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Resumo — A Alysicarpus vaginalis e o Macroptilium lathyroides sao
leguminosas com incrivel potencial para alimentacdo animal e enriquecimento
de pastagens, apresentam nodulacdo abundante o que indica potencial na
fixacdo biologica de nitrogénio e possivel utilizacdo como abubo verde. Assim
sendo o objetivo do presente trabalho foi estudar a eficiéncia e diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam as espécies leguminosas
Macroptilium lathyroides (L.) Urb. e Alysicarpus vaginalis (L.) DC. Para tanto,
foram coletadas raizes das suas espécies vegetais em areas de ocorréncia
natural das espécies na zona rural e periurbana do municipio de Alta Floresta-
MT. As raizes que apresentaram nodulagcdo foram lavadas e seus nddulos
retirados, desinfestados e inoculados em meio de cultura 79 dentro de placas
de Petri. Estas foram incubadas em camara de germinacédo (BOD) no escuro
por 28 °C por 10 dias; apds esse periodo, as colénias foram purificadas pelo
método de esgotamento por estrias. A caracterizagcdo morfologica em placa foi
realizada apds o isolamento das estirpes e os dados foram convertidos em uma
matriz binaria de presenca e auséncia das caracteristicas, sendo
posteriormente utilizados para construcédo de um dendrograma de similaridade.
ApOs esta etapa foi realizado o experimento de autenticagdo dos isolados nas
duas espécies vegetais, os isolados que apresentaram elevada massa seca da
parte aérea foram selecionados, em conjunto com os dados de agrupamento
de isolados, para serem sequenciados, todos os isolados selecionados na
autenticagdo foram submetidos ao teste de eficiéncia de fixagdo de N. O
sequenciamento permitiu identificar as seguintes bactérias que colonizam
raizes da espécie M. lathroides: Mucilaginibacter  gossypiicola,
Novosphingobium arabidopsis, Bacillus haynesii, Bacillus xiamenensis,
Bradyrhizobium namibiense e Flavobacterium anhuiense. Os isolados M004,
MO0O5 e M022 apresentaram valores de teor de nitrogénio na planta muito
préximos ao do tratamento com nitrogénio, sendo indicados para novos
estudos. O sequenciamento do gene 16S rDNA, permitiu identificar as
seguintes bactérias que colonizam raizes de A. vaginalis, Bradyrhizobium
japonicum, Bradyrhizobium vignae, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
namibiense, Rhizobium jaguaris, Bacillus tropicus, e Paenibacillus catalpae. As
estirpes A018, A027 e AO51 apresentam potencial para novos estudos, apenas

a estirpe A051 apresentou teor de N elevado na planta.

1


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1441204194

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, feijdo dos arrozais, amendoinzinho,

rizobios, nodulacao.

Abstract - Alysicarpus vaginalis and Macroptilium lathyroides are legumes with
incredible potential for animal feeding and enrichment of pastures, present
abundant nodulation indicating potential in the biological fixation of nitrogen and
possible use as green abubo. Thus being the objective of the present work was
to study the efficiency and diversity of nitrogen fixing bacteria that colonize the
leguminous species Macroptilium lathyroides (L.) Urb. and Alysicarpus vaginalis
(L.) DC. For this purpose, roots of their plant species were collected in areas of
natural occurrence of the species in the rural and peri-urban areas of the
municipality of Alta Floresta-MT. The roots that had nodulation were washed
and their nodules removed, disinfested and inoculated in culture medium into
Petri dishes. These were incubated in the germination chamber (BOD) in the
dark at 28 °C for 10 days, after which time the colonies were purified by the
streak-out method. The morphological plague characterization was performed
after isolating the strains and the data were converted into a binary matrix of
presence and absence of the characteristics, being later used to construct a
dendrogram of similarity. After this step the authentication experiment of the
isolates was carried out in the two plant species, the isolates that had a high dry
mass of the shoot were selected, together with the data of grouping of isolates,
to be sequenced, all the isolates selected in the authentication were submitted
to the N-fixing efficiency test. Sequencing, allowed to identify the following
bacteria that colonize roots of the species M. lathroides: Mucilaginibacter
gossypiicola, Novosphingobium arabidopsis, Bacillus haynesii, Bacillus
xiamenensis, Bradyrhizobium namibiense and Flavobacterium anhuiense. The
isolates M004, MO05 and MO022 presented values of nitrogen content in the
plant very close to the COM N treatment, being indicated for new studies.
Sequencing of the 16S rDNA gene allowed to identify the following bacteria that
colonize A. vaginalis, Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium vignae,
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium namibiense, Rhizobium jaguaris,
Bacillus tropicus, and Paenibacillus catalpae. Strains A018, A027 and AO051



present potential for further studies, only strain AO51 showed high N content in
the plant.

Keywords: Diazotrophic bacteria, rice paddy bean, peanut, rizébios, nodulation.



1. INTRODUGCAO GERAL

Dentre os elementos minerais essenciais para o desenvolvimento
das plantas, o nitrogénio (N) € o mais abundante na atmosfera terrestre.
Responsavel por diversas reacdes, além de fazer parte da estrutura da
clorofila, enzimas e de proteinas. O seu balanco afeta diretamente a formacéao
de raizes, a fotossintese, a producéo e translocacédo de fotoassimilados, bem
como a taxa de crescimento de folhas e raizes. Afetando diretamente o
crescimento e a produtividade das plantas (RYLE et al. 1979; TAIZ & ZIEGER,
2016).

Os elevados custos financeiros e energéticos despendidos para a
obtencéo de fertilizantes sintéticos e a lixiviagdo dos mesmos, que podem ser
potenciais poluidores de lencdis freaticos, tem motivado a busca por formas
alternativas de suprimento de nutrientes as plantas, com reduzido impacto
ambiental (LIMA, 2009).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é definida como sendo a
reducdo de N2 em NHs, devido a acdo da enzima nitrogenase produzida por um
grupo de organismos procariontes denominados diazotroficos. Esse importante
processo ocorre nos solos através da simbiose ou ndo de procariotos com
diversas plantas, especialmente da familia Fabaceae (MOREIRA, 2008).

Os rizbbios compreendem um grupo de bactérias do solo que
possuem a habilidade de induzir a formacdo de nédulos nas raizes e, em
alguns casos, até mesmo no caule de plantas leguminosas, convertendo o
nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis pela planta hospedeira (SILVEIRA
& FREITAS, 2007).

O conhecimento e a utilizacdo das potencialidades dos rizobios que
aportam nitrogénio por meio da fixacdo biolégica e que contribuem para o
aumento da eficiéncia da nutricdo de nitrogénio, representam uma estratégia
economicamente viavel para o produtor. Devido a isto, espera-se que 0s custos
de producdo possam ser reduzidos pelo aumento do uso e melhoria da
eficiéncia dos processos de FBN (ARAUJO, 2014).

A inoculacdo de leguminosas com estirpes de bactérias fixadoras de
nitrogénio altamente eficientes e adaptadas ao ambiente, substituindo os

fertilizantes quimicos, é praticada em diversos paises. E muito comum que o



produtor, visando o aumento da producdo de maneira sustentavel e rentavel,
substitua a adubac&o nitrogenada pelo uso de inoculantes a base de
Bradyrhizobium spp. (DALOLIO et al.,, 2018). O uso de inoculantes com
estirpes de Bradyrhizobium spp. permitiu uma economia anual de
aproximadamente 3,2 bilhbes de doélares em fertilizantes nitrogenados. A
quantidade de nitrogénio fixada pela cultura da soja através da fixacdo
biolégica de nitrogénio foi reportada na ordem de 300 kg N ha, fornecendo
cerca de 94% das necessidades da safra (CONAB, 2016).

Além da importancia da FBN em cultivos extensivos, a agricultura
familiar pode ser beneficiada com a utilizacdo dessas tecnologias, garantido
uma melhor qualidade e uso do solo, reducdo de custos de producdo
auxiliando na fixacdo da familia no campo (RUNJANEK et al.,2012).

Em préticas agricolas com adubacdo verde e consorcio de
leguminosas em pastagens, sao fixadas grandes quantidades de nitrogénio por
hectare. Deve-se considerar que nem todo nitrogénio fixado fica a disposicao
da cultura que vem a seguir, em virtude do tempo de mineralizacdo deste
nutriente (MALAVOLTA et al., 2002). Segundo Lima (2009), a adubacéo verde
com espécies leguminosas pode ser uma importante alternativa para
incrementar os niveis do nutriente no solo via fixacdo simbidtica.

Alysicarpus vaginalis (L.) DC. e Macroptilium lathyroides (L.) Urb.
sdo espécies leguminosas que possuem incrivel potencial de adaptacdo a
diferentes ambientes e, devido ao curto ciclo reprodutivo, podem se tornar
plantas potencialmente daninhas em cultivos onde o sistema de manejo
favoreca o seu desenvolvimento. Entretanto, estas plantas por serem
leguminosas, podem apresentar boa capacidade para fixacdo bioldgica de
nitrogénio, com potencial de uso em praticas de adubacéo verde (LORENZI,
2000). Vale ressaltar que o processo de otimizacdo da FBN depende da
selecdo e especificidade simbidtica na interacdo rizdébio e a espécie vegetal
(LIMA, 20009).

A avaliacdo da ocorréncia, diversidade e eficiéncia de rizobios que
formam simbiose com diferentes espécies leguminosas tem sido objeto de
muitos estudos que buscam conhecer a ecologia desses microrganismos e
selecionar estirpes na FBN (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999; CHUEIRE et



al., 2003). Véarios métodos sao aplicados no estudo da diversisdade e
taxonomia de rizébios.

O emprego da engenharia genética como ferramenta no processo de
identificacdo de microrganismos tem sido empregado cada vez mais. Esta
ferramenta facilita os processos de identificagdo. Com a ajuda da engenharia
genética, muitas espécies e géneros novos de rizébios foram descritos
(ROCHA, 2007). O estudo com rizébios vem crescendo cada vez mais, devido
a sua importancia ecologica e econdémica (MOREIRA, 2008).

A. vaginalis e M. lathyroides, apesar de serem leguminosas, nao
foram estudados profundamente, visando a verificagdo do potencial de FBN e
possivel uso em futuras praticas de manejo, buscando atender as
necessidades de N das diferentes espécies exploradas economicamente.

Assim sendo, o presente trabalho teve como finalidade avaliar a
diversidade fenotipia e genética e selecionar estirpes de rizobio envolvidas no
processo de fixacdo biolégica de nitrogénio em plantas de A. vaginalis e M.
lathyroides.

2. REVISAO DE LITERATURA

Macroptilium lathyroides L. (Urb.)

O género Macroptiium, da familia Fabaceae, possui
aproximadamente 20 espécies nas Américas (SOUSA et al., 2013). M.
lathyroides € pertencente ao mesmo género do sirato (Macroptilium
atropurpureum), sendo usada como forrageira no Brasil e em diversas regifes
da América do Sul (GUERRA et al., 2007; MONKS et al, 2006;
VASCONCELOS et al., 2011).

O Macroptilium lathyroides (Figura 1), também conhecido como
feijdo dos arrozais ou feijao rolinha, € uma planta anual, ereta, ocasionalmente
ascendente, herbacea, ramificada, de caule glabro e esparsamente sericeo-
pubescente. Em condicbes de sombreamento, a planta pode apresentar

crescimento rente ao solo ou até mesmo se entrelacar, atingindo de 60 a 120



cm de comprimento. Com a maturidade, as hastes tornam-se lenhosas em sua
base. As folhas sao trifoliadas com largura de 3 a 8 cm e 1 a 3,5 cm de
comprimento (LORENZI, 2000).

P 1
Figura 1: Macroptilium lathyroides (L.) Urb.
Fonte: Bruce Cook (s/d).

As inflorescéncias sdo racemos de 15 a 25 cm suportados em
pedunculos de aproximadamente 30 cm de comprimento, com flores vermelhas
a vermelho purpura, podendo ocasionalmente apresentar flores brancas ou
rosadas, com diametros de 13 a 15 mm. Os frutos sao pubescentes, lineares,
deiscentes, com 5,5 a 12 cm de comprimento e 2,5 a 3 cm de largura, contendo
20 a 30 sementes castanhas oblongas que caem com facilidade (HEUZE et al.,
2015).

Nativa da América Tropical, ocorrendo nas Guianas, Brasil e
Paraguai, a espécie propaga-se exclusivamente por sementes. E uma planta
ruderal medianamente frequente em quase todo o pais, infestando
principalmente pomares, beiras de estradas, gramados, e terrenos baldios
(LORENZI, 2000). Prefere solos umidos e floresce durante todo o periodo
quente do ano. E hospedeira alternativa do virus do mosaico (FERREIRA et al.,
2001). Pouco exigente em fertilidade, desenvolve-se em locais mal drenados e
com pH baixo, também possui capacidade de adaptacdo em regides com
condi¢des de baixa precipitacdo (MONKS et al., 2006; FERREIRA, 2002).



N&o existem herbicidas registrados para o controle quimico de M.
lathyroides, o que torna dificil a recomendacao de produtos quimicos para essa
finalidade. Além disso, sdo poucas as pesquisas envolvendo a eficacia de
herbicidas para o controle da espécie. Porém, existem relatos de sucesso no
controle da espécie infestando lavouras de arroz de sequeiro (SANTOS et al,
2000). Concenco et al. (2012), estudando o controle de M. lathyroides com
herbicidas aplicados em pds-emergéncia inicial, relatam que a espécie
mostrou-se sensivel a uma ampla gama de principios ativos.

Extratos de partes da planta também apresentam efeito citotoxico e
genotoxico, interferindo na divisdo celular, causando anormalidades
cromossOmicas em alface (SILVA et al., 2018a) e forte acao alelopatica (SILVA
et al., 2018b).

Como caracteristica tipica relacionada a sua familia botanica
(Leguminosa) e facilmente verificada visualmente ao se arrancar as plantas do
solo, a presenca de nddulos repercutem na possibilidade dessa espécie ser
usada como possivel planta fixadora de nitrogénio, podendo ser explorada na
adubacao verde, além do seu uso como forrageira para a producéo de feno ou
silagem ou até como banco de proteinas (ALBUQUERQUE, 2013).

Alysicarpus vaginalis (L.) DC.

Alysicarpus vaginalis (Figura 2), também conhecido como
amendoinzinho, € uma espécie perene, prostrada com a extremidade dos
ramos ascendentes, herbacea, glaba, com folhas manchadas, pouco
ramificada, com enraizamento nos nos inferiores, de 20-40 cm de altura. E
originaria da India e apresenta propagacdo principalmente por sementes.
Infestam lavouras anuais e perenes, pomares, beira de estradas e terrenos
baldios. Prefere solos férteis e bem supridos de umidade, vegeta mais
intensamente no verao e tolera certo grau de sombreamento (LORENZI, 2000).

Existem relatos da utilizacdo dessa planta para compor pastagens,
produzir feno e forragem e/ou como estratégia para controle de erosdo. No
Brasil, € considerada planta infestante e sua ocorréncia vem aumentando em
areas urbanas e rurais do estado de S&o Paulo (NATIONAL PLANT DATA

CENTER, 2000).



Figura 2: Alysicarpus vaginalis (L.) DC
Foto: Rubens Teixeira de Queiroz, UFPB (2014).

Suas folhas sé@o oblongo-elipticas, podendo apresentar-se na forma
lanceolada, de 1,0 — 6,5 cm de longitude por 0,3 — 2,6 cm de largura. A
inflorescéncia é oposta e as folhas atingem até 10 cm de comprimento, com
coloracdo alaranjada, rosada ou avermelhado roxo com 6 mm de comprimento
(DUKE, 1981). As vagens apresentam comprimento de 1,2 — 2,5 cm, com veias
reticuladas, que se partem em 4 — 7 segmentos, com margens ligeiramente
elevadas entre os segmentos, cada segmento com 25 — 3 mm de
comprimento. Suas sementes sdo amareladas, salpicadas com marrom ou
inteiramente amarelo-marrom a marrom (WAGNER et al., 2014).

A espécie é utilizada como planta medicinal, suas raizes sao
utilizadas no tratamento contra tosses e febres, as sementes podem ser
utilizadas no tratamento de cdlicas e desinteria e a planta como um todo pode
ser utilizada para tratar ferimentos (FERN, 2014).

A A. vaginalis apresenta um grande potencial de utilizagdo na
alimentacdo de equinos e ovinos, a palatabilidade e aceitacdo da leguminosa €
similar ao da alfafa. Desenvolve-se bem em solos moderadamente acidos, mas
ndo tolera salinidade, suporta solos Umidos, mas ndo em condi¢cdes de
alagamento, podendo tolerar um curto tempo de inundagéo. Ha também relatos

de susceptibilidade ao atague de nematdéides (COOK et al., 2005).



As leguminosas sdo espécies que podem associar-se com rizébios
nativos ou com estirpes introduzidas por meio de inoculagdo direta em
sementes (BALA et al., 2003). O fato dessas plantas apresentarem nodulacéo
€ um indicativo de que essas espécies podem apresentar potencial para
fixacdo biologica de nitrogénio (ALBURQUERQUE, 2013), este é o caso da
Alysicarpus vaginalis apresenta nodulacdo abundante, podendo ser verificada

visualmente.

Fixacéo biolégica de nitrogénio

A microbiota do solo tem ligacdo direta com a sustentabilidade dos
ecossistemas terrestres, uma vez que esses sistemas dependem dos
processos funcionais por eles realizados, influenciando diretamente nas demais
propriedades dos solos (CHAVES et al., 2011).

O nitrogénio em forma de N2z constitui 78% dos gases atmosféricos e
se difunde nos espacos porosos do solo. Devido a tripla ligacdo que existe
entre os dois atomos do N2, nenhum animal ou planta conseguem assimila-lo
(HER et al., 1989; WALLEY & STEPHENS, 2002). As bactérias capazes de
fixar biologicamente o N2 possuem uma enzima denominada nitrogenase, que
rompe a tripla ligagcdo do N2 atmosférico e promove sua reducdo até amonia
(VARGAS et al., 1994; HUNGRIA et al., 2001; TORTORA et al., 2012).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é realizada por diversos grupos
filogenéticos bacterianos, denominados diazotroficos. Essas bactérias podem
viver livres nos mais diferentes ecossistemas, estabelecer simbiose ou estar
associadas as plantas e serem denominadas de associativas (MOREIRA et al.,
2010a).

As bactérias diazotroficas podem contribuir para o crescimento
vegetal ndo sO pelo fornecimento de nitrogénio, mas também por outros
mecanismos como a producdo de fitormdnios, solubilizacdo de fosfato,
antagonismo a fitopatdégenos, entre outros. Dentre as bactérias diazotroficas
associativas podem-se citar as dos géneros Azotobacter, Beijerinckia, Derxia,
Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconacetobacker, Azoarcus,
Bacilus e Paenibacillus (MOREIRA et al., 2010b).
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O grupo dos rizGbios se associa simbioticamente as plantas e
formam estruturas especializadas nas raizes, conhecidos como ndédulos, nos
quais ocorre o processo de fixacdo biolégica. Nos nodulos, a amdnia
sintetizada € rapidamente incorporada aos ions de hidrogénio, ocorrendo a
transformacdo em ions de aménio que serdo, entdo, distribuidas para a planta
hospedeira e incorporadas em diversas formas de N organico (HUNGRIA et al.,
2001). A simbiose ocorre quando os produtos da fotossintese séo liberados
pela planta e absorvidos pelas bactérias que fixam o nitrogénio e transferem o
NH4* para a planta (VINHAL-FREITAS & RODRIGUES, 2010).

Rizobio

Este grupo é composto por bactérias gram-negativas, aerdbicas e
ndo esporulantes, distribuidas nos filos Alpha-Proteobacteria, Beta-
Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria, Flacobacteria e Sphingobacteria. Os
géneros Rhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium
redinem mais de 85% das espécies de bactérias que nodulam leguminosas
(Figura 3) (ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001; LEITE, 2015; PEIX et al., 2015).

Figura 3: Raiz de Macroptilium lathyroides
com nédulos.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).
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Uma alta diversidade genética entre isolados provenientes de
feijoeiro foi relatada por Shamseldin et al. (2005), todos pertencentes ao género
Rhizobium, com eficiéncia simbiotica variavel. Kozusny-Andreani & Andreani-
Junior (2014) observaram que Bradyrhizobium spp. e Rhizobium tropici agem
como promotores de crescimento para alface. Hoffman et al. (2007)
selecionaram estirpes de Bradyrhizobium eficientes em Arachis hypogaea
(amendoim). Campelé & Ddbereiner (1969) relataram estirpes de rizébios
eficientes para nodulagdo em Sabia (Minosa caesalpiniaefolia Benth) e Angico
(Piptadenia peregrina Benth), ambas da mesma subfamilia. Santos et al. (2007)
isolaram estirpes eficientes com alto potencial para fixacdo de N2 em Arachis
hypogaea, Stylosanthes guyanensis (Estilosantes) e Aeschynomene americana
(Angiquinho).

A amplificacdo de regides especificas do genoma e posterior
sequenciamento de bases € uma importante ferramenta para identificacdo de
bactérias. Através do banco de dados da National Center for Biotechnology
information (NCBI) é possivel comparar as sequéncias obtidas em campo com
as disponiveis na base de dados, realizando a identificacdo por comparacao
(NLM, 2018).

As moléculas de RNA 16S e 23S presentes no ribossomo séo
empregadas na taxonomia das bactérias por serem regides extremamente
conservadas, e se enquadram como marcadores filogenéticos, conforme
relatado por Piaza (2006) e Relman (1999). De acordo com Janda & Abbott
(2007), o sequenciamento do gene 16S rRNA tem sido utilizado para o estudo
da taxonomia bacteriana e filogenia. O gene 16S rRNA fornece identificacdo de
género e espécie, existem varios trabalhos que indicam que as estirpes que
compartilham menos de 97% de similaridade ndo sdo da mesma espécie e que
estirpes que compartilham menos de 95% de similaridade ndo sdo do mesmo
género (PATEL, 2001; FONTANA et al., 2005; MIGNARD & FLANDROIS,
2006; TINDALL et al., 2010).

A inoculagcdo com rizobio pode substituir a utilizacdo de fertilizantes
quimicos nitrogenados, como € o caso da soja no Brasil, inoculada com
Bradyrhizobium (MOREIRA et al., 2010a). O uso de inoculantes no tratamento

das sementes de soja a partir da década de 1960, garantiu a competitividade
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internacional desta cultura, refletindo diretamente na balanca comercial do
Brasil (EMBRAPA, 2016).

Leguminosas em sistemas agricolas

Diversos produtores rurais fazem uso de técnicas que proporcionam
a manutencdo ou a melhoria do potencial produtivo dos sistemas agricolas.
Dentre as técnicas podemos citar a utilizacdo de leguminosas como adubos
verdes e no consorcio com plantas forrageiras.

Calegari et al. (1993) definem adubacé&o verde como sendo uma
pratica conservacionista pela qual certas espécies de plantas sédo cultivadas e
posteriormente incorporadas, ou ainda mantidas na superficie do solo, durante
seu periodo vegetativo, tendo a finalidade de aumentar a capacidade produtiva
do solo. Porém, muitas das espécies utilizadas como adubos verdes, ndo sao
adaptadas ou suficientemente estudadas para as diferentes regides brasileiras
(AMABILE & CARVALHO, 2006).

Assim, a adubacédo verde consiste numa pratica capaz de melhorar a
fertilidade do solo, tendo como beneficios de adicdo de matéria organica ao
solo, com efeitos significativos a médio e longo prazo (ESPINDOLA, 1997).
Segundo 0 mesmo autor, é uma técnica que proporciona protecdo ao solo e
melhora as caracteristicas fisicas e biolégicas do solo. Espindola et al. (2005)
destacam como vantagens da adubacéo verde, a absorcdo de nutrientes das
camadas profundas do solo e subsolo com a incorporacédo a superficie, evita a
erosdo e poupa o transporte de adubo, pois € produzido no lugar onde sera
empregado.

Por apresentarem capacidade de fixacdo de nitrogénio mediante
associacao simbidtica com rizébios, as leguminosas sdo muito utilizadas como
adubos verdes e sua importancia devido a liberacdo gradativa de nitrogénio
para as culturas posteriores ou associadas (CALEGARI et al., 1993). Estas
possuem absorcéo especifica de nutrientes, produzem grande quantidade de
fitomassa verde e seca e devido ao seu sistema radicular profundo e bem
ramificado, permite maior extracao e reciclagem de nutrientes. Desta maneira o
uso de adubos verdes, na época adequada aos sistemas de cultivo, é uma

alternativa promissora sob 0s aspectos técnico e econdmico (AMABILE &
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CARVALHO, 2006). O uso de leguminosas em pastagens contribui para a
producdo animal, e tem se tornado indispensavel para incrementar a
produtividade com maior sustentabilidade em sistemas agricolas e pecuarios
(BARCELLOS et al., 2008).

A utilizacdo de leguminosas é uma pratica muito recomendada nos
processos de recuperacdo de &reas degradadas, devido a cobertura que a
vegetacdo proporciona, protegendo o solo contra a erosdo. Ainda, essas
plantas sdo capazes de fornecer a matéria organica que através de sua
incorporacao, estimula diversos processos biolégicos e quimicos melhorando a
fertilidade do solo, além de fornecer nitrogénio através do processo de FBN
(BERTONI & LOMBARDI NETO, 2008).

As leguminosas, quando cultivadas em consorcio com pastagens,
podem contribuir para o enriguecimento da forragem produzida. O M.
lathyroides e a A. vaginalis sdo exemplos de espécies que podem ser utilizadas
para esta finalidade, pois possui quantidades significativas de proteina bruta,
fornecendo alimento com elevado valor nutricional para o0s animais
(BARCELLOS et al., 2008). Entretanto, a utilizacdo de leguminosas para
formacao de pastagens deve ser orientada de acordo com a espécie que mais
se adapte as condicbes ambientais, para que se possa produzir uma
guantidade de massa verde com elevada qualidade nutricional (FREITAS et al.,
2011).

A leguminosa M. lathyroides tem a capacidade de persistir por um ou
dois anos sob pastejo continuo, ao se realizar o pastejo rotacionado,
recomenda-se efetuar o descanso do piquete por 6 a 8 semanas, afim de
aumentar a persisténcia da foragem no sistema (TROPICAL FORAGES, 2017).
A espécie desenvolve-se bem com gramineas abertas, em condi¢cdes de boa
fertilidade e areas Uumidas. A regeneracado de plantulas em pastagens s6 ocorre
em condicfes favoraveis, dai a importancia de um manejo adequado. (COOK,
2005).

Tanto o M. lathyroides quanto a A. vaginalis sdo leguminosas com
expressiva nodulacéo, perceptivel visualmente. Varias espécies dessa familia
apresentam grande importancia ecoldgica, sendo capazes de promover a FBN
fornecendo nitrogénio, o uso dessas leguminosas ocorre em diversos sistemas

agroflorestais, agricolas, pecuaria e em programas de recuperacao de areas
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degradadas (FARIA et al., 1999). Desta maneira o estudo aprofundado dos
organismos que realizam simbiose com estas espécies leguminosas € de suma
importancia, pois assim podemos obter informacfes do poténcial de fixacdo de
nitrogénio desses espécies e verificar se sdo adequadas para o manejo de

areas de pastejo e de producédo agricola.
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3. CAPITULOS

3.1. EFICIENCIA E DIVERSIDADE DE BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO QUE COLONIZAM Macroptilium lathyroides (L.) Urb.
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Resumo — O Macroptilium lathyroides € utilizado com forrageira no Brasil,
como caracteristica tipica relacionada a sua familia, verifica-se visualmente a
presenca de nodulos repercutindo na possibilidade de sua utilizacdo como
planta fixado de nitrogénio podendo ser utilizada na adubacdo verde. Assim
sendo o objetivo do presente trabalho foi estudar a eficiéncia e diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam a espécie leguminosa
Macroptilium lathyroides (L.) Urb. Para tanto foram coletadas raizes de M.
lathyroides em areas de ocorréncia natural das espécies na zona rural e
periurbana do municipio de Alta Floresta-MT. As raizes que apresentaram
nodulagéo foram lavadas e seus nodulos retirados, desinfestados e inoculados
em meio de cultura 79 dentro de placas de Petri. Estas foram incubadas em
camara de germinacédo (BOD) no escuro por 28 °C por 10 dias, apds esse
periodo as coldnias foram purificadas pelo método de esgotamento por estrias.
A caracterizagdo morfoldégica em placa foi realizada apds o isolamento das
estirpes e os dados foram convertidos em uma matriz binaria de presenca e
auséncia das caracteristicas, sendo posteriormente utilizados para construcéo
de um dendrograma de similaridade. Foi possivel observar a existéncia de 3
grupos distintos de bactérias com similaridade de 15%. O experimento de
autenticacdo foi conduzido em casa de vegetacao e permitiu constatar que dos
39 isolados, 19 deles apresentaram potencial para serem conduzidos para o
teste de eficiéncia de fixacdo de nitrogénio. O sequenciamento do gene 16S
rDNA, permitiu identificar as seguintes bactérias que colonizam raizes da
espécie vegetal: Mucilaginibacter gossypiicola, Novosphingobium arabidopsis,
Bacillus haynesii, Bacillus xiamenensis, Bradyrhizobium namibiense e
Flavobacterium anhuiense. As plantas inoculadas com os isolados M004, M0O05
e M022 apresentaram teor de nitrogénio na parte aérea muito préxima ao do
tratamento com nitrogénio, indicado o potencial destas estirpes em realizar a

fixacdo biologica de nitrogénio em simbose com Macroptilium lathyroides.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, feijdo dos arrozais, rizébio, nodulacéo.
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Abstract - Macroptilium lathyroides is used with forage in Brazil, as a typical
characteristic related to its family, it is visually verified the presence of nodules
repercussion in the possibility of its use as nitrogen fixed plant and can be used
in green fertilization. This being the objective of the present work was to study
the efficiency and diversity of nitrogen fixing bacteria that colonize the
leguminous species Macroptilium lathyroides (L.) Urb. For this purpose, M.
lathyroides roots were collected in areas of natural occurrence of the species in
the rural and peri - urban areas of the municipality of Alta Floresta-MT. The
roots that had nodulation were washed and their nodules removed, disinfested
and inoculated in culture medium into Petri dishes. These were incubated in the
germination chamber (BOD) in the dark at 28°C for 10 days, after which time
the colonies were purified by the streak-out method. The morphological plaque
characterization was performed after isolating the strains and the data were
converted into a binary matrix of presence and absence of the characteristics,
being later used to construct a dendrogram of similarity. It was possible to
observe the existence of 3 distinct groups of bacteria with similarity of 15%. The
authentication experiment was carried out in a greenhouse and allowed to verify
that of the 39 isolates, 19 of them had potential to be conducted for the test of
nitrogen fixation efficiency. Sequencing of the 16S rDNA gene allowed to
identify the following bacteria that colonize plant roots: Mucilaginibacter
gossypiicola, Novosphingobium arabidopsis, Bacillus haynesii, Bacillus
xiamenensis, Bradyrhizobium namibiense and Flavobacterium anhuiense. The
plants inoculated with the isolates M004, M005 and M022 showed nitrogen
content in the aerial part very close to the with nitrogen treatment, indicating the
potential of these strains in performing the biological nitrogen fixation in

symbiosis with Macroptilium lathyroides.

Key words: Diazotrophic bacteria, rice bean, isolated, nodulation.
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INTRODUCAO

O género Macroptilium, da familia Fabaceae, possui
aproximadamente 20 espécies nas Américas (SOUSA et al., 2013). M.
lathyroides € pertencente & mesma familia do sirato (Macroptilium
atropurpureum), sendo usada como forrageira no Brasil em diversas regifes da
América do Sul (MONKS et al., 2006; GUERRA et al., 2007; VASCONCELOS
et al.,, 2011). O sirato € considerado uma planta promiscua, pois tem a
capacidade de nodular com bactérias de diversos géneros. A estirpe SEMIA
656 (Bradyrhizobium sp.) € recomendada para a cultura pela Reunido de
Laboratdrios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbioldgicos de Interesse Agricola (RELARE) e autorizado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para producéo de
inoculantes (LIMA, 2007).

Como caracteristica tipica relacionada ao seu género (Leguminosa)
e facilmente verificada visualmente, ao se arrancar as plantas do solo, a
presenca de nodulos, repercutem na possibilidade dessa espécie ser usada
como possivel planta fixadora de nitrogénio, além de seu uso atual como
forrageira, pois sdo cultivadas para a producao de feno ou silagem ou até como
banco de proteinas (ALBUQUERQUE, 2013).

Entretanto, a espécie tem se tornado uma espécie potencialmente
daninha em areas com cultivo de milho e soja e em areas renovacao e de
pastagens (CONCENCO et al., 2012). Assim, estd merecendo atencdo em
pesquisa para obtencéo de informacdes de sua biologia (SILVA et al., 2018b) e
praticas que permitam seu uso controlado, visto que aparentemente pode fixar
nitrogénio.

A fixacdo biologica de nitrogénio é realizada por diversos grupos
filogenéticos bacterianos, denominados diazotroficos. Essas bactérias podem
viver livres nos mais diferentes ecossistemas, estabelecer simbiose ou estar
associadas as plantas e serem denominadas de associativas (MOREIRA et al.,
2010a).

A inoculagdo com rizobio pode substituir a utilizacéo de fertilizantes

quimicos nitrogenados, como € 0 caso da soja inoculada com Bradyrhizobium
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(MOREIRA et al., 2010b). O uso de inoculantes, a partir da década de 1960,
garantiu a competitividade internacional para a cultura da soja, refletindo
diretamente na balanca comercial do Brasil (EMBRAPA, 2016).

Por apresentarem capacidade de fixacdo de nitrogénio mediante
associacdo simbidtica com rizébios, as leguminosas sdo muito utilizadas como
adubos verdes e sua importancia vém crescendo devido a liberacdo gradativa
de nitrogénio para as culturas posteriores ou associadas. Estas possuem
absorcdo especifica de nutrientes, produzem grande quantidade de fitomassa
verde e seca e, devido ao seu sistema radicular profundo e bem ramificado,
permite maior extracdo e reciclagem de nutrientes (LANGE et al., 2009;
TEODORO et al., 2009).

Desta maneira 0 uso de espécies com essa capacidade simbidtica,
mesmo vistas como plantas daninhas, tal como a M. Lathyroides tem potencial
de uso como adubos verdes. Cultivados da maneira e época adequadas aos
sistemas de cultivo, seriam uma alternativa promissora sob 0s aspectos técnico
e econdmico (AMABILE E CARVALHO, 2006).

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi estudar a eficiéncia
e diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam a espécie
leguminosa Macroptilium lathyroides (L.) Urb.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de n6édulos de Macroptilium lathyroides

As raizes de M. lathyroides foram coletadas em &reas de ocorréncia
natural da espécie na zona rural e periurbana do municipio de Alta Floresta -
MT, situado no extremo norte do Estado de Mato Grosso, sudeste da Floresta
Amazonica, latitude 9° 52’ 32" S, longitude 56° 05’ 10" W e altitude 288 metros
(INMET, 2016).

O clima do municipio de Alta Floresta é classificado como do tipo Am
(tropical umido ou subumido), com temperatura média superior a 24 °C e
precipitacdo de 2.800 a 3.100 mm (ALVARES et al., 2013).

O procedimento de coleta de raizes foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Hungria (1994). Foram coletadas amostras aleatérias
de 20 plantas. As raizes foram retiradas do solo de maneira a manter o mais
intacto possivel o sistema radicular, removendo o excesso de solo e retirando a
parte aérea, com auxilio de uma pa de jardim e uma tesoura de poda.

As raizes foram acondicionadas em sacos plasticos, mantidas em
caixa de isopor e imediatamente levadas para o Laboratério de Tecnologia de
Sementes e Matologia (LaSeM) da Universidade do Estado de Mato Grosso,

Campus de Alta Floresta-MT.

Isolamento de estirpes bacterianas

As raizes coletadas foram lavadas e, as que apresentavam
nodulacao, foram envolvidas em papel toalha para retirada do excesso de agua
e, com auxilio de uma tesoura de poda foram fragmentadas em particulas
menores a fim de facilitar a retirada do ino6culo do interior do nédulo. Foram
retirados cinco nddulos por sistema radicular.

Para desinfeccdo e purificacdo dos nodulos, foi adotada a
metodologia proposta por Hungria (1994). Cada nodulo foi submerso em alcool
95% por dez segundos, na sequéncia em solucédo de hipoclorito a 2,5% por 3

minutos e, posteriormente foi realizada a lavagem em &agua destilada e
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esterilizada por oito vezes. Os nodulos foram macerados e posteriormente
inoculados em meio de cultura YMA em placas de Petri (VICENT, 1970).

O meio de cultura YMA foi composto de, 10g de manitol, 0,1 g de
solucéo de fosfato de potassio dibasico, 0,4 g de solucéo de fosfato de potassio
monobasico, 0,2 g de solugcdo de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,1 g de
solucéo de cloreto de sodio, 0,4 g extrato de levedura, 5 mL de solucao de azul
de bromotimol (0,5% de azul de bromothimol dissolvidos em 0,2 mol L de
KOH) e 15 g de agar por litro para meio sélido (DOBEREINER et al., 1999;
FRED & WAKSMAN,1928).

As placas foram incubadas em camara de germinacéo (BOD) no
escuro a 28 °C por 10 dias. As culturas foram purificadas pelo método de
esgotamento por estrias conforme descrito por Tortora (2012). Uma alca de
platina flambada foi utilizada para retirar as culturas mistas das placas de Petri
onde o isolado do nodulo foi incubado, as col6nias foram semeadas em estrias
na superficie do meio de cultura 79 em placas de Petri. Ao longo da estria, as
bactérias sdo depositadas a medida que a alca entra em contato com o0 meio
de cultura. As ultimas células depositadas na al¢a de platina foram afastadas o
suficiente para crescer em colbnias isoladas, permitindo repica-las e obter uma
cultura pura contendo somente um tipo morfologico de bactéria, foram isoladas

39 estirpes bacterianas.
Caracterizacao fenotipica
Caracteristicas culturais
A caracterizacdo morfoldégica em placa (Figura 1) foi realizada apos
o0 isolamento das estirpes nas condi¢cdes de temperatura de crescimento e meio
de cultura descrito anteriormente. A seguir sdo detalhadas as caracteristicas

morfoldgicas, segundo descricdo de MELLONI et al. (2006) e DIONISIO et al.,
(2016):
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Figura 1: Placa utilizada na caracterizagao de estirpes de nodulos
de raizes de Macroptilium lathyroides, placa com isolado com 10

dias de crescimento.

Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

a) Tempo de crescimento: Apds a repicagem dos isolados em placas de
Petri contendo meio 79, foi considerado crescimento rapido aquelas
coldnias que puderem ser visualizadas com 2 a 3 dias de incubacéo;
intermediario, com 4 a 5 dias de incubacéo; lento, com 6 a 10 dias de
incubacgéo e, muito lento, as colbnias que pudessem ser visualizadas com
mais de 10 dias de incubacdo. ApoOs sete dias de incubacdo foram
determinadas as demais caracteristicas;

b) Diametro das coldnias: as bactérias foram agrupadas naquelas cujo
diametro era inferior a 1,0 mm ou superior a esse valor;

c) Coloracéo das colonias: foram caracterizadas quanto as cores: incolor,
branca, creme, amarela, rosa, verde ou marrom;

d) Forma da col6nia: na determinagcdo do formato das coldnias foram
consideradas as formas: puntiforme, circular ou irregular;

e) Elevacdo da col6nia: foram considerados os formatos: plana, lente,
convexa, drop-like, umbanada ou umbilicada.

f) Caracteristica da borda da colbénia: foram determinadas como sendo:
Inteira, ondulado, filamentosa, lobada, denteada ou nenhuma.
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g) Transparéncia da colonia: foram consideradas como opacas ou
translicidas.

h) Caracteristicas da superficie da colonia: foram consideradas como
rugosa, lisa ou papilosa;

i) Producdo de goma: As bactérias foram classificadas como de producéo:
escassa, pouco, moderada ou abundante;

j) Consisténcia da goma: foi classificada como seca, aguosa, gomosa,
viscosa ou buitilica;

k) Elasticidade da colbnia: foram classificadas em elastica ou néo elastica;

[) Alteracdo do pH do meio: A coloragdo azul no meio de cultura foi
considerada como crescimento alcalino, coloracdo amarela como sendo
acido e a nao alteracao da cor original do meio (verde) como neutro,

comparando os isolados com placas sem inoculagéo.

Agrupamento dos isolados por similaridade morfolégica

Apoés a caracterizacao cultural dos isolados, com os dados obtidos
com a morfologia de colénias bacterianas, foi construido um dendrograma de
similaridade por distancia Euclidiana, as varidveis foram analisadas como
multicategérios binarios e anéalise de componentes principais, realizada a fim de
definir as caracteristicas de maior contribuicdo para o estudo de diversidade
das estirpes, os dados foram utilizados para agrupar as estirpes pela
similaridade  morfologica, permitindo verificar grupos de individuos
semelhantes. O dendrograma foi confeccionado pelo método Ward’s com
auxilio do software Statistica (STATSOFT, INC., 2011).

Autenticacédo das estirpes
A capacidade de nodulacdo das estirpes isoladas foi verificada
seguindo-se a metodologia proposta por Everitt (1993). O experimento para

autenticacao foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao LaSeM na

Universidade do Estado de Mato Grosso, campus universitario de Alta Floresta.
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As sementes de M. lathyroides foram submetidas a quebra de
dorméncia por imersdo em acido sulfarico P.A. por 30 minutos, seguido de
lavagem com agua destilada estéril (BRASIL, 2009). A desinfestacao foi
realizada com hipoclorito a 2,5% por 10 minutos seguidos de oito lavagens
sucessivas com agua destilada e autoclavada. Foram semeadas 3 sementes
da espécies em cada tubete. Apos a emergéncia das plantas, foi realizado o
desbaste mantendo-se apenas uma planta por tubete. Esta foi escolhida,
buscando-se manter a uniformidade de tamanho entre todas as plantas das
demais unidades experimentais.

As plantas foram cultivadas em tubetes de 355 cm? contendo areia e
vermiculita na proporcdo de 2:1, previamente esterilizados. As plantas foram
irrigadas com solucdo nutritiva autoclavada conforme Sarruge (1975) em duas
condi¢gbes, uma com nitrogénio e outra com 10x menos nitrogénio conforme a

Tabela 1, a seguir:

Tabela 1. Concentracdo de nutrientes em solu¢do nutritiva utilizada no experimento de
autenticacdo de estirpes bacterianos obtidos de nédulos de Macroptilium lathyroides.

Com nitrogénio Baixa concentracédo de N
Concentragdo (mg L)

Macronutrientes 50% 25% 50% 25%
N 105 52,5 10,5 5,25
P 15,5 7,75 15,5 7,75
K 117 58,5 117 58,5
Ca 100 50 100 50
Mg 24 12 24 12
S 34,95 17,475 32 16
Micronutrientes
B 0,25 0,125 0,25 0,125
Mn 0,25 0,125 0,25 0,125
Zn 0,025 0,0125 0,025 0,0125
Cu 0,01 0,005 0,01 0,005
Mo 0,005 0,0025 0,005 0,0025
Fe 2,5 1,25 2,5 1,25
Cl 0,35 0,175 291,475 145,738

Foram utilizados como fontes dos nutrientes os seguintes reagentes:
KH2PO4, KNO3s, Ca(NOs3)2 4H20, MgS0O47H20, Fe-EDTA, KCI, CaClz 2H20 e
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Micronutrientes (HsBOs, MnClz, ZnClz, CuCl;, H.M0O.). Da semeadura até 15
dias de emergéncia, as plantas foram irrigadas com solugcdo em 25% da
concentracdo de nutrientes e, apos esta data, até o0 momento da coleta do
experimento, foi utilizada a solucéo a 50% da concentracao.

Cada planta foi inoculada com 1,0 mL de indculo (Figura 2). O
preparo do in6culo consistiu no crescimento das estirpes bacterianas em meio
YMA liquido (mesma composi¢cdo do meio sdlido, porém isento de agar) sob

agitacao de 150 rpm, até a fase log de crescimento (HUNGRIA, 1994).

Figura 2: Procedimento de inoculagédo de estirpes em

Macroptilium lathyroides.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente
casualizado com 3 repeticdes, constituido de 41 tratamentos, sendo 39 estirpes
bacterianas, irrigadas com solu¢do nutritiva contendo 10 X menos nitrogénio

que o recomendado, e dois tratamentos sem inocula¢cdo (um com nitrogénio em
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concentracbes adequadas e outro com 10 X menos nitrogénio do que o
recomendado).

A coleta das plantas foi realizada 47 dias ap0s a semeadura (inicio
do florescimento), separando-se parte aérea, raiz e nédulos. As diferentes
partes da planta foram secadas em estufa de circulagcéo de ar forcada a 65 °C
por 72 horas e, posteriormente pesadas. Foi determinada a eficiéncia relativa
(ER), que corresponde a relacdo entre rendimento do tratamento inoculado
sobre o tratamento com nitrogénio em porcentagem, das estirpes pela
equagao:

MSPA tratamento inoculado

ER = (

x 100).

MSPA tratamento com N

» ER - Eficiéncia relativa;

» MSPA tratamento inoculado — massa seca da parte aérea do tratamento
inoculado com a estirpe bacteriana;

» MSPA — massa seca da parte aérea do tratamento sem inoculacéo e

com Nitrogénio.

Os dados de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da
raiz (MSR) e massa seca total, foram transformados para Log (x) para ajuste
de normalidade dos dados. Massa seca de nddulos (MSN) foi transformado em
Log (x+10) e relacdo parte aérea e raiz (RELACAO) em Log (x) + 0,5. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando significativo, foram
comparados pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, com auxilio do
software SISVAR (FERREIRA, 2014).

Identificacdo molecular das estirpes bacterianas

As bactérias selecionadas através do teste de autenticacdo, ou seja,
os isolados M002, M004, M005, M014, M016, M019, M022, M024, M028,
M033, M035 e M036, foram submetidos a identificacdo molecular utilizando-se
0 sequenciamento parcial da regido 16S. A selecéo foi de acordo com o valor

de MSPA e o grupo a que o isolado pertencia.
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Para o sequenciamento molecular, as colénias bacterianas foram
transferidas para microtubos 1,5 mL contendo 200uL de &gua autoclavada,
seguindo protocolo de Ferreira (2008). Essa solucéo foi usada como fonte de
DNA para PCR (Polymerase Chain Reaction). Os primers utilizados foram
1378R (5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3) e PO27F
(5'GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3).

As reacdes foram realizadas contendo 1,0 pL da suspenséo
bacteriana, 10x de buffer, 0,5 uM de cada deoxirribonucleotideos trifosfato,
0,2uL de cada primer e 2,5 U de Taq DNA polimerase (SIGMA®) diluidos em
agua Milli-Q autoclavada para um volume total de 50 pL. Um controle negativo
(reacdo de PCR sem material bacteriano) foi incluido em todas as reacdes. A
PCR foi realizada em termociclador (Figura 3) T100 Thermal Cycler (BIO-RAD),
programado para realizar uma desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos, 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 62,5 °C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e

extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Figura 3: Termociclador T100 ThermalCycler (BIO-
RAD) utilizado para reacdo em cadeia Polimierase.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).
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A confirmacdo da amplificagdo do fragmento de DNA alvo foi
realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) submetidos a corrida
de duracdo de 1 hora a 60 volts. Os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados sob luz ultravioleta mediante a coloracdo com GELRED.
Considerou que o material apresentou amplificagédo quando houve observagéo
de fragmentos de tamanho esperado (1400 pb).

Os produtos de PCR foram purificados com isopropanol gelado a
100% e centrifugacdo a 9.000 rpm por 15 minutos, apés descarte do
sobrenadante, 200 uL de &lcool a 70% e centrifugacdo a 9.000 por 5 minutos,
seguida de novo descarte de sobrenadante e evaporacdo em banho seco a 35
°C. ApOs a evaporacdo as amostras foram ressuspensas em 20 yL de agua
Milli-Q autoclavada e incubadas em geladeira por 24 horas.

Novamente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2,0%, com marcador de baixo peso molecular para a quantificacéo de
DNA. Apé6s quantificacdo da concentracdo de DNA, as amostras foram diluidas
para 50ng/uL e aliquotas de 9,5uL foram enviadas para o Laboratorio Myleus
Biotecnologia, para sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA, conforme
protocolo do laboratério. As sequéncias obtidas foram comparadas por BLASTn
contra base de dados do NCBI. Foram considerados somente os nucleotideos

com valor de qualidade de sequenciamento maior ou igual a 750.

Teste de eficiéncia na Fixacéo Biologica de Nitrogénio

Para este experimento, foram estudados os isolados que
apresentaram resultado positivo para formacéo de ndédulos e maior rendimento
de massa seca da parte aérea no experimento de autenticacdo (M002, M004,
MO005, M008, M014, M016, M019, M022, M024, M025, M026, M028, M030,
M032, M033, M035, M036, M037 e M039).

O experimento foi realizado em vasos de plastico com capacidade
de 1,7 litros, com solo coletado na zona rural de Alta Floresta — MT (Figura 4).
A adubacéo foi realizada de acordo com analise quimica do solo (Tabela 2),
seguindo-se a recomendacao de Ribeiro et al. (1999) para a cultura da soja.
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Tabela 2. Resultado da andlise de solo utilizado no experimento de eficiéncia na fixagao
biolégica de nitrogénio. Analise realizada no Laboratério de Andlises de solo, Adubo e Foliar da
Universidade do Estado de Mato Grosso - LASAF.

Resultado da analise de solo

P . . .
Amos Profun pH i © K Ca Mg Al H+Al Areia Silte Argila
.cm- Agu CaClz mg/dm3 cmold/dm3 g/kg

1 00-20 56 51 9,7 222 057 4,71 1,13 0 1,73 644 99 257

Resultados calculados

Soma Satur Satur.

CTC de .por  por Satur. por
Profun pH7 Base base alumi elemento Relacéo
Amos. cm s s nio
' T SB \% m K Ca Mg
cmolc/dm3 % % Ca/  ~ x Md
Mg K

1 00-20 81 64 788 00 70 58 139 42 83 20

Figura 4: Vis&o geral das unidades experimentansi no teste de eficiéncia na

fixacéo bioldgica de nitrogénio de estirpes em Macroptilium lathyroides.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

Foram semeadas 10 sementes por unidade experimental, apés
superada a dorméncia destas e previamente desinfestadas, conforme descrito
anteriormente. E ap0s a emergéncia, foram mantidas as 5 plantas mais
uniformes. As plantas foram inoculadas com 1000 pL de caldo bacteriano
(bactérias crescidas em meio 79 liquido conforme descrito no experimento de
autenticacao).

Os tratamentos foram constituidos por 19 isolados, além de um
tratamento sem adicéo e outro com a adicdo de N, totalizando 21 tratamentos.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 repetigdes. O
experimento foi conduzido por 45 dias (inicio do florescimento) até a realizagéo

da coleta.

ApoOs a coleta, cada planta foi separada em parte aérea, sistema
radicular e nodulos e posteriormente acondicionados em sacos de papel e
secados em estufa a 65 °C com ventilagdo forcada durante 72 horas. As
avaliacdes realizadas foram: comprimento de raiz (CR), volume de raiz (VR),
massa seca de raiz (MSR), comprimento de parte aérea (CPA), massa seca de
parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), relacdo parte aérea e raiz
(RELACAO), nimero de nddulos (N° de nédulos), massa seca de nodulos
(MSN), indice verde (IV) que correlaciona o teor de clorofila e o N na planta,
teor de nitrogénio na parte aérea (TEDESCO et al.,1995) e conteudo de
nitrogénio por vaso (teor de N na parte aérea x peso da parte aérea) . A média
dos dados foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa Sisvar 4.6 (FERREIRA, 2014). As variaveis VR, N° de
nodulos, MSPA, MSN, MST e CONT N foram transformados em log (x+2), para
ajuste de normalidade dos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo morfoldgica das colbénias

Na caracterizacdo morfolégica das estirpes isoladas de nddulos de
M. lathyroides avaliados (Figura 5), verificou-se que aproximadamente 49%
destes apresentaram crescimento rapido (< 3 dias), 46% acidificaram o meio de

cultura, 15% o mantiveram neutro e 38% alcalinizaram o meio de cultura.
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Caracteristicas morfolégicas de isolados de Macroptilium lathyroides.

Figura 5. Frequéncia de isolados por caracterizacdo morfol6égica referente ao crescimento,
didmetro, coloragdo, forma, borda, elevacdo, transparéncia, superficie, producdo de muco,
consisténcia de muco, elasticidade e alteracao de pH do meio de cultivo de bactérias isoladas

de raizes de Macroptilium lathyroides.

Em geral, a velocidade de crescimento de bactérias diazotréficas €
muito rapida e ndo excede 3 dias, como verificado neste estudo, resultando em
ocupacao total da placa de Petri em curto intervalo de tempo (EAGLESHAM et
al., 1984; MARTINS et al.,, 1997b). Comuns em regides tropicais, como € o
caso do ambiente em que foram coletados os materiais desta pesquisa, um
grande numero de estirpes de crescimento rapido nodulam espécies de
leguminosas herbaceas, especialmente as nativas (LAWRIE, 1983; SPRENT,
1994). Nesta otica, ha também especulacbes sobre a relacdo entre as
caracteristicas que determinem que o crescimento rapido e o crescimento sob

condicbes de elevadas temperaturas devam estar associadas geneticamente
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(MARTINS et al., 1997b). Estas duas condi¢cdes s&o as que 0S microrganismos
estudados estao sujeitos em regides tropicais, como a Amazonia brasileira.

Essas estirpes de rizObios também tém como caracteristica a
alteracdo do pH do meio de cultura, acidificando-o0 neste curto intervalo de
tempo em que estas crescem e ocupam a placa, conforme verificado nesta
pesquisa. As mudancas do pH promovidas pelo rizébio no meio de cultura se
devem ao consumo de acucares por estas estirpes que, logo apos a utilizacao
preferencial desta substancias, excretam acidos organicos, acidificando o meio
(TAN & BROUGHTON, 1981).

Outras pesquisas reportam resultados semelhantes aos verificados
neste estudo, em condi¢cBes de coleta de bactérias em diferentes ambientes.
Chagas Junior et al. (2010) também estudando bactérias diazotréficas em
feijdo caupi na Amazonia, verificaram que a velocidade de crescimento nessa
condicdo foi predominantemente rapida, assemelhando-se aos resultados
anteriormente descritos. Saturno & Andrade (2015) relatam isolados de rizébios
obtidos em areas cultivadas e de florestas no Parana, que apresentaram
crescimento rapido.

Araljo & Gualter (2017) em seu estudo com bactérias nativas de
solos do Cerrado oriundo de nddulos de feijdo caupi, relataram resultados
semelhantes a esta pesquisa. Os autores encontraram uma grande
heterogeneidade de bactérias noduliferas, sendo que 27% destas tinham a
capacidade de alcalinizar o0 meio de cultura. Ehrhardt-Brocardo et al. (2015),
com isolados de nédulos de Bracatinga (Mimosa scabrella), também
observaram isolados com capacidade de alcalinizar o pH do meio. A habilidade
dos isolados de alcalinizar o meio, observada no presente estudo, foi relatada
por Martins (1996) como sendo uma possivel vantagem seletiva para o rizébio.

Dos isolados de nédulos de M. lathyroides analisados (Figura 5),
cerca de 85% deles apresentaram colbnias superiores a 1 mm de diametro.
Estes dados assemelham-se aos obtidos por Silva et al. (2014) que, em estudo
com diversidade de rizobios, verificaram que aproximadamente 76% dos
isolados tiveram comportamento semelhante para didametro de colénia aos
obtidos neste estudo.

Quanto a coloracdo, a maioria dos isolados, cerca de 46%,

apresentaram coloracdo amarela, as demais variaram entre branca, creme,
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incolor e verde (Figura 5). A coloracdo amarela é indicativo da alteracdo no pH
do meio de cultura, indicando que sdo rizobios de crescimento rapido e que
geralmente acidificam o meio, tornando-o amarelo ou amarelado (TAN &
BROUGHTON, 1981), como o verificado neste estudo, respaldando os
resultados obtidos na determinacdo do pH do meio, relatado anteriormente. Ja
0s rizobios de crescimento lento, tendem a torné-lo verde ou esverdeado apds
alcalinizarem o meio de cultura (MARTINS et al., 1997a).

As coloragdes dos isolados obtidos sdo semelhantes aos relatados
por Cassetari (2010) que estudou bactérias diazotréficas da Mata Atlantica,
verificando que o0s seus isolados apresentaram colbnias com coloragéo
amarelo intenso ou variando de branco a creme. Também Araljo & Gualter
(2017) obtiveram resultados semelhantes em seu estudo com bactérias nativas
de solos do Cerrado isoladas de feijdo caupi, eles observaram isolados com
coloragbes amarelas e brancas. Em ambos os estudos, as bactérias citadas
eram de crescimento rapido e acidificaram o meio de cultura.

No que diz respeito a forma, borda, elevacdo, transparéncia,
superficie da colénia e elasticidade, 100% apresentaram formato circular,
aproximadamente 92% produziram borda inteira, 92% convexa, 74% eram
translucidas, 97% lisas e 95% nao apresentaram elasticidade (Figura 5).
Chagas Junior et al. (2010) relatam que, dos isolados estudados por eles,
todos apresentaram comportamento similar aos isolados de M. lathyroides.
Também Stocco et al. (2008), avaliando a biodiversidade de rizébios em
feijoeiro, obtiveram dados semelhantes, os autores observaram que dos
isolados obtidos 100% apresentaram superficie lisa, elevacdo de colbnia
convexa e diametro maior que 1 mm.

Dos isolados avaliados neste trabalho, 41% deles, além de
apresentarem crescimento rapido, apresentaram muco abundante e
acidificaram o meio (M001, M003, M006, M007, M010, M0O11, M013, M0O15,
M017, M018, M021, M029, M031, M034, M038 e M040).

Moreira & Pereira (2001) relatam que essas caracteristicas de
crescimento rapido e acidificacdo do meio de cultura séo tipicas dos géneros
Rhizobium, Sinorhizobum e Mesorhizobium. Melloni et al. (2006), analisando as
caracteristicas culturais de bactérias diazotréficas noduliferas de caupi,

constataram que um grande numero de isolados bacterianos apresentaram
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maior similaridade com estirpes pertencentes a espécies dos géneros
Rhizobium e Sinorhizobium, de crescimento rapido e carater acidificante, o que
nos leva a deduzir que estes isolados possuem grande probabilidade de
pertencerem a um desses géneros. Campélo (1976), em seu trabalho de
caracterizacdo e especificidade de Rhizobium spp de leguminosas florestais,
obteve dados semelhantes, com predominancia da produ¢cdo de muco em
estirpes de crescimento rapido.

Aproximadamente 13% dos isolados apresentaram crescimento
intermediario, produzindo pouco muco e alcalinizando o meio (M016, M022,
M024, M30 e MO033) e, praticamente 8% destes, apresentaram crescimento
lento, producdo de muco moderada e também alcalinizaram o meio (M0O08,
MO014 e MO028) e finalmente, 5% cresceram lentamente, produziram pouco
muco e ndo alteraram o meio de cultura (M002 e M0O05). Jordan (1984) relata
que as bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium formam um grupo
numeroso de estirpes com crescimento intermediario a lento, comum nas
regides tropicais, como é o caso dos isolados obtidos neste estudo, justificando
a presenca de isolados de crescimento intermediario a lento (aproximadamente
26%).

Estas caracteristicas sdo parametros que devem ser comparados e
correlacionados entre si. Assim, por exemplo, colénias menores em geral sao
translicidas e produzem pouco muco. J4 as que sdo maiores, tendem a
produzir grande quantidade de muco (MARTINS, 1996; MARTINS et al.,
1997b), como as verificadas no presente estudo, havendo geralmente relacéo
direta entre a velocidade de crescimento e a producao de muco.

Outro fato a ser considerado € a relagdo entre o tamanho da col6nia
e as suas caracteristicas na habilidade de fixacdo simbidtica de nitrogénio
(ALLEN & ALLEN, 1950). Segundo pesquisa relatada por Herridge & Roughley
(1975), em geral, coldnias grandes e com producdo volumosa de muco, sdo

simbioticamente pouco eficientes.

Agrupamento dos isolados

De acordo com o dendrograma de similaridade, é possivel observar

a existéncia de 3 grupos distintos de bactérias, formados de acordo com as
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caracteristicas morfoldgicas em nivel de similaridade de 15% para os isolados
de Macroptilium lathyroides (Figura 6).
Dos grupos obtidos, pode-se observar que o grupo Il reuniu uma

grande quantidade de isolados, ou seja, 20 no total (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma de isolados de rizobio obtidos de raizes de
Macroptilium lathyroides, por caracterizacdo fenotipica e formacgédo de
grupos com caracteristicas semelhantes, coletados no municipio de Alta
Floresta — MT.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da analise de
componentes principais, com os autovalores e os coeficientes de correlagéo
para a verificacdo de formacdo dos grupos observados na andlise de
agrupamento hierarquico. Os resultados indicam que aproximadamente 28%
da variabilidade total foi explicada pelo primeiro componente principal (CP1).
Por sua vez, o segundo componente principal (CP2) explicou aproximadamente
23% da variabilidade, com valor acumulado de aproximadamente 51% da
variabilidade contida nos dados originais. O terceiro componente principal
(CP3) explicou aproximadamente 11% da variabilidade total dos dados.

Desta maneira, a somatéria dos trés componentes principais é

responsavel por aproximadamente 62% da variabilidade contida no conjunto
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original dos dados. A quantidade de variagéo foi suficiente para a geracao de

trés agrupamentos, observados na andlise de agrupamentos hierarquicos.

Tabela 3. Autovalores, quantidade de variacdo explicada, coeficientes de correlacdo e

autovetores entre isolados de rizobios de plantas de Macroptilium lathyroides.

Componentes PC1 PC2 PC3
Autovalor 3,103002 2,536786 1,246715
Acumulativo 3,10300 5,63979 6,88650
% Total 28,20911 23,06169 11,33377
Acumulativo 28,2091 51,2708 62,6046

Coordenadas fatoriais das variaveis, baseadas em correlagdes (Macroptilium lathyroides)
Crescimento -0,789961 -0,139977 -0,291305
Diametro -0,408323 -0,534475 -0,129201
Cor 0,516073 0,696599 -0,205930
Elevacao 0,333336 -0,733610 0,318261
Borda -0,463656 0,422065 0,545418
Transparéncia -0,109680 0,605652 0,282816
Superficie 0,437892 -0,650006 -0,229536
Muco 0,808475 0,008860 -0,092064
Consisténcia -0,198772 0,446279 -0,659025
Elasticidade -0,331166 -0,077426 -0,348701
pH -0,844526 -0,188135 0,083259

4+
Grupo | Grupo lll
2
Tral

Borda Cons.

CP2 (23,06%)
o

Grupo Il

-3 -2 -1 0 1 2 3
CP1 (28,21%)

Figura 7. Gréfico biplot dos componentes principais 1 e 2 da analise de componentes principais
com as caracteristicas morfoldgica referente ao crescimento, didmetro, coloragdo, forma,
borda, elevagdo, transparéncia, superficie, producdo de muco, consisténcia de muco,
elasticidade e alteracdo de pH do meio de cultivo de bactérias isoladas de raizes de

Macroptilium lathyroides.
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O gréfico biplot permitiu verificar a correlagdo das variaveis com 0s
componentes principais (Figura 7), indicando a formacéo dos agrupamentos. O
poder discriminatorio das variaveis dentro de um componente principal foi
medido pelos coeficientes de correlacdo lineares entre cada variavel e o
respectivo componente principal.

Pode-se inferir que, para o componente principal CP1 e por ordem
de importancia, os atributos que apresentaram o0s maiores coeficientes de
correlacdo foram: pH (-0,84), muco (0,81), tempo de crescimento (-0,79) e cor
(0,52). Os valores aproximados encontram-se na Tabela 3.

Estes componentes sédo interpretados como sendo as principais
caracteristicas morfolégicas que levaram ao agrupamento dos isolados, de
uma maneira geral, os isolados contidos nesse grupo | (Figura 7) apresentam
coloragdo amarela, crescimento rapido, muco abundante e acidificaram o meio
de cultura.

Os géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium, possuem a
capacidade de modificar o pH do meio de cultura 79, tornando ele acido
(COUTINHO et al., 2000). Esses dados sdo um indicativo que o grupo | possa
ser composto por bactérias do género Rhizobium, Mesorhizobium ou
Sinorhizobium, pois apresentaram coloragdo amarela, acidificaram o meio de
cultura, tiveram crescimento rapido e producdo de muco. Essas bactérias
observadas se enquadram perfeitamente com o que foi sugerido por Sprent
(1994). Este autor relata que bactérias de crescimento rapido, comuns em
regibes éaridas, ndo sdo boas fixadoras de N2, pois a prioridade desses
organismos é a sobrevivéncia. Entretanto, Martins et al. (1997) relatam que
diversas estirpes de crescimento rapido vivem em regides tropicais, como € o
caso da regido Amazoénica, local de coleta deste estudo.

Para o componente principal CP2, os indices que apresentaram
maiores coeficientes de correlacdo foram: elevacdo (-0,73), cor (0,70),
superficie (0,61), transparéncia (0,61) e diametro (0,53), valores aproximados
(Tabela 3 e Figura 7). Destes componentes, a elevacédo da coldnia bacteriana
foi o principal indicador usado para agrupar os isolados. O grupo Il foi
composto por 3 isolados que apresentaram elevacdo tipo lente. Aradjo &

Gualter (2017), estudando bactérias nativas de solos do cerrado, relatam ter

44



isolado 3 estirpes de bactérias com elevacdo da colbnia tipo lente, mesmo a
semelhanca do numero de isolados obtidos nesta pesquisa.

Para o CP3, os indices que apresentaram maiores coeficientes de
correlagcdo foram: consisténcia do muco (-0,66) e borda (0,54). (Tabela 3 e
Figura 7). Estes componentes sao interpretados como sendo as principais
caracteristicas morfolégicas que levaram ao agrupamento dos isolados. De
uma maneira geral, os isolados contidos nesse grupo Il apresentaram
coloracdo creme para branca e a maioria apresentou producdo de muco
viscoso e borda inteira.

O género Bradyrhizobium caracteriza-se por apresentar colonias
opacas, circulares, apresentando-se ocasionalmente translicidas ou brancas, e
tendem a alcalinizar ou manter o pH neutro (JORDAN, 1984; ARAUJO, 1994;
HOLT et al., 1994; MELLONI et al., 2006). Esses dados sdo um indicativo de
que as bactérias pertencentes ao grupo Il (Figura 7) possam se enquadrar no
género Bradyrhizobium, pois as caracteristicas morfoldégicas assemelham-se.

Autenticacédo dos isolados

Conforme Tabela 4, observa-se que 19 isolados (M002, MO004,
M005, M008, M014, M016, M019, M022, M024, M025, M026, M028, M030,
M032, M033, M035, M036, M037 e M039) apresentaram valores superiores
aos demais isolados, especialmente para as varidveis massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca de ndédulo (MSN), massa seca total (MST) e
relacdo parte aérea e raiz (RELACAO); mas sem apresentar diferenca em
relacdo ao tratamento “COM N”, porém diferenciando-se do tratamento “SEM
N”.
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Tabela 4. Matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca dos
nédulos (MSN), matéria seca total (MST), relacdo entre parte aérea e raiz (REL), de plantas de
Macroptilium lathyroides inoculadas com isolados de rizébio.

Estirpes MSPA (mg) MSR (mg) MSN (mg) MST (mQ) RELACAO
M001 146,13 Db 89,03 a 413 b 235,16 b 1,67 a
M002 215,86 a 110,83 a 16,40 a 326,70 a 1,89 a
M003 110,03 b 66,16 a 356 b 176,20 b 164 a
M004 270,36 a 137,53 a 10,10 a 407,90 a 197 a
MO005 264,50 a 119,03 a 11,50 a 383,53 a 2,25 a
MO006 68,06 b 75,53 a 0,50 b 143,60 b 089 b
M007 64,76 b 60,06 a 8,90 a 124,83 b 108 b
M008 267,36 a 114,76 a 11,06 a 382,13 a 2,30 a
M009 12490 b 97,46 a 3,76 b 222,36 b 127 b
M010 177,46 Db 91,33 a 7,36 a 268,80 b 1,72 b
M011 68,20 b 50,50 a 0,86 Db 118,70 b 143 b
M012 163,20 b 63,83 a 8,30 a 227,03 b 3,86 a
M013 106,80 b 89,90 a 483 Db 196,70 b 1,14 b
M014 213,63 a 101,66 a 8,00 a 315,30 a 2,24 a
M015 101,40 b 82,63 a 2,10 b 184,03 b 121 b
M016 193,26 a 85,73 a 7,40 a 279,00 a 2,37 a
MO017 163,23 Db 94,20 a 413 b 257,43 b 1,67 a
M018 9953 b 74,53 a 573 b 174,06 b 133 a
M019 244,96 a 119,06 a 11,23 a 364,03 a 2,05 a
M020 141,80 b 110,10 a 6,93 b 251,90 b 1,14 b
Mo021 7350 b 59,36 a 3,60 b 132,86 b 125 b
M022 270,73 a 111,46 a 12,76 a 382,20 a 2,29 a
M023 132,00 b 84,26 a 5,00 b 216,26 b 164 a
M024 269,10 a 134,70 a 146 a 403,80 a 2,01 a
M025 255,56 a 106,23 a 6,30 a 361,80 a 2,42 a
M026 240,13 a 131,06 a 13,60 a 371,20 a 1,79 a
M028 239,56 a 117,53 a 8,23 a 357,10 a 2,13 a
M029 136,43 b 79,63 a 186 b 216,06 b 154 b
M030 209,33 a 105,36 a 10,00 a 314,70 a 1,97 a
M031 90,30 b 80,06 a 223 b 170,36 b 1,12 b
M032 192,20 a 91,70 a 7,50 a 283,90 a 2,20 a
MO033 274,33 a 127,76 a 11,36 a 402,10 a 2,14 a
M034 130,06 b 67,46 a 1,10 b 197,53 b 1,85 a
MO035 265,06 a 103,86 a 14,26 a 368,93 a 2,46 a
M036 285.13 a 146,83 a 13,00 a 431,96 a 1,96 a
M037 246,30 a 104,76 a 8,23 a 351,06 a 254 a
M038 125,13 b 74,56 a 10,30 a 199,70 b 1,68 a
M039 183,23 a 88,46 a 8,16 a 271,70 a 2,06 a
M040 205,30 a 106,46 a 8,96 a 311,76 b 157 b
SEMN 9923 b 85,43 a 0,00 b 184,66 b 1,15 b
COMN 256,23 a 121,46 a 000 b 377,70 a 222 a
c.v. (%) 10,03 10,09 10,07 8,37 15,43

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Observa-se que 19 isolados apresentaram diferenga para a variavel

MSPA se comparados com demais isolados e com o tratamento SEM N
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(Tabela 4). Estes isolados ndo se diferenciaram do tratamento COM N, porém
foram capazes de incrementar a MSPA, da mesma maneira, Vargas et al.
(1990) e Vieira et al. (1994), trabalhando com isolados inoculados em feijao,
observaram aumento de MSPA em plantas sem diferirem estatisticamente das
com aplicagéo de N.

Estes isolados aparentemente apresentam grande potencial para
fixacdo de nitrogénio, sendo indicados para teste de eficiéncia da fixacao
biolégica de nitrogénio. Antunes (2010) trabalhando com feijao fava (Phaseolus
lunatos L.) relata resultados semelhantes para MSPA, em gque uma grande
guantidade de isolados nao apresentaram se diferenciaram do tratamento com
nitrogénio.

Além dos efeitos de estimulo ao crescimento vegetal que as
espécies de bactérias promotoras de crescimento podem atuar nas relacdes
entre rizdbio e leguminosa, podemos citar o desenvolvimento de raizes laterais
e elongamento de raizes primarias. Assim, este crescimento esta associado ao
nivel populacional da espécie microbiana associada, refletindo diretamente na
quantidade de fitormdnio disponibilizado a planta, afetando a promocé&o ou a
inibicdo do crescimento das raizes (PATTEN & GLICK, 1996).

O nivel populacional de bactérias na rizosfera das plantas estudadas
nao foi alto suficiente para permitir o aumento do desenvolvimento radicular de
Macroptilium lathyroides, uma vez que o substrato foi esterelizado. De maneira
semelhante, Antunes (2010) e Souza (2015) estudando rizobios em feijao caupi
verificaram que MSR ndo apresentou diferenca entre o0s tratamentos,
corroborando para com os dados aqui apresentados.

N&o houve diferenca para MSR entre os isolados e os tratamentos
COM N e SEM N. Estes resultados sugerem que os isolados ndo exerceram
influéncia sobre o crescimento radicular de M. lathyroides, assemelhando-se a
pesquisa de Antunes et al. (2011) com isolados de rizébio em feijao fava.

Outras pesquisas também tem obtido resultados semelhantes para
MSN, tais como os de Souza (2015), e Fernandes et al. (2003) que,
trabalhando com feijdo guandu e caupi, relatam diferenca entre estirpes de
rizobios quanto a capacidade de promover o crescimento vegetativo (MSPA) e
a nodulagédo (MSN).
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Nas bactérias do grupo rizébio, a sintese de auxinas e a alteracéo
da relacdo entre auxinas e citocininas esta relacionada diretamente com a
capacidade de iniciacdo da formacdo de noddulos na planta. Assim, o0s
mecanismos genéticos de regulacdo da biossintese de auxina por bactérias
como Rhizobium, Bradyrhizobium e Azospirillum, tem sido relacionados com
fungbes que influenciam positivamente a fisiologia e o desenvolvimento da
planta hospedeira (COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995).

Apesar da predominancia de isolados com coloracdo amarela,
crescimento rapido e com capacidade de acidificacdo do meio de cultura, os
isolados brancos a creme, com crescimento intermediario a lento, com pouca
producdo de muco e capacidade de alcalinizar o meio de cultura foram os mais
eficientes (M002, M004, M005, M008, M014, M016, M019, M022, M024, M025,
M026, M028, M030, M032, M035, M036, M039), pois apresentaram as maiores
médias para todas as variaveis analisadas, sem apresentar diferenca entre
eles. Apenas um isolado eficiente (M033) apresentou coloracdo amarela e
crescimento rapido, porém com capacidade de alcalinizar o meio de cultura.

Todos os isolados apresentaram capacidade de nodular as plantas.
Dados semelhantes foram relatados por Rufini (2013) em feijao guandu, em
gue todas as estirpes testadas foram capazes de nodular. Esta capacidade de
nodular pode ser perdida apés o processo de isolamento e estocagem das
bactérias, principalmente para as que apresentam os genes da simbiose em
plasmideos, como o0s rizObios pertencentes a espécie Rhizobium
leguminosarum (GARCIA DE LOS SANTOS et al., 1996). Neves & Rumjanek
(1998) afirmam que fatores como a temperatura e o pH do solo determinam o
sucesso da estirpe no que tange a eficiéncia de nodulacao.

Quanto a eficiéncia relativa (ER) dos isolados calculada e
comparando-se com o tratamento COM N e sem inoculagéo (Figura 8), verifica-
se que 8 isolados (M004, M005, M008, M022, M024, M033, M035 e M036)
obtiveram ER maior que o tratamento COM N. Isso pode indicar que os
isolados apresentaram capacidade de fornecer maiores quantidades de
nitrogénio para a parte aérea da planta do que o tratamento com nitrogénio. O
isolado MO025 apresentou ER similar ao observado no tratamento com

fornecimento de nitrogénio.
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Figura 8. Eficiéncia relativa (ER) da producéo de massa seca da parte aérea apresentada por
plantas de Macroptilium lathyroides inoculadas com isolados de rizébio obtidos de raizes de
Macroptilium lathyroides em solos da regi@o periurbana e rural do municipio de Alta Floresta -
MT.

Resultados semelhantes foram relatados por Gualter et al. (2011) e
Chagas Junior et al. (2010) com isolados em feijdo caupi, obtendo isolados
com elevada ER, acima do tratamento com N. Nascimento et al. (2010) relatam
semelhanca, com valores na ordem de 80% para ER.

Dos isolados avaliados (Figura 8), cinco deles apresentaram ER
inferior ao tratamento SEM N. Ja em 24 isolados o ER foi maior que o
tratamento SEM N, porém, menor que o tratamento COM N. Cassetari (2010)
trabalhando com isolados da Mata Atlantica, observou que as bactérias
avaliadas nao foram capazes de superar o tratamento com nitrogénio. Esses
resultados sdo diferentes dos obtidos no presente estudo, pois foram obtidos
isolados com capacidade de produzir quantidades superiores de MSPA em
relacdo as plantas controle COM N.

Sequenciamento dos isolados de Macroptilium lathyroides

Das estirpes selecionados para identificacdo genética pelo
sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA, nédo foi possivel realizar a
identificacdo de trés deles (M014, M019 e MO033). Estes isolados né&o
identificados ndo apresentaram semelhanca, possivelmente devido a
guantidade de pares de bases contidas nas amostras, que nao foram

suficientes para a identificagéo destes.
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As estirpes de nodulos de raizes de M. lathyroides, denominados
M16, M22, M24 e M36, apresentaram crescimento intermediario a lento,
coloracdo branco para creme, pouca producao de muco e alcalinizaram o meio
de cultura, conforme indicado na caracterizacdo morfologica, no dendrograma
de similaridade e no biplot. A analise da sequéncia do gene 16S rRNA das
estipes citadas, indicou similaridade variando de 81 a 92% com a espécie
Bradryzobium (Tabela 5). Esses resultados corroboram com o que foi
observado na analise morfolégica e agrupamento das estirpes. O
Bradyrhizobium namibiense foi proposto como nova espécie recentemente por
Gronemeyer et al. (2017) estudando estirpes em feijdo de cheiro. Porém a nota
de corte sugerida na literatura para identificacdo de género é de
aproximadamente 95% de similaridade, baseando-se no gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010). Assim, é possivel
afirmar que as estirpes isoladas podem corresponder a individuos ainda néo

identificados, justificando a necessidade de novos estudos com essas estirpes.

Tabela 5. Identificacdo genética por sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA de isolados

de nédulos de raizes de Macroptilium lathyroides.

Isolado Identificac&io do isolado N°Geral % de ident. N° de acesso
MO002 Mucilaginibacter gossypiicola 1249 97% NR_116406.1
MO004  Novosphingobium arabidopsis 625 84% NR_133799.1
MO05  Bacillus haynesii 1332 99% NR_157609.1
MO016  Bradyrhizobium namibiense 442 81% NR_159233.1
M022  Bradyrhizobium namibiense 326 82% NR_159233.1
M024  Bradyrhizobium namibiense 730 85% NR_159233.1
M028  Flavobacterium anhuiense 1375 100% NR_044388.1
M035  Bacillus xiamenensis 1129 95% NR_148244.1
MO036  Bradyrhizobium namibiense 1048 92% NR_159233.1

A estirpe M002 apresentou coloragdo branca, pouca producédo de
muco e manteve o pH do meio de cultura neutro. Esta estirpe apresentou
similaridade de 97% com estirpes do género Mucilaginibacter (Tabela 5).

O género Mucilaginibacter, membro da familia Sphingobacteriaceae,

apresentam acdo no o crescimento de plantas. Estas bactérias podem
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promover esse beneficio direta ou indiretamente através da producdo de
fitormonios ou de enzimas que otimizem o crescimento das plantas, permitindo
0 aumento da absorcéo de nutrientes (STEYN et al., 1998; GLICK et al., 1999; ;
WHIPPS, 2001; PANKRATOU et al., 2007). Segundo Madhaiyan et al. (2010),
a presenca da espécie Mucilaginicabter gossypiicola foi relacionada ao maior
crescimento de plantas de algodao.

A estirpe M004 apresentou coloracdo branca, pouca producédo de
muco, alterando o pH do meio de cultura para alcalino. A analise da sequéncia
do gene 16S rRNA da estirpe apresentou similaridade de sequenciamento
entre pares e tipo de linhagem de 84% com o género Novosphingobium
(Tabela 5). Segundo Lin et al. (2014), a bactéria Novosphingobium é resistente
ao DDT, sendo encontrada na rizosfera de Arabidopsis thaliana (mostarda).
Vale ressaltar que a nota de corte sugerida na literatura para identificacdo de
género é de aproximadamente 95% de similaridade, baseando-se no gene 16S
rRNA (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010). Desta
maneira, € possivel afirmar que a estirpe isolada pode corresponder a
individuos ainda ndo identificados, sendo também indicado estudos
complementares.

A estirpe M005 apresentou coloracdo branca, pouca producédo de
muco e manteve o pH do meio de cultura neutro. O isolado apresentou
similaridade de 99% com Bacillus haynessi (Tabela 5). Danlap et al. (2017), em
um levantamento de biodiversidade de cepas do género Bacillus, propds o
reconhecimento do Bacillus haynessi como nova espécie, 0 mesmo aqui
identificado.

A estirpe M035 apresentou coloracdo amarela, producao abundante
de muco e pH &cido, conforme indicado na caracterizagdo morfolégica. A
analise da sequéncia do gene atingiu similaridade de 95% com o género
Bacillus. Lai et al. (2014) identificaram B. xiamenses no trato intestinal de
peixes, porém ndo foi encontrado na literatura relados de interacdo com

plantas.
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Teste de eficiéncia na Fixacéo Biologica de Nitrogénio

Como podemos observar no quadro de andlise de variancia (Tabela
6), as variaveis comprimento de raiz (CR), volume de raiz (VR), massa seca de
raiz (MSR), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca total (MST) e relacdo parte aérea e raiz (RELACAO) nédo
apresentaram efeito significativo em funcéo dos tratamentos.

Os isolados avaliados ndo apresentaram diferenca para os fatores
analisados. Assim, podemos afirmar que os isolados ndo foram capazes de

influenciar nos atributos de crescimento da parte aérea e de raiz.

Tabela 6. Tabela de andlise de varidncia para os fatores comprimento de raiz (CR), volume de
raiz (VR), massa seca de raiz (MSR), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca total (MST) e relacéo parte aérea e raiz (RELACAO) de plantas de
Macroptilium lathyroides inoculadas com diferentes isolados.

QM
Fv L CR VR MSR CPA MSPA MST RELACAO

Isolados 20 40,3310 ns 0,3429 ns 0,0025ns 50,6669 ns 0,0016 ns 0,0016 ns 1,4326 ns
Residuo 63 34,5426 0,3842 0,0027 84,8722 0,0026 0,0026 1,2014

c.v.% 83 16,77 21,98 20,44 17,36 10,26 9,71 23,44

ns - ndo significativo.

Os rizobios fornecem nitrogénio para as plantas e em contra partida
estas produzem carboidratos oriundos da fotossintese. Estudos apontam
outros mecanismos pelos quais os rizébios estimulam o crescimento vegetal e,
entre estes mecanismos, destacam-se a producdo de hormoénios vegetais,
principalmente as auxinas, responsaveis pelo aumento do sistema radicular e
consequentemente da capacidade de absorcdo de nutrientes, a solubilizacéo
de fosfatos e a protecdo ao ataque de fitopatdogenos (BISWAS et al., 2000;
CHEN et al., 2005; DUTTA et al., 2007; YANNI & DAZZO, 2010). A promogao
do crescimento e o desenvolvimento de plantas inoculadas é atribuida a
producdo de acido-indol-acético pelos rizébios, que é o precursor inicial do
triptofano (SPAEPEN et al., 2007). Provavelmente o solo usado no experimento
apresentava uma comunidade de rizobios nativos muito eficientes na FBN,

sendo capazes de promover um bom desenvolvimento das plantas.
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Como podemos observar no quadro de andlise de variancia (Tabela
7), o fator CONT N nao apresentou diferenca para as variaveis N° de nddulos,

MSN e IV, entretanto N houve significancia de acordo com o teste f.

Tabela 7. Tabela de andlise de variancia para os fatores numero de nédulos (N° de nédulos),
massa seca de nédulos (MSN), indice verde (IV), teor de nitrogénio(N) e contetdo de
nitrogénio (CONT N) de plantas de Macroptilium lathyroides inoculadas com diferentes
isolados.

FV GL M
N2 de nédulos MSN v N CONTN
Isolados 20 0,204437* 0,000038ns  7,256095ns  26,68666* 0,016226 ns
Residuo 63 0,033807 0,000029 5,50616 11,506756 0,02627
c.v.% 83 9,29 1,72 6,03 11,91 10,59

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste f.
ns - ndo significativo.

De modo geral, & possivel afirmar que a relagdo entre o teor de
nitrogénio foliar e o contetdo de clorofila na folha é elevada (SCHADCHINA &
DMITRIEVA, 1995; SMEAL & ZHANG, 1994). Essa relacdo se deve, em
grande parte, ao fato de que até 70% do nitrogénio total das folhas fazem parte
de enzimas associadas aos cloroplastos e que o nitrogénio faz parte da
molécula da clorofila (CHAPMAN & BARRETO, 1997), ou seja, com papel
fundamental na fotossintese.

Para teor de nitrogénio, trés estirpes (M004, M0O05 e M022) nao
apresentaram diferenca em relagao ao tratamento COM N (Tabela 8). Segundo
Malavolta et al. (1999), uma concentracdo adequada de nitrogénio na folha
seria de 36 g por kg, para a cultura da soja. Podemos observar que o
tratamento COM N apresentou teor de nitrogénio equivalente para a cultura da
soja, sendo que os isolados citados apresentaram teores proximos a esse

valor.
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Tabela 8. Nimero de nddulos (N° Nédulos) e teor de nitrogénio na analise foliar (N) de plantas
de Macroptilim lathroides inoculadas com isolados de rizobio, os valores para N estédo

expressos em gramas por quilo.

ISOLADO N° Nédulos N

M002 80,17 a 2930 b
M004 108,19 a 31,40 a

MO0O05 133,92 a 32,15 a

MO008 118,04 a 29,17 b
M014 9469 a 2767 b
MO16 122,33 a 28,77 b
MO019 108,46 a 28,70 b
M022 67,12 a 3045 a

M024 12223 a 2495 b
M025 104,02 a 26,42 b
M026 8383 a 27,17 b
M028 131,16 a 27,72 b
MO030 100,00 a 2485 b
M032 14725 a 28,72 b
MO033 9560 a 2740 b
MO035 125,66 a 26,80 b
MO036 130,42 a 2837 b
MO037 112,08 a 2507 b
MO39 104,17 a 2865 b
SEMN 114,16 a 28,02 b

COMN 1466 b 36,10 a
CV.% 9,29 11,91

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%
de probabilidade.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a partir do estudo de isolados de
rizobios de raizes de M. lathyroides coletados da zona periurbana e rural do
municipio de Alta Floresta - MT conclui-se que:

Os isolados apresentam grande diversidade fenotipica e com
elevada frequéncia de isolados eficientes no teste de autenticacéo.

Ha predominéncia de isolados de crescimento r4pido, no entanto
somente um isolado de crescimento rapido apresenta eficiéncia na fixacdo de
nitrogénio.

As bactérias de crescimento intermediario e com pouca producao de
muco sao mais eficientes na fixacado de nitrogénio, comparando com 0S outros
isolados.

Foram identificadas, através de analise do sequenciamento do gene
16S rDNA, as seguintes bactérias: M002 - Mucilaginibacter gossypiicola, M0O05
- Bacillus haynesii, M035 — género Bacillus, e M028 - Flavobacterium
anhuiense.

As estirpes M004, M005 (Bacillus haynessi) e M022 apresentaram
valores de teor de nitrogénio muito préximos ao do tratamento COM N, sendo

indicados para novos estudos.
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3. CAPITULOS

3.2. EFICIENCIA E DIVERSIDADE DE BACTERIAS ORIUNDAS DE
NODULOS DE Alysicarpus vaginalis (L.) DC.
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Resumo — A Alysicarpus vaginalis, também conhecida como amendoinzinho,
pode ser utilizada para compor pastagens, produzir feno e forragem, possui
potencial na alimentacdo de equinos e bovinos e por ser leguminosa, associa-
se com rizébios nativos, fato que pode ser observado visualmente. Por
apresentar nodulacdo abundante, a planta apresenta indicativo de potencial
para fixagcdo bioldgica de nitrogénio. Assim sendo o objetivo do presente
trabalho foi estudar a eficiéncia e diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio que colonizam a espécie leguminosa Alysicarpus vaginalis (L.) DC.
Para tanto foram coletadas raizes de A. vaginalis em areas de ocorréncia
natural das espécies na zona rural e periurbana do municipio de Alta Floresta.
As raizes que apresentaram nodulacdo foram lavadas, seus nédulos retirados,
desinfestados e inoculados em meio de cultura 79 em placas de Petri. Estas
foram incubadas em camara de germinagéo (BOD) no escuro por 28 °C por 10
dias, ap0s esse periodo as colbnias foram purificadas pelo método de
esgotamento por estrias. A caracterizacdo morfolégica em placa foi realizada
apos o isolamento das estirpes e os dados foram convertidos em uma matriz
binaria de presenca e auséncia das caracteristicas, sendo posteriormente
utilizados para construcdo de um dendrograma de similaridade. Foi possivel
observar a existéncia de 4 grupos distintos de bactérias com similaridade de
15%. O experimento de autenticacdo foi conduzido em casa de vegetacao
pertencente ao LaSeM na Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus
de Alta Floresta e permitiu observar que dos 54 isolados, 13 deles
apresentaram valores superiores, se comparado com 0s outros tratamentos,
para massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, massa seca total, sem
apresentar diferenca estatistica sobre eles. O sequenciamento do gene 16S
rDNA, permitiu identificar as seguintes bactérias que colonizam raizes de A.
vaginalis: Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium vignae, Bradyrhizobium
elkanii, Bradyrhizobium namibiense, Rhizobium jaguaris, Bacillus tropicus, e
Paenibacillus catalpae.No teste de eficiéncia de fixacdo de nitrogénio as
estirpes A018, A027 e AO51 apresentam potencial para novos estudos, apenas
a estirpe A051 apresentou diferenca significativa para o fator teor de N elevado.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, amendoinzinho, isolados, nodulacao.
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Abstract — Alysicarpus vaginalis, also known as peanut, can be used to
compose pastures, produce hay and fodder, has potential in the feeding of
horses and cattle and because it is a legume, it is associated with native
rhizobia, a fact that can be observed visually. Due to abundant nodulation, the
plant presents indicative of potential for biological nitrogen fixation. This being
the objective of the present work was to study the efficiency and diversity of
nitrogen fixing bacteria that colonize the leguminous species Alysicarpus
vaginalis (L.) DC. For this purpose A. vaginalis roots were collected in areas of
natural occurrence of the species in the rural area and periurban area of the
municipality of Alta Floresta. The roots that showed nodulation were washed,
their nodules removed, disinfested and inoculated in culture medium in Petri
dishes. These were incubated in the germination chamber (BOD) in the dark at
28°C for 10 days, after which time the colonies were purified by the streak-out
method. The morphological plague characterization was performed after
isolating the strains and the data were converted into a binary matrix of
presence and absence of the characteristics, being later used to construct a
dendrogram of similarity. It was possible to observe the existence of 4 distinct
groups of bacteria with similarity of 15%. The authentication experiment was
carried out in a greenhouse belonging to LaSeM at the University of the State of
Mato Grosso, Alta Floresta Campus and allowed to observe that of the 54
isolates, 13 of them presented higher values, when compared to the other
treatments, for dry mass of aerial part, dry mass of root, total dry mass, without
presenting statistical difference on them. Sequencing of the 16S rDNA gene
allowed to identify the following bacteria that colonize A. vaginalis roots:
Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium vignae, Bradyrhizobium elkanii,
Bradyrhizobium namibiense, Rhizobium jaguaris, Bacillus tropicus, and
Paenibacillus catalpae. In the nitrogen fixation efficiency test the strains A018,
A027 and A051 present potential for new studies, only strain AO51 presented a

significant difference for the factor of high N content.

Key words: Diazotrophic bacteria, peanut, isolated, nodulation.
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INTRODUCAO

Alyscarpus vaginalis, também conhecida como amendoinzinho, é
uma espécie perene originaria da india que se propaga apenas por sementes.
No Brasil infesta lavouras anuais e perenes, pomares, beira de estradas e
terrenos baldios (LORENZI, 2000). E utilizada para compor pastagens, produzir
feno e forragem e/ou como estratégia para controle de erosdo (NATIONAL
PLANT DATA CENTER, 2000). No Mato Grosso, sua ocorréncia vem
aumentando tanto em areas urbanas como em locais de cultivo em zonas
rurais (GUIMARAES et al., 2010).

A espécie apresenta potencial de utilizacdo na alimentacdo de
equinos e ovinos, pois a palatabilidade e aceitacdo sdo similares ao da alfafa
(COOK et al., 2005). Além disso, apresenta nédulacao radicular em abundancia
(NETO et al., 2016), sendo um indicio que a planta tenha potencial na fixacdo
de nitrogénio.

O nitrogénio € um dos nutrientes que apresenta maior demanda
pelas culturas, sua presenca na matéria organica do solo é limitada, podendo
ser esgotada rapidamente apds alguns cultivos. As condi¢cbes de altas
temperaturas e umidade em excesso, que sdo predominantes no territério
brasileiro, aceleram os processos de decomposicdo da matéria organica e
consequentemente de perdas do nutriente, resultando em solos com baixos
teores de nitrogénio (HUNGRIA, 2001).

Os organismos procariotos sao capazes de assimilar o nitrogénio
atmosférico e converté-lo em forma amoniacal, que é assimilavel pela planta
(REIS et al., 2006). Desta maneira, os microorganismos fixadores conseguem
garantir um reservatorio inesgotavel desse nutriente. Permitindo a reducéo de
aplicacoes excessivas de adubos nitrogenados (PEOPLES & CRASWELL,
1992).

A fixacdo biologica de nitrogénio é realizada por diversos grupos
filogenéticos bacterianos, denominados diazotroficos, conhecidos
genericamente por rizobios (WALLEY & STEPHENS, 2002; SILVEIRA &
FREITAS, 2007). Essas bactérias sdo capazes de induzir a formagédo de

nodulos nas raizes das plantas, possuem a capacidade de se associar a uma
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grande guantidade de espécies vegetais (HER et al., 1989; VARGAS et al.,
1994; HUNGRIA, 2001; MOREIRA et al., 2010; TORTORA et al., 2012).

Assim sendo, a utilizacdo de adubos verdes com capacidade de fixar
nitrogénio de maneira eficiente, representa uma grande contribuicdo para a
viabilidade econbmica dos sistemas agricolas (BODDEY et al., 1997),
principalmente pela reducédo da utilizagdo de adubos sintéticos.

Desta maneira 0 uso de espécies com essa capacidade simbiotica,
mesmo vistas como plantas daninhas, tal como a A. vaginalis, tem potencial de
uso como adubos verdes. Cultivados da maneira e época adequadas aos
sistemas de cultivo, seriam uma alternativa promissora sob os aspectos técnico
e econdmico. Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi estudar a
eficiéncia e diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam a

espécie leguminosa Alysicarpus vaginalis.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de nodulos de Alysicarpus vaginalis

As raizes de A. vaginalis, foram coletadas em areas de ocorréncia
natural das espécies na zona rural e periurbana do municipio de Alta Floresta -
MT, situado no extremo norte do Estado de Mato Grosso, sudeste da Floresta
Amazoénica, latitude 9° 52’ 32” S, longitude 56° 05’ 10” W e altitude 288 metros
(INMET, 2016).

O clima do municipio de Alta Floresta é classificado como do tipo Am
(tropical imido ou subumido), com temperatura média superior a 24 °C e
precipitacdo de 2.800 a 3.100 mm (ALVARES et al., 2013).

O procedimento de coleta de raizes foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Hungria (1994). Foram coletadas amostras aleatérias
de 20 plantas. As raizes foram retiradas do solo de maneira a manter o mais
intacto possivel o sistema radicular, removendo o excesso de solo e retirando a
parte aérea, com auxilio de uma pa de jardim e uma tesoura de poda.

As raizes foram acondicionadas em sacos plasticos, mantidas em
caixa de isopor e imediatamente levadas para o Laboratorio de Tecnologia de
Sementes e Matologia (LaSeM) da Universidade do Estado de Mato Grosso,

Campus de Alta Floresta-MT.

Isolamento de estirpes bacterianas

As raizes coletadas foram lavadas e, as que apresentavam
nodulacdo, foram envolvidas em papel toalha para retirada do excesso de agua
e, com auxilio de uma tesoura de poda foram fragmentadas em particulas
menores a fim de facilitar a retirada do inéculo do interior do nédulo. Foram
retirados cinco nddulos por sistema radicular.

Para desinfeccdo e purificacdo dos ndédulos, foi adotada a
metodologia proposta por Hungria (1994). Cada nédulo foi submerso em alcool
95% por dez segundos, na sequéncia em solugéo de hipoclorito a 2,5% por 3

minutos e, posteriormente foi procedida a lavagem em agua destilada e
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esterilizada por oito vezes. Os nédulos foram macerados e posteriormente
inoculados em meio de cultura YMA em placas de Petri (VICENT, 1970).

O meio de cultura YMA foi composto de, 10g de manitol, 0,1 g de
solucéo de fosfato de potassio dibasico, 0,4 g de solucéo de fosfato de potassio
monobasico, 0,2 g de solugdo de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,1 g de
solucao de cloreto de sodio, 0,4 g extrato de levedura, 5 mL de solucao de azul
de bromotimol (0,5% de azul de bromothimol dissolvidos em 0,2 molL? de
KOH) e 15 g de &gar por litro para meio sélido (DOBEREINER et al., 1999;
FRED & WAKSMAN, 1928).

As placas foram incubadas em cémara de germinagdo (BOD) no
escuro a 28 °C por 10 dias. As culturas foram purificadas pelo método de
esgotamento por estrias conforme Tortora (2012). Uma alca de platina
flambada foi utilizada para retirar as culturas mistas das placas de Petri onde o
isolado do nodulo foi incubado, as coldnias foram semeadas em estrias na
superficie do meio de cultura 79 em placas de Petri. Ao longo da estria, as
bactérias sdo depositadas a medida que a alca entra em contato com 0 meio
de cultura. As Ultimas células depositadas na al¢ca de platina foram afastadas o
suficiente para crescer em colbnias isoladas, permitindo repica-las e obter uma

cultura pura contendo somente um tipo de bactéria (Figura 1).

Figura 1: Colbnia pura isolada de nédulos de
Alysicarpus vaginalis (L.) DC
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).
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Caracterizacdo fenotipica
Caracteristicas culturais

A caracterizacdo morfolégica em placa foi realizada apdés o
isolamento das estirpes nas condi¢cfes de temperatura de crescimento e meio
de cultura descrito anteriormente (Figura 2): A seguir serdo detalhadas as
caracteristicas morfolégicas (MELLONI et al., 2006; DIONISIO et al., 2016):

Figura 2: Placa utilizada na caracterizagdo de
isolado de nodulos de raizes de Alyscarpus
vaginalis, com 10 dias de crescimento.

Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

a) Tempo de crescimento: ApoOs a repicagem dos isolados em placas de
Petri contendo meio 79, foi considerado crescimento rapido, aquelas que
puderem ser visualizadas com 2 a 3 dias de incubacéo; intermediario,
com 4 a 5 dias de incubacéo; lentas, com 6 a 10 dias de incubacéo e
muito lenta as colonias que podem ser visualizadas com mais de 10 dias
de incubacdo. ApoOs sete dias de incubacdo foram determinadas as
demais caracteristicas;

b) Diametro das colénias: as bactérias foram agrupadas em diametro
inferior a 1,0 mm e superior a esse valor;

c) Coloracéo das colonias: foram caracterizadas quanto as cores: incolor,

branca, creme, amarela, rosa, verde ou marrom;
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d) Forma da col6nia: na determinacdo do formato das colbnias foram
consideradas as formas: Puntiforme, circular ou irregular;

e) Elevacdo da colénia: foram considerados os formatos: Plana, lente,
convexa, drop-like, umbanada ou umbilicada.

f) Caracteristica da Borda da colonia: foram determinadas como sendo:
Inteira, ondulado, filamentosa, lobada, denteada ou nenhuma.

g) Transparéncia da colonia: foram consideradas como opacas ou
transldcidas.

h) Caracteristicas da Superficie da colbnia: foram consideradas como
rugosa, lisa ou papilosa;

i) Producédo de goma: As bactérias foram classificadas como de producéo:
escassa, pouco, moderada ou abundante;

j) Consisténcia da goma: foi classificada como seca, aquosa, gomosa,
viscosa ou butilica;

k) Elasticidade da colbnia: foram classificada em elastica ou nao elastica;

[) Alteracdo do pH do meio: A coloracdo azul no meio de cultura foi
considerada alcalina, coloracdo amarela como sendo &cido e a néo
alteracdo da cor original do meio (verde) como neutro, comparando 0s

isolados com placas sem inoculacgéao.

Agrupamento dos isolados por similaridade morfoldgica

Apoés a caracterizacao cultural dos isolados, com os dados obtidos
com a morfologia de col6nias bacterianas, foi construido um dendrograma de
similaridade por distancia Euclidiana, as variaveis foram analisadas como
multicategdrios binarios e analise de componentes principais, realizada a fim de
definir as caracteristicas de maior contribuicdo para o estudo de diversidade
das estirpes, os dados foram utilizados para agrupar as estirpes pela
similaridade  morfologica, permitindo verificar grupos de individuos
semelhantes. O dendrograma foi confeccionado pelo método Ward’'s com
auxilio do software Statistica (STATSOFT, INC., 2011).
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Autenticagéo dos isolados

A capacidade de nodulacéo foi verificada seguindo-se a metodologia
proposta por Everitt (1993). O experimento para essa autenticacdo foi
conduzido em casa de vegetagcédo pertencente ao LaSeM na Universidade do
Estado de Mato Grosso, campus universitario de Alta Floresta.

As sementes de A. vaginalis foram submetidas a quebra de
dorméncia com &acido sulfarico P.A. por 30 minutos seguido de lavagem com
dgua destilada estéril (BRASIL, 2009). A desinfestacdo foi realizada com
hipoclorito a 2,5% por 10 minutos seguidos de lavagens sucessivas com agua
destilada e autoclavada. Foram semeadas 3 sementes da espécies em cada
tubete. ApGs a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste mantendo-se
apenas uma planta por tubete. Esta foi escolhida, buscando-se manter a
uniformidade de tamanho entre todas as plantas dos tubetes.

As plantas foram cultivadas em tubetes de 355 cm? contendo areia e
vermiculita na proporcdo de 2:1, previamente esterilizados (Figura 3). As
plantas foram irrigadas com solugédo nutritiva autoclavada conforme Sarruge
(1975) em duas condigbes, uma com nitrogénio e outra com 10x menos

nitrogénio conforme a tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Concentragdo de nutrientes em solugdo nutritiva utilizada no experimento de
autenticagdo de isolados de rizobios obtidos de Alyscarpus vaginalis.

Com nitrogénio Baixa concentracdao de N
Concentragao (mg L?)

Macronutrientes 50% 25% 50% 25%
N 105 52,5 10,5 5,25
P 15,5 7,75 15,5 7,75
K 117 58,5 117 58,5
Ca 100 50 100 50
Mg 24 12 24 12
S 34,95 17,475 32 16
Micronutrientes
B 0,25 0,125 0,25 0,125
Mn 0,25 0,125 0,25 0,125
Zn 0,025 0,0125 0,025 0,0125
Cu 0,01 0,005 0,01 0,005
Mo 0,005 0,0025 0,005 0,0025
Fe 2,5 1,25 2,5 1,25
Cl 0,35 0,175 291,475 145,738
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noédulos de raizes de Alyscarpus vaginalis.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

Foram utilizados como fontes dos nutrientes os seguintes reagentes:
KH2PO4, KNO3, Ca(NOs3)2 4H20, MgS0O47H20, Fe-EDTA, KCI, CaCl2 2H20 e
Micronutrientes (HsBOs, MnCl2, ZnCl2, CuClz2, H2M0O4). Da semeadura até 15
dias de emergéncia, as plantas foram irrigadas com solugcdo em 25% da
concentracdo de nutrientes e, apOs esta data, até o momento da coleta do
experimento foi utilizada a solugéo a 50% da concentracao.

Cada planta foi inoculada com 1,0 mL de inéculo. O preparo do
in6culo consistiu no crescimento das estirpes bacterianas em meio YMA liquido
sob agitacao de 150 rpm, até a fase log de crescimento (HUNGRIA, 1994).

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente
casualizado com 3 repeti¢des, constituido de 56 tratamentos, sendo 54 estirpes
bacterianas, e dois tratamentos sem inoculacdo (um com nitrogénio em
concentracbes adequadas e outro com 10 X menos nitrogénio do que o
recomendado).

A coleta do material foi realizada 47 dias apds a semeadura,
separando-se parte aérea, raiz e noédulos. As diferentes partes da planta foram
secadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 °C por 72 horas e
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posteriormente pesadas. Foi determinada a eficiéncia relativa (ER), relacao
entre rendimento do tratamento inoculado sobre o tratamento com nitrogénio

em porcentagem, das estirpes pela equacao:

MSPA tratamento inoculado

ER = (

x 100).

MSPA tratamento com N

» ER - Eficiéncia relativa;

» MSPA tratamento inoculado — massa seca da parte aérea do tratamento
inoculado;

» MSPA — massa seca da parte aérea do tratamento sem inoculacao e

com Nitrogénio.

Os dados de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da
raiz (MSR) e massa seca total (MST) e relacdo parte aérea e raiz (RELACAO),
foram transformados para Log (x) para ajuste de normalidade dos dados.
Massa seca de nodulos (MSN) foi transformado em Log (x+2). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e, quando significativo, foram comparados
pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, com auxilio do software
SISVAR (FERREIRA, 2014).

Identificacdo molecular dos isolados bacterianos

As bactérias selecionadas através do teste de autenticacao, ou seja,
os isolados A007, A017, A018, A021, A023, A030, A031, A032, A040, A051 e
A054, foram submetidos a identificacdo molecular utilizando o sequenciamento
parcial da regido 16S. A selecéo foi de acordo com o valor de MSPA e o grupo
a gue o isolado pertencia.

Para o sequenciamento molecular as colonias bacterianas foram
transferidas para microtubos 1,5 mL contendo 200 pL de agua autoclavada,
segundo protocolo de Ferreira (2008). Essa solucdo foi usada como fonte de
DNA para PCR. Os primers utilizados foram 1378R
(5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3) e PO27F
(5’ GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)).
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As reacdes foram realizadas contendo 1,0 pL da suspenséo
bacteriana, 10x de buffer, 0,5 uM de cada deoxirribonucleotideos trifosfato, 0,2
UL de cada primer e 2,5 U de Taq DNA polimerase (SIGMA®) diluidos em agua
Milli-Q autoclavada para um volume total de 50 pyL. Um controle negativo
(reacdo de PCR sem material bacteriano) foi incluido em todas as reagfes. A
PCR foi realizada em termociclador (Figura 4) T100 Thermal Cycler (BIO-RAD),
programado para realizar uma desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos, 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 62,5 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e

extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Figura 4: Termociclador T100 Thermal Cycler

utilizado na reacdo em cadeia Polimierase —
PCR.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).

A confirmacdo da amplificacdo do fragmento de DNA alvo foi
realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) submetidos a corrida
de duracdo de 1 hora a 60 volts. Os fragmentos de DNA amplificados foram

visualizados sob luz ultravioleta mediante a coloracio com GELRED.
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Considerou que o material apresentou amplificagédo quando houve observacéo
de fragmentos de tamanho esperado (1400 pb).

Os produtos de PCR foram purificados com isopropanol gelado a
100% e centrifugacdo a 9.000 rpm por 15 minutos, apés descarte do
sobrenadante, 200 uL de &lcool a 70% e centrifugacdo a 9.000 por 5 minutos,
seguida de novo descarte de sobrenadante e evaporacdo em banho seco a
35°C. ApoOs a evaporacao as amostras foram ressuspensas em 20uL de agua
Milli-Q autoclavada e incubadas em geladeira por 24 horas.

Novamente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2,0%, com marcador de baixo peso molecular para a quantificacéo de
DNA. Apé6s quantificacdo da concentracdo de DNA, as amostras foram diluidas
para 50ng/uL e aliquotas de 9,5uL foram enviadas para o Laboratorio Myleus
Biotecnologia para sequenciamento parcial do gene 16S do rDNA, conforme
protocolo do laboratério. As sequéncias obtidas foram comparadas por BLASTn
contra base de dados do NCBI. Foram considerados somente os nucleotideos

com valor de qualidade de sequenciamento maior ou igual a 750.

Teste de eficiéncia na Fixac&o Biologica de Nitrogénio

Para este experimento, foram estudados os isolados que
apresentarem resultado positivo para formacéo de ndédulos e maior rendimento

de massa seca da parte aérea no experimento de autenticacao.

O experimento foi realizado em vasos de plastico com capacidade
de 1,7 litros de solo coletado na zona rural de Alta Floresta - MT. Foram
semeadas 5 sementes previamente desinfestadas conforme descrito
anteriormente. O inoculo foi constituido de caldo LM (VINCENT, 1970), com
numero de células determinado e expresso em mL?. A adubacéo foi realizada
de acordo com analise quimica do solo (Tabela 2), seguindo-se a

recomendacao de Ribeiro et al. (1999) para a cultura da soja.
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Tabela 2. Resultado da andlise de solo utilizado no experimento de eficiéncia na fixagao

bioldgica de nitrogénio.

Resultado da analise de solo

P . . .
Amos Profun pH ehich K K Ca Mg Al H+AIl Areia Silte Argila
-cm Agu CaCl2 mg/dm3 cmolc/dm?3 g/kg
1 00-20 56 51 9,7 222 057 471 113 O 1,73 644 99 257
Resultados calculados
Soma Satur Satur.
CTC de .por  por Satur. por
pH7 Base base alumi elemento Relacéo
Profun .
Amos. cm S S nio
' T SB \% m K Ca Mg
cmolc/dm3 % % Ic\:/lzj Ca/K MKg/
1 00-20 81 64 788 00 70 58 139 42 83 20

Analise realizada no Laboratério de Analises de solo, Adubo e Foliar da Universidade do

Estado de Mato Grosso - LASAF.

Os tratamentos foram constituidos pelos isolados, além de um

tratamento sem adicao de nitrogénio e outro com a adicao de N, totalizando 27

tratamentos. O delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4

repeticbes. O experimento foi conduzido por 45 dias,

florescimento (Figura 5).

no inicio da fase de

Figura 5: Vista geral do teste de eficiéncia biolégica de nitrogénio com

isolados de raizes de Alysicarpus vaginalis.
Foto: Lucas de Paula Mera (2018).
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Na colheita, a parte aérea da planta foi separada do sistema
radicular, sendo acondicionados em sacos de papel e secados em estufa a
65°C com ventilacdo forcada durante trés dias. As avaliacdes realizadas foram:
comprimento de raiz (CR), volume de raiz (VR), massa seca de raiz (MSR),
comprimento de parte aérea (CPA), massa seca de parte aérea (MSPA),
massa seca total (MST), relacdo parte aérea e raiz (RELACAO), nimero de
nodulos (N° de nodulos), massa seca de nodulos (MSN), indice verde (IV), teor
de nitrogénio (N) e contetudo de nitrogénio (CONT N) segundo metodologia
descrita em Tedesco et al. (1995). Os dados foram submetidos ao teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o programa Sisvar 4.6
(FERREIRA, 2014).

A variavel RELACAO foi transformada em 1/log (x), N° de nédulos

em Log (x) e MSN em Log (x+2), para ajuste de normalidade dos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfoldgica das colbénias

Observou-se, na caracterizagao cultural dos isolados bacterianos,
diferentes tipos morfolégicos nas placas, para avaliacdo da alteracdo de pH e
producdo de muco. Foi observada predominancia de isolados com capacidade
de acidificacdo do meio de cultura (44%) e isolados que néo alteraram o pH do
meio (40%), e uma menor frequéncia de isolados que alcalinizaram o meio de
cultura (16%) (Figura 6). As colbnias produtoras de muco se sobressairam em
relacdo as colbnias secas. Rizobios de crescimento rapido, em geral, estédo
associados com a acidificacdo do meio, ndo sendo regra, mas ocorre
frequentemente (MARTINS et al., 1997).

A mudanca de pH em meio de cultura 79 é, comumente, coeso
dentro dos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium, apresentando
a caracteristica de acidificacdo do meio de cultura. Ja Azorhizobium e
Bradyrhizobium possuem a caracteristica de alcalinizar o meio de cultura 79
(COUTINHO et al., 2000).

A caracterizacao morfoldgica dos isolados de raizes de A. vaginalis
avaliados (Figura 6) mostrou que aproximadamente 56% destes apresentaram
crescimento lento a intermediério, e aproximadamente 44% crescimento rapido.
Estes dados diferem de Elias Neto et al. (2016), que avaliaram a nodulagéo de
A. vaginalis em solos do Cerrado Mato-Grossense, verificando predominancia
de isolados de crescimento rapido e apenas 30% com crescimento lento ou
intermediario. As diferencas edafoclimaticas das duas regibes provocaram
resultados divergentes entre esta pesquisa e os obtidos por Elias Neto et al.
(2016).

As colbnias de rizébios em meio de cultura sédo diferenciadas pelo
tempo de crescimento e que, geralmente ha predominancia de isolados de
crescimento rapido (= 3 dias). Estas geralmente sdo associadas ao género
Rhizobium. Mas as de crescimento intermediario (4 a 5 dias) e as de
crescimento lento (6 a 10 dias) sdo associadas ao género Bradyrhizobium, que
tendem a ser mais eficientes na FBN (EAGLESHAM et al., 1984; MARTINS et
al., 1997).

80



Alcalino 15.58

MNeutro 40.38

pH

Acido 4424

— 26.92

Elast)

Butirica
Vizo= 3846

Gomosa

Consist, Muco

Aquosa

Sera

Abundarnte 25

Moderado 3462

MLco

Pouco 3846

Escasso 182

Lisa BB.46

Ruzo= 11.54

sp. | Superf.

Tran

Ondulada 192

Borda

Interira B.08

Drop-lke 577

Corvexa 73.08

Elew,

Lente 19.23

Plana 182

Irregular 3.85

Caracteristicasmorfoldgicasde isolados de Alyscarpusvaginalis,

Farma

Circular 96.15

Amarela 36.54

Creme 40.38

r

Co

Branca 13.46

Incolor 962

— 61.54

Lentas 6- 9 423

o=l
mm

Inter mediario 4 -5 13.46

Cresc,

Rapido=3 4424

0 10 20 30 40 50 &0 70 B0 o0 100

Porcentagem de iscladosque apresentam a caracteristica

Figura 6. Caracterizagdo morfoldgica referente ao crescimento, didmetro, coloragdo, forma,
borda, elevacdo, transparéncia, superficie, producdo de muco, consisténcia de muco,
elasticidade e alteracao de pH do meio de cultivo de bactérias isoladas de raizes de Alyscarpus
vaginalis.

81



A ocorréncia de rizébios com crescimento lento ou rapido pode estar
relacionada com aspectos ligados com a variagéo de pH dos solos (Stanford et
al., 1996). Os autores isolaram rizobios de soja, feijdo caupi e feijdao macuco
em solos da Zona da Mata e da regido semiarida de Pernambuco, constatando
que 90% dos isolados da regido semiarida apresentaram crescimento rapido
enquanto que 100% dos isolados da Zona da Mata mostraram crescimento
lento. No geral, as bactérias do género Bradyrhizobium compreendem um
grande numero de estirpes de crescimento intermediario a lento que sao
capazes de nodular inUmeras espécies herbaceas, comuns nas regides
tropicais (JORDAN, 1984). Observamos neste estudo um grande numero de
bactérias que apresentam esse comportamento de crescimento intermediario a
lento.

Foi possivel observar que, dos isolados obtidos de raizes de A.
vaginalis, aproximadamente 62% apresentaram colénias com diametro superior
a 1,0 mm, Santos et al. (2007) estudando diversidade de rizébios capazes de
nodular leguminosas tropicais, encontraram dados semelhantes, onde 76% de
isolados de amendoim apresentaram colbnias com diametro superior a 1mm.
Os mesmos autores relatam que obtiveram 60% dos isolados de Stylosanthes
e Aeschynomene com coldnias superiores a 1,0 mm.

Existe uma forte correlacdo entre o tamanho da coldnia bacteriana e
sua habilidade para fixar nitrogénio simbioticamente (ALLEN & ALLEN, 1950).
Isolados que tem como caracteristicas formar colbnias grandes e com
producdo de muito muco sdo simbioticamente ineficientes, ja as colbnias
peguenas com pouco mMuco ou secas sdo mais eficientes na fixacdo de
nitrogénio (HERRIDGE & ROUGHLEY, 1975).

Com relacao a coloracgéo, é possivel observar que cerca de 40% das
colonias apresentaram coloracédo creme e cerca de 37% coloracdo amarelada
(Figura 6), as demais obtiveram coloracdo entre branca e incolor. Sampaio
(2013) relata resultados similares, trabalhando com isolados silvestres de feijao
em solos do municipio de Nova Veneza - SC. Silva et al. (2014), encontraram
valores parecidos, os autores observaram que cerca de 31% dos seus isolados
apresentaram a coloracdo amarela. Também Cassetari (2010), relata ter obtido
isolados de coloragdo amarelo intenso ou coloragdo variando de creme a

branca. Segundo Holt et al. (1994a) o género Bradyrhizobium apresenta
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colénias opacas, eventualmente translicidas ou brancas. No entanto, a
coloragdo creme, para o género, j descrita para estirpes isoladas de sitrato na
Amazonia e de Acacia no Kenia (LIMA et al., 2005; ODEE et al., 1997)

Quanto a forma, borda, elevacdo, transparéncia, superficie da
colonia e elasticidade, 96% apresentaram formato circular, 98% borda inteira,
73% convexa, 40% translucidas, 88% lisas e 27% apresentaram elasticidade
(Figura 6). Sampaio (2013) observou dados semelhantes para forma (85%
circulares), borda (99% inteira) e transparéncia (70% opacas), trabalhando com
isolados de nédulos de feijoeiro em solos do municipio de Unai.

Dos isolados avaliados neste trabalho, apenas o isolado A013
Apresentou crescimento rapido, producdo de muco escassa e mantiveram o pH
neutro, os isolados A020, A021 e A024 apresentaram crescimento rapido,
pouca producdo de muco e acidificaram o meio de cultura, os isolados A014,
A035, A039, A041, A043, A045 e A053 apresentaram crescimento rapido,
producdo de muco abundante e acidificaram o meio de cultura, e os isolados
A003, A005, A008, A010, A011, A012, A016, A044, A046, A047, A048 e AD49
apresentaram crescimento rapido, producao de muco moderada e acidificaram
0 meio de cultura.

O isolado A050 apresentou crescimento intermediario, pouca
producdo de muco e alcalinizaram o meio de cultura, o isolado A051
apresentou crescimento intermediario, producdo moderada de muco e
acidificaram o meio de cultura, os isolados A019 e A023 apresentaram
crescimento intermediario, producdo abundante de muco e mantiveram o pH do
meio neutro, e os isolados A027, A032 e A033 apresentaram crescimento
intermediéario, produziram pouco muco e mantiveram o pH do meio neutro.

O isolado A015 apresentou crescimento lento, producdo moderada
de muco e mantiveram o pH do meio de cultura neutro, o isolado A036
apresentou crescimento lento, muco abundante e alcalinizaram o meio de
cultura, os isolados A040, A052 e A054 apresentaram crescimento lento, muco
abundante e mantiveram o pH neutro, os isolados A028, A037, A038 e A042
apresentaram crescimento lento, producdo moderada de muco e mantiveram o
pH do meio de cultura neutro, os isolados A002, A004, A007, AOO9 e A029
apresentaram crescimento lento, pouca producéo de muco e alcalinizaram o
meio de cultura, ja os isolados A006, A017, A018, A022, A025, A026, A030 e
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AO031 apresentaram crescimento lento, producdo moderada de muco e
mantiveram o pH do meio de cultura neutro.

O crescimento das colonias bacterianas de forma lenta a
intermediaria, a pouca producdo de muco e a alcalinizacdo do meio de cultura
sdo caracteristicas que remetem aos géneros Cupriavidus, Azorhizobium ou
Bradyrhizobium, ja o crescimento rapido, de média a muita producdo de muco
e a acidificacdo do meio de cultura remetem aos géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Allorhizobium ou Mesorhizobium (MARCHETTI et al., 2017).
Esses resultados sdo um indicativo de que dos isolados obtidos, 42% podem
se enquadrar ao género Rhizobium, devido a acidificacdo do pH do meio de
cultura, ao crescimento rapido da colénias e a formacdo de colénias com
diametros maiores que 1,0 mm.

Esses dados indicam que aproximadamente 54% dos isolados
encontrados neste estudo podem apresentar caracteristicas tipicas do género
Bradyrhizobium, pois possuem crescimento intermediario a lento com
capacidade de alcalinizar o meio de cultura e colénias que nado ultrapassam 0s
2 mm de didametro. O género Bradyrhizobium apresenta colénias circulares,
opacas, podendo ocasionalmente apresentarem transllcidas ou brancas, suas
colénias ndo ultrapassam os 2 mm de diametro com 5 a 7 dias de incubacédo
em meio 79, tendem a alcalinizar o meio de cultura ou mantem o pH neutro.
(HOLT et al., 1994b; JORDAN, 1984; ARAUJO, 1994; MELLONI et al., 2006).

Agrupamento dos isolados

De acordo com o dendrograma de similaridade, € possivel observar
a existéncia de 4 grupos distintos de bactérias, formados de acordo com as
caracteristicas morfolégicas em nivel de similaridade de 15% para os isolados
de Alysicarpus vaginalis (Figura 7).

Dos grupos obtidos, podemos observar (Figura 7) que o grupo |
reuniu uma grande quantidade de isolados (22 no total), seguido do grupo Il
com 11 isolados, grupo IV com 15 e finalmente o grupo Il com 04 isolados.
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Figura 7. Dendrograma de isolados de rizébio obtidos de raizes de Alysicarpus
vaginalis, por caracterizagdo fenotipica e formagcdo de grupos com

caracteristicas semelhantes, coletados no municipio de Alta Floresta — MT.

A Tabela 3 apresenta os resultados da analise de componentes
principais, com 0s autovalores e o0s coeficientes de correlagdo para verificacéo
de formacdo dos grupos observados na andlise de agrupamento hierarquico.
Os resultados indicam que aproximadamente 34% da variabilidade total
apresentou correlacdo pelo primeiro componente principal (CP1). Por sua vez,
o segundo componente principal (CP2) explicou aproximadamente 20% da
variabilidade, com valor acumulado de aproximadamente 54% da variabilidade
contida nos dados originais. O terceiro componente principal (CP3) explicou
aproximadamente 15% da variabilidade total dos dados.

Dessa maneira, a somatéria dos trés componentes principais
explicou aproximadamente 69% da variabilidade contida no conjunto original
dos dados. A guantidade de variacao foi suficiente para a geracdo de quatro

agrupamentos, observados na prévia analise de agrupamentos hierarquicos.

85



Tabela 3. Autovalores, quantidade de variagdo explicada, coeficientes de correlacdo e

autovetores entre isolados de rizdbios de plantas de Alysicarpus vaginalis.

Componentes PC1 PC2 PC3
Autovalor 2,750692 1,610771 1,174775
Acumulativo 2,750692 4,361463 5,536238
% Total 34,38365 20,13463 14,68469
Acumulativo 34,38365 54,5183 69,2030

Coordenadas fatoriais das variaveis, baseadas em correlacées (A. vaginalis)
Crescimento -0,809889 -0,328637 -0,184016
Cor 0,692252 0,070640 0,029988
Elevacéo -0,055225 0,808137 0,251697
Borda 0,231687 -0,482198 0,789957
Superficie -0,486926 0,669052 -0,075819
Muco 0,573885 -0,216934 -0,531114
Elasticidade -0,547880 -0,011971 0,372992
pH -0,831996 -0,342554 -0,160241

A correlacéo das variaveis com 0s componentes principais indicando
a formacéo dos agrupamentos sao apresentados no grafico biplot (Figura 8). O
poder discriminatorio das variaveis dentro de um componente principal foi
medido pelos coeficientes de correlacdo lineares entre cada variavel e o
respectivo componente principal.

Pode-se inferir que para o componente principal CP1 e por ordem de
importancia, os atributos que apresentaram o0s maiores coeficientes de
correlagdo foram: pH (-0,83), crescimento (-0,81), cor (0,69), muco (0,57),
elasticidade (-0,55), valores aproximados (Tabela 3 e Figura 8), estes
componentes sao interpretados como sendo as principais caracteristicas
morfologicas que levaram ao agrupamento dos isolados.

De uma maneira geral, os isolados contidos nesse grupo IV
apresentam, na sua maioria, coloracdo amarela, crescimento rapido, muco
moderado a abundante e acidificaram o0 meio de cultura. Esses dados
corroboram com o0 ja exposto e evidenciam a possibilidade do grupo ser

composto por bactérias pertencentes ao género Rhizobium.
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Figura 8. Grafico biplot dos componentes principais 1 e 2 da analise de componentes principais

com as caracteristicas morfoldgica referente ao crescimento, didmetro, coloragdo, forma,
borda, elevacéo, transparéncia, superficie, producdo de muco, consisténcia de muco,
elasticidade e alteracao de pH do meio de cultivo de bactérias isoladas de raizes de Alyscarpus

vaginalis.

Para o componente principal CP2, os indices que apresentaram
maiores coeficientes de correlacdo foram: elevacao (0,81) e superficie (0,67),
valores aproximados (Tabela 3 e Figura 8), destes componentes a elevacéo e a
superficie da colénia bacteriana foram os principais para agrupar os isolados, o
grupo lll, foi composto por isolados que apresentaram a elevacéao tipo lente,
crescimento rapido, coloracdo amarela, producdo abundante de muco e
acidificara o meio de cultura.

Para o componente principal CP3, os indices que apresentaram
maiores coeficientes de correlagéo foram: Borda (0,54) e muco (-0,53), valores
aproximados (Tabela 3 e Figura 8) estes componentes séo interpretados como
sendo as principais caracteristicas morfolégicas que levaram ao agrupamento
dos isolados, de uma maneira geral, os isolados contidos nesses grupos | e Il

apresentam crescimento intermediario a lento, coloracdo creme para branca, a
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com pouca producdo de muco e tendem a alcalinizar ou manter o pH neutro.
Esses dados reforcam a possibilidade das bactérias pertencentes a esses dois

grupos serem do género Bradyrhizobium como j& mencionado neste estudo.

Autenticacado dos isolados

O tratamento COM N n&o nodulou, o que era esperado devido ao
uso de substrato esterilizado. Dos isolados avaliados, 13 deles néo
apresentaram capacidade de nodular a A. vaginalis, ndo diferindo
significativamente entre eles para a variavel MSN (Tabela 4). Esses isolados
apresentaram as piores médias para MSPA, MSN, MST e RELACAO, porém
se analisarmos a varidvel MSR observamos que ficaram com letras a e b, ou
seja, apresentaram resultados elevados de média. Com esses dados podemos
afirmar que a planta obteve um maior desenvolvimento radicular em busca de
nutrientes diminuindo o desenvolvimento da parte aérea, como pode ser
observado pelas médias obtidas para MSPA, consequentemente a relacdo
parte aérea raiz (RELACAO) e a MST também foram afetadas, apresentando

as pior médias.

Tabela 4. Matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca dos
nddulos (MSN), matéria seca total (MST), relagdo entre parte aérea e raiz (REL), de plantas de

Alysicarpus vaginalis inoculadas com isolados de rizobio.

Isolado MSPA (mg) MSR (mg) MSN (mg) MST (mQ) RELACAO
COMN 114.23 b 29.53 a 0.00 g 14376 b 422 b
SEM N 56.83 ¢ 21.50 a 0.00 g 78.33 c 2.76 c
A 002 7373 ¢ 18.13 b 4.17 d 91.86 c 415 b

A 003 4683 ¢ 1790 b 0.00 g 64.73 c 2.64 c
A 004 5127 ¢ 2497 a 3.73 e 76.24 c 2.21 d
A 005 38.53 d 25.60 a 0.00 g 64.13 c 1.54 d
A 006 59.00 ¢ 16.90 b 773 ¢ 75.90 c 358 b

A 007 81.80 b 23.43 a 6.03 d 105.23 b 352 b

A 008 15.67 e 777 b 0.00 g 23.44 e 211 d
A 009 5157 ¢ 1220 b 2.83 e 63.77 c 441 a

A 010 43.43 d 27.00 a 0.00 g 70.43 c 1.67 d
A 011 35.40 d 16.07 b 0.00 g 5147 d 2.19 c
A 012 68.60 ¢ 1720 b 4.20 d 85.80 c 411 b

A 013 161.17a 43.13 a 11.60 b 204.30 a 402 b

A 014 42.80 d 13.70 b 0.00 g 56.50 d 377 b

A 015 95.23 b 24.50 a 4.97 d 119.73 b 394 b

A 016 50.30 ¢ 21.70 a 1.80 f 72.00 c 2.32 c
A 017 110.73 b 20.97 a 837 ¢ 131.70 b 5.44 a

A 018 147.36a 30.50 a 10.87 b 177.86 a 4.83 a
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Continuacao da Tabela 4.

A 019 45.03 d 16.00 b 2.40 e 61.03 c 2.81 c
A 020 63.63 ¢ 20.83 a 0.00 g 84.46 c 2.98 c
A 021 79.83 b 30.37a 0.00 g 11020 b 2.65 c
A 022 7427 ¢ 1820 b 727 ¢ 92.49 c 403 b
A 023 135.93a 29.53 a 4.77 d 165.46 a 471 a

A 024 169.93a 30.33a 15.17 a 200.26 a 553 a

A 025 6753 ¢ 2250 a 6.70 c 90.03 c 3.01 c
A 026 75.63 ¢ 16.80 b 3.33 e 92.43 c 4.70 a

A 027 136.33a 30.00a 10.10 b 166.33 a 4.68 a

A 028 49.60 c 1436 b 2.60 e 63,96 c 360 b
A 029 140.37a 24.17 a 12.30 b 164.54 a 592 a

A 030 97.67 b 36.37 a 4.87 d 134.04 b 2.77 c
A 031 121.50a 27.47 a 4.67 d 148.97 a 471 a

A 032 9253 b 1793 b 4.33 d 110.46 b 517 a

A 033 5090 ¢ 1990 b 3.73 e 79.80 c 317 b
A 034 158.53a 41.93 a 20.37 a 200.46 a 410 b
A 035 73.23 ¢ 2197 a 0.47 g 95.20 c 342 b
A 036 141.17a 40.93 a 10.90 b 182.10 a 341 b
A 037 144.87a 30.77 a 4.47 d 175.64 a 481 a

A 038 108.70 b 28.47 a 5.73 d 137.17 b 384 b
A 039 5997 ¢ 25.83 a 2.63 e 85.80 c 2.39 c
A 040 85.87 b 24.26 a 3.00 e 110.13 b 354 b
A 041 37.27 d 1065 b 0.00 g 47.92 d 357 b
A 042 129.40a 29.67 a 6.13 d 159.07 a 476 a

A 043 76.60 b 21.60a 3.20 e 98.20 c 357 b
A 044 80.10 b 23.30 a 4.37 d 103.40 b 351 b
A 045 51.17 c 1560 b 0.00 g 66.77 c 329 b
A 046 72.15 c 1735 b 830 ¢ 89.50 c 414 b
A 047 8433 b 22.70 a 0.00 g 107.03 b 376 b
A 048 59.93 c 16.27 b 6.67 c 76.20 c 385 b
A 049 41.23 d 26.37a 0.00 g 67.60 c 1.60 d
A 050 40.93 d 1437 b 0.00 g 55.30 d 293 c
A 051 119.67a 31.20a 5.20 d 150.87 a 387 b
A 052 50.79 c 1490 b 3.67 e 65.69 c 340 b
A 053 59.20 c 1420 b 3.03 e 73.40 c 421 b
A 054 101.07 b 2943 a 11.47 b 130.50 b 339 b
A 055 133.90a 28.47 a 6.83 c 162.37 a 4.80 a
C.v 5.82 10.15 11.03 5.44 17.37

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

O isolado A024 foi o que apresentou, de maneira geral, médias
elevadas para todas as variaveis analisadas (MSPA, MSR, MSN, MST e
RELACAO), superior ao tratamento COM N (Tabela 4). Fernandes &
Fernandes (2000) trabalhando com isolados de rizobios em feijdo guandu
também obteve um isolado que se destacou, obtendo maiores incrementos de
MSPA e MSN superando o tratamento com nitrogénio.

Outros 13 isolados apresentaram médias superiores sem diferirem

significativamente entre eles, mas diferindo estatisticamente do tratamento
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COM N para o fator MSPA, MSN e MST, porém nado apresentaram diferenca
para MSR. Para esses isolados, podemos afirmar que eles nao tiveram
influéncia no desenvolvimento radicular para A. vaginalis de acordo com os
resultados da Tabela 4. Osorio Filho (2009), estudando o efeito de rizobios
isolados de Lotus sp. e utilizados como promotores de crescimento em arroz
irrigado, também encontrou isolados capazes de aumentar a MSPA em relagéo
ao tratamento sem inoculacdo e com uso de nitrogénio, 0 autor ainda relata
gue os isolados nao diferiram estatisticamente para a variavel MSR.

Dos isolados avaliados, quando comparados com o tratamento SEM
N, podemos observar que 9 deles apresentaram médias abaixo do tratamento
SEM N para MSPA, desta maneira apresentam diferenca significativa para o
fator analisado, outro dado que pode ser observado é que desses isolados,
apenas o A019 teve a capacidade de nodular, porém a MSN foi extremamente
baixa, apenas 2,4 miligramas (Tabela 4) e outros 20 isolados né&o
apresentaram diferenca significativa para MSPA.

Dos isolados analisados, 75% deles foram capazes de nodular a A.
vaginalis. Machado et al. (2016) obtiveram valores semelhantes, trabalhando
com isolados de Adesmia latifolia (babosa do banhado) os autores relatam que
87% dos isolados tiveram a capacidade de nodular. Arruda (2016) relata que
dos isolados avaliados provenientes do semiarido pernambucano, cerca de
86% deles apresentaram nodulagédo, valores semelhantes aos obtidos nesta
pesquisa.

A formacéo de nédulos depende e varia diretamente em funcdo dos
genatipos da planta e dos isolados envolvidos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Assim sendo, como o teste de autenticacao foi realizado em casa de vegetacéo
com irrigacdo e fornecimento de nutrientes controlados, este fato pode ter
contribuido para a nodulacdo dos isolados, a ndo formacdo de nodulos por
parte de alguns isolados, pode estar relacionada a sua origem (MENNA et al.,
2006).

Quando comparamos o tratamento COM N, observamos que 12
isolados (Tabela 4) néo diferiram significativamente para a variavel MSPA,
destes isolados, apenas o M032 apresentou diferenca significativa para MSR

em relagao aos demais.
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Para a variavel MSN os isolados, A003, A005, A008, A010, A011,
A014, A020, A021, A035, A041, A045, A047, A019 e AO50 nao apresentaram
diferenca estatistica quando comparados COM N e SEM N, outros 40 isolados
apresentaram diferenca estatistica quando comparados com o0s tratamentos
COM N e SEM N. Os isolados A024 e A034 apresentaram as maiores médias.
Arruda (2016) observou valores diferentes ao deste estudo para a variavel
MSN, a autora relata que dos isolados avaliados provenientes do semiarido
pernambucano, ndo houve diferenca significativa para nenhum dos isolados
avaliados.

Varios hormdnios de crescimento estdo envolvidos diretamente na
acado das rizobactérias, jA que em varios trabalhos néo foi observada uma
reducdo de efeito de crescimento de plantas, quando estas foram
desenvolvidas em solos autoclavado ou quando foram cultivadas sob
condic¢des gnotobidticas (SUSLOW & SCHROTH, 1982).

A eficiéncia relativa é um indicativo da contribuicdo, em termos
percentuais, da fixacdo de nitrogénio nos tratamentos inoculados com base no
rendimento da massa seca da parte aérea das plantas que receberam
tratamento controle, COM N e SEM N.

Quando comparamos o tratamento com nitrogénio e sem inoculagéo
(Figura 9), podemos observar que 13 isolados (A013, A018, A023, A024, A027,
A029, A031, A035, A036, A037, A042, A051 e A055) obtiveram eficiéncia
relativa (ER) maior que a do tratamento COM N, este dado pode ser um
indicativo de que os isolados foram capazes de fornecer teores de N suficientes
para a planta se desenvolver mais do que o tratamento COM N.

O isolado A024 apresentou a melhor ER, chegando a
aproximadamente 149% de eficiéncia, valor bem superior ao relatado por Alves
(2005) trabalhando com trevo branco, o autor relata que a maior ER encontrada
foi de 89%. Fontoura (2007) obteve dados semelhantes, o autor relata ER na
ordem de 133% trabalhando com duas plantas do género Lotus. Ja Frizzo
(2007) obteve dados diferentes com a leguminosa Lotus, observou valores para

ER na ordem de 45%, valores inferiores aos obtidos nesta pesquisa.
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Eficiéncia Relativa (ER)
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Figura 9. Eficiéncia relativa (ER) da producéo de massa seca da parte aérea apresentada por
plantas de Alyscarpus vaginalis inoculadas com isolados de rizObio obtidos de raizes de
Alyscarpus vaginalis em solos da regido periurbana e rural do municipio de Alta Floresta — MT.
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Dos isolados observados (Figura 9), 16 apresentaram ER menor que
o tratamento SEM N e 25 isolados apresentaram ER maior que o tratamento
SEM N, porém, apresentando ER menor quando comparado com o tratamento
COM N. Nos rizobios a sintese de auxinas e a alteracdo da relacdo entre
auxinas e citocininas estd relacionada diretamente com a capacidade de
iniciacdo da formacdo de ndédulos na planta, desta maneira, 0s mecanismos
genéticos de regulacdo da biossintese de auxina por bactérias como
Rhizobium, Bradyrhizobium e Azospirillum, s&o correlacionados com fungdes
que influenciam a fisiologia e o desenvolvimento da planta hospedeira
(COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995).

Os isolados que apresentaram os melhores desempenhos no teste
de autenticacdo foram selecionados para o experimento de eficiéncia de
fixacdo biolégica de nitrogénio, sendo assim isolados todos aqueles que
apresentaram médias semelhantes ou superiores ao tratamento com

nitrogénio, segundo o teste de Scott-Knott.

Sequenciamento dos isolados de Alysicarpus vaginalis

Dos isolados selecionados para identificagdo genética pelo
sequenciamento parcial do gene 16S do rDNA, ndo foi possivel realizar a
identificacdo de quatro deles (A015, A037, A042 e A055), as amostras nao
apresentaram semelhanca significativa, possivelmente a quantidade de par de
bases contida na amostra néo foi suficiente para a identificagéo dos isolados.

Os isolados de nodulos de raizes de A. vaginalis, denominados
A007 e A032, apresentaram como caracteristicas o crescimento intermediario e
lento respectivamente, coloracdo creme, pouca producdo de muco e
mantiveram o pH neutro e alcalino respectivamente, conforme indicado na
caracterizacdo morfolégica. A andlise da sequéncia do gene 16S rDNA dos
isolados citados indicou similaridade de 99%, para ambos isolados, com o
género Bradryzobium (Tabela 5). Esses resultados corroboram com o que foi
observado na analise morfologica e agrupamento dos isolados.

A bactéria isolada e identificada com Bradyrhizobium japonicum é
amplamente utilizada na agricultura. Taiz & Zeiger (2004) afirmam que as

bactérias do género Bradyrhizobium, quando inoculadas em sementes de
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leguminosas, podem fornece praticamente todo o nitrogénio que a planta
necessita, vale ressaltar que a eficiéncia do processo depende da
especificidade da espécie leguminosa e da estirpe utilizada. A FBN promovida
por Bradyrhizobium substitui a adubagé&o nitrogenada, elevando a produtividade
de soja (HUNGRIA et al., 2005).

Tabela 5. Identificacdo genética por sequenciamento parcial do gene 16S do rDNA de isolados

de nddulos de raizes de Alysicarpus vaginalis.

Isolado Identificacdo dos isolados Total Score % de ident. N°de Acesso
A007 Bradyrhizobium japonicum 1323 99% NR_119191.1
A017 Bacillus tropicus 841 88% NR_157736.1
A018 Bradyrhizobium vignae 1282 98% NR_147716.1
A021 Paenibacillus catalpae 1362 99% NR_118012.1
A023 Bradyrhizobium elkanii 126 73% NR_036953.1
A030 Bradyrhizobium vignae 327 75% NR_147716.1
A031 Bradyrhizobium vignae 1347 99% NR_147716.1
A032 Bradyrhizobium japonicum 1360 99% NR_119191.1
A040 Bradyrhizobium namibiense 1328 99% NR_159233.1
A043 Rhizobium jaguaris 839 89% NR_109700.1
A051 Bradyrhizobium namibiense 1373 99% NR_159233.1
A054  Bradyrhizobium namibiense 785 88% NR_159233.1

Os isolados A018, A030 e A031, apresentaram como caracteristica
morfoldgica, crescimento lento, coloracdo da coldnia branca a creme, producdo
de pouco muco e mantiveram o pH neutro. A analise da sequéncia do gene
16S rDNA dos isolados citados, indicou similaridade com o género
Bradyrhizobium (Tabela 5), com similaridade de sequéncia entre pares e tipo
de linhagem de género relacionados de 98% e 99% para os isolados Al8 e
A31 respectivamente, esses resultados corroboram com o que foi observado
na analise morfologica e agrupamento dos isolados.

O isolado AO030 apresenteou similaridade de 75% com o
Bradyrhizobium vignae. Vale ressaltar que a nota de corte sugerida na literatura
para identificacdo de género é de aproximadamente 95% de similaridade,
baseando-se no gene 16S rRNA (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994,
TINDALL et al, 2010). Desta maneira, € possivel afirmar que a estirpe isolada
pode corresponder a individuo ainda nao identificado, sendo indicado estudos
complementares. Gronemeyer et al., (2016) obteve isolados de Bradyrhizobium

vignae oriundos de feijao caupi, amendoim bambara e amendoim.
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O isolado A017, apresentando crescimento lento, coloracdo de
colonia branca, produzindo pouco muco e mantendo o pH do meio neutro. O
isolado apresentou na analise de sequenciamento do gene 16S rDNA como
sendo do género Bacillus (Tabela 5), com similaridade de sequéncia entre
pares e tipo de linhagem de género de 88%. Vale ressaltar que a nota de corte
sugerida na literatura para identificacdo de género é de aproximadamente 95%
de similaridade, baseando-se no gene 16S rRNA (STACKEBRANDT &
GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010). Desta maneira, é possivel afirmar que a
estirpe isolada pode corresponder a individuo ainda ndo identificado, sendo
indicado estudos complementares.

O isolado A021, apresentou como caracteristica morfolégica,
crescimento rapido, coloracdo da colbnia creme, producdo de pouco muco e
acidificou o pH do meio de cultura. A analise da sequéncia do gene 16S rDNA
do isolado apresentou similaridade com o género Paenibacillus (Tabela 5), com
similaridade de sequéncia entre pares e tipo de linhagem de género
relacionados de 99%. Este isolado ndo apresentou nodulacdo no experimento
de autenticacdo porém ouve eficiéncia no acumulo de MSPA sendo um
indicativo que o isolado possa atuar como promotor de crescimento; ja o
isolado A017, apresentou uma baixa nodulacdo. Geralmente os géneros
Paenibacillus e Bacillus sdo endofiticos, porém ndo noduliferos, embora
ocorram relatos de bactérias dos géneros nodulando feijdo-caupi (JARAMILLO
et al., 2013; MARRA et al., 2012), esses corroboram com os dados dessa
pesquisa. Diversos autores sugerem que as bactérias endofiticas de nodulos
podem evoluir para bactérias com capacidade de simbiose, devido a
transferéncia horizontal de genes simbioticos (SHIRAISHI et al., 2010; LI et al.,
2008).

O fato do isolado A017 apresentar nodulacdo pode ser explicado
pois alguns trabalhos relatam a nodulac&o de siratro e feijdo caupi por alguns
representantes do género Bacillus, juntamente com representantes do género
Paenibacillus (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al., 2013; SILVA et al., 2007;
GARDENER, 2004; MARRA et al., 2012).

O isolado A023 apresentou como caracteristica morfologica,
crescimento intermediario, colbnia incolor, producdo abundante de muco e

manteve o pH do meio de cultura neutro. A analise da sequéncia do gene 16S
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rDNA colocou-o no género Bradyrhizobium (Tabela 5), com similaridade de e
73%. Zalli et al. (2006) também identificaram isolados de Bradyrhizobium
trabalhando com feijdo caupi. Porém vale ressaltar que a nota de corte
sugerida na literatura para identificacdo de género € de aproximadamente 95%
de similaridade, baseando-se no gene 16S rRNA (STACKEBRANDT &
GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010). Desta maneira, é possivel afirmar que a
estirpe isolada pode corresponder a individuo ainda néo identificado, sendo
indicado estudos complementares.

Os isolados A040, A051 e A054, apresentaram como caracteristica
morfoldgica, crescimento intermediario a lento, coloracdo da colénia creme,
producdo moderada de muco e mantiveram o pH neutro. A analise da
sequéncia do gene 16S rDNA dos isolados mostrou similaridade com o género
Bradyrhizobium (Tabela 5), com similaridade de 99% para os isolados A040 e
A051, j& o isolado A051 apresentou similaridade de 88%. Porém vale ressaltar
gue a nota de corte sugerida na literatura para identificacdo de género é de
aproximadamente 95% de similaridade, baseando-se no gene 16S rRNA
(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010).

Desta maneira, € possivel afirmar que a estirpe isolada pode
corresponder a individuo ainda ndo identificado, sendo indicado estudos
complementares. Esses resultados corroboram com o que foi observado na
andlise morfologica e agrupamento dos isolados. Gronemeyer et al. (2017)
estudando bactérias fixadoras de nitrogénio de nodulos radiculares de feijao de
cheiro, na Namibia, isolou 4 estirpes, sendo uma delas proposta como nova
espécie a Bradyrizobium namibiense, mesma espécie encontrada neste
estudo.

O isolado A043, apresentou como caracteristica morfologica,
crescimento rapido, colénia amarela, producdo moderada de muco e alterou o
pH do meio de cultura para &cido. A analise da sequéncia do gene 16S rDNA
do isolado apresentou similaridade com o género Rhizobium (Tabela 5), com
similaridade de 89%. Rincon-Rosales et al. (2013) em seu estudo com rizébios,
propuseram trés novas espécies, o Rhizobium calliandrae sp. nov., o
Rhizobium mayense sp. nov. e o Rhizobium jaguaris sp. nov.. Porém vale
ressaltar que a nota de corte sugerida na literatura para identificacdo de género

é de aproximadamente 95% de similaridade, baseando-se no gene 16S rRNA
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(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; TINDALL et al, 2010). Desta maneira, €
possivel afirmar que a estirpe isolada pode corresponder a individuo ainda ndo
identificado, sendo indicado estudos complementares.

Sao muitos os trabalhos que tém identificado estirpes de rizébios
como pertencentes aos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, isolados de
nédulos de feijdio-caupi (JARAMILLO et al., 2013; GUIMARAES et al., 2012),
assim como o0s encontrados no presente trabalho, porém durante a revisao de
literatura ndo foi encontrado trabalhos com isolamento e identificacdo por gene

parcial 16S rDNA com Alysicarpus vaginalis.

Teste de eficiéncia na Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Para as variaveis analisadas, no teste de eficiéncia Bioldgica de
nitrogénio, apenas o fator RELACAO foi significativo, de acordo com o teste f
(Tabela 6).

Tabela 6. Tabela de andlise de varidncia para os fatores comprimento de raiz (CR), volume de
raiz (VR), massa seca de raiz (MSR), comprimento de parte aérea (CPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca total (MST), relagéo parte aérea e raiz (RELACAO) de plantas de
Alysicarpus vaginalis inoculadas com diferentes isolados.

FV GL aMm

CR VR MSR CPA MSPA MST RELAGAO

Isolados 26 32,14947 ., 0,00215, 0,00008 ns 79,27376 ., 0,00423 s 0,00473 ,s 0,02063*
Residuo 81  28,31582 0,00224 0,00007 64,98252 0,00359 0,00405 0,01875

c.v.% 14,72 10,48 2,68 20,96 12,97 13,35 12,89

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste f.
ns nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste f.

Podemos observar que os isolados avaliados n&o apresentaram
diferenca significativa para comprimento de raiz (CR), volume de raiz (VR),
massa seca de raiz (MSR), comprimento de parte aérea (CPA), massa seca de
parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), assim sendo, os isolados néo
foram capazes de influenciar nos atributos de crescimento da parte aérea e de
raiz.

Ja para a variavel relagcdo entre parte aérea e raiz os isolados A030
e A043 diferiram do isolado A027, os outros isolados n&o apresentaram

diferenca quando comparados com os tratamentos COM e SEM N (Tabela 7).
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Assim sendo, as plantas inoculadas com os isolados A030 e A043
demostraram maior desenvolvimento foliar em relagéo a raiz, evidenciando que
na zona de exploracdo do sistema radicular havia quantidades de nutrientes
suficientes para que a planta ndo necessitasse investir em crescimento
radicular em busca de nutrientes minerais e/ou que as quantidades de
nitrogénio  fornecidas pelos isolados possam ter influenciado no
desenvolvimento da parte aérea da planta, jA que se tratam de um
Bradyrhizobium vignae e um Rhizobium jaguaris respectivamente conforme
Tabela 5.

Tabela 7. Relacéo entre parte aérea e raiz (RELACAO), de plantas de Alysicarpus

vaginalis inoculadas com isolados de rizébio

ISOLADO RELAGAO
A007 8,35 ab
A013 9,77 ab
A015 991 ab
AO017 9,67 ab
A018 8,74 ab
A021 8,38 ab
A023 8,95 ab
A024 9,15 ab
A027 719 b
A029 9,27 ab
A030 10,47 a
AO031 9,49 ab
A032 8,42 ab
A034 8,21 ab
A036 9,51 ab
A037 9,71 ab
A038 9,26 ab
A040 9,23 ab
A042 9,61 ab
A043 10,34 a
A044 9,48 ab
A047 9,04 ab
A051 8,04 ab
A054 8,37 ab
A055 9,70 ab
COMN 8,09 ab
SEM N 8,47 ab
CV. (%) 1289

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5%
de probabilidade.
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N&o ouve diferenca significativa na MSN (Tabela 6 e Tabela 8).
Fernandes et al. (2003), encontraram dados diferentes, os autores relatam ter
encontrado diferenca significativa para variaveis MSPA e MSN trabalhando
com rizébios em diferentes culturas .A sintese de fitohorménios, nas bactérias
do grupo rizébio, esta relacionada diretamente com a capacidade de iniciagdo
da formacdo de nodulos na planta, esses fitohormbnios sdo reguladores
naturais de crescimento das plantas, influenciando os processos fisiolégicos e
no desenvolvimento da planta  hospedeira (COSTACURTA &
VANDERLEYDEN, 1995; PEIXOTO et al., 2002).

Tabela 8. Tabela de analise de variancia para os fatores nimero de nédulos (N° de n6dulos),
massa seca de nddulos (MSN), indice verde (IV), teor de nitrogénio (N) e conteltdo de
nitrogénio (CONT N), de plantas de Alysicarpus vaginalis inoculadas com diferentes isolados.

QM
Fv 6t N2 de nddulos MSN vV N CONTN
Isolados 26 0,059830* 0,000189ns 2,035537ns 41,780364** 0,031824ns
Residuo 81 0,035488 0,000215 2,630249 27,682379 0,038096
cv.% 8,97 4,72 4,69 14,86 13,06

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste f.
** significativo a 10% de probabilidade pelo teste f.

Os atributos massa seca de noddulos, indice verde, e conteudo de
nitrogénio no tratamento ndo apresentaram diferenca significativa entre os
isolados (Tabela 8). Esses dados sdo um indicativo que nenhum dos isolados
avaliados foi capaz de fornecer quantidades de nitrogénio que influenciassem
nos teores de clorofila medidos pelo indice SPAD, bem como no conteudo de
nitrogénio apresentado pelas plantas avaliadas.

Para numero de ndédulos, apenas os isolados A018 e A027
apresentaram diferenca quando comparado com o tratamento SEM N (Tabela
9). Devido ao padrao de nodulacéo que foi observado nos 25 isolados testados,
podemos avaliar que é de fundamental importancia a etapa de selecdo de
rizobios em ambientes axénicos, pois a diferenciacdo da capacidade de
nodulacao destes isolados nativos, em campo, pode ser mascarada, vale ainda
ressaltar que ocorre nodulacdo induzida pelo solo, devido a presenca de

bactérias nativas presente no solo.
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Tabela 9. Nimero de nédulos (N° Nodulos) e teor de nitrogénio na analise foliar
(N) de plantas de Alysicarpus vaginalis inoculadas com isolados de rizébio, os valores para N

estdo expressos gramas por quilo.

ISOLADO N°Nodulos N

A007 130,12 ab 36,77 ab
A013 167,62 ab 36,70 ab
A015 165,12 ab 39,95 ab
A017 149,62 ab 32,87 ab
A018 222,37 a 30,12 ab
A021 92,75 ab 36,75 ab
A023 138,12 ab 34,67 ab
A024 123,87 ab 40,47 ab
AQ027 197,37 a 35,80 ab
A029 148,12 ab 34,10 ab
A030 162,87 ab 32,72 ab
A031 160,75 ab 31,67 ab
A032 136,62 ab 35,00 ab
A034 121,62 ab 33,47 ab
A036 100,50 ab 35,52 ab
A037 138,37 ab 36,35 ab
A038 155,12 ab 36,35 ab
A040 126,75 ab 32,75 ab
A042 129,12 ab 38,37 ab
A043 136,62 ab 37,00 ab
A044 146,25 ab 31,75 ab
A047 137,50 ab 31,90 ab
AO051 100,62 ab 43,10 a
A054 122,12 ab 38,85 ab
A055 161,62 ab 26,62 b

COM N 70,00 ab 38,05 ab
SEM N 94,62 b 34,97 ab

C.V. 8,97 14,86

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5%
de probabilidade. Para N médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 10% de probabilidade.

Nem sempre o alto numero de ndédulos esta associado a alta
producdo (CHEN et al., 2003). E possivel observar esse efeito nesta pesquisa,
pois observamos que houve diferenga significativa no ndmero de noédulos
porém nao foi observado diferencdo para a variavel MSPA.

Quando observamos o teor de nitrogénio obtido pela analise foliar,
apenas o isolado A051, Bradyrhizobium namibiense, diferiu significativamente

em relacdo ao isolado AO55 (Tabela 9), desta maneira € possivel afirmar que o
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isolado foi capaz de fornecer um bom teor de N para aparte aérea da planta,
cerca de 43 g.kg?, valor esse que fica entre a faixa étima para a cultura da
soja, 36,0 a 47,8 g.kg * (URANO et al., 2007).

Os isolados testados ndo apresentaram diferenca significativa com o
tratamento COM N, este fato indica que a adubacdo nitrogenada, neste caso,
ndo se faz necessaria, por outro lado, a nédo diferenciacdo do tratamento SEM
N indica que o solo pode ter suprido a necessidade nutricional de N da planta
ou que a populacdo nativa de rizObios possam que contribuido com o
desenvolvimento dessas plantas.

Ao analisar o conteudo de nitrogénio no tratamento, verifica-se que
nao houve diferenca entre os isolados avaliados. A utilizacdo deste parametro
para avaliacdo da fixacdo de nitrogénio é adequada pois ha efeito do peso de
MSPA em relacdo ao teor de N, o que néo foi verificado neste estudo.

Dos resultados obtidos neste estudo, podemos observar que trés
dos isolados que apresentaram diferenca significativa em algumas das
variaveis analisadas para o teste de eficiéncia (A018, A027 e A051), também
apresentaram Eficiéncia relativa maior que o tratamento COM N no teste de
autenticacao dos isolados, comprovando o potencial para novos estudos.

101



CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a partir do estudo de isolados de
rizobios de raizes de Alysicarpus vaginalis coletados da zona periurbana e rural
do municipio de Alta Floresta - MT conclui-se que:

Os isolados de nddulos de Alysicarpus vaginalis apresentaram alta
diversidade fenotipica e genética.

As bactérias de crescimento intermediario e lento com producao de
pouco muco sao mais eficientes na fixacdo de nitrogénio.

Foram identificadas, através de analise da sequenciamento do gene
16S rDNA, as seguintes bactérias: Bradyrysobium japonicum, Bradyrhizobium
vignae, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium namibiense, Rhizobium
jaguaris, Bacillus tropicus e Paenibacillus catalpae.

Dentre as estirpes ndo noduliferas promotoras de crescimento de
Alysicarpus vaginalis, estdo os géneros Bacillus e Paenibacillus.

As estirpes A018, A027 e AO051 possuem potencial para novos

estudos.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos a partir do estudo de isolados de
rizobios de raizes de Macroptilium lathyroides e Alysicarpus vaginalis coletados
da zona periurbana e rural do municipio de Alta Floresta - MT conclui-se que:

Os isolados apresentam grande heterogeneidade.

Ha predominédncia de isolados de Macroptilium lathyroides de
crescimento rapido, no entanto somente um isolado de crescimento rapido
apresenta eficiéncia na fixagao de nitrogénio.

Os isolados de Alysicarpus vaginalis que apresentaram crescimento
intermediario e lento com producdo de pouco muco sdo mais eficientes na
fixacdo de nitrogénio, comparando com os outros isolados deste estudo.

Foram identificadas, através de analise da sequenciamento do gene
16S rDNA, as seguintes bactérias, para Alysicarpus vaginalis: Bradyrysobium
japonicum, Bradyrhizobium vignae, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
namibiense, Rhizobium jaguaris, Bacillus tropicus e Paenibacillus catalpae.

Foram identificadas, através de andlise da sequenciamento do gene
16S rDNA, as seguintes bactérias para Macroptilium lathroides:
Mucilaginibacter gossypiicola, Novosphingobium arabidopsis, Bacillus haynesii,
Bacillus xiamenensis, Bradyrhizobium namibiense e Flavobacterium anhuiense.

Os isolados M004, M0O05 e M022 apresentaram valores de teor de
nitrogénio muito proximos ao do tratamento COM N, sendo indicados para
novos estudos com culturas de importancia comercial.

Os isolados A018, A027 e A051 possuem potencial para novos
estudos com culturas de importancia econdémica.

A estirpe A51 apresentou teor de nitrogénio mais elevado do que o
tratamento COM N.
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