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Introducéo

A exploragdo das florestas em face da demanda por espécies de alto valor comercial, bem como o
processo de agricultura intensiva em decorréncia do crescente aumento populacional, intensificaram o
impacto da acdo humana sobre 0s ecossistemas naturais mundiais. As consequiéncias da acdo humana
sobre os ecossistemas resultam na perda da fertilidade do solo, erosdo, desertificagdo e em mudancas
climaticas, bem como na perda de recursos biolégicos de valor inestimavel. Muitos pesquisadores tém
ressaltado a importancia das leguminosas arbéreas fixadoras de nitrogénio em sistemas agroflorestais,
silviculturais ou na recuperacdo de areas erodidas (Franco et a., 1991). Quando as leguminosas se
associam com bactérias especificas do género Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium,
desenvolvendo uma simbiose eficiente, podem obter grande parte das suas necessidades de nitrogénio
através da fixagdo bioldgica e ainda, influenciar a produtividade dos solos deficientes, incorporando
grandes quantidades de nitrogénio atmosférico no sistema solo-planta (Moreira, 1994). Esses atributos
contribuem para 0 desenvolvimento de outras espécies vegetals, garantindo a auto-sustentabilidade do
ecossistema com relagdo ao nitrogénio. Algumas caracteristicas altamente desgjdveis em estirpes de
rizobio indicadas para a inoculacdo de leguminosas arbdreas sdo a eficiéncia simbidtica, capacidade de
sobrevivéncia no solo e habilidade competitiva para colonizar as raizes da planta hospedeira,

promovendo uma nodulagdo abundante (Franco et al., 1991). Intensifica-se entdo, a demanda para a
selecdo de estirpes de rizobio nativas do solo mais eficientes e competitivas e sua preservagdo em
colecéo.

Objetivo

O objetivo dessa parte do trabalho foi isolar, caracterizar e agrupar as estirpes de rizéhio, para posteriormente
serem testadas quanto a eficiéncia nas suas leguminosas hospedeiras, visando a obtencao de estirpes promissoras
na fixagdo biolégica do nitrogénio.

Materiaise métodos

O trabaho estd sendo desenvolvido na APA - Parque do Carmo, Situado no Bairro de Itaquera, zona
leste da cidade de S&o Paulo-SP. Através de visitas periddicas a APA, foi feito levantamento, coleta e
identificacdo das leguminosas arbdreas, as quais seréo depositadas em herb&io.O material

bacteriol6gico utilizado para o isolamento das estirpes foi 0 meio de cultura “79” solido (Fred &

Waksman, 1928). A coleta dos nédulos foi realizada com a utilizacdo de uma pa de jardineiro; nesta
ocasido cavou-se as regides das proximidades até uma disténcia de 40 cm do tronco a profundidades de
10 a 20 cm. ApGs a coleta dos nodulos, os mesmos foram levados ao laboratério, lavados e
desinfestados seguindo os procedimentos descritos por Vincent (1970). Os nédul os desinfestados foram
cortados longitudinalmente com o auxilio de uma pinga de ponta fina e lamina de barbear esterilizadas
e agueles com caracteristicas de efetividade, eviderciados pela presenca visua de leghemoglobina,

serviram para o isolamento das bactérias. A superficie cortada do nodulo foi riscada na superficie do
meio solido em placas de Petri. Foram efetuadas trés repeticbes por nédulo. As placas foram incubadas
em sua posicdo invertida, em estufa bacteriolégica a 28?C, para o desenvolvimento das colonias, e
transferidas vérias vezes para novo meio de cultura até a obtencdo de coldnias puras. As culturas puras
obtidas a partir de colénias isoladas foram caracterizadas quanto a velocidade de crescimento, reacdo do pH
meio, quantidade de muco produzido e coloracdo da colbnia, como uma primeira aproximacao para identificacdo
do género. A estimativa da velocidade de crescimento das estirpes foi feita de acordo com o nimero de
dias requeridos para que as col6nias atingissem 1mm de diémetro: de trés a cinco dias, crescimento rapido (CR);
de sais a sete dias, crescimento intermediério (Cl); de oito adez dias, crescimento lento (CL) . As culturas foram
transferidas para tubos de ensaio com tampa rosquedvel contendo meio de cultura inclinado, cobertas com

vasdina liquida esterilizada. As estirpes isoladas foram catalogadas e preservadas em colecao.



Resultados e discussio

Até o presente foram identificadas 14 espécies de Leguminosae, sendo: Bauhinia forficata, Caesalpinia
echinata, Peltogyne sp, Sclerolobium denudatum (subfamilia Caesal pinoideae); Anadenanthera falcata,
A. colubrina, A .macrocarpa, , Inga sessilis, , Parapiptadenia rigida, Piptadenia gonoacantha
(subfamilia Mimosoideae) e Andira anthelmia, Lonchocarpus sp, Machaerium nyctitans, M. villosum
(subfamilia Papilionoideae). Uma maior ocorréncia de nodulos foi encontrada nas espécies das
subfamilias Mimosoideae e Papilionoideae, ndo sendo verificados na Caesalpinoideae. Segundo
Moreira (1994), a nodulagédo € mais freqlente entre as Mimosoideae e Papilionoideae e pouco

freqUente nas Caesapinoideae. Nas leguminosas noduladas, os nédulos foram encontrados nas raizes
laterais de plantas jovens que cresciam nas bordas da mata, ndo sendo encontrados nédulos nas
espécies que cresciam no interior, ou quando encontrados, eram pequenos (menores que 1 mm) e
apresentaram a coloragdo interna esbranquicada, podendo ser sugerido que eram inefetivos ou estavam
nos estagios iniciais de desenvolvimento (Vidor et a., 1983). Por outro lado, a auséncia da nodulagéo
em espécies noduliferas pode estar relacionada a fatores quimicos, fisicos ou biolégicos do solo

(Barbieri et a., 1998; Fernandes et al., 2003). Até o presente, foram isoladas estirpes das espécies. A.
facata, A. colubrina, A. macrocarpa, P. gonoacantha e M. aculeatum. Os nédulos eram bem
desenvolvidos e exibiram a coloragdo interna vermelha, o que indica presenca de leghemoglobina, e
aparentemente, eficiéncia na fixacdo de nitrogénio (Vidor et al., 1983; Cordeiro et al., 1996).As
caracteristicas culturais e morfologicas do rizébio fornecem informagdes importantes para sua
identificacdo e agrupamento (Neves et a., 1998; Fernandes et al., 2003). As estirpes isoladas das
espécies do género Anadenanthera apresentaram colbnias gomosas, tranducidas, circulares com
didmetro variando entre puntiforme a maior que 3mm, crescimento rgpido e acidificaram o meio de
cultura. Segundo Graham (1976) caracteristicas como tempo de crescimento e a reagdo do pH do meio
sdo testes fisiolégicos significativos na taxonomia do rizébio. A quantidade de muco produzida
determina a forma da coldnia e as estirpes de rizébio diferem tanto na quantidade de muco produzido
Ccomo no tipo caracteristico. Vérios autores classificam as coldnias de rizobio como mucosas “wet” as
gue produzem muito muco e secas “dry” as que produzem pouco muco e segundo Moreira (1994), esta
caracteristica tem mostrado diferencas intrinsecas e ecoldgicas entre estirpes mucosas e secas. As
estirpes isoladas de P. gonoacantha apresentaram crescimento intermediario, pouca producéo de muco,
formatos circulares, opacas e acalinizaram 0 meio de cultura. Segundo Barbieri et al., (1998),

caracteristicas como crescimento rgpido e acidificante sdo tipicas de Rhizobium enquanto crescimento
lento e acalinizantes sdo tipicas de Azorhizobium. Podendo ser concluido que as estirpes isoladas de
Anadenanthera pertencem ao género Rhizobium enquanto as isoladas de P.gonoacantha de
Azorhizobium. As estirpes estdo sendo testadas nas leguminosas hospedeiras para avaliacdo de
eficiéncia da fixagdo biol6gica do nitrogénio.
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