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Resumo

O cultivo consorciado de leguminosas e gramineas é um sistema de producdo animal que estimula a diversidade
de bactérias fixadoras de nitrogénio que atuam em associacdo simbi6tica com espécies de leguminosas,
reduzindo a utilizacdo de adubos nitrogenados quimicos. A utilizacdo de leguminosas melhoram a qualidade do
solo, a nutricdo e o bem estar animal. Assim, 0 objetivo da pesquisa foi analisar a diversidade de rizébios em
nddulos de siratro, gliricidia e leucena. Os nédulos isolados das raizes dessas trés leguminosas do estado de MG
foram lavados, desinfestados durante 30 segundos no alcool etilico, lavados durante 3 minutos em perdxido de
hidrogénio (H20) e depois em agua destilada autoclavada. Foram esmagados em placa de Petri contendo meio
de cultura 79 e incubadas por 10 dias a 28° C. Posteriormente foram repicadas para novas placas e avaliadas
guanto a suas caracteristicas morfoldgicas (tempo de crescimento, cor, pH do meio, didmetro e a quantidade de
EPS) que foram expostas por meio de um dendrograma de dissimilaridade construido por meio de uma matriz
binaria com o auxilio do programa estatistico R. Foram obtidos um total de 70 estirpes bacterianas, sendo 25
pertencentes ao Siratro, 21 a Gliricidia e 24 a Leucena. O dendrograma mostrou uma variacao de mais de 40%
de diferenca entre os isolados. Também foi possivel observar trés grandes grupos gerados pela diversidade das
caracteristicas, possuindo aproximadamente 35% de similaridade. Todas as bactérias apresentaram crescimento
rapido e diversidade dentre as outras caracteristicas avaliadas, evidenciando a caracteristica promiscua das
leguminosas estudadas.
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INTRODUQAO

Tratar a pastagem como cultura, nos leva a buscar maneja-la de forma a alcancar
produtividade associada a sustentabilidade. O cultivo consorciado de leguminosas e
gramineas € uma opg¢do de sistema no pais, visto que estimulam a diversidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio que atuam em associa¢do simbidtica com espécies de leguminosas
como Leucaena leucocephala (Leucena), Gliricidia sepium (Gliricidia) e Macroptylium
atropurpureum (Siratro), sendo necessario mais estudos.

Essa associacao é benéfica e natural para ambos, as bactérias fixadoras de nitrogénio
dos nodulos radiculares, por meio do complexo enziméatico nitrogenase rompem a tripla
ligacdo das moléculas do gas dinitrogénio (N2) tornando-o acessivel para o metabolismo
vegetal e em troca, a planta fornece fotoassimilados, levando a uma economia da adubagéo
nitrogenada via adubacgéo quimica.

Dentre as leguminosas com grande potencial de uso na producdo animal, podemos
destacar a gliricidia, a qual contribui para a formacéo de biomassa repondo os nutrientes do
solo, o siratro que tem sido usado em sistema de consorciacdo, além de bancos de proteinas
e a leucena com seu potencial produtivo muito além da consorciacdo, usadas como cercas
vivas, banco de proteinas, apresentando-se como alternativa para a seca. Portanto,
melhoram a qualidade do solo e as caracteristicas nutricionais em relagdo as gramineas,
visto que os teores de proteinas das gramineas caem abaixo do limite toleravel de 8%, além
de proporcionar bem estar animal nos sistemas silvipastoris (NAIR, 1985).

Nesse sentido, isolar e caracterizar rizobios nativos encontradas nos nodulos das
raizes dessas leguminosas sdo de extrema importancia para a reproducéo delas para 0 uso
na pecudria. Baseado nisso, o objetivo da pesquisa foi analisar a diversidade de rizobios em

nodulos de siratro, gliricidia e leucena.

M ETODOLOGIA

Os nodulos foram isolados de raizes de trés leguminosas, Gliricidia (Gliricidia
sepium), no municipio de Poco Fundo (Latitude: 21° 46' 59" Sul, Longitude: 45° 57" 13"

Oeste), Siratro (Macroptylium atropurpureum) e Leucena (Leucaena leucocephala) no
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municipio de Machado (Latitude: 21° 39" 40" Sul, Longitude: 45° 55' 30" Oeste), ambos
localizados na regido Sul do estado de Minas Gerais.

Os nodulos das plantas foram separados cuidadosamente das raizes, lavados em
agua corrente com o auxilio de uma peneira e em seguida foram colocados durante 30
segundos no alcool etilico e lavados durante 3 minutos em perdxido de hidrogénio (H20).
Ap0s esses processos, 0s nddulos foram lavados em agua destilada autoclavada, repetindo
0 processo por seis vezes (VINCENT, 1970). Posteriormente, foram pegos por meio de
pinca autoclavada e esmagados na placa contendo meio de cultura 79 (FRED e
WAKSMAN, 1928) até o liquido do nddulo ficasse sobre o meio possibilitando espalha-lo
com alga microbioldgica autoclavada. Essas placas foram incubadas por 10 dias a 28° C
para o crescimento das col6nias.

Ap0s o periodo de incubacéo, essas colénias foram repicadas paras novas placas
contendo meio 79 para serem avaliadas quanto a sua caracterizacdo morfoldgica. Foi
avaliado o tempo de crescimento (rapido, intermediario ou lento), a cor (amarela, branca
ou creme), o pH do meio (neutro, alcalino ou &cido), o didmetro e a quantidade dos
exopolissacarideos (EPS).

Para agrupa-las quanto as suas caracteristicas foi realizado um dendrograma de
dissimilaridade construido por meio dos resultados das avaliacdes transformados em matriz
binaria de presenca e auséncia de dados, denominadas de 1 e 0, respectivamente. Essa
matriz binaria foi analisada estatisticamente e o dendrograma foi construido pelo algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averanges) com o auxilio do
programa R Core Team (2021) e o pacote Multivariate Analysis (2021).

R ESULTADOSE D ISCUSSAO

Foram obtidos um total de 70 estirpes bacterianas, sendo 25 pertencentes ao Siratro,
21 a Gliricidia e 24 a Leucena, pode-se observar que todas elas apresentaram crescimento
rapido. A maioria apresentou coloracdo amarela, mas houve variacdo entre creme ou
branca. A maioria apresentou producdo de exopolissacarideos (EPS) intermediario, mas
houve estirpes que apresentaram pouco ou até mesmo abundante. A producao de EPS pelas

colonias de bactérias evita a perda de agua, protegendo suas células e conferindo
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adaptabilidade as condicGes do meio (XAVIER et al., 2007), bem como o crescimento em
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diferentes faixas de pH, é uma caracteristica observada em bactérias diazotrdficas
(FLORENTINO et al, 2012). Quanto ao pH, houve diversidade, variando entre &cido,
bésico e alcalino. O didametro das coldnias variou entre <1 e 3 mm.

Por meio dessa caracterizagdo fenotipica foi possivel observar que houve variacoes
entre os isolados mostrando diferentes morfotipos. A analise de diversidade das
caracteristicas morfologicas (dendrograma) por dissimilaridade mostrou uma variacao de
mais de 40% de diferenca entre os isolados (Figura 1). Também foi possivel observar trés
grandes grupos gerados pela diversidade das caracteristicas, possuindo aproximadamente
35% de similaridade.

Em relacdo as espécies de leguminosas de isolamento dessas estirpes foi observado
que todas distribuiram-se aleatoriamente ao longo do dendrograma, impossibilitando a
identificacdo de uma estirpe de caracteristica especifica de determinada espécie de
leguminosa, evidenciando a caracteristica promiscua dessas plantas, podendo estabelecer
simbiose com diferentes estirpes de rizobios.

Essa diversidade de rizobios, garante a redundancia funcional e com isso a
resiliéncia do sistema (JURBURG e SALLES, 2015), portanto apresenta-se como um fator
de grande importancia para o0 manejo da producdo animal, garantindo maiores
produtividades de maneira sustentavel, em que visa, principalmente, reducdo da utilizacao
de adubacao nitrogenada quimica e a conservacao do solo.
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade de caracteristicas morfoldgicas dos isolados bacterianos obtidos
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de Siratro, Gliricidia e Leucena. Isolados com iniciais S pertencem ao Siratro, G a Griricidia e L a Leucena.

CONCLUS@ES

Todas as bactérias apresentaram crescimento rapido e diversidade dentre as outras
caracteristicas avaliadas, evidenciando a caracteristica promiscua das leguminosas

estudadas.
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