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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo,
agua, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao
cada vez mais necessarias para a sociedade moderna acarretando em
uma busca constante por sistemas de producao agropecuarios apoiados
em principios ecolégicos e naturais.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu

atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovagado, com

a seguinte missao: “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e
inovacao apoiados nos processos agrobiolégicos, em beneficio de uma
agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n° 287 apresenta os resultados de um
levantamento de bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de diferentes
solos da regiao sudeste e que nodulam plantas de amendoim (arachis
hypogea). A busca por insumos biolégicos que possam substituir,
parcial ou integralmente, os fertilizantes quimicos, sem reduzir a
produtividade das culturas agricolas, ganha uma importancia cada vez
maior. Os motivos sdo de ordem econOmica, energética e ambiental,

ja que grande volume dos adubos sintéticos empregados na agricultura
depende de matérias primas importadas. Além de que, como no

caso do nitrogénio, esses materiais demandam grande quantidade de



energia fdssil no processo produtivo e quando usados em demasia
podem contaminar rios, lagos e outros corpos hidricos. O presente
documento mostra que existe um grande nimero de bactérias fixadoras
de nitrogénio, com potencial para producéo de inoculantes para o
amendoin, cultura que apresenta reconhecido valor nutricional, uma
ampla adaptacao geografica e perspectivas favoraveis para assumir

um papel de destaque na geracao de receitas na agricultura familiar.
Neste trabalho sdo descritos procedimentos basicos para estudos de
prospeccao de microrganismos que podem auxiliar a todos aqueles
interessados em informacoes sobre essa linha de pesquisa.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Introducéo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) pertence ao género Arachis (familia
Fabaceae, subfamilia Papilionaceae) que engloba mais de 70 espécies
(KRAPOVICKAS e GREGORY, 1994). Esta planta é originaria da América
do Sul, na regidao compreendida entre as latitudes 10° e 30° Sul, com
provavel centro de origem na regidao de Gran Chaco (Paraguai), incluindo
os vales dos rios Parand e Paraguai. A difusdo do amendoim iniciou-se
pelos indigenas para as diversas regioes da América Latina, América
Central e México (PITTA, 2008). No século XVIII, foi introduzido

na Europa. No século XIX, difundiu-se do Brasil para a Africa, e do

Peru para as Filipinas, China, Japdo e india (FAGUNDES, 2006). Em
comparacao a grandes culturas, como milho e feijao, o amendoim
apresenta reconhecida versatilidade nutricional. Em funcao de sua boa
adaptabilidade as condicOes tropicais, a cultura pode ter um papel
importante para a capitalizacdo de pequenos produtores.

Nos solos onde o amendoim é cultivado, normalmente encontra-se uma
populacao autéctone de rizébio (GIARDINI, 1980). O conhecimento da
ecologia desse grupo bacteriano é um passo importante na identificacao
de simbioses eficazes visando a otimizacao da FBN (RUMJANEK et

al., 2005). O esforco de prospeccao a partir de diferentes plantas
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hospedeiras tem resultado na selecdo de associacoes mais eficientes

e adaptaveis a situacdes especificas para fins de recomendacodes
biotecnolégicas, ampliando a contribuicdo da FBN nos sistemas agricolas
(BRATTI et al., 2005). Portanto, propoe-se neste trabalho realizar um
levantamento de bactérias do grupo rizébio que nodulam amendoim
cultivado em diferentes tipos de solos coletados de areas agricolas
dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, caracteriza-las quanto

as propriedades morfoculturais e indicar isolados representantes dos
grupos morfoculturais, garantindo a preservacao ex-situ da diversidade
de isolados em funcao das cultivares de amendoim e do tipo de solo
na Colecao de Bactérias Diazotréficas e Multifuncionais da Embrapa
Agrobiologia, disponibilizando o germoplasma para estudos futuros.

Area de estudo e amostragem

Uma expedicao foi realizada aos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo
com intuito de coletar amostras de solo na camada superficial de 0-20
cm. No estado do Rio de Janeiro, as amostras de solo foram coletadas
no Sistema Integrado de Producao Agroecoldgica (SIPA), no municipio de
Seropédica. No SIPA os solos foram coletados em &reas de olericultura e
sob cobertura de capim colonido (Panicum maximum) e tiririca (Cyperus
rotundus L.) (Tab. 1). No estado de Sao Paulo as amostras de solo
foram coletadas em areas com histérico de cultivo de amendoim como
pratica para a renovacao do canavial apés 5 anos localizadas nos
municipios de Jaboticabal, Taquaritinga e Sertaozinho (Tab. 1).

Obtencao dos nédulos

Um experimento foi conduzido no campo experimental da Embrapa
Agrobiologia, no periodo de 23 de Novembro de 2009 a 11 de

Janeiro de 2010 utilizando-se as cultivares de amendoim BR-1, BRS-
Havana e IAC-886 como planta isca. As amostras de solos foram
homogeneizadas e 4,5 kg foram distribuidos em vasos de polietileno
com capacidade de cinco litros. Foram semeadas trés sementes de
amendoim por vaso. Aos 10 dias apés a emergéncia (DAE) foi realizado
o desbaste, mantendo-se uma planta por vaso. O experimento seguiu
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Tabela 1. Caracteristicas das areas onde foram coletadas amostras de solos
para prospecc¢ao da distribuicao e diversidade de bactérias isoladas de nédulos

de amendoim.

22°46'59" S,

P Seropédica/RJ
43°40'45” W e 33m

AVA1 Seropédica/RJ 22°46'59" S,
r |
eropedica 43°40'45" W e 33m
22°46'59" S,

AVA2 Seropédica/RJ
43°40'45” W e 33m

. 21°15'"17" S,
NV Jaboticabal/SP
48°19'20" W e 605 m

. 21°24' 22" S; 48° 30’
AV  Taquaritinga/SP
17" W e 565m

21°08' 16" S 47° 59’
LV Sertdozinho/SP 08" 16" S 59
25" W e 579m

Cobertura morta com palhada
de tomate (Lycoperscon
esculentum L.)

Cobertura morta com palhada
de milho (Zea mays L.)
Cobertura morta com palhada
de capim colonido (Panicum
maximum) e tiririca (Cyperus
rotundus L.)

Cobertura morta de palha de
cana-de-acgUcar (Saccharum
officinarum L)

Cobertura morta com palha de
cana-de-aguUcar (Saccharum
officinarum L)

Cobertura morta com palha de
cana-de-acgUcar (Saccharum
officinarum L)

Planossolo (P), Argissolo Vermelho-Amarelo1 (AVA1), Argissolo Vermelho-Amarelo2 (AVAZ2), Nitosso-
lo vermelho (NV), Argissolo Vermelho (AV) e Latossolo Vermelho (LV).

um delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes,
obedecendo-se ao esquema fatorial 6x3: seis classes de solo e trés
cultivares de amendoim, onde cada vaso constituiu uma parcela
experimental. A umidade do solo foi mantida préxima a capacidade
de campo ao longo do experimento, utilizando-se agua da torneira,
passada em filtro de carvao ativo. Aos 50 DAE, as plantas foram
coletadas, as raizes foram separadas da parte aérea, lavadas e os
nédulos destacados e armazenados em frascos de vidro com silica em

gel e algodao.
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Isolamento de bactérias dos nodulos

Foram coletados dois nddulos por planta, resultando em seis isolados
por tratamento. Os nédulos foram reidratados em agua destilada por

40 minutos e desinfetados em éalcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de
sédio 2% por 30 segundos. Em seguida foram realizadas dez lavagens
sucessivas em agua esterilizada. Os nédulos desinfetados foram
pressionados com uma pin¢ca sobre placa de Petri, contendo meio YMA
(extrato de levedura, manitol, 4gar) em condicdes assépticas conforme
descrito por Fred e Waksman (1958). As placas foram incubadas a
28°C até o aparecimento e desenvolvimento das col6nias.

Caracterizacao dos isolados

A caracterizacao fenotipica dos isolados foi realizada a partir das
seguintes caracteristicas culturais em meio YMA com azul de
bromotimol (VICENT, 1970): tempo de crescimento - nimero de

dias para o aparecimento de coldnias isoladas - (rapido: até 3 dias;
intermediario: de 4 a 5 dias; e lento: acima de 6 dias); alteracdo do
pH do meio de cultura (acido, neutro e alcalino); relativas a col6nia:
tamanho (entre 1 e 2 mm e >2mm); transparéncia (translicida ou
opaca); elevacao (plana e convexa); cor (branca e amarela); forma
(circular, oval ou irregular); aparéncia (homogénea ou heterogénea);

e borda (lisa ou irregular); relativas ao muco: tipo (butirico - muco

se desprende da superficie do meio, ao passar a alca de platina

sobre a placa; viscoso - muco nao se desprende); elasticidade

(sem elasticidade; pouco elastico - forma fio até 1 mm; e muito
elastico - forma fio maior do que 1 mm); e aparéncia (homogénea ou
heterogénea) (MARTINS et al., 1997). Em alguns casos foram obtidos
mais de um tipo morfocultural a partir de um Unico nédulo. Os isolados
foram agrupados pelo método UPGMA (método de agrupamento por
médias aritméticas ndo ponderadas), com base no indice de Jaccard
utilizando o programa PAST (HAMMER et al., 2003), para identificacao
dos diferentes tipos morfoculturais (TMC).
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Caracterizacao da colecao

Noventa e quatro isolados obtidos foram caracterizados, indicando
predominancia de isolados com crescimento rapido que acidificam o
meio de cultura e apresentam col6nias brancas transllcidas maiores do
que 2 mm com elevacdo convexa. A capacidade de formar nédulos foi
confirmada a partir da reinoculacdo, em condicdes estéreis, nas mesmas
cultivares de amendoim utilizadas para o isolamento. Do total de 94
isolados, 71 formaram nédulos nas condicOes experimentais, totalizando
24 (34%), 22 (31%) e 25 (35%) isolados das cultivares BR-1, BRS-
Havana e IAC-886, respectivamente. Os 71 isolados nodulantes foram
agrupados em 14 tipos morfoculturais baseados nas caracteristicas
mais discriminantes: tempo de crescimento, ph do meio, tipo de muco,
transparéncia da coldnia e elasticidade. Dos 71 isolados, 55 foram
selecionados para depdsito na colecdo de bactérias diazotréficas e
multifuncionais da embrapa agrobiologia, considerando-se a diversidade
obtida das diferentes cultivares e tipos de solo. A caracterizacao
morfocultural indicou a existéncia, nos locais de estudo, de uma alta
diversidade de bactérias com caracteristicas distintas (Tab. 2).
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Colecao de rizobios isolados de nédulos de amendoim cultivado
em diferentes classes de solos do sudeste brasileiro

Consideracodes finais

Do total de 71 isolados de nédulos de amendoim, 55 foram
selecionados como representativos da diversidade proveniente de trés
cultivares e seis diferentes tipos de solos coletados de areas agricolas
do Sudeste brasileiro considerando-se as seguintes caracteristicas
culturais: tempo de crescimento, pH do meio, tipo de muco,
transparéncia da colOnia e elasticidade. Essa colecdo sera depositada
na Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas e Multifuncionais e
ficara disponivel para estudos futuros.
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