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Resumo

Os térmitas sdo um importante grupo de insetos terrestres, caracterizados pela capacidade de fi-
xar nitrogénio atmosférico através de microrganismos presentes no intestino desses isépteros.
Considerando a capacidade dos térmitas de contribuir com a fertilizagdo nitrogenada, por meio da
fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) em solos tropicais, estudos que visam avaliar a diversidade
bioldgica desses microrganismos sao de fundamental importancia para promog¢ao do conhecimen-
to da sua taxonomia e avaliacdo da sua contribuigao efetiva. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo realizar o isolamento e caracterizagédo fenotipica de rizébios obtidos de substrato de cu-
pinzeiro, utilizando-se plantas de soja como plantas-iscas. A coleta do substrato de cupinzeiros foi
realizada na Fazenda Campana, Municipio de Rio Brilhante, MS. Duas estirpes de rizébio reco-
mendadas comercialmente para inoculagao na cultura de soja: SEMIA 587 e SEMIA 5019 (Bradyr-
hizobium elkanii) e SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (Bradyrhizobium japonicum) foram utilizadas como
padrao comparativo de eficiéncia simbiotica, com os isolados obtidos de nddulos de soja, visando
a construgcado de um fenograma. Do substrato de cupinzeiros, foram obtidas bactérias fixadoras de
nitrogénio em soja, com ampla diversidade fenotipica, verificando-se a ocorréncia de diversos gru-
pos e subgrupos com diferentes niveis de similaridade.

Palavras-chave: diversidade microbiana , fixagdo biolégica nitrogénio, térmitas.

Abstract

The termites constitute an important group of terrestrial insects, characterized by the ability to fix
atmospheric nitrogen by microorganisms present in their gut. Considering the ability of termites to
contribute to the nitrogen fertilization by nitrogen fixation (BNF) in tropical soils, studies aimed at
assessing the biological diversity of these microorganisms are essential to promote knowledge of
its taxonomy and evaluation of their effective contribution. Thus, the present work was aimed at
the isolation and phenotypic characterization of rhizobia obtained from mound substrate using
soybean plants as a trap-host. The collection of nest substrate was made at Fazenda Campana,
municipality of Rio Brilhante, MS. Two strains of Bradyrhizobium commercially recommended for
inoculation in soybean: SEMIA 587 and SEMIA 5019 (Bradyrhizobium elkanii) and SEMIA 5079
and SEMIA 5080 (Bradyrhizobium japonicum) were used as standards for comparison with the
rhizobia isolates obtained from soybean nodules to construct the phenogram. Nitrogen-fixing
bacteria in soybean with broad phenotypic diversity were obtained from the substrate mounds ,
revealing the occurrence of various groups and subgroups with different levels of similarity.
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Introdugao

+ Os térmitas ou cupins sdo um importante grupo de insetos terrestres e um dos mais
importantes e ativos decompositores de materiais ricos em lignocelulose, especialmente
em regides tropicais (AQUINO, 2008; CORREIA et al., 2003). Esse grupo de insetos é
caracterizado por uma diversidade funcional, que, segundo Donovan et al. (2001), é
baseado nos processos de decomposicédo e ciclagem de nutrientes (grupo tréfico |-
Térmitas inferiores, II- Térmitas superiores, Il - Térmitas e IV — Térmitas gedfagos).

Entre as funcbes ecoldgicas desempenhadas pelos térmitas, destaca-se a simbiose realizada por
microrganismos (protozoarios, fungos e bactérias) que habitam diferentes compartimentos do
intestino desses insetos (AANEN, 2007; BRUNE; FRIEDRICH, 2000; CORREIA et al., 2008;
OHKUMA; KUDO,1996). Segundo Frohlich et al. (2007), os cupins se alimentam de uma dieta
pobre em nitrogénio, no entanto, as bactérias presentes em seu intestino realizam a fixagao
biolégica de nitrogénio (FBN), visando complementar a deficiéncia desse nutriente em sua
alimentacdo. Assim, a FBN em procariontes presentes em diferentes compartimentos do intestino
de térmitas é um dos principais aspectos na biologia do solo.

As variagdes na atividade de organismos fixadores de nitrogénio, a evolugcao das espécies de
térmitas e as diferentes populagbes microbianas responsaveis por fixarem nitrogénio nos
intestinos dos térmitas, sdo de fundamental importancia e, de acordo com Ohkuma e Kudo (1996),
precisam ser melhor elucidados, visando compreender o sistema simbidtico destes isépteros.
Considerando a capacidade de térmitas contribuirem com a fertilizagdo nitrogenada, através da
FBN, em solos tropicais, estudos que visam avaliar a diversidade bioldgica desses
microrganismos sado de fundamental importancia para pesquisas de filogenia, taxonomia,
competitividade e ecologia de rizébio. Neste sentido, torna-se possivel identificar novos grupos
taxondmicos capazes de melhorar ainda mais a eficiéncia do processo de FBN. Assim, o objetivo
deste trabalho foi realizar o isolamento e caracterizagao fenotipica de rizébios obtidos de substrato
de cupinzeiro, utilizando plantas de soja como plantas-iscas.

Metodologia
Obtencgéo de rizébios de cupinzeiro, isolados de nédulos de soja

A coleta do substrato de cupinzeiros foi realizada na Fazenda Campana (22°16°29"S;
54°48’57”W), Municipio de Rio Brilhante, MS, onde a producado de gado de corte representa a
principal atividade. O clima da regido é classificado como Cwa, mesotérmico umido, com o verao
quente e o inverno seco (FIETZ; FISCH, 2008). Foram selecionadas duas areas de pastagens
(Brachiaria brizantha) de com 1,0 ha cada. Area 1) caracterizada por poucos ninhos de cupins
(Cornitermes cumulans), com média de 68 ninhos por hectare; Area 2) caracterizada por
apresentar maior densidade de ninhos, com média de 128 ninhos por hectare, além de maior
quantidade de arvores e arbustos entre a pastagem. No centro de cada area, foram selecionados,
de forma aleatdria, 12 ninhos de cupins. Do interior de cada ninho, foi coletada uma amostra
composta, oriundas de oito subamostras, com trado holandés e acondicionadas em caixa térmica.
Posteriormente, as amostras das duas areas foram homogenizadas e utilizadas como substrato
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para o plantio de soja (Glycine max (L.) Merrill). Foram obtidos 16 isolados de nddulos de soja,
utilizada como planta-isca.

Isolamento e caracterizagao fenotipica de rizébios obtidos de nédulos de soja

Os nddulos coletados de plantas de soja foram reidratados em &gua destilada estéril,
desinfestados superficialmente em hipoclorito de sédio, a 5%, por cinco minutos, e lavados dez
vezes com agua destilada estéril. Em seguida, foram esmagados e purificados em meio YMA-
yeast manitol agar. Culturas puras dos isolados de rizébio foram caracterizadas morfologicamente
em placas de petri contendo meio YMA (VINCENT, 1970). As estirpes recomendadas
comercialmente para inoculacdo em soja foram utilizadas neste estudo como padrdo de
comparagao: SEMIA 587 e SEMIA 5019 (Bradyrhizobium elkanii) e SEMIA 5079 e SEMIA 5080
(Bradyrhizobium japonicum). Os isolados de rizébio foram caracterizados quanto as seguintes
caracteristicas fenotipicas: tempo de crescimento; alteragdo de pH do meio de cultura; producao
de muco; tipo de muco; cor das colénias; absorcao de indicador; Transparéncia e Elasticidade. A
matriz de similaridade foi construida baseada nas caracteristicas analisadas, de acordo com o
coeficiente “p-distance”, utilizando o programa MEGA (versao 4.0), através do método UPGMA.

Resultados e Discussao

Na Figura 1, esta apresentado o fenograma obtido através da analise de agrupamento, utilizando
o método UPGMA e o coeficiente de similaridade p-distance, cuja matriz de similaridade foi
construida baseada na observagédo de caracteristicas fenotipicas. Incluiram-se neste fenograma
as estirpes de rizobio recomendadas comercialmente para a cultura da soja no Brasil, SEMIA 587
e SEMIA 5019 de Bradyrhizobium elkanii e SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de Bradyrhizobium
Jjaponicum, além de 16 isolados de rizébio oriundos de solos de cupinzeiro, utilizando-se soja
como planta-isca. De acordo com o fenograma, foi observada a formacgado de dois grupos: no
primeiro grupo, as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 de B. elkanii formaram um grupo-irmao com
as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de B. japonicum, confirmando, assim, a divisdo proposta
por Kuykendall et al. (1992). Foi observada ainda a presenga do isolado CPAOS 1.13, formando
um grupo-irmao com as estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080).

O segundo grupo caracterizou-se por uma ampla heterogeneidade entre os isolados de rizobio
avaliados, sendo possivel observar a formagao de varios subgrupos. Contudo, verificou-se uma
distancia fenotipica praticamente nula para alguns isolados pertencentes ao segundo grupo. No
entanto, os isolados CPAOS 1.5 e CPAOS 1.16 foram caracterizados pela formagao de um unico
grupo, quando comparado aos demais isolados de rizobio obtidos de nddulos de soja.

Frohlich et al. (2007) avaliaram a ocorréncia de rizébios no intestino de térmitas superiores de
Nasutitermes nigriceps e isolaram a estirpe bacteriana simbidtica M3A, que apresentou uma
similaridade (coeficiente 0,757) com Ensifer meliloti B. Por outro lado, o mesmo isolado M3A
exibiu caracteristicas diferentes para Ensifer fredii e Ensifer meliloti. Bactérias pertencentes a
familia Rhizobiaceae - Agrobacterium, Bradyrhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Ensifer), sao
caracterizadas por serem organismos fixadores de nitrogénio.

Em outro estudo, Warnecke et al. (2007) avaliaram a diversidade da comunidade microbiana,

através de uma analise metagendmica da porgédo do intestino posterior do térmita xiléfago
Nasutitermes sp. Os resultados obtidos revelaram a ocorréncia de 12 tipos de filos e 216 filotipos

Cadernos de Agroecologia — ISSN 2236-7934 — Vol 7, No. 2, Dez 2012 3



,’3‘ "0 saber tradicional e o cientifico:
SEMINARIO DE ._, [I‘L,F_iL,'.'J:J encyr‘tandu camlnh_os ;
.AG ROECOLOGIA para o desenvolvimento sustentavel

DE MATO GROSS50 DO SUL

: 3° Encontro de Produtores 16 a 18 de outubro de 2012

Agroecoldgicos de MS Gléria de Dourados | Mato Grosso do Sul | Brasil

de bactérias. Ainda, neste mesmo estudo, doze genes homélogos nifH foram identificados,
demonstrando a presenca de bactérias fixadoras de N, associadas a este térmita.

Por fim, os isolados representativos no segundo agrupamento, devido a sua grande
heterogenidade com base nas caracteristicas fenotipicas, sugerem a necessidade de realizacao
de novos estudos para melhor conhecimento. Tais estudos incluem a avaliacdo da eficiéncia
simbidtica e caracterizagado genotipica, visando selecionar os isolados de maior importancia para a
FBN e, consequentemente, para produgao de inoculantes mais eficientes para a cultura da soja.
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Figura 1. Fenograma com base em caracteristicas fenotipicas das estirpes de Bradyrhizobium
spp utilizadas em inoculantes comerciais para soja, além de 16 isolados de rizébio obtidos de
substrato de cupinzeiro, utilizando soja como planta-isca.

Conclusoes

De modo geral, as plantas de soja produziram uma nodulagéo abundante, a partir de substrato de
cupinzeiros como indculo, indicando a presenga de bactérias fixadoras de nitrogénio eficazes para
esta cultura. Do substrato de cupinzeiros, foram obtidas bactérias fixadoras de nitrogénio, com
ampla diversidade fenotipica, verificando-se a ocorréncia de diversos grupos e subgrupos com
diferentes niveis de similaridade.
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