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INTRODUGAO

O Desmodium se apresenta em uma vasta gama de ambi-
entes no pantanal, e se destaca pela boa produgao de massa,
ocorréncia generalizada e excelente palatabilidade (Allem
& Valls,1987). O Desmodium spp é uma leguminosa for-
rageira que pode adquirir N2 do ar através da simbiose com
bactérias do género rizébio.

As bactérias do género Rhizobium exercem importante
fungéo no ciclo do nitrogénio, convertendo o nitrogénio pre-
sente na atmosfera diretamente em nitratos, ao contrario
das Nistrossomas, que convertem amoénia (NHs), resultante
do processo de decomposicao, em nitrito que posteriormente
é convertido pela agao das bactérias (Vincent, 1970).

Estes microrganismos transferem o Ny reduzido as legumi-
nosas, enquanto que os carboidratos produzidos por essas
plantas sdo fornecidos as bactérias e servem como fontes de
energia, ocorrendo assim uma simbiose (Espindola et al., ,
2005).

O isolamento de Rhizobio tem importancia, para selecionar
bactérias eficientes na fixacdo de Na. A caracterizagdo mor-
fologica é um passo fundamental para a identificacao destes
organismos, os dados emitidos sero uteis facilitando a iden-
tificagdo, e futuramente realizar a classificagdo taxonoémica
visando desde ja a selecao de bactérias mais eficientes e
adaptdveis a seu ambiente especifico com pH e temperatura

favoravel ao seu desenvolvimento.

Hoje ha intimeros estudos que procuram visar o desempenho
destas bactérias no meio ambiente, sao realizados testes
em laboratério para avaliar produgdo de enzimas ou out-
ros compostos, dentre estes estudos pode ser agrupado o
teste amilolitico, em que bactérias do género Rhizobium sao
submetidas ao desenvolvimento em meios de cultura sélido,
com fins avaliar a hidrolizagdo por meio de enzima ami-
lase. Outro estudo de compostos produzidos por bactérias
e a capacidade de solubilizagdo de fosfato, estes microrgan-
ismos produzem fosfato que no meio ambiente pode atuar

facilitando a absor¢do de nutriente pelas raizes das plantas
(Villegas et al., 2002).

OBJETIVOS

Isolar e caracterizar morfofisiologicamente bactérias
noduliferas nativas da regido do Pantanal da Nhecolandia.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo deste projeto foram utilizados em labo-
ratério vidrarias, equipamento de esterilizagdo a pressao e
vapor, camara asséptica, reagentes para o preparo dos meios
de cultura, equipamento de Phgametro e estufas para en-
cubagao.

Area de estudo.

Foram coletadas amostras de raizes de Desmodium spp, na
regido do Pantanal da Nhecolandia, Mato grosso do Sul, a
fim de isolar e caracterizar morfofisiologicamente colénias
isoladas a partir de nddulos bacterianos. Estes nddulos
foram coletados em periodo de estiagem em terreno com
solo arenoso. A drea de coleta se destaca por se apresentar
submersa em periodos chuvosos, permanecendo submerso
por aproximadamente 2 a 3 meses apds o inicio de estiagem.

- Isolamento e caracterizagdo morfoldgica de colonia.

Para o isolamento das bactérias diazotréficas (fixadoras de
nitrogénio), em laboratdrio se separou dois nédulos de cada
uma das trés amostras, os nédulos foram imersos, por cerca
de 5 a 10 segundos, em &lcool a 90 % a 95%.

Em seguida transferidos para uma solugdo a 1% de
hipoclorito de sédio por um minuto. Apés a iltima lavagem,
os nodulos foram amassados com bastdo de vidro e este
material foi riscado em placas com meio de cultura sélido,
levedura manitol (YMA), contendo extrato - de - levedura,
tendo o Vermelho - Congo como indicador (Vicent, 1980).
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Para o isolamento de bactérias de crescimento rapido uti-
lizou - se como fonte de carbono a glicose. Estas foram
incubadas em estufa a 302C.

De acordo com Hungria (1994), meio de cultura contendo
a glicose como fontes de carbono selecionam bactérias de
crescimento répido (até 3 dias) e com manitol bactérias de
crescimento lento (até 7 dias).

Cada estipe ao ser isolado recebeu uma identificagao, uma
sigla e uma numeragao seqiiente, (IMDB a 56MDB). As
colonias de cada isolado foram caracterizadas quanto a
forma da colonia, cromogénese, consisténcia, tamanho, ca-
pacidade de acidificacdo, tempo de crescimento e atividade
amilolitica das colonias (Larpent, 1975).

Apés purificagao estes estipes foram submetidos a testes de
acidificagdo e atividades enzimaticas amilolitica e solubi-
lizacdo de fosfato.

Avaliagoes fisioldgicas;

Capacidade de acidificagao.

As colonias puras foram repicadas em placas YMA sélido
tendo azul de bromotimol como indicador para averiguar
sua capacidade acidificagdo. O meio de cultura utilizado
apresentava glicose para crescimento rapido e manitol para
crescimento lento (Hungria,1994).

Atividade amilolitica.

Para verificagdo da atividade de produgao de amilase, todos
os isolados foram inoculados em meio sélido C.P (Peixoto
et al., , 2003) suplementado com 1% amido, com pH inicial
6,8. A identificacdo da atividade amilolitica foi realizada
apés um periodo de 2 a 3 dias encubados a 30°C. Para a
visualizacao dos resultados foi adicionado solugao de iodo
sobre as colonias ja desenvolvidas para que possivel visu-
alizar a presenga ou nao do halo.

Teste de Solubilizagdo de Fosfato.

A capacidade de solubilizacdo de fosfato insolivel foi tes-
tada em meio de cultura GL sélido (Oliveira et al., 2003) .
As bactérias foram riscadas nesse meio de forma circular. O
didmetro do halo de solubilizacao foi observado como uma
area translicida em torno da colonia apds sete dias de in-
cubagao.

RESULTADOS

Apés a purificagdo consegui - se obter 56 isolados dentre
estes, 75% (4 dias) e 25% de crescimento lento (6 dias).

Os resultados demonstraram que, 39,28 % das colonias ap-
resentaram a pigmentagao rosa, 8,92 % amarelas, 42,85 %
laranja e 5,35 % com pigmentagao branca.

Foi observado que, 76,78 % dos 56 dos estipes isolados ap-
resentaram consisténcia seca e 23,21 % destacaram con-
sisténcias viscosas. Em relacao ao tamanho das colonias,
68,28 % se caracterizou de tamanho grande, 28,57 % médio
e 7,14 % tamanho pequeno.

Quanto ao teste de acidificacdo, solubilizacao de fosfato e
amilase, dentre 56 estipes testados resultou - se em: 41 es-
tipes apresentaram capacidade de acidificar o meio de cul-
tura, 14 emitiram capacidade de produgao de enzima amilo-
litica e 1 estipe produziu enzima fosfatase.

Os resultados apresentados evidenciaram que o uso de meio
de cultura YMA glicose selecionou maior diversidade de
colonias bacterianas, em relagdo ao meio YMA manitol. De

acordo com Hungria, meios contendo glicose como fontes de
carbono selecionam bactérias de crescimento rdpido (até 3
dias) e com manitol bactérias de crescimento lento (até 7).

A caracterizagao fisiolégica das colonias submetidas ao teste
de acidificagdo foi estabelecida observando a pigmentacao
do meio de cultura. Por meio de observagoes foi evidenci-
ado que colonias que alteraram o pH do meio de cultura
deixaram - no acido reagindo e modificando a coloragao ini-
cial de verde para amarelo.

Apés o teste de acidificagdo foi possivel observar que um
grande ntmero de estipes apresentava capacidade de acidi-
ficar o meio de cultura, este fator esteve presente em 73,21%
das col6nias submetidas ao teste.

Esta capacidade de acidificar o meio de cultura pode es-
tar relacionada com o pH do solo onde os nédulos destas
bactérias foram coletados, que por motivo de adaptagao pos-
suem este desempenho (Moreira & Siqueira, 2002). Sendo
assim em maioria estes organismos estariam adaptados a
habitar solo com pH &cido.

Foi observado que a viscosidade é uma caracteristica de
isolados tanto lentos como rapidos, apresentando variagoes
intrinsecas, como por exemplo, pouca, média e muita elas-
ticidade do muco produzido (Hungria 1994). Segundo
Coutinho et al., (2005), sugeriram que a produgao de
muco pode representar um mecanismo envolvido no pro-
cesso de adaptacgdo e sobrevivéncia dos rizébios, em difer-
entes condigbes edafo - climéticas.

As caracterizacGes morfoldgicas destas bactérias podem ser
explicadas ressaltando caracteristicas que as mais diferen-
ciavam uma das outras, analisando sua forma, tamanho,
consisténcia e pigmentagao. Estas caracteristicas estiveram
presentes nestas colonias avaliadas, ocorrendo em maior o
menor grau de proporgoes. Foi possivel atribuir varias car-
acteristicas as estas variedades de colonias, em relacao a
forma destacou desde cupula, conica ou achatada, podem
apresentar tamanhos variados, desde pequeno, médio ou
grande, em questao a consisténcia podem ser encontradas
colbénias com consisténcia viscosas ou secas.

Dentre os isolados submetidos a atividade de solubilizacao
de fosfato, foi apresentado um baixo numero de colonias
bacterianas que produziram enzima fosfatase, dentre as 56
isoladas, apenas 1 colonia apresentou resultados positivos.

A capacidade de produgdao de enzima amilase esteve pre-
sente em 25% das colonias submetidas ao teste, os resultados
sé foram possiveis ser analisados por meio de uma tintura
de iodo. Estas colonias apds a adi¢do do iodo destacaram
uma zona meio azulada, indicando a atividade amilolitica
(Buzzini & Martini. 2002).

H4a relatos de atividade amilase em outras diazotréficas
como o trabalho de Oliveira et al., . 2003, que obser-
vou a produgdo de amilase por rizébios tendo a farinha da
pupunha como substrato, registrou 19 isolados com ativi-
dade amilolitica em meio YMA modificado. Oliveira et al.,
(2003) sugerem uma possivel participagdo de algumas gli-
cosidases, como as amilases, no estabelecimento intracelular
da simbiose leguminosa versus rizébio.
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CONCLUSAO

Isolou - se um nimero razoavel de estipes a partir de apenas
uma espécie de planta, podendo se dizer que a diversidade
da comunidade microbiota da regiao é bem diversificada.
Em geral os isolados a partir do Desmodium spp nao apre-
sentaram eficiéncia em produzir enzima fosfatase.

O pH do solo da regido de origem destes nédulos bacteri-
anos, pode estar ligado a capacidade destes microrganismos
acidificarem o meio de cultura.

Em relacao ao tempo de crescimento destas bactérias em
meio de cultura YMA manitol, foi observado que ocorreram
alguns casos em que a colénia ndo se desenvolveu, con-
statando caracteristicas de desenvolvimento rapido nestas
colonias.

A atividade amilolitica de alguns isolados pode permitir o
estabelecimento da simbiose planta/bactéria nessas plantas.
Pode se concluir que as bactérias que apresentaram capaci-
dade de acidificar um substrato, e produzir enzimas amilase
e fosfatase estdo mais aptos a se desenvolverem em seu am-
biente de origem (Pantanal).

Estas bactérias se apresentaram em grande escala de var-
iedades, pode se concluir que estas além de apresentar uma
simbiose com as leguminosas da regiao, estdo relacionadas
ao equilibrio ecolégico como o pH do solo.

As bactérias que se apresentaram eficiente na solubilizagdo
de fosfato podem suprir a necessidade da assimilagdo de
fosfato apresentadas por plantas.

Conclui se que bactérias provenientes de solo alcalino pos-
suem capacidade de acidificar um substrato.
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