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RESUMO: A caracterizagdo cultural de rizébios é
uma das primeiras etapas para o processo de
selecdo desses organismos. Este estudo objetivo
avaliar a diversidade cultural de bactérias de
nédulos de jurema preta nativas de solos do
semiarido de Pernambuco. Isolados de nédulos de
jurema preta foram obtidos cultivando a leguminosa
em amostras de solo coletadas em areas sob
vegetacdo de caatinga. Apds o crescimento das
colbnias isoladas, foram determinadas as seguintes
caracteristicas culturais: acidez do meio, tempo de
crescimento, tamanho, forma, aparéncia,
transparéncia, cor e elevacdo das colénias e
presenca, quantidade e tipo de muco. Dos 129
isolados obtidos, 95% amplificaram nifH e/ou nodC.
Os isolados autenticados foram agrupados de
acordo com suas caracteristicas fenotipicas e
distribuidos em grupos a 100% de similaridade.
Com base nas caracteristicas fenotipicas dos
isolados autenticados, observou-se que todos os
isolados apresentaram 100% de crescimento rapido
com predominio de isolados que acidificam o0 meio
de cultura.

Termos de indexac¢do: Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir., rizébios, fixacéo bioldgica de nitrogénio.

INTRODUCAO

A principal formacdo vegetal do Semiarido
brasileiro é a caatinga (Lima Junior et al., 2014).
Neste tipo de vegetacdo, o género Mimosa merece
destaque em funcado de sua grande contribui¢do no
estrato arboreo. As juremas (Mimosa spp.), por
exemplo, sdo algumas das espécies mais
abundantes na maioria dos trabalhos de
levantamento realizados em areas de caatinga
(Aradjo Filho, 2013). Porém, embora j& sejam
conhecidos os beneficios da fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN) no desenvolvimento de individuos
pertencentes ao género, poucos estudos tém sido
realizados para avaliar a diversidade de rizébios

simbiontes dessas leguminosas
Semiarida do Nordeste brasileiro.

Sabe-se que, em ecossistemas naturais, a FBN é
a principal porta de entrada de nitrogénio (N), seja
através de relagBes simbidticas (entre leguminosas
e rizébios) ou por meio de micro-organismos
diazotréficos  endofiticos e/ou de vida livre
(Cleveland et al., 2010). A FBN por meio da
simbiose entre leguminosas e bactérias de nodulos,
genericamente denominadas rizébios, permite que
leguminosas nodulantes sejam mais bem
estabelecidas (com maior crescimento) do que
arvores ndo leguminosas quando ambas estdo
sobre solos pobres em N (Sylla et al., 2002). A
simbiose tem como consequéncia a troca de
beneficios entre 0 macro e o microssimbionte, de
modo que a planta assimila a aménia, que é
fornecida pelas bactérias, e em troca fornece os
carboidratos provenientes da atividade
fotossintética aos micro-organismos (Lindstrom et
al., 2010).

A caracterizagdo morfolégica de colbnias de
rizébios € um passo fundamental que permite uma
primeira  aproximacdo para avaliagdo da
diversidade das populagbes e representa um
primeiro diagnostico do perfil das populagbes no
solo na ocasido da coleta. Nesse sentido, tendo em
vista a escassez de trabalhos com a espécie, o
presente estudo teve por objetivo avaliar a
diversidade cultural de bactérias de nddulos de
jurema preta nativas de solos do Semiarido de
Pernambuco.

na regido

MATERIAL E METODOS

Isolados de nodulos de jurema preta foram
obtidos cultivando a leguminosa em amostras de
solo coletadas em &reas sob vegetacdo de
caatinga, localizadas em quatro municipios do
Semiarido  de Pernambuco  (Tabela 1),
acondicionadas em vasos com capacidade para 500
g. Amostras compostas dos solos foram coletadas
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na camada de 0 a 20 cm, em seis parcelas
delimitadas aleatoriamente em campo.

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo utilizando um delineamento inteiramente
casualizado, com 6 repeticbes. As sementes,
obtidas de plantas matrizes de um fragmento de
caatinga localizado em Patos, PB, foram
submetidas a desinfestacdo superficial em etanol
(70%) por 3 minutos e hipoclorito de sodio (1%) por
3 minutos (Freitas et al., 2014). Em seguida, 4
sementes foram  semeadas por unidade
experimental, deixando-se, ap6s o desbaste, uma
planta por vaso. Por ocasido da coleta (aos 112 dias
ap6s a germinacao), as raizes foram separadas da
parte aérea e o0s nbédulos foram destacados,
contados e submetidos ao isolamento.

O isolamento das bactérias foi procedido com os
nédulos ainda frescos, em placas de Petri com meio
de cultura YMA (Vincent, 1970), com vermelho
Congo. As placas foram incubadas a 28 °C e o
aparecimento das colénias monitorado diariamente.
Apbs o aparecimento das coldnias caracteristicas,
os isolados bacterianos foram transferidos para
placas de Petri contendo meio YMA com azul de
bromotimol e incubadas por até 10 dias. Ap6s o
crescimento das colbnias isoladas, foram
determinadas as seguintes caracteristicas culturais:
acidez do meio, tempo de crescimento, tamanho,
forma, aparéncia, transparéncia, cor e elevacéo das
colbnias e presenca, quantidade e tipo de muco.

Para a autenticacdo, os isolados foram
submetidos a técnica da amplificacdo simultanea
dos genes nifH e nodC por Polymerase Chain
Reaction — PCR, como sugerido por Fernandes Jr.
et al. (2013). A técnica foi utilizada visando a
otimizacdo do trabalho, uma vez que o teste de
autenticacdo em casa de vegetacdo demanda
maior espaco de tempo. Foram considerados
autenticados os isolados que amplificaram, no
minimo, um dos genes. Os dados da caracterizagao
fenotipica dos isolados autenticados foram
codificados em um sistema binario (1 — positivo e 0
— negativo) a partir do qual foi gerado o
dendrograma de similaridade, utilizando o método
de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithimetic Mean) e o coeficiente de
similaridade de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do isolamento foram obtidos e
caracterizados 129 isolados. Apd@s a caracterizacao,
todos os isolados foram submetidos a amplificagcao
simultanea dos genes nifH e nodC por PCR, sendo
este o critério de autenticagdo. Do total de isolados,
95% amplificaram nifH e/ou nodC (Tabela 2). Os
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isolados autenticados foram agrupados de acordo
com suas caracteristicas fenotipicas e distribuidos
em grupos a 100% de similaridade. O dendrograma
foi construido com base nas caracteristicas que
mais diferenciaram os isolados, o que possibilitou a
formacéo de 15 grupos.

Com base nas caracteristicas fenotipicas dos
isolados autenticados, observou-se que todos os
isolados apresentaram 100% de crescimento
rapido. Alguns trabalhos demonstram que
leguminosas arbdreas sdo predominantemente
noduladas por rizobios de crescimento rapido.
Fterich et al. (2011), ao realizar a caracterizagédo
fenotipica de isolados de nddulos de Prosopis farcta
cultivada em solos de regides aridas da Tunisia,
obtiveram 100% de isolados de crescimento rapido.
Da mesma forma, Teixeira et al. (2010), em solos
da regido Semiarida do Nordeste brasileiro,
observaram que todos os isolados obtidos a partir
de M. tenuiflora apresentavam colbnias de
crescimento rapido. Na Ardbia Saudita, Shetta et al.
(2011) ao analisarem as caracteristicas de isolados
de leguminosas arbdreas, observaram que todos os
isolados foram de crescimento rapido.

O género Mimosa tem sido frequentemente
nodulado por B-rizébios (Reis Junior et al., 2010).
Segundo Bontemps et al. (2010), espécies de
Mimosa se associam principalmente com
Burkholderia. Algumas espécies de Burkholderia
apresentam caracteristicas de crescimento rapido
(Chen et al., 2007; Chen et al., 2008), o que pode
explicar a obtencdo exclusiva de isolados de
crescimento rapido nodulando a espécie de Mimosa
(jurema preta) utilizada no presente estudo.
Segundo Sprent (1994), bactérias de crescimento
rapido sdo comuns e mais adaptadas as regides
aridas. Recentemente, a obten¢éo de isolados de
crescimento rapido nodulando o género Mimosa
também foi verificada por Freitas et al. (2014). Os
autores verificaram que 100% dos isolados obtidos
de M. paraibana e M. tenuiflora foram de
crescimento rapido.

Quanto & alteracdo de pH em meio de cultura,
76% dos isolados acidificaram e 24% nao alteraram
0 pH. A predominancia de isolados com reacao
acida também foi verificada por Fterich et al. (2011)
em estudo com leguminosa arbdrea. Para a
guantidade de muco, 97% dos isolados produziram
muito muco (expolissacarideos). A alta capacidade
de producdo de exopolissacarideos tem sido
abordada na literatura como uma das
caracteristicas que esta envolvida no processo de
adaptacdo e sobrevivéncia dos rizobios em
condi¢bes edafoclimaticas adversas, como por
exemplo, temperatura elevada (Silva et al., 2007).
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CONCLUSOES

Solos do Semiarido pernambucano apresentam
uma populacdo de bactérias de nédulos de jurema
preta estabelecida.

Todos os isolados de rizébio encontrados no
presente estudo, nativos de solos sob caatinga, sdo
bactérias de crescimento rapido e que
apresentaram em sua maioria reacao acida em
meio de cultura.
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Tabela 1: Principais caracteristicas das areas de caatinga localizadas em

municipios do Agreste e Sertdo de Pernambuco.

Ca'\t/rlggtlglr?sl?i(s:/as Caruaru S&o Jodo Tglirar\ga Petrolina
Mesorregido Agreste Agreste Sertédo Sertédo
Coordenadas 8°16'53" S 08°52'32" S e 7°59'7" S 9°23'39” S

35°58'25" W 36°22'00” W 38°17°34” W 40°30'35" W
Altitude (m) 561 716 443 380
Precipitaco
média anual 764 885 686 577
(mm)
Temperatura 225 211 252 26,3
meédia anual (°C)

. Argissolo Neossolo . Argissolo
Tipo de solo A - Luvissolo Vermelho-

marelo Regolitico A
marelo

Tabela 2: Caracteristicas fenotipicas dos grupos de bactérias obtidas de nédulos de

jurema preta (Mimosa tenuiflora).

Grupos/ N° de - _ 1 N de
isolados Caracteristicas dos isolados isolados/municipio
AM TCr pH QM TC PT ST CR GR
Grupo 1 (15) NifH R A M <1 1 4 8 2
Grupo 2 (1) NodC R A M <1 0 0 1 0
Grupo 3 (2) NifH/NodC R A M <1 0 1 0 1
Grupo 4 (3) NifH R A P <1 0 3 0 0
Grupo 5 (2) NifH R N M >2 1 1 0 0
Grupo 6 (35) NifH R A M >2 11 1 2 21
Grupo 7 (23) NifH R A M 1-2 3 4 13 3
Grupo 8 (10) NifH/NodC R A M 1-2 0 4 6 0
Grupo 9 (1) NifH R A M <1 0 0 0 1
Grupo 10 (1) NifH R A M 1-2 1 0 0 0
Grupo 11 (3) NifH R A M >2 2 0 0 1
Grupo 12(12) NifH R N M <1 0 3 6 3
Grupo 13 (1) NifH/NodC R N M <1 0 1 0 0
Grupo 14 (2) NifH/NodC R N M 1-2 0 1 1 0
Grupo 15 (12) NifH R N M 1-2 0 9 3 0

AM — Amplificagdo dos genes NifH e/ou NodC; TCr - tempo de crescimento (R: rapido < 3 dias); pH do meio (A:
acido, N: neutro); QM - quantidade de muco (M: muito, P: pouco); TC — tamanho da col6nia (>2 mm, 1-2 mm, <1

mm).

2Municipios — (PT: Petrolina, ST: Serra Talhada, CR: Caruaru, GR: Garanhuns).



