isolados obtidos eram de crescimento de
crescimento lento.

Isolados de rizébio de crescimento rapido e com
capacidade de acidificar o meio de cultura, sdo
geralmente pertencentes ao género Rhizobium, e
nos ultimos anos vém sendo descritos na literatura
como nodulantes na cultura do amendoim (Taurian
et al., 2006; Marcondes et al., 2011; Ibafiez et al.,
2008).

De acordo com o agrupamento com base nas
caracteristicas avaliadas (tempo de crescimento,
alteracdo de pH, tamanho e cor das col6nias,
guantidade e tipo de muco) observou-se que 44
grupos distintos foram formados em um coeficiente
de similaridade de 100% (tabela 2). Os grupos 11 e
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14 foram os mais abundantes, com 335 e 113
isolados respectivamente. Do total foram formados
25 grupos raros, com apenas um isolado.

As caracteristicas que mais contribuiram para a
separacdo em grupos foi o tempo de crescimento e
0 pH do meio de cultura e, aliado as outras
caracteristicas deram origem a diversos grupos.
Este estudo demonstrou uma ampla diversidade de
grupos fenotipicos de rizébio associados ao
amendoim nos solos avaliados.

Essa diversidade pode auxiliar na selecdo de
estirpes adaptadas, competitivas e aptas, nas
condicdes semiaridas do nordeste brasileiro,
proporcionando novos isolados para fins de
recomendacao para a producéo de inoculantes.

CONCLUSOES

Foi obtida alta diversidade de grupos fenotipicos
presentes em nddulos de amendoim em solos da
regido semiarida, havendo predominio das
caracteristicas de rapido crescimento, pH acido e
producdo de muito muco, para a maioria dos
isolados.
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Tabela 2 — Caracterizacéo dos 44 grupos fenotipicos obtidos através do agrupamento dos rizébios isolados
de ndédulos de amendoim (método de agrupamento UPGMA e Coeficiente de Dice).

Grupos / N° de Caracteristicas dos grupos isolados®
isolados® TC pH TC CcC QM ™
Grupo 1 (2) I N P Cr PM Vv
Grupo 2 (2) I N P Cr PM Bu
Grupo 3 (2) I N P Br PM Bu
Grupo 4 (1) I N la2mm Cr MM FI
Grupo 5 (1) I N la2mm Cr PM \%
Grupo 6 (1) I N la2mm Cr MM \%
Grupo 7 (1) L Alc >2 mm Cr MM Vv
Grupo 8 (30) R N >2 mm Cr PM \%
Grupo 9 (7) R N la2mm Cr MM \%
Grupo 10 (35) R N >2 mm Cr MM \%
Grupo 11 (335) R Ac >2 mm Am MM \%
Grupo 12 (14) R N >2 mm Am MM \%
Grupo 13 (3) R Alc >2 mm Cr MM \%
Grupo 14 (113) R Ac >2 mm Cr MM \%
Grupo 15 (4) R Ac >2 mm Cr MM Bu
Grupo 16 (2) R Ac >2 mm Am MM Bu
Grupo 17 (2) R Ac >2 mm Br MM Bu
Grupo 18 (1) R Ac >2 mm Br MM \%
Grupo 19 (1) R Ac la2mm Cr MM Bu
Grupo 20 (1) R Ac 1a2mm Am MM Bu
Grupo 21 (1) R Ac la2mm Br MM \Y;
Grupo 22 (6) R Ac 1a2mm Cr MM \%
Grupo 23 (7) R Ac la2mm Am MM \Y;
Grupo 24 (1) R Ac P Cr PM Bu
Grupo 25 (1) R Ac P Am PM Bu
Grupo 26 (1) R Ac 1a2mm Cr PM Bu
Grupo 27 (1) R Ac >2 mm Cr PM FI
Grupo 28 (1) R Ac P Cr PM \%
Grupo 29 (1) R Ac >2 mm Cr PM \%
Grupo 30 (1) R Ac 1a2mm Cr PM \%
Grupo 31 (1) R Ac P Am PM \Y;
Grupo 32 (2) R Ac >2 mm Am PM \%
Grupo 33 (4) R Ac la2mm Am PM \Y;
Grupo 34 (1) | N P Am PM \Y;
Grupo 35 (1) I N >2 mm Am MM \%
Grupo 36 (1) R N la2mm Am PM \%
Grupo 37 (3) R N >2 mm Am PM \%
Grupo 38 (1) I N >2 mm Br MM \%
Grupo 39 (1) L N >2 mm Br MM \%
Grupo 40 (3) L Alc >2 mm Cr MM FI
Grupo 41 (1) L Alc >2 mm Cr MM \%
Grupo 42 (1) L Alc la2mm Cr MM \%
Grupo 43 (1) L Alc P Br PM \%
Grupo 44 (1) L Alc P Am PM V

'Grupo fenotipico dos isolados

TC - tempo de crescimento (R: rapido < 3 dias, I: Intermediario entre 4-5 dias, L: lento acima de 6 dias); pH do meio (Ac: &cido, N:
neutro, Alc: alcalino ); TC - tamanho da colbnia (P: puntiforme, 1 a 2 mm e >2 mm); CC - cor da colénia (Am: amarela, Br: branca, Cr:
creme); QM - quantidade de muco (MM: muito, PM: pouco);; TM - tipo de muco (V: viscoso, FI: floculoso, Bu: butirico).



