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O amendoim (Arachis hypogeae L.), que junto com a soja, o feijdo e a ervilha, pertencem a
familia Leguminosae, ¢ uma semente vegetal, do grupo das dicotiledoneas, origindria da América
Central e adaptada ao clima Tropical e Equatorial. E considerado um dos alimentos mais completos
em nutrientes, pois € rico em proteinas, vitaminas (B1, B3, Acido Pantoténico, Niacina, Tiamina),
lipidios, carboidratos e sais minerais. O amendoim apesar do alto valor calérico, ndo contém
colesterol, pois sendo de origem vegetal, seu 6leo possui cerca de 80% de gordura insaturada,
tornando-se ideal para dietas de baixo indice caldrico.

A planta de amendoim é uma leguminosa capaz de associar-se com bactérias do género
Bradyrhizobium sp. formando nédulos nas raizes. Nos nddulos infectados por bactéria eficientes, o
nitrogénio atmosférico (N) é reduzido e transferido para a planta a qual pode desenvolver-se
independente da adi¢cao de adubo nitrogenado (Giardini, 1980).

Sobre a comercializacdo do amendoim, ¢ importante dizer que a produ¢do mundial no ano de
2005 ficou em 34.243 mil toneladas métricas, e no Brasil cerca de 1.641 mil toneladas métricas foram
produzidas. A importa¢do de amendoim durante o ano de 2005 foi de 1680 mil toneladas métricas, a
exportacdo foi de 2.024 mil toneladas métricas e o consumo per capita foi registrado em 5,2
kg/hab/ano. No Brasil, observa-se a regido Sudeste se mostrando com a maior produ¢do e maior drea
plantada, com uma diferenca significativa aparece a regiao Sul como a segunda maior em producio, e
o Nordeste com a Segunda maior drea plantada.

Atualmente, o termo rizébio estd sendo bastante utilizado para, indistintamente, referir-se a
um grupo bastante heterogéneo de bactérias, de grande importancia cientifica e agronomica. Essas
bactérias sdo importantes pelo fato de, em simbiose com leguminosas reduzem o nitrogénio
atmosférico a amonia, que, transportada pela planta, ¢ assimilada em aminodcidos e proteinas, sendo
que tal simbiose pode suprir total ou parcialmente o nitrogénio necessario ao desenvolvimento e
produtividade dessas plantas. Dentre as bactérias com capacidade de penetrar nas raizes ou caules de
plantas pertencentes a familia Leguminosae formando nédulos e fixando o nitrogénio atmosférico
encontram-se as bactérias do género Bradyrhizobium sp.

Nos solos do Estado de Sdo Paulo e em muitos solos tropicais onde o amendoim € cultivado,
embora haja indicacdes que esta leguminosa apresenta certa especificidade a nodulacdo por alguns
rizébio, normalmente, existe populacdo endégena de bactérias fixadoras simbidticas de nitrogénio que
aparentemente supre as necessidades de Nitrogénio nessas plantas (Lopes et al., 1976).

A capacidade das espécies de leguminosas em formar relagdes simbidticas efetivas com
rizébios é desconhecida em aproximadamente 77% das espécies (11200 espécies) desta familia,
conseqiientemente, as caracteristicas das espécies de rizébios também sdo pouco conhecidas (Moreira
et al., 1993).

A intensidade da fixacdo do nitrogé€nio nas raizes de plantas influencia a produtividade e a
qualidade das sementes das leguminosas. Para que bactérias e plantas compativeis iniciem a
nodulagdo, € necessdrio que haja um adequado suprimento de energia na planta para que favoreca o
desenvolvimento, crescimento e sustentacdo do nédulo (Osman et al., 1983). A fixacdo do Nitrogénio
em nédulos de leguminosas é um processo altamente energético e, pode utilizar 10 a 30% do total de
matéria fotossintetizada produzida pela planta hospedeira (Schubert & Ryle, 1980). Assim, qualquer
fator que diminua a quantidade de matéria fotossintetizada disponivel ao nédulo, diminui a fixa¢do do
N podendo prejudicar o rendimento de graos.

Nos Estados Unidos, mais especificamente em dois condados da Carolina do Norte, a cultura
do amendoim € recente, os cultivos de amendoins que foram inoculados, deram rendimentos entre
duas e trés vezes maiores na colheita que os ndo inoculados. Sem inoculantes, a planta sofre uma falta
de nitrogénio, a inoculagdo fornece uma maneira relativamente barata de fornecer o poder de fixagcdo



de Nitrogénio requerido para rendimentos elevados, do contrdrio, os agricultores teriam que fazer
aplicacdo de Fertilizantes com Nitrogénio “‘este seria relativamente caro comparado aos inoculantes
comerciais” e “os bons rendimentos no udltimo ano, em areas onde o amendoim era uma cultura
recente, demonstraram o beneficio da inoculagdo” diz David Jordan, especialista em amendoim da
Universidade do estdo da Carolina do Norte, nos EUA.

Sobre esta técnica, David Jordan acrescenta ainda, que os inoculantes sdo de fécil uso, e
dispde de condi¢des apropriadas para as bactérias do solo, assim a planta pode reparar seu préprio
Nitrogénio; o amendoim retém sozinho o Nitrogénio, porém o inoculante raramente estd presente na
natureza; inoculando bactérias no solo, os fazendeiros ajudam o processo de conversdo do Nitrogénio
e assim o amendoim pode crescer corretamente, mesmo que os fazendeiros ndo saibam, da presenca
ou ndo, de inoculantes naturais no solo, principalmente em rotagdes curtas, este pode fazer o uso de
inoculantes comerciais.

A habilidade do amendoim de fazer a fixacdo do Nitrogénio tem uma grande variagdo
dependendo do seu genétipo (Nambiar & Dart, 1983) e da linhagem do rizébio (Wynne et al., 1980);
esta habilidade é importante para o crescimento e para o rendimento das colheitas de leguminosas,
especialmente em solos inférteis. O residuo do amendoim que fica no solo apds sua colheita também
beneficia o cultivo posterior de arroz, mandioca, cana-de-agicar, dentre outras culturas; além de
promover certa sustentabilidade para colheita e produgdo nas regides tropicais semi-aridas.

Nos solos do Estado de Sdo Paulo e em muitos solos tropicais onde o amendoim € cultivado,
embora haja indicacdes que esta leguminosa apresenta certa especificidade, normalmente, existe
populacdo enddgena de rizébio a qual aparentemente supre suas necessidades de N (Lopes et al.,
1976). A necessidade de inoculacdo das sementes de amendoim em solos contendo populagdo
autéctone tem sido sempre matéria de controvérsia, entretanto, o Instituto Agronémico de Campinas
recomenda esta prética (Quaggio & Godoy, 1985).

O objetivo do presente trabalho foi o isolamento de rizébios de nddulos de amendoim para
selecdo de bactérias com maior poder de nodulagdo e fixagdo do Nitrogé€nio. Para isso os isolados
foram submetidos a caracterizacdo microbioldgica, bioquimica e molecular através da observacdo de
morfologia e tempo de aparecimento das coldnias, teste de produgdo 4cido/base, curva de crescimento,
andlise de lipopolissacarideos, PCR com o marcador molecular RPO1, correspondente a uma regidao
conservada no gene nifHDK e seqiienciamento parcial do gene 16S rRNA.

Com a finalidade de comparacdo genotipica entre os isolados e bactérias da familia
Rhizobiacea padrdes foi utilizada a estirpe SEMIA 6144, recomendada para a inoculagdo de
amendoim, mantida no LBMP e que foi obtida junto ao Instituto de Pesquisas Agrondmicas da
Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Rio Grande do Sul IPAGRO), setor de Microbiologia.
Além disso, outras estirpes padrdes de rizébio serdo utilizadas como controle para a caracteriza¢do
molecular (Tabela 1).

Foi realizada a coleta e a lavagem do sistema radicular das plantas, e a retirada de alguns
nddulos de cada planta com o auxilio de uma tesoura de maneira a ndo feri-los. Esses nédulos foram
lavados em 4gua corrente, transferidos para tubos estéreis contendo etanol 95% em quantidade
suficiente para cobrir os nédulos, sendo agitado vigorosamente no Vortex durante 1 minuto. O etanol
foi dispensado e incubado com hipoclorito de sédio 2,5% com agitagdo em Vortex por 10 segundos e
repouso por 5 minutos. Os nédulos foram lavados abundantemente em 4gua estéril, macerados com
pingas estéreis e as bactérias foram distribuidas em placas de petri com meio de cultura YMA (Yeast
Manitol Agar, Vincent, 1970) com Vermelho Congo (Somasegaran & Hoben,1984). As placas foram
incubadas em BOD a 28°C por 3 a 7 dias.

Com o intuito de se observar a producio de 4cido ou base pelas estirpes, estas foram semeadas
em placas com meio YMA contendo Azul de Bromotimol na concentracdo final de 25 pg/mL do
respectivo corante. O pH final do meio de cultura foi ajustado para 6,8 e o mesmo foi submetido a
esterilizacdo a 121° C por 20 minutos. As estirpes foram repicadas em duplicata nesses meios e
mantidas a 28° C , durante 10 dias. Para as estirpes produtoras de 4cidos, o meio se tornou amarelo e,
para as produtoras de base, se tornou azul.

Para a extracdo do DNA gendmico as estirpes isoladas foram cultivadas em placas de Petri
contendo meio de cultura TY, por observacdo sabe-se que estas bactérias sdo grandes produtoras de
goma, assim o cultivo neste meio teria por objetivo a diminuicao da quantidade de goma produzida.



Ap6s alguns repiques no meio de cultura TY sdlido, as estirpes foram colocadas para crescer
em erlenmeyers contendo meio de cultura TY sem Agar (liquido), a 28°C sob agitagc@o durante 48 hs.
Para extracdo do DNA gendmico das bactérias, seguiu-se o procedimento descrito por

SAMBROOK et al. (1989).

TABELA 1 — ESTIRPES PADRAO A SEREM UTILIZADAS

SIMBIONTE ESTIRPE HOSPEDEIRO
Sinorhizobium arboris LMG 14919 Prosopis chilensis
Sinorhizobium fredii LMG 6217 Glycine max
Sinorhizobium kostiense LMG 19227 Acacia Senegal
Sinorhizobium medicae LMG 18864 Medicago truncatula
Sinorhizobium meliloti LMG 6133 Medicago sativa
Sinorhizobium terangae LMG 7834 Acacia laeta
Azorhizobium caulinodans LMG 6465 Sesbania rostrata
Mesorhizobium amorphae LMG 18977 Amorpha fruticosa
Mesorhizobium ciceri LMG 14989 Cicer arietinum L.
Mesorhizobium huakuii LMG14107 Astragalus sinicus
Mesorhizobium loti LMG 6125 Lotus corniculatus var. tenuifolium
Mesorhizobium mediterraneum LMG 17148 Cicer arietinum L..
Mesorhizobium plurifarium LMG 11892 Acacia senegal
Mesorhizobium tianshanense LMG 18976 Glycyrrhiza pallidiflora
Bradyrhizobium elkani LMG 6134 Glycine max
Bradyrhizobium japonicum LMG6138 Glycine max
(Allo)Rhizobium undicola LMG 11875 Neptunia natans
Rhizobium etli LMG17827 Phaseolus vulgaris
Rhizobium huautlense LMG18254 Sesbania herbacea
Rhizobium leguminosarum biovar . LMG8819 Phaseolus vulgaris
Rhizobium leguminosarum  biovar. LMG8820 Trifolium

Rhizobium leguminosarum  biovar. LMG14904 Psium sativum and Vicia villosa
Rhizobium mongolense LMG 19141 Medicago ruthenica
Rhizobium yanglingense LMG 19592 Gueldenstaedita multiflora
R.gallicum bv.gallicum R602sp Phaseolus vulgaris
R.giardini bv.giardini H152 Phaseolus vulgaris
Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 Arachis hipogea

Para o cultivo das plantas algumas sementes de amendoim foram cultivadas em vasos com
terra de trés diferentes regides proximas a Jaboticabal, sem uso de insumos ou inoculantes, as plantas




j4 emergidas e em aparente crescimento normal sofreu ataque por patégenos e apresentou algumas
folhas que senesceram, no entanto isso ndo prejudicou o crescimento normal das plantas e o posterior
isolamento das bactérias.

Outras sementes foram cultivadas em tubetes com vermiculita estéril, e inoculadas com a
estirpe padrdo indicada para o amendoim, SEMIA 6144, para posterior isolamento e recuperagio
destas bactérias nos nédulos.

Pode-se observar nitida diferenca entre as raizes das plantas que foram semeadas em tubetes
com vermiculita e das plantas semeadas em vasos com terra. As raizes das plantas que cresceram em
tubetes com vermiculita sdo mais volumosas e mais finas, podendo se constatar a presenca de maior
nimero de nédulos, ja nas plantas que cresceram nos vasos com terra constatou-se que suas raizes sao
menos volumosas e mais grossas do que as plantas que cresceram em vermiculita.

Apés o cultivo das plantas nos vasos com terra e nos tubetes com vermiculita, procedeu-se a
retirada dos nodulos, o isolamento e o cultivo das bactérias em meio de cultura YMA com vermelho
congo. Este corante permite que se constate a presenca de contaminante(aparece coloracdes mais
escuras vermelhas e amarelas) e torna possivel isolamento da bactéria.

Conseguiu-se isolar 11 bactérias e estas foram chamadas de 1A. (Raiz de amendoim sem
inoculante) nesta mesma planta ainda foram isoladas outras bactérias chamadas de 1A, 2A, 1A”, 1A™";
1B. (Raiz de amendoim com inoculante); 1C. (N6édulos de amendoim com inoculante); 1D. (Raiz de
amendoim com inoculante) nesta planta também foi isoladas outra bactéria chamada de 1D"; 1E. (Raiz
de amendoim sem inoculante) e também nesta planta foi isolada outra bactéria chamada de 1E”; e 1F.
(N6dulos de amendoim com inoculante).

Apés o cultivo e isolamento das bactérias, estas foram inoculadas em meio de cultura YMA,
sO que agora com corante Azul de Bromotimol para que se verifique a producdo de dcido ou base por
essas bactérias, sabendo-se que quando ha a produgdo de dcido o meio de cultura torna-se amarelo e
quando h4 a producdo de base o meio torna-se azul.

Observou-se através do cultivo das bactérias em placas de Petri com meio de cultura YMA
com Azul de Bromotimol que todas as bactérias sdo produtoras de 4cido.

Para a caracterizacdo molecular dos isolados estes foram submetidos a extracdo de DNA. Em
um primeiro ensaio observou-se no final da extracdo, mesmo com vdrias lavagens com a solucdo de
Cloroférmio-Alcool Isoamilico, grande quantidade de goma impossibilitando a separacio das duas
solugdes. Assim, serd necessario repetir-se a fase de crescimento das bactérias, aumento o nimero de
repiques das estirpes em meio de cultura TY sdlido, visando diminuir a quantidade de goma para que
se consiga uma eficiente Extracdo de DNA.

Conclui-se entdo que as bactérias formadoras de ndédulos e fixadoras de Nitrogénio no
Amendoim sdo produtoras de dcidos como constatado no teste de dcido/base e sdo produtoras de
grande quantidade de lipopolissacarideos, dificultando o trabalho molecular com essas estirpes.

Os isolados parcialmente caracterizados serdo submetidos agora a estudos microbioldgicos,
moleculares e avaliados quanto a sua capacidade de aumentar a produtividade das plantas.
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