XXXV Congresso
Brasileiro de
Ciéncia do Solo

NGOES - NATAL / AN

IPLAS F
02 a 07 DE AGOSTO DE 2015

Isolamento e caracterizacdo fenotipica de rizébios nativos simbiontes
em Desmodium incanum®.

Franquiéle Bonilha da Silva®; Clarissa de Souza Borges(3); Franciane Lemes dos

4 (6)

Santos(s); Victor Lucas Bassani(4); Tais Backes(S); Enilson Luiz Saccol de Sa‘”.

) Trapalho executado com recursos da Coordenagéo de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior (CAPES)
@ Estudante de mestrado do PPG em Microbiologia Agricola e do Ambiente; Universidade Federal do Rio Grande do

Sul; Porto Alegre, RS; franquiele_bonilha@yahoo.com.br;

®) Estudante de doutorado do PPG em Ciéncia do Solo; Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
“ Estudante de mestrado do PPG em Microbiologia Agricola e do Ambiente; Universidade Federal do Rio Grande do

Sul;

® Estudante de mestrado do PPG em Ciéncia do Solo; Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
® Professor/pesquisador; Departamento de Solos - Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

RESUMO: Desmodium incanum é uma leguminosa
forrageira, nativa do sul da América do Sul, capaz de
realizar simbiose com rizobactérias. O objetivo
desse trabalho e realizar a caracterizagéo
morfologica e fenotipica de rizébios isolados de
nédulos de D. incanum. Foram isoladas bactérias de
nédulos de D. incanum, realizada a caracterizagao
morfoldgica das colbnias, avaliagdo da capacidade
de nodular plantas da mesma espécie e
caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos,
onde foi avaliada a capacidade de solubilizar fosfato
e producdo de melanina. Foram obtidos 26 isolados
bacterianos com colénias de caracteristicas
rizobianas dos noédulos de D. incanum, dos quais 25
apresentaram capacidade de nodular plantas da
mesma  espécie. Destes, 11 apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato em meio de cultura
com diferentes fontes de fosfato de calcio, sendo
que o tempo variou entre os isolados. Nenhum
isolado foi capaz de produzir melanina em meio de
cultura.

Termos de indexacgdo: Rizobactérias, fixacdo de
nitrogénio

INTRODUCAO

O bioma pampa é caracterizado pela grande
diversidade de espécies com potencial forrageiro.
Porém, muitas espécies ainda sdo desconhecidas
ou sdo pouco estudadas.

Uma delas é o Desmodium incanum (pega-
pega), que é uma leguminosa nativa da regido sul,
de grande potencial forrageiro. Se adapta a
situacdes de stress, crescendo em solos &cidos e de
baixa fertilidade, assim como em solos pedregosos
(Silva et al., 2001). Além disso, suas raizes sao
colonizadas por bactérias fixadoras de nitrogénio, os
rizobios. Essa colonizagcdo se da de forma
simbiética, onde se formam noédulos radiculares.
Durante essa simbiose, a bactéria fixa nitrogénio
atmosférico, tornando-o disponivel para a planta,

gue por sua vez, disponibiliza fotoassimilados para a
bactéria.

S&0 poucos os estudos sobre rizobios simbiontes
em leguminosas nativas, logo, o objetivo desse
trabalho é fazer uma caracterizacdo morfologica e
fenotipica de rizobios isolados de nédulos de D.
incanum.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados no6dulos de plantas de
Desmodium incanum coletadas em area de campo
nativo da Estacdo Experimental Agrondmica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA —
UFRGS), localizada em Eldorado do Sul - RS.

Os nédulos foram desinfestados por imersdo em
alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio
(2,0%) por 60 segundos e sete lavagens sucessivas
em agua destilada esterilizada. Cada nédulo foi
macerado com pinga esterilizada, em placa de Petri
contendo meio levedura-manitol (Vincent, 1970) com
vermelho congo (LMV). Em seguida o macerado foi
distribuido sobre placa utilizando-se a técnica de
esgotamento por estriamento. As placas foram
incubadas a 28°C e acompanhadas diariamente.
Colénias homogéneas e com caracteristicas
morfolégicas de rizébio foram isoladas e inoculadas
em placas com meio LMV sucessivamente até que
se obtivessem colbnias puras e isoladas. As
colébnias dos isolados  bacterianos  foram
caracterizadas quanto a morfologia colonial, sendo
avaliados o formato, bordos, elevacéo, textura e
densidade o6tica, com auxilio de lupa estereoscopica.

Para se avaliar a capacidade de nodular plantas
de Desmodium incanum, em casa de vegetacao foi
instalado um experimento em copos descartaveis de
300 mL com substrato areia e vermiculita (1:2)
esterilizado, onde foram colocadas sementes pré-
germinadas de Desmodium incanum. Apés, foi feita
a aplicacdo de 1 mL de inéculo dos isolados que
foram suspensos em solugcdo salina (0,85%)
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esterilizada por copo. As plantas receberam 5 mL
de solucdo nutritiva (Sarruge, 1975) 25% isenta de
nitrogénio a cada dois dias. Cada isolado bacteriano
foi inoculado em quatro repeticdes. Apés 45 dias, as
plantas foram colhidas e avaliadas visualmente,
onde se observou a formagdo de nodulos
radiculares e a coloracdo avermelhada do nédulo e
verde intensa das folhas da planta. Os isolados que
ndo foram capazes de realizar simbiose com o
hospedeiro foram descartados.

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi
avaliada em placas de petri contendo o meio com 10
g/L glicose, 5 g/L de NH,CI, 1 g/L de MgS0O,.7H,0,
15 g/L de Agar (Verma et al., 2001). Foram testadas
duas fontes de fosfato, o fosfato de calcio bibasico
dihidratado (4 g/L de CaHPO,4.2H,0) (Santos et al.,
2012) e fosfato tricélcico [1 g/L de Caz(PO,),], em
pH 6,8. Para a inoculacdo das placas, todos os
isolados foram crescidos em frascos contendo 15
mL de meio levedura manitol e mantidos sob
agitacdo constante a 120 rpm, a 28°C durante 72
horas. A inoculagdo nas placas foi realizada com
gotas de 20 pL, com trés repeticdes por isolado. As
placas foram mantidas em incubador a 28°C por
sete dias. Ap6s o periodo de incubacéo, observou-
se a formacao de um halo transparente em torno da
coldnia, indicando a capacidade de solubilizacdo do
fosfato. Apds, foram medidos os dimetros dos
halos e das coldnias de crescimento para a
obtencado do indice de solubilizacéo de fosfato (ISF)
que é a razdo do didmetro do halo pelo didmetro da
coldénia. Para controle positivo, foi utilizado o isolado
UFRGS-VP16, j4 testado como solubilizador de
fosfato, e como controle negativo o isolado UFRGS-
VP5 que ndo apresenta a capacidade de solubilizar
fosfato, ambos da colecdo do Laboratério de
Microbiologia do Solo da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) (Alves, 2005).

A capacidade de producdo de melanina foi
avaliada conforme metodologia de Cubo et al.
(1988). Todos os isolados foram inoculados em
frascos contendo 15 mL meio triptona-levedura (TY)
(Somasegaran & Hoben, 1994) e mantidos sob
agitacdo constante a 120 rpm, a 28°C durante 48
horas. Foi realizada a inoculacdo das culturas em
placas de petri contendo o meio TY solido,
suplementado com L-tirosina (600 ug/mL) e sulfato
de cobre (40 pg/mL), utilizando-se aliquotas de 20
ML do caldo e, apds, as placas foram incubadas
durante sete dias a 28°C. Apds esse periodo, as
colbnias foram tratadas com 50 yL de SDS (dodecil
sulfato de sodio) 10% (peso/volume) em tampao
TBE (tris, boro e EDTA) para facilitar a detec¢éo da
producdo de melanina (pigmento de cor escura).
Como controle positivo foi utilizado o isolado
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UFRGS-LG111, conhecida como produtora de
melanina (Fontoura, 2007) e controle negativo o
isolado UFRGS-Lul4 (Martins, 2010), ambos da
colecao de cultura do laboratério de Microbiologia do
Solo da UFRGS. Para esse ensaio foram realizadas
duas repeticdes por isolado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 26 isolados dos nodulos
radiculares de D. incanum, que passaram por
caracterizacdo morfoldégica como descrito na tabela
1. Além disso, todas as coldnias apresentaram um
lento crescimento, de aproximadamente sete dias,
caracteristica conferida ao género Bradyrhizobium
(Gu et al., 2007; Granada, 2010).

Na autenticacdo, dos 26 isolados testados, 25
tiveram capacidade de nodular e fixar nitrogénio em
D. incanum, exceto o isolado Dinc3-8 e o tratamento

testemunha sem inoculagéo (tabela 1).
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Figura 1 - indice de solubilizacéo de fosfato (ISF) dos isolados em relacdo ao tempo, usando
CaHP042H,0 como fonte de fosfato

Quanto a capacidade de solubilizar fosfato,

apenas 10 tiveram capacidade de solubilizar
CaHPO,4.2H,0 (Dinc2-91, Dinc2-52, Dinc2-2, Dinc3-
5, Dinc-2-4, Din2-51, Dinc4-4, Dinc3-2, Dinc3-3,
Dinc3-4) além do controle positivo UFRGS-VP16,
onde os valores variaram de 1,09 a 1,67 (figura 1).
Os mesmos isolados tiveram capacidade de
solubilizar Cas(POy),, e também o isolado Dinc 2-1,
com valores de 1,08 a 2,7 (figura 2). Em ambas
fontes de fosfato, houveram solubilizadores
precoces (dois dias), de tempo mediano (cinco dias)
e tardios (dez dias). Alguns trabalhos tém mostrado
o efeito positivo da inoculacdo de plantas com
bactérias solubilizadoras de fosfato em cultivos
agricolas. Chabot et al. (1988) observaram um
incremento no rendimento da matéria seca do milho,
assim como Mikanova & Kubat (1999) e Piex et al.
(2001) verificaram aumento na produtividade de
soja, cevada e gréo-de-bico, respectivamente,
guando inoculados com rizébios solubilizadores de
fosfato de calcio.
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Figura 2 - indice de solubilizacio de fosfato (ISF) dos isolados em relacéo ao tempo, usando
Cas(P0s); como fonte de fosfato

Quanto a producdo de melanina, nenhum dos
isolados além do controle positivo apresentou
resultado. Giongo (2003) e Martins (2010) também
obervaram tal caracteristica em isolados de feijdo e
cornichdo, respectivamente. Provavelmente estes
rizébios ndo apresentam o gene mel, ou falharam na
expressdo do mesmo (Cubo et al., 1997).

CONCLUSOES

Alguns rizébios isolados de D. incanum
apresentam capacidade de solubilizar fosfato, em
tempo variavel de isolado para isolado.

Os rizébios isolados ndo produzem melanina.
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Tabela 1 - Caracterizacdo morfoldgica e autenticacdo dos isolados de D. Incanum

Isolado elevacéo textura  formato bordo densidade 6tica  nod fix
Dinc 2-1 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-2 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-4 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-51 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-52 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-8 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-91 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-92 pulvinada  butirosa circular liso opaca + o+
Dinc 2-101 convexa  gomosa circular liso translicida + o+
Dinc 2-102 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 3-2 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 3-3 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 3-4 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 3-5 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 3-8 convexa  gomosa circular liso opaca - -
Dinc 4-2 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-3 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-4 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-5 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-61 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-62 convexa  butirosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-71 convexa viscosa  circular liso opaca + o+
Dinc 4-72 convexa viscosa  circular liso opaca + o+
Dinc 4-8 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-9 convexa  gomosa circular liso translacida + o+
Dinc 4-101 convexa viscosa  circular liso opaca + +

nod= + apresentou estruturas nodulares e — nao apresentou, fix= + apresentou coloracao avermelhada e/ou
parte aérea bem desenvolvida e folhas verde escuras, e — ndo apresentou



