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Cora Coralina
RESUMO GERAL

O campo rupestre é um ecossistema que abriga Vigroesde vegetacao
e uma grande biodiversidade de plantas endémieadpsconsiderado um dos
locais prioritarios a conservacao. Entretanto, essgssistema vem sofrendo
perturbacfes antropogénicas, causando sua degradegdndo a perda da
diversidade, incluindo as popula¢@es de plantas midrobiota do solo. Dessa
forma, este estudo foi realizado com o objetivo alaliar estirpes de
Burkholderia quanto a capacidade de nodulagéo e eficiénciaidicd nas
espécies dMlacroptilium atropurpureuntDC.), Mimosa bimucronata Mimosa
foliolosa e identificar bactérias oriundas de solos de campestres, isoladas
das plantas isdslacroptilium atropurpureunfDC.) eMimosa tenuiflorg/Willd.
Poir.). Do total de 51 estirpes, 15 pertencentegémeeroBurkholderiaforam
autenticadas e testadas quanto a eficiéncia siicdiémM. atropurpureume
em duas espécies nativas do Dominio Cerradlofgliolosa e Atlantico M.
bimucronatd, em condi¢Bes de casa de vegetacdo. Para aaggalizle ensaios
de autentificagdo e eficiéncia simbittica das pstr em estudo eni.
atropurpureum utilizaram-se garrafas recicladas do tlpng neck(500 mL),
contendo solugdo nutritiva, tendo como controles tcstamentos sem
inoculacdo, com e minima concentracdo de nitrogéniwral, e a estirpe de
referéncia UFLA 04-212, em delineamento inteiramezdsualizado com trés
repeticdes, por um periodo de 40 dias. Os expetoneemM. bimucronatae
M. foliolosaforam realizados em tubetes (240 mL) contend@aeaiermiculita
(1:2), sendo os controles as respectivas estirgegeteréncia na fixacédo
biolégica do nitrogénio, BR 3460 e UFLA 01-750, s tratamentos com
nitrogénio e minima concentracéo de nitrogénio, @@w®scrito anteriormente,
em delineamento inteiramente casualizado com epiticdes, por um periodo
de 70 dias. Apés este periodo, foram avaliadas@srges caracteristicas: altura
da planta, didametro, nimero de nodulos, matéria skec parte aérea e dos
nédulos, matéria seca da raiz, matéria seca &fialéncia relativa e, no caso
das espécies arbéreas, o indice de qualidade desdbic Os dados foram
submetidos a analise de variancia e comparacacdasy por meio do teste de
Scott Knott, a 5% de probabilidade. As 35 estimgssantes foram identificadas
com base no sequenciamento do gene 16S rRNA. DigseesdeBurkholderia
avaliadas, apenas UFLA 01-726 e UFLA 04-248 forapazes de nodulda.
atropurpureum entretanto, todas foram ineficientes na fixac&mobica de
nitrogénio e na promoc¢do de crescimento vegetadaoas estirpes de
Burkholderiatestadas estabeleceram simbiose bborhimucronatae 12 estirpes
nodularamM. foliolosa As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-
748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 forariceentes na fixacado



biolégica do nitrogénio enM. bimucronata Para a espécikl. foliolosa as
estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UxD4-248, UFLA 04-
260, UFLA 01-750 e UFLA 01-751 obtiveram valoregngiicativos quanto ao
indice de qualidade de Dickson. As estirpes dosratites grupos culturais
foram identificadas, com 98% a 100% de similaridamteno pertecentes aos
génerosBacillus (13 estirpes),Burkholderia (13 estirpes),Brevibacillus (4
estirpes), Paenibacillus (3 estirpes), Stenotrophomonas(1l estirpe) e
Lysinibacillus (1 estirpes). As estirpes drkholderiaque foram capazes de
nodular ndo apresentaram eficiéncia simbidtica Mmatropurpureum mas
induziram maior nodulagdo e atuaram na promoc¢arekrimento vegetal e na
qualidade das mudas das espéciedMiiftaosaem estudo. As caracteristicas
morfolégicas e culturais utilizadas como parédmetama o0 agrupamento das
estirpes subestimaram a diversidade genética damase

Palavras-chave: Bactérias Fixadoras de Nitrogéreta-proteobacterias.
Leguminosas. Serra do Espinhaco. Cerrado. Reciijeds;Areas Degradadas.



GENERAL ABSTRACT

Rocky field is an ecosystem that holds several «iofl vegetation as
well as a great diversity of endemic plants, ard @onsidered one of the major
preservation sites. However, this ecosystem hasergode anthropogenic
disturbances, which causes degradation and los$ivefsity including plant
population and soil microbiota. Thus, this studysweonducted to evaluate
strains ofBurkholderia as the nodulation and symbiotic efficiency in spec
Macroptilium atropurpureunfDC.), Mimosa bimucronatandMimosa foliolosa
and identify bacteria from soil to rocky field, lated from bait plants
Macroptilium atropurpureuntDC.) andMimosa tenuiflorgWilld. Poir.). From
a total of 51 strains, 15 belonging to the geBuskholderiawere authenticated
and tested as symbiotic efficiency M. atropurpureumand in two native
species of the Cerrado Domai.(foliolosg and Atlantic /1. bimucronatd in
greenhouse conditions. For performing tests thbestication and symbiotic
effectiveness of the strains in study i. atropurpureumit was used recycled
bottles of type long neck (500 mL) containing nerti solution has as control
the treatments with no inoculation and with the imiiim mineral nitrogen
concentration and reference strain UFLA 04-212 icompletely randomized
design with three replications for 40 days. Thelsrin M. bimucronataandM.
foliolosa were performed in tubes (240 mL) with sand and veulite (1:2).
Controls were the respective reference straindgdlogical nitrogen-fixing BR
3460 and UFLA 01-750 and treatments with nitrogad aninimum nitrogen
concentrations, as described above, in a completalgomized design with six
replicates for 70 days. After these period, weral@ted the following
characteristics: plant height, diameter, nodulesber, dry weight of shoots and
nodules, dry weight of roots, total dry weight, atele efficiency, and for
arboreal species, the Dickson quality index. Dataewsubjected to variance
analysis and comparison of averages by Scott Keettat 5% of probability.
The remaining 35 strains were identified based &S5 IrRNA gene.
Burkholderiastrains evaluated, only UFLA 01-726 and UFLA 082dere able
to nodular M. atropurpureum however, all were ineffective in biological
nitrogen fixation and plant growth promotion. Allurkholderia strains have
established symbiosis withl. bimucronata and 12 strains nodulatei.
foliolosa The strains UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748FLA 04-
249, UFLA 04-260 and UFLA 04-405 were efficient lipological nitrogen-
fixing in M. bimucronata.For M. foliolosaspecies, the straindFLA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-26QJFLA 01-750,
UFLA 01-751 obtained significant values regardingck3on quality index.
Strains of different cultural groups were identifievith 98% to 100% similarity,



as belonging the genuBacillus (13 strains), Burkholderia (13 strains),
Brevibacillus(4 strains)Paenibacillus(3 strains),Stenotrophomonagl strain)
andLysinibacillus(1 strain).Burkholderiastrains that were capable of nodular
showed no symbiotic efficiency it. atropurpureum,but induced higher
nodulation and acted in promoting plant growth aeddlings quality ofimosa
species studied. The morphological and culturalragttaristics used as a
parameter for the grouping of strains underestichéte genetic diversity of the
same.

Keywords: Nitrogen-fixing bactéria. Beta-proteolgaia. LeguminousSerra do
EspinhacoCerrado. Recovery of Degraded Areas.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os campos rupestres estdo inseridos no bioma ©@eradituados,
principalmente, ao longo da Cadeia do Espinhacsdel® norte da Chapada
Diamantina, na Bahia, até a Serra de Ouro Branco, Minas Gerais
(GIULIETTI; PIRANI, 1988; ALVES; KOLBELK, 1994; AL\ES; KOLBELK,
2010; HARLEY, 1995; GIULIETTI; PIRANY; HARLEY, 1997 ALVES,;
CARDIN; KROPF, 2007, RAPINI et al., 2008).

Este ecossistema abriga varios tipos de vegetacad@ramde
biodiversidade, além de alto endemismo, sendo dersio um dos locais
prioritarios para conservacdo (RAPINI et al., ZOO}DNCEIQAO; PIRANI,
2005; CARVALHO et al., 2012). Entretanto, esse sisbsma vem sofrendo
perturbacfes antropogénicas, causando sua degradegando a perda da
diversidade, incluindo as populac¢des de plantasmaidrobiota do solo.

Dentre as familias de plantas existentes, a Legasamse destaca pela
importancia econbmica, florestal e ambiental nosiadas ecossistemas
(FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 2003). Uma espécie wabele ampla
relevancia é Mimosa foliolosa principalmente por ser uma espécie endémica
de campo rupestre da regido da Serra do Espinhaddrasil (GIULIETTI,
PIRANY; HARLEY, 1997), adaptada a condi¢des ed&fida baixa fertilidade e
escassez de agua (WHELAN, 1995; RIBEIRO; FERNANDEZX)0O0;
NEGREIROS et al.,, 2011), além de apresentar bodugém de sementes e
capacidade de germinacgdo (Silveira et al., 200keig; Fernandes, 2006;
NEGREIROS et al., 2009).

Das espécies vegetais utilizadas na recomposighitstita de uma

determinada area impactada,Mamosa bimucronata(DC) Kuntze apresenta
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grande emprego, por ser uma espécie pioneira, axtiaat terrenos Umidos e
rochosos, capaz de controlar processos erosivastabedecer simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio (LORENZI, 200RRENT, 2001; PATREZE;
CORDEIRO, 2004; CHEN et al., 2007).

A relacdo simbidtica entre bactérias fixadoras itl®génio capazes de
nodular e leguminosas pode variar de altamentecHg@eou ser promiscua,
quando a planta é capaz de estabelecer simbioseangta diversidade de
bactérias (MOREIRA, 2008). A espédidacroptilium atropurpureun{DC.) é
considerada uma hospedeira promiscua e, por issomémente utilizada em
estudos de captura e diversidade de bactérias em determinada area
(GONGALVES; MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., 2006; BRENTINO et
al., 2009), além de ser uma das principais espéuieggeiras, persistentes em
diferentes tipos de solos e condi¢Bes de estré®de¢HS; MANNETJE, 1992).

Atualmente, estudos vém sendo realizados com kdfade de entender
a relacdo simbiotica entre bactérias do gémankholderiae as leguminosas
Macroptilium atropurpureum(DC.) (MOULIN et al.,, 2001; ELLIOT et al.,
2007; ANGUS et al., 2013) e as espéciedviimosa (VANDAMMEL et al.,
2002; CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2005; CHEMNlet 2007; CHEN et al.,
2008; REIS et al., 2004; BONTEMPS et al., 2010; MIRA et al., 2011), bem
como a selecao de estirpes eficientes e com patdiictecnoldogico.

Neste contexto, este estudo foi realizado com @tiobj de avaliar
estirpes deBurkholderia quanto a capacidade de nodulagdo e a eficiéncia
simbidtica nas espécies delacroptilium atropurpureum(DC.), Mimosa
bimucronatae Mimosa foliolosa e identificar bactérias oriundas de solos de
campo rupestres, isoladas das plantas BEsoptilium atropurpureun{DC.)

e Mimosa tenuiflorgWilld. Poir.).



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Campo rupestre

O campo rupestre ocorre, geralmente, em altitudessrtr de 900 m e
abriga formagbes herbaceo-arbustivas em montartwgas rochas sdo de
origem pré-cambriana, remodeladas por movimento®rgEos a partir do
Paledgeno, associadas, principalmente, a aflorameaie quartzito, arenito e
minério de ferro (GIULIETTI; PIRANI, 1988; ALVES; QLBELK, 1994;
GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997; CAIAFA; SILVA, 2005; ALVES;
CARDIN; KROPF, 2007).

As &reas de campos rupestres estdo situadas,ppiineinte, ao longo
da cadeia do espinhaco, estendendo-se desde o-sehtte Minas Gerais até o
norte da Chapada Diamantina, na Bahia (GIULIETTRANI, 1988, ALVES,;
KOLBELK, 1994; ALVES; KOLBELK, 2010, HARLEY, 1995GIULIETTI;
PIRANI; HARLEY, 1997; ALVES; CARDIN; KROPF, 2007, RAPINI et al.,
2008). No Brasil existem, também, outras areas ditapestres” ou “campos
rupestres”, tais como a Serra dos Carajas, no Pajayvegetacao cresce sobre
canga (SILVA; SECCO; LOBO, 1996), e a Serra dazoidi no leste da Bahia,
onde 0s campos rupestres ocorrem sobre substrafissigo-granitico
(QUEIROZ; SENA; COSTA, 1996).

O campo rupestre, localizado na Serra do Cip6,decsgl da Cadeia do
Espinhaco, é composto por distintos habitats, cafieeamento rochosos, brejos
turfosos, brejos arenosos, campos pedregosos @dosyr 0s quais sao
delimitados segundo as caracteristicas da supertioi solo e limites de
vegetacao (CARVALHO, 2010).

Os solos de campos rupestres de diferentes tipdisoisionomias da

Serra do Cip&ao oligotréficos e acidos e estdo sujeitos aangidls didrias de
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temperatura, exposicdes ao vento e restricbes chfjrie a vegetacdo é
xeromorfa, cujas plantas apresentam grande caplgcitiafixacdo ao substrato,
tolerancia a dessecacao e resisténcia ao estrielsee KGIULIETTI; PIRANI;
HARLEY, 1997).

A heterogeneidade de substrato, a topografia &cmaima compdem
a grande diversidade e endemismo de plantas, candigtnibuicdo descontinua
entre 0s microambientes do campo rupestre do Bré3DNCEICAO;
GIULIETTI, 2002; CONCEICAO, PIRANI, 2005; ALVES; KIBEK, 1994;
GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997, ALVES; KOLBEK, 2010; de
Carvalho et al., 2012).

Em estudos realizados por Carvalho (2010) e Cavwetlel. (2012), na
Serra do Cip6, em cinco distintos habitats, os qyfmiam delimitados pelas
caracteristicas da superficie do solo e limitesvelgetacdo que compfem o
mosaico de campo rupestre, verificou-se que a dizthside esporos de fungos
micorrizicos arbusculares é significativamente maas campos pedregosos em
relacdo aos encontrados nos afloramentos rochbegjss turfosos, cerrado e
brejos arenosos. Entretanto, em relacdo as bactéw@aloras de nitrogénio que
nodulam leguminosas, a maior diversidade podetsbufa ao habitat cerrado
e brejo turfoso, seguido do campo pedregoso, aflenéo rochosos e brejos
arenosos.

No entanto, este ecossistema tem sofrido grantesgbes, devido a
intensificacdo das praticas agricolas, ao abandarierra, as espécies invasoras
e as atividades extrativas e de mineracdo, nas qua@rocesso de sucessdo
natural é lento (BRADSHAW, 1997; DAVIS et al., 1985BSON, 2009).

Em estudos realizados ao longo da cadeia do espinblaservou-se
menor variabilidade genética e morfolégica em papies de plantas,
decorrente da interferéncia humana (GOMES et al042 PEREIRA;
BORBAL; GIULIETTI, 2007; RIBEIRO et al., 2007). A flora de campos
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rupestres é constituida por espécies microendéndcamuitas vezes, sao
representadas por pequenas populagbes, o queaanais suscetivel & acédo
natural ou antrépica e, por isso, necessita depnotecio especial, com varias
unidades de conservacdo que possam ser represmntatie toda a
heterogeneidade biolégica regional (BURMAN, 1991JNEH; HARLEY,
2007).

A manutencgdo deste ecossistema ndo é sé impodargento de vista
da conservacdo da biodiversidade, mas também paranty o bom
funcionamento de determinados servicos envolvithis,como o aumento da
gualidade da &gua e a diminui¢cdo da erosdo do(©@3880ORNE; KOVACIC,
1993; BERGER; REY, 2004).

Le Stradic et al. (2013), ao reintroduzirem mudagsbécies arbéreas e
arbustivas em areas degradadas localizadas naopagdda Cadeia do
Espinhaco, na reserva particular Vellozia, ha ztmamortecimento da Serra do
Cip6, verificaram que as espécies arbustivas comormaobrevivéncia
permitiram o reestabelecimento de uma cobertuitzében de sub-bosque, o que
pode ter favorecido o aumento do controle da erde&mlo.

Assim, a restauracdo ecolégica tem como finalidadescuperacao
intencional dos ecossistemas degradados, bem coepam dos seus processos
e servicos, e o restabelecimento da integridadetichio (THE SER
INTERNATIONAL PRIMER ON ECOLOGICAL RESTORA-TION, 2B4).

2.2 Importancia econbmica e ambiental das leguminas em geral, com
énfase em Macroptilium atropurpurem, Mimosa bimucronata e Mimosa
foliolosa

A familia Leguminosae, de distribuicdo cosmopoltampreende um

nimero estimado de 20.000 espécies em 727 génerodidas entre as
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subfamilias Papilionoideag Mimosoideae e Caesalpinoideae das quais a
subfamiliaCaesalpinoideaeompreende 2.250 espéciedyiamosoideag 3.270
espécies e Rapilionoideae 13.800 espécies (LEWIS et al., 2005). Cada uma
dessas familias tem caracteristicas peculiaredagiléam sua identificacdo no
campo (SOUZA; LORENZI, 2005).

A Leguminosae é uma familia composta por espéadwsdbs os tipos
de habito, como arboéreo, arbustos, herbaceasas)iatambém apresenta ampla
importancia econdmica e ecoldgica, sendo empregamia uma estratégia para
a garantia da sustentabilidade (FRANCO; RESENDEMEELLO, 2003).
Dentro dessa familia existem muitas espécies deriamria socioeconémica
devido a exploracdo da madeira; a producdo de ,6tesmas e frutos e a
producdo e a comercializacdo de graos, como, pon@e, da soja e do feijao,
além de espécies que sdo exploradas como forrage@mado, portanto, fonte de
emprego e geracao de renda (GRAHAM; VANCE, 2003).

Em outros estudos foi demonstrada a utilizagddedaminosas na
adubacéo verde, pois elas favorecem a fertilidadsotb, melhoram a ciclagem
e a disponibilizacdo de nutrientes para as plaapgs a mineralizacdo dos
residuos, como o de Matos et al. (2011), ao testafgachis pintoj
Calopogonium mucunoidestizolobium aterrimune Stylosanthes guianensis
em sistemas cafeeiros e 0 de Matos et al. (200@)eqtudaram a producéo de
biomassa e acimulo de nutrientesAdgintoi C. mucunoidesS. aterrimune S.
guianensiscomo adubo verde, bem como o potencial das mesmasocesso
de mineralizacdo de C e N.

Segundo Dobereiner (1984), a grande maioria dafceEsp que
compbem a familia das leguminosas é arbérea, easnndio sdo capazes de
formar nddulos. Uma pequena parte das legumirestagadas € conhecida em
relacdo a capacidade de formar nddulos e fixarogétio, entretanto, €

necessaria a realiza¢édo de estudos no campo, erdeasgetacdo e em viveiro,
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para verificar a capacidade de nodulacao de bastixadoras de nitrogénio em
leguminosas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Espécies de leguminosas florestais vém sendo dsalem processos de
restauracdo de solos degradados pela agricultel® pastagem ou pela
mineracédo, devido a capacidade que elas tém de mibtmgénio pela simbiose
com bactérias fixadoras de nitrogénio, contribuipdoa o estabelecimento de
ecossistemas florestais e a aceleracdo da sucesgfial (FRANCO; FARIA,
1997).

Lima et al. (2009) estudaram as comunidades déti@stque nodulam
leguminosas (BNL) em solos de diferentes sistenmasigh da terra (SUTS),
usando siratro como planta isca. Estes autoregwalbaen maior formacdo de
nimero de nédulos na planta isca em amostra delsdistemas de agrofloresta
e de agricultura em relacdo a amostra de soloodesfh, sugerindo que a alta
nodulacéo e a diversidade presente nestes sistimasnejos sdo decorrentes
da alta capacidade de resiliéncia da comunidadeBMe em relacdo as
mudancas provenientes do uso da terra apés 0 deReTED.

Um estudo foi realizado com o objetivo de avaliadigersidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de nodiedmminosas, utilizando,
como plantas iscasMacroptilium atropurpureum(DC) Urban (Siratro) e
Mimosa tenuiflora(Willd. Poir.) em solos de diferentes habitats @enpos
rupestres. Foram identificadas bactérias pertesemtdiloa e p proteobactéria,
com predominio dos génerBhizobiume Burkholderia respectivamente, tendo
maior diversidade nos habitats cerrado e brejoosorf seguidos de campo
pedregoso, afloramentos rochosos e brejos aref@sé8vALHO, 2010).

Em relacdo ao processo de mineragdo, estudos omdatis com a
tolerancia de rizébios a metais pesados tém sidbzados para diferentes
géneros (TRANNIN; MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; MATSUDAYIOREIRA;
SIQUEIRA, 2002; BROSS et al., 2004; CARRASCO et2005). Melloni et al.
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(2006) utilizaram plantas iscas para o isolamerdgobectérias fixadoras de
nitrogénio que nodulam leguminosas (BFNNL) em solminerados e
demonstraram a presenca de uma grande diversidmdasdbactérias na area
estudada. A maior diversidade de BFNNL pode favaracsimbiose com varias
espécies de leguminosas, maximizar a fixacdo bizdddp nitrogénio em areas
degradadas e aumentar o poder de resiliéncia dosgzos microbianos do solo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

2.2.1Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb

O Macroptilium atropurpureum(DC.) Urb, comumente chamado de
siratro, é originario do México e de ocorrénciaunat em alguns paises da
América Central e do Sul (HUTTON, 1962). Esta empédegetal € uma
leguminosa tropical perene com raizes profundapatteira herbacea, cuja
floracdo e sementes ocorrem, principalmente, ermabooit como resposta ao
comprimento de dias curtos (ECOCROP, 2012). Osesas#io peludos, com
didmetro maximo de 5 mm e podem chegar a 5 m deremento; as folhas séo
pinadas trifoliate, verde-escuras e peludas naifdegor; os frutos séo vagens
lineares com 5 a 10 cm de comprimento, contendest® oblongas, ovoides e
coloracdo do marrom-claro ao preto (JONES; MANNETIE92). Segundo o
mesmo autor, o siratro € uma das principais legosais forrageiras tropicais,
persistente sob o intenso estresse de pastagemaniel a seca, adaptado a uma
variedade de tipos de solo, mas apresenta baiggatmia a condicdes de
alagamento e geada, tendo temperatura étima pEsaimento entre 26 a 30 °C,
podendo seu crescimento ser reduzido em tempeiiaigo de 21 °C.

Em 1960 ocorreu o inicio da expansdo das plantagéesiratro no
México, no Brasil e em outros paises, estando eafremais versateis

leguminosas forrageiras cultivadas nas regidesrapioais, sendo de facil
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estabelecimento, resistente a doencas e de boivé@&oecia com as gramineas
(HUTTON, 1962).

O cultivo de plantas fixadoras de nitrogénio nativai adaptadas de
outras regibes, em rotacdo ou consorciadas comurasltde importancia
econdmica, é de grande interesse das propriedadss, rpor proporcionar o
aumento, a disponibilidade e a reciclagem de mig& além de reduzir os
efeitos de estresses abibticos, proteger o soltracarosdo e melhorar a
infiltracdo de &gua dos sistemas produtivé®JTKE et al., 2009; GUERRA et
al., 2002).

Espindola et al. (2006) observaram o efeito beodéli@s leguminosas
pueraria e siratro no desenvolvimento vegetativo k@maneira, quando
cultivadas em consoércio com a mesma. Segundo osnose;utores, as
leguminosas estudadas podem proporcionar varioefibers ao sistema de
cultivo, em virtude da rapida decomposi¢céo de tesiddo expressivo aporte de
nutrientes, o que gera economia no uso de feritizaminerais e contribui para
0 manejo ecolégico, assegurando maior sustentatddido agroecossistema.

Collier et al. (2012) verificaram que, apos 30sddm semeadura, o
siratro obteve valores expressivos com relacd@eessdo de plantas invasoras,
apresentando um desenvolvimento inicial mais rapdado mais eficiente na
competicdo por luz e dgua, o que pode ter difidolta estabelecimento das
plantas invasoras.

O siratro é capaz de estabelecer simbiose congérizctfixadoras de
nitrogénio e ndo necessita de adubacao nitrogenesfaynde positivamente a P
e K em solos arenosos, tolera uma ampla faixa ddgbolo (4,5 a 8), € uma
das leguminosas tropicais mais tolerantes a Al,eMiaCl e, quando nodulada
por bactérias fixadoras de nitrogénio, pode fixéra&b 175 kg de N/ha/ano
(COOK et al., 2005).
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A espécie vegetaM. atropurpureumé considerada uma hospedeira
promiscua, por ser capaz de estabelecer simbioredderentes géneros de
bactérias fixadoras de nitrogénio que nodulam legosas, tais como
Rhizobium e Sinorhizobium (BROMFIELD; BARRAN, 1990; TRINICK;
MILLER; HADOBAS, 1991), Mesorhizobiume Bradyrhizobium (JORDAN,
1984),Azorhizobium(FLORENTINO et al., 2009; GONCALVES; MOREIRA,
2004; MOREIRA et al., 2006), e as bactérias da lagbe-proteobactéria,
Burkholderia (MOULIN et al., 2001; SILVA, 2009; CARVALHO, 2010
Cupriavidus(FLORENTINO et al., 2009; SILVA et al., 2012).

O siratro é utilizado para testar a nodulagéceicééncia simbiética de
fixacdo de nitrogénio por um grande nimero de pEgtin—proteobactérias.
Entretanto, Moulin et al. (2001) utilizaram o sicatomo planta modelo para
demonstrar que a estirpBurkholderia tuberumSTM678 pode nodular
leguminosas e constataram que a mesma contém es demodulacénodA e
duas copias do gemmdC e, ao longo de um periodo de trés semanas,rpeesti
em estudo formou de 5 a 20 nédulos por planta selreaizes deM.
atropurpureum

Angus et al. (2013) realizaram um estudo com ety de verificar se
a temperatura e outros fatores ambientais inflaena eficiéncia na fixacdo do
nitrogénio da estirpBurkholderia tuberun8TM678, utilizando o siratro como
planta modelo. Os autores observaram que a nodukfediva do siratro por
Burkholderia tuberumSTM678 ocorre esporadicamente a 21/22 °C e que
varios mecanismaos, tais como sintese de trealodmudo de prolina, bem como
a producdo de exopolissacarideos, podem confelracéria tolerancia a
variacdo de temperatura e dessecacéo.

Segundo Moreira e Siqueira (2006), dentre as bastéstudadas que
fixam nitrogénio, as espécieRhizobium leguminosarunfFRANK, 1879;
FRANK, 1889) biovarephaseol; trifolii, viceae(JORDAN, 1984)Rhizobium
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giardini (AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997) biovargshaseol;
giardinit; Rhizobium gallicum (AMARGER; MACHERET; LAGUERRE,
1997); Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1984); Bradyrhizobium
canariensgVinuesa et al., 2005) &zorhizobium lot{Jarvis; Bpankhurst; Patel,
1982; Jarvis et al., 1997; Jordan, 1984), com as sespectivas estirpes tipo,
ATCC10004, H15Z, R602sp, ATCC10324, BTA-1", NzP2213, séo
espécies conhecidas de rizObios que estabelecenbiosen com M.

atropurpureum

2.2.2Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntze

Mimosa bimucronatéDC) Kuntze, também chamada, popularmente, de
marica, pertence a divisdo Magnoliophyta (Angiosyes), classe
Magnoliopsida (Dicotiledonae), ordem Fabales, famiLeguminosae e a
subfamilia Mimosoideae. Ocorre de forma naturahomleste da Argentina, no
leste do Paraguai e no extremo noroeste do UrgQ&ENZI, 2002). Segundo
0 mesmo autor, no Brasil, esta espécie é encontiadaestados do Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Espirito Santo, MBsaiais, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catanmambientes de floresta
estacional decidual, floresta ombrdfila densa, arenicdo de baixo-montanha,
na planicie quaternaria, nas varzeas e nas barnagdtos sujeitos a inundacdes
periédicas ou locais Umidos, restinga e caatinga.

M. bimucronataé uma planta perene, arbdrea, medindo de 4 a 8 m de
altura, altamente ramificada e espinhosa, cujaodepdo € realizada por
sementes (LORENZI, 2000). Esta espécie vegetalaptada a solos arenosos
encharcados e mal drenados, com pH variando erire 8,0. Entretanto, em
plantios experimentais, tem obtido melhor crescime&m solos bem drenados,

com textura argilosa e a areno-argilosa, com dafttliflade e propriedades
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fisicas adequadas para uma espécie pioneira naséncéorestal e de facil
reflorestamento, e, portanto, apresenta importéumedo ecolégica (REITZ;
KLEIN, R; REIS, 1988; MARCHIORI, 1993).

As plantas de espécies pioneiras apresentam semguméegerminam
apenas sob condicdo de alta temperatua e lumimigsid@m o habito de
crescimento mais rapido do que as nao pioneirag)as apresentam habilidade
de germinar e sobreviver na sombra e na presenglargéas pequenas, e tém o
crescimento otimizado pelo ambiente parcialmentebseado (KAGEYAMA;
CASTRO, 1989). Assim, Bitencourt et al. (2007) fiesram que aM.
bimucronataé uma 6tima espécie pioneira para 0 processoalpesmcao de
areas impactadas pela atividade de mineracdo ejpasiém de fornecer
abrigo para fauna e proteger as plantulas de disezspécies do pisoteio de
bovinos.

No contexto da importancia florestal, a espé&tidimucronatapode ser
recomendada para a composicdo de reflorestamertesohéneos em areas
degradadas ou perturbadas, bem como para o cod&geocessos erosivos e 0
para plantio de terrenos sujeitos a inundacéo ¢iedpuma vez que apresenta
uma boa adaptacao a terrenos Umidos e rochososHNDIR2002).

Outro aspecto relevante para a atuacaddhimucronatano processo
de recomposic¢éo floristica de uma determinada éreatar-se de uma espécie
vegetal capaz de estabelecer relagfes simbiétmasnaicro-organismos, tais
como as bactérias fixadoras de nitrogénio (SPREROQ1) e os fungos
micorrizicos (PATREZE; CORDEIRO, 2004).

Patreze e Cordeiro (2004), ao realizarem estudasioaados a resposta
da adubacdo mineral e da inoculacdo com rizobinscerrizas nas espécies
Anadenanthera colubrinavlimosa bimucronatee Parapiptadenia rigida em
condi¢Bes de viveiro, constataram que o estabedetonda simbiose destes

micro-organismos pode favorecer o crescimento Esamuentemente, o sucesso
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pés-plantio dessas espécies florestais. Segundnesmos autores, a falta de
fertilizantes nitrogenados nas mudas Me bimucronata foi corrigida pela
fixacdo biolégica de nitrogénio e, embora tenharmd@® a nodulacdo
espontanea end\. colubrina e M. bimucronata a inoculacdo das bactérias
fixadoras de nitrogénio aumentou o nimero de n&dub atividade da
nitrogenase e o conteudo da leg-hemoglobina damases

Pesquisas realizadas por Faria et al. (1997) aetrat existéncia de
estirpes (BR 3461, BR 3460) eficientes na fixac@ddgica do nitrogénio em
M. bimucronata Entretanto, sdo necessarios novos estudos cadas@stirpes,
as quais possam contribuir para o ciclo do nitragé&arantir a resiliéncia dos
processos bioldgicos e a manutencdo de ecossisfefiggss, como 0 campo

rupestre.

2.2.3 Mimosa foliolosa Benth. subsp . pachycarpa éBth.)

Mimosa foliolosa Benth. subsp.pachycarpa (Benth.) Barneby var.
pachycarpa pertence a divisdo Magnoliophyta (Angiospermaelasse
Magnoliopsida (Dicotiledonae), ordem Fabales, fa@miLeguminosae e
subfamilia € Mimosoideae. E uma espécie endémiba @corréncia em solos
arenosos ou pedregosos associados com aflorantentpgrtzito, a 980 e 1.300
m de altitude, na Chapada Diamantina, sudeste dsilRBARNEBY, 1985),
local conhecido por seus altos niveis de endemismdiodiversidade
(GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997).

Em relacdo as caracteristicas taxonémicas, a espEcioliolosa é
descrita como um arbusto ou subarbusto cujo caulEm cera ou resina e pode
apresentar glandulas, ramos com indumento piloddha$ filiformes,
multijugas, cinéreas e infrutescéncia cor rufaaaxihflorescéncias sao globosas

e os hotdes florais estdo em capitulos com braatefutas tém 24-46 mm de



30

comprimento por 7-14 mm de largura e as sementéqaot 3-4 mm, obovadas
ou arbiculares (BARNEBY, 1991).

O fluxo de floragéo e frutificacdo é variavel amdo do ano, mas, em
relacdo a area onde é encontrada a espécie, puaejarra do Cipo, no Brasil,
com precipitacdo média anual de 1.300 mm e temparaiédia entre 17,4-19,8
°C, as plantas florecem no periodo de dezembroreoma a frutificacdo ocorre
entre agosto e setembro (MADEIRA; FERNANDES, 199Partes da planta
ou de 6rgaos sao, muitas vezes, utilizadas potomseomo as abelhas, para
agregacao ou como repouso (LINSLEY, 1962 ).

Esta espécie é altamente adaptada a ambientes, hosth baixa
fertilidade do solo e escassez de agua, bem conmoaiimpactado por acdes
antropicas (WHELAN, 1995, RIBEIRO; FERNANDES, 20(MEGREIROS et
al., 2011). Essas caracteristicas fazerividiliolosauma candidata ideal para o
uso em programas de restauracdo ambiental.

Neste contexto, segundo Silveira, Fernandes e Raesa (2005),
Silveira e Fernandes, (2006), Negreiros et al. 208 capacidade de espécies
arbéreas e arbustivas, tais comoMa foliolosg de resistir ao estresse
nutricional, mediante o crescimento da mesma ererm@iadas condi¢cdes
extremamente adversas, evidencia 0 seu potencial garestabelecimento
florestal, em programas de revegetacdo em areamdietps derivadas de
quartzito.

De acordo com Silveira e Fernandes, (2006), Nexgadt al. (2009), o
sucesso do emprego & foliolosa para a ecologia de restauracdo de areas é
maximizado devido a alta producdo de suas semeantas capacidade de
germinacgéao e de estabelecimento.

Assim, a utilizacdo de mudas de espécies natiwxlémicas, como a
de M. foliolosa pode ser uma alternativa para o processo de esggn dessas

areas, cuja tolerancia ao estresse nutricionalréchie variagdes de temperatura



31

e luminosidade do meio pode ser um fator limitanpgimordial para a melhoria
das propriedades fisicas, quimicas e biologicasotim e o restabelecimento da
comunidade vegetal (TEMPERTON et al., 2007).

Entretanto, ainda ndo existem estudos da simbe&actérias fixadoras
de nitrogénio que apresentem eficiéncia na fixdgélbgica do nitrogénio em
M. foliolosa Dessa forma, pesquisas relacionadas a importéaciateracéo
entre leguminosas arbéreas, nativas, edémicara M. foliolosa e bactérias
eficientes em fixar nitrogénio mineral sdo neceéasgpara o emprego das
mesmas na reabilitagdo e na restauracdo de eeosasstnaturais em larga
escala (THRALL et al., 2005).

2.3 Bactérias fixadoras de nitrogénio

O nitrogénio é um macronutriente que compde, apradamente, 78%
do ar atmosférico, se encontra na forma gasosdigponivel para a maioria dos
organismos, e apenas uma parcela relativamenteepaqdas espécies de
procariotos tem a enzima nitrogenase que é capaedizir o N para NH,
forma inorganica combinada, que pode, entdo, tesmadisponivel para as
plantas e outros organismos, os quais sdo chandaduesctérias fixadores de,N
ou diazotroficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Segonos mesmos autores,
dentre as fixadoras de nitrogénio, podem-se eraoatjuelas que sdo de vida
livre, as associativas e as que estabelecem sienb@s as leguminosas. Estas
Ultimas séo capazes de formar estruturas especiabzdlenominadas de nédulos
e sdo conhecidas como bactérias noduliferas delagsas (BNL).

O estabelecimento da relagéo simbiética entre éces de bactérias e
espécies de plantas pode variar, podendo ser atanmespecifica, quando as
bactérias sdo capazes de formar simbiose com uoepequmero de espécies

de plantas ou promiscua, quando elas sdo capazsatelecer simbiose com
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um grande numero de espécies de leguminosas (MOREXR08). Para o
estabelecimento da simbiose de bactérias fixaddeasitrogénio (BFN) em
leguminosas é necessaria a ocorréncia de trocandis snoleculares entre a
planta e a FBN, em que a primeira libera flavoneigee sdo reconhecidos pela
proteinanodD da bactéria, desencadeando a transcricdo de danesdulacéo
nodABC e a sintese dos fatores Nod. A planta reconkstes fatores Nod e
inicia-se o encurvamento do pelo radicular e, pmsteente, a formacdo dos
nédulos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Entre os micro-organismos encontrados na rizoslasgplantas, as BFN
gue nodulam leguminosas sao tidas como componeessgnciais na
sustentabilidade do sistema solo e planta (SMITEAR, 2008). A BFN reduz
0 custo de producdo de leguminosas, pois os fariés quimicos tém alto
preco e podem ser lixiviados e contaminar o sale eecursos hidricos, sendo a
inoculagdo de BFN uma alternativa vidvel que naasaadanos ao meio
ambiente (GRAHAM; VANCE, 2003).

Os micro-organismos diazotréficos endofiticos poddesempenhar
importante papel na reabilitacdo e na sustentabifidios ecossistemas, uma vez
gue incorporam N por meio da fixacdo bioldégica emardgidades que podem
variar de 25 a 50 kg Haand' de N (BAZZICALUPO; OKON, 2000). Segundo
Dobereiner (1984), para determinadas espéciesgtienlrosas, comdlimosa
caesalpiniaefolia Prosopis julifiora e Leucaena elucocaephalga existem
inoculantes disponiveis e as leguminosas arbéreas dstabelecidas podem
fixar até 600 kg de N/ha por ano, demonstrando @oiténcia da utilizacao
dessas espécies em estudos de reflorestamento.

A fixagdo biolégica de nitrogénio € mediada por upwcela dos
procariotos que, apesar de relativamente pequgmasemta alta diversidade
morfolégica, fisioldégica, genética e filogenétidales podem ser encontrados

entre os aer@bios, os anaerébios e os anaerdbigdtataros e em varios grupos
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filogenéticos representativos de Bactéria e de @eahA alta diversidade desses
organismos garante nao so6 a resiliéncia do imperfamcesso que mediam em
um determinado ecossistema, como também a ocaré&heste nos mais
diferentes tipos de habitat terrestres (MOREIRAQ3EIRA, 2006).

Em estudos de diversidade de bactérias que nodeguminosas tém
sido utilizadas “plantas iscas”, de forma a captyapulacées de BFN de
amostras de solo, assim como coletar n6dulos diette das raizes das plantas
(MOREIRA, 2008). Segundo o mesmo autor, este Ultimétodo permite
demonstrar a relacéo da diversidade de BFN comeasiiiade de suas espécies
hospedeiras, além dos fatores ambientais, os @qiatam a expressdo dos
gendtipos dos simbiontes (MOREIRA, 2008).

A juncdo das diferentes técnicas moleculares eicteagis tem
permitido caracterizar e identificar diferentes eyéis de bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferas em leguminosas, tais cdrivzobium(Frank, 1889),
Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988),
Sinorhizobium(CHEN; YAN; LI, 1988),Mesorhizobium(JARVIS et al., 1997),
Allorhizobium (LAJUDIE et al., 1998)Burkholderia(MOULIN et al., 2001),
Methylobacterium(SY et al., 2001)Devosia(RIVAS et al., 2002)Cupriavidus
(CHEN et al., 2001)Ochrobactrum(TRUJILLO et al., 2005)Blastobacter
(BERKUM; EARDLY, 2002) ePhyllobacterium(VALVERDE et al., 2005).

Em estudos realizados por Jaramillo (2010), deg@i®rmar os grupos
mediante a técnica de BOX-PCR, foram escolhidos@@dos bacterianos para
sequenciar, obtendo-se sequéncias parciais daorelgidprimer 3'- 5’ que
codifica 0 16S rDNA, sendo analisadas filogenetigat®. Essas sequéncias
variaram de 416 a 850 pb e foram submetidas acobdacdados GenBank,
mostrando uma porcentagem de identidade de 979%9% tOm os isolados ja

estudados.
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Guimardes et al. (2012), ao estudarem a diversidgeitica e a
eficiéncia simbidtica de 119 estirpes isoladas alessagricolas na Amazénia
Ocidental utilizando caupi como planta armadiliatjveram 50 genétipos com
similaridade de 70% e 21 gendtipos de similariddal80%, por meio da técnica
de agrupamento BOX-PCR. O sequenciamento do ¢g&®eRNA das estirpes
representantes do BOX-PCR mostrou predominancibadtérias do género
Bradyrhizobium com alta diversidade de espécies, além da it=g#o de
espécies dRhizobiumBurkholderiae Achromobacter

As espécies de leguminosas que sao capazes der feimiz@iose com
rizobios tém sido utilizadas para a restauracaéeddidade do solo em areas
degradadas (FRANCO; FARIA, 1997; CARNEIRO et ab9d; TRANNIN;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; SILVA; SOARES; SIQUEIRA, 096;
FERREIRA et al, 2012). O solo de éareas degradamdsnizadas por
leguminosas capazes de se associarem com rizdirieseata maior diversidade
e biomassa, em relacdo aqueles que ndo tém espégeris que formam
associacdes com rizébios (CAMPELO, 1998).

2.4 O géneroBurkholderia e sua relacdo simbidtica com as leguminosas

Mimosa spp.

O géneroBurkholderia foi proposto por Yabuuchi et al. (1992), ao
avaliarem as caracteristicas fenotipicas e a cadgfmscelular com o
sequenciamento da regido 16S rDNA, na homologiaNa-DNA. Segundo os
mesmos, este género surgiu a partir de estudosacBorkholderia cepacia
anteriormente chamada &seudomonas cepacia qual foi especificada como
espécie padrao do grupo Il, em homologia ao rRNRsIdomonas

A Burkholderia cepaciafoi descrita por Burkholder (1950) e

inicialmente identificada como a espécie fitopatog@ responsavel pelo
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apodrecimento dos bulbos de cebolas. Em estudacuoiates foi demonstrado
que diversos isolados, classificados como uma UeERécie, na verdade
apresentavam diferencas genotipicas, apesar ddegsmmelhanca fenotipica
(VANDAMME et al.,, 1997). Assim, criou-se a expressé&complexo de
Burkholderia cepaciapara agrupar essas espécies filogeneticamenteiadas
(COENY; VANDAMME, 2003).

Atualmente, o génerdBurkholderia tem 70 espécies amplamente
distribuidas em varios ambientes naturais, ocooemo solo, na agua, em
associacgdo com plantas, fungos, animais e humd®RTINEZ-AGUILAR et
al., 2013; WONG-VILLARREAL; CABALLERO-MELLADO, 201{.

De acordo com 0s mesmos autores, o géBendkholderia esta em
constante crescimento, no que diz respeito ao mideespécies. Entretanto, a
taxonomia deste género esta sendo modificada denasleira que novos
componentes estdo sendo frequentemente propostfisnth que novos estudos
sdo necessarios para a melhor caracterizacao doanes

As linhagens do géneturkholderiasédo subdivididas pelos membros
do complexoB. cepacia os patogénicos aos humanos e animais, e 0s
pertencentes ao gruf®. pseudomalleias espécies fitopatogénicas e algumas
espécies saprofiticas e associadas as plantasindgwlaquelas que nodulam
leguminosas e promovem crescimento vegetal (MARTMEBUILAR et al.,
2013).

A fixacdo biolégica de nitrogénio realizada p@urkholderiaspp. foi
descoberta quando B. vietnamiensisfoi descrita por Gillis et al. (1995).
Posteriormente, essa capacidade foi detectada érasoespécies descritas,
comoB. unamagCABALLERO-MELLADO et al., 2004), B.tropica(REIS et
al., 2004), B. xenovorangGORIS et al., 2004)B. silvatlantica(PERIN et al.,
2006),B. kururiensise em mais 12 espécies capazes de formar nodelpeosf

em leguminoas, tais com®. tuberum B. phymatum B. caribensis B.
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mimosarum B. nodosa B. sabiae B. diazotrophica B. symbiotica B.
phenoliruptrix B. sprentiagB. rhynchosiae B. caballeroni{VANDAMME et
al.,, 2002; CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2006;EDHet al., 2007; CHEN et
al., 2008; OLIVEIRA-CUNHA et al., 2012; MEYER et.aRP013a, MEYER et
al., 2013b; MARTINEZ-AGUILAR et al., 2013), além d& fungorum que
também é capaz de nodular leguminosas, emboransfieaz (FERREIRA et
al., 2012).

Tem sido constatada a capacidade das espéci@urttbolderia em
formar nédulos emMacroptilium atropurpureum(MOULIN et al., 2001;
ELLIOT et al., 2007; ANGUS et al., 2013), em espéaileCyclopia(ELLIOT
et al., 2007) e erRhaseolus vulgare§TALBI et al., 2010). Entretanto, diversos
autores tém observado a afinidade de leguminosasiltfamilia Mimosoideae
por bactérias noduliferas do gén@&uarkholderiag como foi relatado por Barrett
e Parker (2005), ao verificarem a predominanciastiepes d&urkholderiaem
nédulos radiculares em plantas da subfamilia Mindes®(Mimosa pigra M.
castg M. pudicg Abarema macradenia Pithecellobium hymenaeafolignma
ilha de Barro Colorado, no Panama, e por Chen.g2805), ao isolar vinte
estirpes pertencentes ao gén&urkholderia de leguminosas da subfamilia
Mimosoideae provenientes do Brasil e da Venezuela.

Em pesquisas anteriores ja houve relatos da afleidambidtica de
Burkholderiaspp. com as leguminosas do génerdiitmosa Por exemplo, em
estudos realizados por Chen et al. (2003), a naad@s 190 bactérias obtidas a
partir de nédulos d#l. pudicae M. diplotricha em Taiwan, pertencia ao grupo
S-proteobactéria e duas estirpes isoladas de nédigldsimosa diplotrichae
Mimosa pudica também em Taiwan, foram descritas como caribenis
(VANDAMME et al., 2002)

Em estudos posteriores, Chen et al. (2006) olatmeyuatorze isolados,

identificados comoB. mimosarum a partir de nédulos d®limosa pigrae
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Mimosa scabrellaoriundos da Venezuela, do Brasil e de Taiwan.séguida,
uma nova espécie durkholderig capaz de nodular e fixar nitrogénio, obtida a
partir de nédulos dé. scabrellae M. bimucronatanativas do Brasil, foi
descrita e nomeada corBonodosgCHEN et al., 2007).

Duas estirpes bacterianas isoladas de nodulds. daesalpiniifolia no
Brasil, foram descritas como noduliferas e idesdifias com®. sabiag(CHEN
et al., 2008). Em um extenso levantamento de ngéalamMimosa spp.,
realizada em dois grandes biomas do Brasil, cereachatinga, verificou-se que
estirpes ddBurkholderiaséo os simbiontes predominantes nestes dois ceatgros
diversidade, sendo capazes de nodular espéciesnuzsas raras, endémicas e
ameacadas de extincao, tais cavhosplendidaM. setosissimaMl. decorticans
M. calodendron M. campicola M. dominarum M. gatesiae M. irrigua, M.
pseudosepiaria M. pyrenea M. reging M. setuligera M. skinnerj M.
speciosissimaM. ulbrichiana M. verecundaM. callithrix e M. cordistipulg
portanto, contribuindo para o ciclo do nitrogénio ae manutencdo de
ecossistemas frageis do cerrado e da caatingaS(&EHill., 2010).

Em estudos com 148 estirpes isoladas de nodulo7 despécies de
Mimosaoriundas da América do Sul, verificou-se que pstirdeBurkholderia
foram capazes de estabelecer simbiose com ess#&xiesspde plantas
(BONTEMPS et al., 2010; REIS et al., 2010).

Mishra et al. (2011), ao avaliarem a diversidadeégea de 221
bactérias simbiontes de@limosa pudicaem oito tipos de solos de diversos
ambientes da Guiana Francesa, encontraram umaegdiversidade de beta-
rizébio, comoBurkholderia phymatumBurkholderia tuberum mas também
foram encontradaBurkholderia mimosarugBurkholderiaspp. e, pela primeira
vez na América do SuCupriavidus taiwanensis

Em outros estudos ha relatos da atuacdo de bactddagénero

Burkholderia no crescimento vegetal, principalmente pela proougk
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fitorreguladores e fixacdo biol6gica de nitrogéniangus et al. (2013)
observaram, em sua analise experimental, que igges®. tuberumSTM678,
B. unamaeMTI-641, B. silvatlantica SRMrh20 e B. silvatlantica PVA5
apresentaram atividade solubilizadora de fosfatwrgénico e secrecdo de
sideréforos.

Em pesquisas realizadas por Silva et al. (2012}, 4® isolados obtidos
de solos da regido da Amazodnia no Brasil, foi destrada uma diversidade
cultural e bioquimica do géner®urkholderia tendo 44 estirpes sido
identificadas com®. fungorum um isolado bacteriano coni® caribensis B.
lata, e duas estirpes con®. contaminans Destes, 96% foram capazes de
solubilizar fosfato de calcio, 97% apresentaramaciiade de fixacdo do,N
livre e um isolado apresentou atividade antifungimatraFusarium oxysporum
podendo estes ser empregados na promocdo do czetuirde plantas e
apresentar potencial de aplicagdo no controle giicbdde fitopatdgenos.

A solubilizacdo de fosfato inorganico tem sido celaada com a
producdo de compostos de acidos organicos, contpfatatado por Lin et al.
(2006), ao verificarem que a producao de acidodglico pelaB. cepaciafoi a
principal responsavel pela solubilizacdo de tfédtsde calcio. Outra forma de
atuacdo daurkholderiana promocao do crescimento vegetal € a manutencao
dos niveis de etileno baixos nas plantas, por rdei@¢édo da enzima ACC
deaminase, como foi verificado em estudos realggor Pandey, Kang e
Maheshwari (2005), emlimosa pudica, posteriormente, em pesquisas &m
xenovoransB. unamaee B. phytofirmans(CABALLERO-MELLADO et al.,
2007).

Pesquisas relacionadas a obtengdo de uma melhacterazacéo
genética de espécies pertencentes ao g@andolderiae da sua relacdo e
eficiéncia simbiodtica com as leguminosas sdo nédess visto a importancia

para os estudos taxondmicos, fisioldgicos, ecotdyie aplicagdo econdmica,
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uma vez que as mesmas podem atuar no processxadddibioldgica de
nitrogénio, associadas a espécies de leguminosgrmdde importancia florestal

e, assim, garantir a sustentabilidade dos ecossiste
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1

EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES DE
Burkholderia EM LEGUMINOSAS E IDENTIFICACAO
DE ESTIRPES ORIUNDAS DE CAMPOS RUPESTRES

Kaliane S. Araujo, Fernanda de Carvalho, Fatim&MVoreira

Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de aradi eficiéncia simbidtica de
estirpes deBurkholderia em Macroptilium atropurpureum(DC.), Mimosa
bimucronata(De Candole) Otto Kuntze Mimosa foliolosaBenth e identificar
bactérias provenientes de nodulos de plantas isolivadas em solos de
distintos habitats de campos rupestres da Ser@igln MG. Para o teste de
nodulacéo e eficiéncia simbidtica évh atropurpureum(DC.) foram utilizadas
garrafas recicladas do tipong neck contendo solucdo de Hoagland, e os
experimentos com as espécies florestais foranzesls em tubetes (240 Ym
contendo areia e vermiculita (1:2), ambos tendocc@antroles negativos os
tratamentos sem inoculacdo, contendo 5, 25 thg 52,5 mg L' de N mineral.

A estirpe de referéncia simbidtica palaatropurpureunfoi a UFLA 04-212 e

0 experimento foi conduzido em delineamento integate casualizado com
trés repeticdes, por um periodo de 40 dias. Nosrarpntos de nodulacéo e
eficiéncia simbidtica enM. bimucronatae M. foliolosa espécies nativas dos
dominios atlantico e cerrado, respectivamente nfontilizadas as respectivas
estirpes de referéncia, BR 3460 e UFLA 01-750, etméamento inteiramente
casualizado com seis repeti¢des, por um period® ditas. Apds estes periodos,
foram avaliados: nodulacdo, matéria seca da pareaada raiz e total, além de
altura da planta, diametro, matéria seca de nodulosndice de qualidade de
Dickson nas espécies nativas. Os dados foram sigtmsét analise de variancia
e comparacdo de médias por meio do teste de Sauttt,Ka 5% de
probabilidade. Das 15 estirpesBlerkholderiatestadas, apenas UFLA 01-726 e
UFLA 04-248 foram capazes de noduMr atropurpureum entretanto, foram
ineficientes na promoc¢éo de crescimento vegetakapde serem eficientes na
fixacdo biolégica do nitrogénio enM. foliolosa Todas as estirpes de
Burkholderiatestadas estabeleceram simbiose bbrhimucronatae 12 estirpes
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nodularamM. foliolosa As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-
748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 01-750 e atirpes UFLA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260FLA 01-750 e
UFLA 01-751 promoveram o crescimento vegetal, retiggmente, emM.
bimucronatae M. foliolosa As estirpes dos diferentes grupos culturais foram
identificadas com 98% a 100% de similaridade coredepentes ao género
Bacillus (13 estirpes)Burkholderia (13 estirpes) Brevibacillus (4 estirpes),
Paenibacillus (3 estirpes), Stenotrophomonagl estirpe), Lysinibacillus (1
estirpes). Estirpes dgurkholderiaatuam na promoc¢éo do crescimento vegetal
de M. bimucronatae M. foliolosa e as caracteristicas morfolégicas e culturais
utilizadas como parametro para o agrupamento d@pess subestimaram a
diversidade genética das mesmas.

Palavras-chave: Bactérias Fixadoras de Nitrogénio, Beta-proteaad,
Macroptilium atropurpureunMimosa bimucronataviimosa foliolosa
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Abstrat

This work was carried out to evaluate the symbiefifectiveness of strains
Burkholderiain Macroptilium atropurpureun{DC.), Mimosa bimucronatdDe
Candole) Otto Kuntze anMlimosa foliolosaBenth and identify bacteria from
nodules of bait plants grown in soils of differdrabitats of rocky fields from
Serra do Cipd, MGFor nodulation ability as well as symbiotic eiiacy in M.
atropurpureum (DC.) it was used long neck recycled bottles caorng
Hoagland and the trials with forest species wemrdopmed in tubes (240 cin
containing sand and vermiculite (1:2), both as tiegacontrols the treatments
without inoculation containing 5, 25 mg'land 52.5 mg Tt of N mineral. The
strain of symbiotic reference fdd. atropurpureumwas UFLA 04-212 and the
experiment was conducted in a completely randomidedign with three
replications, for a period of 40 days. In the ekpents of nodulation and
symbiotic efficiency inM. bimucronataand M. foliolosa native species from
Atlantic and the Cerrado, respectively, were usetheir reference strains BR
3460 and UFLA 01-750 in a completely randomizedgiesvith six replicates
for 70 days. After this period, were evaluated: ulation, dry matter of shoots,
root and total, as well as plant height, diamety, weight of nodules and
Dickson quality index in native species. Data warbjected to variance analysis
and comparison of averages by Scott Knott testatob probability. From 15
strains ofBurkholderiatested, only UFLA 01-726 and UFLA 04-248 were able
to nodularM. atropurpureum however, were ineffective in promoting plant
growth, although efficient in biological nitrogeixdtion in M. foliolosa All
tested strains dBurkholderiahave established symbiosis with bimucronata
and 12 strains have nodulatbd foliolosa The strains UFLA 01-731, UFLA
01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 an&lLA 01-750 and the
strainsUFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-24BFLA 04-
260, UFLA 01-750, UFLA 01-751 promoted plant growthaspectively, inv.
bimucronata and M. foliolosa Strains of different cultural groups were
identified, with 98% to 100% similarity, as belongithe genudBacillus (13
strains), Burkholderia (13 strains),Brevibacillus (4 strains),Paenibacillus (3
strains),Stenotrophomonadl strain) and.ysinibacillus(1 strain).Burkholderia
strains act in promoting plant growth Bf. bimucronataand M. foliolosa and
the morphological and cultural characteristics ussda parameter for the
grouping of strains underestimated the geneticrdityeof the same.

Keywords: Nitrogen-fixing bactéria. Beta-proteobacteriadvlacroptilium
atropurpureumMimosa bimucronataviimosa foliolosa
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1 INTRODUCAO

Bactérias pertecentes ao génBrokholderiaocupam uma variedade de
nichos ecoldgicos e sdo exploradas para fins detraden bioldgico,
biorremediacdo e promocdo de crescimento de plgftasny et al., 2003).
Entretanto, apenas em 2001 é que se teve o cordr@oirde que estirpes de
Burkholderia sdo capazes de estabelecer simbiose e formar s6duto
leguminosas, mesmo que ineficientes (Moulin et 2001). Esta era uma
propriedade até entdo atribuida somente as bact@am subclasses-
proteobactéria, agrupadas nos génerdRhizobium  Sinorhizobium
MesorhizobiumBradyrhizobiume Azorhizobium(Vandame et al., 2002).

Desde entdo, tem sido constatada a capacidade siEies de
Burkholderiade formar nddulos efdlacroptilium atropurpureunfDC) (Moulin
et al.,, 2001; Elliot et al., 2007; Lima et al., 20Angus et al., 2013), em
espécies d€yclopia(Elliot et al., 2007), envigna unguiculataSoares, 2009),
emPhaseolus vulgare@albi et al., 2010) e também em espécieMuirosasp.
(Chen et al., 2003; 2005; 2006; Barret; Parker,52@eis et al., 2010Em
diversos trabalhos tem sido observada a afinidadegliminosas da subfamilia
Mimosoideae por bactérias noduliferas do génBrwkholderia como os
realizados por Chen et al. (2003), em que a madasal190 bactérias obtidas a
partir de nddulos deMimosa pudicae Mimosa diplotricha em Taiwan,
pertenciam a clasgeproteobactéria e por Chen et al. (2005), ao isolavinte
estirpes pertencentes ao gén&urkholderia de leguminosas da subfamilia
Mimosoideae provenientes do Brasil e da Venezuela.

Em estudos posteriores, Barrett e Parker (2005)fioegam a
predominancia d8urkholderiaspp. em nédulos radiculares éfimosa pigra
Mimosa casta Mimosa pudica Abarema macradeniae Pithecellobium
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hymenaeafoliumma ilha de Barro Colorado, no Panam4, e Chen. €2@06)
obtiveram quatorze isolados, identificados coBiomimosarum a partir de
nédulos deM. pigrae M. scabrella oriundos da Venezuela, Brasil e Taiwan.

Em um extenso levantamento de nodulacadvemosaspp., realizada
em dois grandes biomas do Brasil, cerrado e caatiegificou-se que estirpes
de Burkholderia sdo os simbiontes predominantes nestes dois sewukeo
diversidade, sendo capazes de nodular espéciesnuzsas raras, endémicas e
ameacadas de extin¢ao, tais cdvhasplendidaM. setosissimaMl. decorticans
M. calodendron M. campicola M. dominarum M. gatesiae M. irrigua, M.
pseudosepiaria M. Pyrenea M. Regina M. setuligera M. skinnerj M.
speciosissimaM. ulbrichiang M. verecundaM. callithrix e M. cordistipulg
portanto, contribuindo para o ciclo do nitrogénio a& manutencdo de
ecossistemas frageis do cerrado e da caatings ¢Rel., 2010).

Do total de 148 estirpes isoladas de nodulos despécies délimosa
oriundas da América do Sul, o gén&urkholderiaapresentou maior destaque,
devido a sua predominéncia na identificacdo depesticapazes de estabelecer
simbiose com essas espécies de plantas (Bonteraps210).

Mishra et al. (2011), ao avaliarem a diversidadeégea de 221
bactérias simbiontes dé. pudicaem oito tipos de solos de diversos ambientes
da Guiana Francesa, encontraram grande diversidadeeta-rizébio, como
Burkholderia phymatune Burkholderia tuberumsendo as primeiras as mais
frequentes das estirpes identificadastkholderia mimosarupBurkholderiasp.

e Cupriavidus taiwanensis

Florentino et al. (2009) relataram, pela primeiez o Brasil e na
América do Sul, a existéncia de estirpes de rapidecimento e com reacdes
alcalinas em meio de cultivo pertecentes ao gé@enariavidus obtidas de
nédulos radiculares dePhaseolus vulgarise Leucaena leucocephala

Posteriormente, Silva et al. (2012) identificaramssas estirpes como
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Cupriavidus necatoe constataram a capacidade destes de nddularlgaris
L. leucocephala Mimosa caesalpiniaefolia M. atropurpureum e Vigna
unguiculata

Dessa forma, este trabalho foi realizado com didiade de verificar a
capacidade de nodulacao e eficiéncia simbidticastiepes ddurkholderiaem
M. atropurpureum Mimosa bimucronatae Mimosa foliolosa bem como
identificar bactérias provenientes de nédulos datpk iscadyl. atropurpureum
e Mimosa tenuiflora(Wild) Poiret, cultivadas em solos de distintositab de

campos rupestres da Serra do Cip6, MG.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem dos isolados bacterianos

As estirpes bacterianas em estudo pertencem adootke Culturas de
Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (CCBP@Y/Setor de Biologia,
Microbiologia e Processo Bioloégico do Solo (SBMPB& Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e foram isoladas de néldkM. atropurpureume
M. tenuiflora cultivadas em solos de distintos habitats de cammppsstres
(afloramento rochoso, brejo tufoso, campo arenasomnpo pedregoso e
cerrado), localizadas na Serra do Cip6, MG (de &hoy 2010).

Do total de 51 isolados bacterianos (Tabela 1), ebfirpes de
Burkholderig classificadas como representantes de gruposraisitide acordo
as caracteristicas morfoldgicas e culturais, paCaevalho et al. (2010) (Tabela
2), foram testadas quanto a eficiéncia simbiéticaM. atropurpureum M.
bimucronatae M. foliolosa e as demais estirpes (35 bactérias) tiveram e gen

16S rRNA parcialmente sequenciado no presente@stud
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Tabela 1 Grupo cultural, cédigo de identificacdmcal de origem e planta
hospedeira das estirpes em estudo (de Carvalh@) 201

GRUPO CODIGO CODIGO LOCAL DE PLANTA
CULTURAL ORIGINAL UFLA ORIGEM HOSPEDEIRA
UFLA 04-212

Bradyrhizobiunsp.

........................ (Moreira, 2006) Amazobnia M. atropurpureum
BR 3460
________________________ Burkholderia gladioli M. bimucronata

(Faria et al., 1997)

Campo Rupestre,
21A-1 UFLA 01-731 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Brejo Turfoso

Grupo 2
Campo Rupestre,
12A-5 UFLA 01-726 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Cerrado
Campo Rupestre,
15A-4 UFLA 01-783 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Cerrado
Grupo 3
Campo Rupestre,
46B-3 UFLA 04-260 Serra do Cipd, MG, M. atropurpureum
Campo Arenoso
Campo Rupestre,
55A-9 UFLA 01-802 Serra do Cipd, MG, M. tenuiflora
Campo Pedregoso
Campo Rupestre,
47A-1 UFLA 01-800 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Campo Arenoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso
Campo Rupestre,
28A-8B UELA 01-797 Serra do Cip6, MG,
Afloramento

Rochoso

28A-5

UFLA 01-794 M. tenuiflora

M. tenuiflora

Grupo 4
Campo Rupestre,
15A-8 UFLA 01-753 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Cerrado
Grupo 5
Campo Rupestre,
12A-1 UFLA 01-750 Serra do Cip6, MG, M. tenuiflora
Cerrado
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GRUPO
CULTURAL

CODIGO
ORIGINAL

CODIGO
UFLA

LOCAL DE
ORIGEM

PLANTA
HOSPEDEIRA

35B-3A

Grupo 6

17A-2

Grupo 7

16A-8

39B-6

55A-8

45A-5

28A-9

18A-2

Grupo 8

12A-3

15A-6
Grupo 9

21A-6A
Grupo 10

11B-7

UFLA 04-443

UFLA 01-788

UFLA 01-787

UFLA 04-405

UFLA 01-758

UFLA 01-799

UFLA 01-759

UFLA 01-748

UFLA 01-725

UFLA 01-784

UFLA 01-744

UFLA 04-249

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Campo Pedregoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. atropurpureum




Cerrado

68
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CODIGO
ORIGINAL

GRUPO
CULTURAL

CODIGO
UFLA

LOCAL DE
ORIGEM

PLANTA
HOSPEDEIRA

43B-7B

53B-1B
Grupo 11
9A-7
Grupo 12
15A-7

Grupo 13

28A-1B

Grupo 14
12A-8
Grupo 15

5B-2

45A-3

Grupo 16

28A-TA

Grupo 17

12A-6

28A-1A

UFLA 04-444

UFLA 04-246

UFLA 01-690

UFLA 01-733

UFLA 01-792

UFLA 01-728

UFLA 04-442

UFLA 01-798

UFLA 01-795

UFLA 01-692

UFLA 01-739

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,

Campo Pedregoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Campo Arenoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento

M. atropurpureum

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora




Rochoso

70
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GRUPO
CULTURAL

CODIGO
ORIGINAL

CODIGO
UFLA

LOCAL DE
ORIGEM

PLANTA
HOSPEDEIRA

Grupo 18

Grupo 19

Grupo 20

Grupo 21

Grupo 22

Grupo 23

Grupo 24

Grupo 25

Grupo 26

45A-1

10B-6B

55A-5

13A-9

13B-1

38B-3

16A-3

21A-2

28A-6

16A-2

UFLA 01-732

UFLA 04-248

UFLA 01-801

UFLA 01-756

UFLA 04-268

UFLA 04-274

UFLA 01-786

UFLA 01-757

UFLA 01-751

UFLA 01-785

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,

Campo Pedregoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

M. tenuiflora

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. atropurpureum

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora
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CODIGO
ORIGINAL

GRUPO
CULTURAL

CODIGO
UFLA

LOCAL DE
ORIGEM

PLANTA
HOSPEDEIRA

17A-7

27A-1

12A-4

Grupo 27

20A-1A

Grupo 28

9A-9

Grupo 29

28A-4A

Grupo 30
43B-8B
Grupo 31

12B-1

UFLA 01-789

UFLA 01-791

UFLA 01-781

UFLA 01-790

UFLA 01-780

UFLA 01-793

UFLA 04-445

UFLA 04-269

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo ufoso
Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Afloramento
Rochoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Brejo Turfoso

Campo Rupestre,
Serra do Cip6, MG,
Cerrado

M.tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. tenuiflora

M. atropurpureum

M. atropurpureum




Tabela 2 Especificac@o das 15 estirpe8dekholderiautilizadas em ensaios de autenticacdo e efici&icibidtica na
fixacdo biolégica de nitrogénio eMacroptilium atropurpureumMimosa bimucronata Mimosa foliolosa
mais a estirpe UFLA 01-750, utilizada como refei&mmara capacidade de nodulacdo mfoliolosa (de
Carvalho, 2010)

Numero de Sequéncias mais similares encontradas no Genbank

Caédigo Caodigo Grupo L ;
Original UFLA Cultural pares de Espécies Similaridade Ndmero de
base % acesso
21A1 UFLA01-731  Grupo 1 1272 B“L';h dogggna 99 AY773192
12A-5 UFLA 01-726 Grupo 2 519 Burkholderiasp. 99 FN543721
46B-3 UFLA 04-260 Grupo 3 800 Burkholderiasp. 99 FN543722
15A-8 UFLA 01-753 Grupo 4 1246 B.nodosa 99 AY773192
12A-1 UFLA 01-750 Grupo 5 773 Burkholderiasp. 99 FN543721
39B-6 UFLA 04-405 Grupo 7 778 Burkholderiasp. 97 AB366316
18A-2 UFLA 01-748 Grupo 7 725 Burkholderiasp. 100 FN543681
21A-6A UFLA 01-744 Grupo 9 866 Burkholderiasp. 100 FN543748
11B-7 UFLA 04-249 Grupo 10 1137 Burkholderiasp. 99 FN543720
15A-7 UFLA 01-733 Grupo 12 678 Burkholderiasp. 99 FN543723
28A-1A UFLA 01-739 Grupo 17 883 Burkholderiasp. 99 FN543691
45A-1 UFLA 01-732 Grupo 18 619 Burkholderiasp. 99 FN543777
10B-6B UFLA 04-248 Grupo 21 710 Burkholderiasp. 99 FN54379
13A-9 UFLA 01-756 Grupo 21 901 B. nodosa 99 AY773192
28A-6A UFLA 01-751 Grupo 28 879 Burkholderiasp. 99 FN543677

12B-1 UFLA 04-269 Grupo 35 839 Burkholderiasp. 99 EU219864
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2.2 Autenticacdo e eficiéncia simbidtica das estigs deBurkholderia em
diferentes leguminosas

As 15 estirpes representantes dos distintos greydagrais, identificadas
como Burkholderiasp. (UFLA 01-731, UFLA 01-726, UFLA 04-260, UFLA
01-753, UFLA 01-750, UFLA 04-405, UFLA 01-748, UFLON-744, UFLA 04-
249, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-732, UFLA @418, UFLA 01-
751, UFLA 04-269) (Tabela 2), foram testadas quantapacidade de induzir
nédulos e a eficiéncia da fixagédo biologica doagiémio emM. atropurpureum
M. Bimucronata e M. foliolosa em condigbes de casa de vegetacdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo, no Setor del@&gia, Microbiologia e
Processo Biolégico do Solo (SBMPBS) da Universid&@eleral de Lavras
(UFLA).

2.2.1Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb

O experimento foi conduzido em casa de vegetagipgerido de 17 de
setembro de 2013 a 28 de outubro de 2013, quatelo@eratura média variou
entre 15,8 °C a 26,9 °C. Os 15 isolados bactesianoestudo, mais a estirpe de
referéncia UFLA 04-212Bradyrhizobiumsp.) (Florentino et al., 2009), foram
inoculados na espécdM. atropurpureun(siratro) para verificar a capacidade de
nodulacao e sua eficiéncia para fixacdo biol6gecaittogénio.

As plantas foram cultivadas em garrafas de vidrdvgande 500 mL,
reciclaveis, tipolong neck contendo solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950), composta com uma minima quantidade de Nenalir(5,25 mg L), e
inoculadas com as estirpes em teste, tendo comaontrole positivo o

tratamento com a estirpe UFLA 04-212.
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Garrafas contendo apenas a minima quantidade daé&tah(5,25 mg
L) e a outra com concentracdo de nitrogénio nedess@@ra o bom
desenvolvimento das plantas (52,5 mg de N mineral) foram utilizadas
como controles negativos.

A concentracdo minima de N mineral na solucdotivarie Hoagland e
Arnon (1950) é considerada uma dose de arranqee@arocesso de fixagdo
biolégica de nitrogénio, tendo como composicao Q,11 NH,H,PO,; 0,6mL
L™ KNOg; 0,4 mL L* Ca(NQ),.4H,0; 2mL L* MgSQ.. 7H,0; 3mL L* K,SOy;
10mL L* Ca(HPQ),.H,0; 200mL L' CaSQ.2H,0; 2,86g. [ HsBO;; 2,03g.
L™ MnSO.4H,0; 0,22 g. [ ZnSQ.7H,0; 0,08 g. [* CuSQ.5H;0; 0,02g. L*
H,M00,.H,0 e 10 mL [} FeCk.6H,0. No controle negativo com a presenca de
nitrogénio utilizou-se a solugdo completa de Haadjla Arnon (1950), 52,5 mg
L* de N mineral (ImL [ NHMH,PO; 6mL L* KNOs; 4 mL L!
Ca(NQy),.4H,0; 2mL L* MgSO. 7H0; 2,86g. [' HsBO; 2,03g. L*
MnSO,.4H,0; 0,22 g. [! ZnSQ.7H,0; 0,08 g. [! CuSQ.5H,0; 0,02g. L*
H,M00,.H,0 e 10 mL [* FeCL.6H,0).

Apbs o preparo das garrafas com uma tira de pdel fita adesiva,
papel aluminio e a solucdo nutritiva, estas foratodavadas, por uma hora, a
pressdo de 1,5 kg ¢he a 127 °C.

As sementes foram desinfestadas e escarificadasacao sulfdrico
concentrado P. A. (Sigma ®), por 20 minutos, covadens sucessivas em agua
esterilizada, em condicfes assépticas de camdiaxde e embebidas em agua
esterilizada por 60 minutos (Almeida et al.,, 197Bpsteriormente, foram
imersas em agua esterilizada, por 2 horas, tradafepara placas de Petri com
algoddo umedecido, esterilizadas em autoclave @oni@utos e incubadas, por
3 dias, a 28 °C, antes de serem plantadas.

As sementes pré-germinadas foram inseridas manoedme orificio da

garrafa com auxilio de uma pinca estéril, sendbzatia uma plantula por
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frasco, seguida da inoculacdo de 2 mL da suspdrm@eriana, cultivada em
meio de cultura 79 (Fred & Wasksman, 1928) liquidot 3 dias, para as
estirpes deBurkholderia testadas e 5 dias para a estirpe UFLA 04-212
(Bradyrhizobiumsp.), utilizada como controle positivo.

O experimento foi conduzido por 40 dias com l1&trentos, sendo 15
referentes aos isolados em teste, 1 controle pogitim a inoculacdo da estirpe
Bradyrhizobiumsp. (UFLA 04-212), com comprovada eficiéncia qoaat
capacidade de fixacdo de nitrogénio em simbiose oosiratro (Florentino,
2009) e 2 controles negativos, com apenas a migimatidade de N mineral
(5,25 mg ') e contendo 52,5 mg“Lde N mineral, ambas sem inoculacdo de
bactéria, e em delineamento estatistico inteiragnesgualizado (DIC), com trés
repeticdes.

Apés este periodo, foram avaliados 0s seguintés ros: presenca de
nédulos nas raizes, matéria seca da parte aérédAMBatéria seca da raiz
(MSR) e matéria seca total (MST), cujo resultadib#do pela soma da MSPA
e MSR. Os resultados dos experimentos foram sutoseth andlise de
variancia, empregando-se o programa de andlisdstista Sisvar, versao 5.3
(Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foramparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade e os graficaarfoobtidos pelo programa

estatistico R.

2.2.2 Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntzee Mimosa foliolosa

Benth. subsp. pachycarpa ( Benth)

Os experimentos de nodulacdo e eficiéncia simlidi@s estirpes em
estudo, em duas espécies de leguminosas natiashimucronatae M.

foliolosa, foram realizados, respectivamente, nos period@2dle julho a 02 de
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outubro de 2013 e 16 de setembro a 25 de novendra0d3, quando as
temperaturas médias variaram entre 12,9 °C a 26163 °C a 27,1 °C.

As plantas foram cultivadas em tubetes de poliggopi com
capacidade volumétrica de 240 %ntontendo uma mistura de areia e
vermiculita na propor¢do 1:2 (a:v), adicionados smucdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950), de acordo c@m necessidade das
plantas.

Para o processo de germinagdo, as semented.demucronata
passaram pelo processo de quebra de dorménciaQponirfutos em acido
sulfarico concentrado e, em seguida, lavadas sSwveessnte, em &agua
esterilizada (Ribas et al., 1996) e as sementdd.deliolosa foram colocadas
em acido sulfarico, durante 10 minutos e lavadasagumm corrente, por 30
minutos (Silveira; Fernandes, 2006). As sementeandleas as espécies foram
transferidas para placas de Petri, contendo pdpel imidecido com agua
destilada esterilizada, e incubadas por cinco, dia88 °C, antes de serem
plantadas.

No momento do plantio, foi colocada uma semeatengnada em cada
tubete e, uma semana apos o plantio, foi feitaocaulacdo com 2 mL de
suspensdes das estirpes Blarkholderia (Tabela 2). Para isso, elas foram
cultivadas em meio “79” (Fred; Waksman, 1928), tdmbconhecido como
YMA (Vincent, 1970), semissolido, por trés dias.

O experimento foi conduzido por 70 dias, em delimegio estatistico
inteiramente casualizado (DIC), com 8 repeticesre 18 tratamentos. Destes
tratamentos, 15 foram referentes aos isolados sta {§abela 2), 1 controle
positivo com a inoculacdo da BR 34@® @ladioli), estirpe de referéncia para a
fixacdo biolégica do nitrogénio eM. bimucronata(Faria et al., 1997) e UFLA
01-750, estirpe selecionada por apresentar capiciia nodulacéo e eficiéncia

em M. foliolosa, em ensaios realizados no laboratério, além dasriroles
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negativos, sem a inoculagdo de estirpe, cujas mfatasn regadas com a
solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland; Arnon, @9a ¥4 de for¢a, com
apenas a minima quantidade de N mineral (5,25 M@lcom 52,5 mg L de
N mineral, conforme descrito anteriormente.

Apés este periodo, foram avaliados 0s seguinteBnpmros: altura e
didametro da planta, nimero de nddulos (NN), matédea da parte aérea
(MSPA) e dos nddulos (MSN), matéria seca da rai3R)] matéria seca total
(MST), obtida pelo somatério da MSPA com a MSRiadice de qualidade de
Dickson, obtido pela férmula: 1QD = [matéria seotal/(RAD + RPAR)], em
gue RPAR é a relacdo da matéria seca da parte e@mea matéria seca de
raizes, e RAD é a relacdo da altura da parte a@msao diametro do coleto
(Dickson et al., 1960). Os resultados dos expefioseforam submetidos a
analise de varidncia, empregando-se o programanélese estatistica Sisvar,
versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos trattmadoram comparadas pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade e afiasériginais de NN e MSN
sofreram transformacg8es pela raiz quadrada — SQIRTOs graficos foram

obtidos pelo programa estatistico R.

2.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA das estirpestasianas

O DNA das 35 estirpes bacterianas (Tabela 1)Xwoa&lo pelo método
de lise alcalina, como descrito por Niemann et(E897), a partir de células
cultivadas em trés dias em meio de cultivo “79"efF& Wasksman, 1928).
Para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, forditizados os pares de
oligonucleotideos iniciadoreprimerg 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). Aliquotde 5pL do
templatedos DNA extraidos das estirpes foram utilizadas papL de reacao

de PCR. A concentracéo final dos reagentes poéoefa¢ de SuL tampdo 10X
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para PCR, gL dNTP Mix (0,2 mM de cada), pL (2,5 mM) de MgC}, 1,0uM
de cadgorimer (27F e 1492R), 0,4L de Tag DNA Polimerase e agua Mili-Q
para completar a reacdo. A reacdo de amplificagdio réalizada em
termociclador Eppendorf Mastercydlemas seguintes condicdes: desnaturacéo
inicial de 94 °C, por 5 minutos, 35 ciclos de desragdo (94 °C, por 40
segundos), anelamento (55 °C, por 40 segundoghs&d (72 °C, por 1 minuto
e 30 segundos) e uma extensédo final de 72 °C, poindtos. Os produtos
amplificados foram separados em gel de agarose \ii%ualizados sob luz UV.
Os produtos de PCR foram enviados para o LabooattariMacrogen (Coreia),
para sequenciamento e purificacdo. As sequénctaastbforam comparadas ao
banco de dados do NCBI.

Para a realizacdo do alinhamento pelo programstallw (Thompson
et al.,, 1994), foram obtidas sequéncias similaresGenBank (NCBI). As
sequéncias alinhadas foram utilizadas para anélsgenética pelo método
Neighbour-Joining, usando Kimura-2 parametros (Kani980) pelo programa
MEGA 6 (Tamura et al., 2013), aplicando bootstrapcom um minimo de

1.000 replicaces.
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3RESULTADOS

Nodulacdo e eficiéncia simbidtica das estirpes d@&urkholderia em

Macroptilium atropurpureum, Mimosa bimucronata e Mimosa foliolosa

Na analise de promocdo de crescimento vegetalniadas deM.
atropurpureum M. bimucronatae M. foliolosg inoculadas com estirpes de
Burkholderig puderam-se verificar resultados significativos emts diferentes
parametros avaliados (Tabela 3).

Apenas as estirpes UFLA 01-726, UFLA 04-248 e drpsstde
referéncia UFLA 04-212 foram capazes de nodMlaatropurpureume néo foi
verificada a presenca de nédulos nos tratamentagrod® com nitrogénio
mineral e com concentracdo minima de nitrogéniceralnindicando a auséncia

de contaminacgéo no experimento (Figura 1).
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Figura 1 Diferencas quanto as caracteristicas efzienento apresentadas pelas
plantas déMacroptilium atropurpureumnos diferentes tratamentos em
resposta a eficiéncia na fixacdo bioldgica do giérdo (A.) (B.). Dois
tratamentos sem inoculacdo: um contendo N mineral eutro
contendo pequena quantidade de N mineral, o trat@ncem a estirpe
de referéncia, UFLA 04-212, o tratamento com apstUFLA 01-726
(1A.) e UFLA 04-248 (1B.). Presenca de nédulos tratementos com
a estirpe utilizada como referéncia e que apresemtficiéncia
simbidtica UFLA 04-212 (C.) e nos tramentos conestirpes UFLA
01-726 (D.) e UFLA 04-248 (E.) que, apesar de@am nddulos em
suas raizes, ndo obtiveram eficiéncia simbidticdixado bioldgica
do nitrogénio

(...continua...)



82

As estirpes ddurkholderiaem estudo, mesmo as estirpes UFLA 01-
726 e UFLA 04-248, que foram capazes de induzoréndcdo de nédulos nas
raizes dévl. atropurpureumnao apresentaram resultados significativos quanto
promocao de crescimento vegetal. Os resultadodasbpara a matéria seca da
parte aérea, em comparacdo com o tratamento erhayue a inoculacdo da
estirpe de referéncia UFLA 04-212 e o tratamenta oirogénio mineral, ndo
foram significativos. Os mesmos resultados foratidob para a matéria seca
total. As estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-732, UFLA-@39, UFLA 01-753,
UFLA 01-756 e UFLA 04-405 apresentaram valores ddénm seca da raiz
inferiores aos das demais estirpes e aos tratameatdrole (Figura 2).
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Figura 2 Matéria seca da parte aérea, das raitt#tal€g), com coeficiente de varidncia (cv), respamente, igual a
45,27%, 23,30%, 31,34%, ddacroptilium atropurpureumcom os diferentes tratamentos: com inoculagéo
(indicada na Tabela 1 a identificacdo das estirpes) dois tratamentos sem inocula¢do: um contsndmeral
e 0 outro contendo pequena quantidade de N miteadilinas seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente, pelo teste de Scott Knott, a 8¢4rdbabilidade
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Em relagéo a espédid. bimucronatatodas as estirpes @airkholderia
foram capazes de nodular e apenas nos tratamemtd®le com nitrogénio
mineral e com concentracdo minima de nitrogéniceraimao houve a presenca
de nédulos. O nimero de nddulos foi significativataemaior para as estirpes
UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748/FLA 01-751,
UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA 04-248 e UFLA 04-405uando
comparadas com as demais estirpes avaliadas miogesforesentando valores
estatisticamente similares aos da atual estirpefdegncia na fixagcéo biologica
de nitrogénio para esta cultura (BR 3460) (Figyra 3

As médias do nimero de nddulos encontradas nos rselieores
tratamentos variaram entre 138 a 163 nodulos, emguas tratamentos que
apresentaram valores intermediarios variaram eb®ea 100 nddulos e os
tratamentos com menores quantidades de noduloarasrientre 31 a 39
nédulos.

Os valores de matéria seca de nddulos foram mamssatamentos
com as estirpes UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 0187 UFLA 04-405,
em M. bimucronata cujos valores foram similares ao da estirpe deréacia

para esta espécie vegetal (BR 3460) (Figura 3).
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Figura 3 Namero de nédulos (NN), matéria seca dkilo§ (MSN), com coeficiente de variancia (cv) petivamente,
igual a 46,41% e 67,50%, evfimosa bimucronatacom os diferentes tratamentos: com inoculacabc@aa na
Tabela 1 a identificacdo da estirpe), sendo BR 3d66stirpe recomendada e os dois tratamentos sem
inoculacdo: um contendo N mineral e o outro cordgmelquena quantidade de N mineral. *Colunas seguida
pela mesma letra ndo apresentam diferencas dstatfstlo teste de Scott Knott, a 5% de probahikda
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Quando avaliado o crescimento das plantas em altarastirpes UFLA
01-731, UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFL04-744, UFLA 01-
748, UFLA 01-751, UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA @48, UFLA 04-
249, UFLA 04-260, UFLA 04-269, UFLA 04-405 e BR B4@presentaram
resultados significativos em relagdo ao tratamesdm nitrogénio. Para o
crescimento em didmetro do coleto, as estirpes UBLA'31, UFLA 01-732,
UFLA 01-739, UFLA 01-744, UFLA 01-748, UFLA 01-758JFLA 01-756,
UFLA 04-248, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-4Cfpresentaram
resultados similares ao da estirpe de referéncis8483® e ao tratamento com

nitrogénio (Figura 4).
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Figura 4 Altura e didametro do coleto éfimosa bimucronatatendo coeficiente de variancia (cv), respectivatedgual
a 26,52% e 16,64%, com os diferentes tratamentws:igoculacdo (indicada na Tabela 1 a identificadd®
estirpes), sendo BR 3460 a estirpe recomendadalei®sratamentos sem inoculacdo: um contendo Nenalin
(wWith N) e o outro contendo pequena quantidade dmihkral. *Colunas seguidas pela mesma letra nao
apresentam diferenca estatistica, pelo teste delSuutt, a 5% de probabilidade

/8
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Em relacdo & matéria seca da parte aérea, ameatos com as estirpes
UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-2489FLA 04-260 e
UFLA 04-405 apresentaram valores significativos,qaais se equipararam ao
tratamento com nitrogénio mineral e foram supesicge tratamento com a
estirpe de referéncia para eficiéncia na fixac@bdgica do nitrogénio (UFLA
BR 3460) paraM. bimucronata(Figura 5). Assim, estas estirpes apresentaram
alta eficiéncia na fixacdo bioldgica do nitrogémicatuaram na promoc¢ao do
crescimento dévl. bimucronata Entretanto, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos em relagdo a matéria sedeetatanatéria seca das raizes
(Figura 5).
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Figura 5 Matéria seca da parte aérea, das raftzetal €g) deMimosa bimucronatatendo coeficiente de variancia (cv),
respectivamente, igual a 43,16%, 48,84% e 43,26%,as diferentes tratamentos: com inoculacdo (@utdima
Tabela 1 a identificacdo das estirpes) e os dafartrentos sem inoculagdo: um contendo N minerabetro
contendo pequena quantidade de N mineral. *Colsegsidas pela mesma letra ndo apresentam difasenci
estatistica, pelo teste de Scott Knott, a 5% degtiitidade



Em relag&o ao indice de Qualidade de Dickson (I@B)estirpes UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-753,
UFLA 04-248, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-40&presentaram valores significativos e similares ao

tratamento com nitrogénio (Figura 6).
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Figura 6 indice de Qualidade de Dickson (IQD) Mimosa bimucronatatendo coeficiente de variancia (cv) igual a 37,
38%, com os diferentes tratamentos: com inoculéicdiicada na Tabela 1 a identificagdo das estiyges)do
BR 3460 a estirpe recomendada e os dois tratameatosinoculagdo: um contendo N mineral (With N) e o
outro contendo pequena quantidade de N mineraluf@2s seguidas pela mesma letra ndo apresentamndife
estatistica, pelo teste de Scott Knott, a 5% degtitidade
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Quanto & capacidade de nodulacdo das 15 estirgdiadas emM.
foliolosa 12 estirpes foram capazes de formar nddulos, UFLAZB, UFLA
01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFL04-751, UFLA 01-
753, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-260 e UFLA4@05, além da
estirpe UFLA 01-750, utilizada como controle positiApenas nos tratamentos
nos quais houve a inoculagédo das estirpes UFLA1]1-WFLA 01-744, UFLA
04-249 e UFLA 04-269, além dos controles negativii foi verificada a
presenca de nédulos (Figura 7).

Os tratamentos com as estirpes UFLA 01-726, UFLA®3, UFLA 01-
748, UFLA 04-248 e a estirpe UFLA 01-750, utilizadamo referéncia por
induzir a formacdo de ndédulos el foliolosa em pré-ensaios (dados néo
publicados), apresentaram maior quantidade de o$dpule os tratamentos com
as estirpes UFLA 01-732, UFLA 01-739 e UFLA 01-4@5as estirpes UFLA
01-744, UFLA 01-751, UFLA 01-753, UFLA 01-756 e U&D4-260 obtiveram
menores quantidades de nddulos (Figura 7).

As médias do numero de nédulos encontradas nosoqualhores
tratamentos variaram entre 25 a 31, enquanto tsrtesmtos que apresentaram
valores intermediérios variaram entre 16 a 21 raxl@ os tratamentos com
menor quantidade de nddulos variaram entre 1 a 5.

Dentre as estirpes noduliferas, UFLA 01-726, UFL1A7@8, UFLA 04-
248 e UFLA 01-750 apresentaram valores signifieatignte maiores em
relacdo a matéria seca de nodulos, seguidas daesdFLA 01-732, UFLA
01-733, UFLA 01-739 e UFLA 04-405 (Figura 7).



30+

20+

MinmoN -

UFLAQ1-726 -

|
-
T
T

In
]
]
I

UFLA 04-248 - I

NN [ MSN

0.03-

002- b

0.01-

o
o
[}

] |

0.00-|—

Com N~
Com N-

UFLA 04-405-
UFLA 01-744 -
UFLA01-748-
UFLA 01-751-
UFLA01-753-
UFLA01-756-
UFLA 04-249 -
UFLA 04-260 -
UFLA 04-269 -
UFLA 04-405 -
UFLA 01-750-

UFLA 04-248 -
UFLA 04-249 -
UFLA 04-260 -
UFLA 04-269 -
UFLA01-780=
Minimo N
UFLA 01-726 -
UFLA01=731=
UFLA01-732-
UFLAO1-733=
UFLAO1-739-

UFLA 01-756 -

UFLAD1-783-

UFLAO1-748-
UFLA01-781-

UFLA01-732-
UFLAD1-733-
UFLA 01-738 -
UFLAD1-744 -

UFLA01-731-

Tratamentos

Figura 7 Nimero de nédulos (NN), matéria seca dello§ (MSN) ermMimosa foliolosatendo coeficientes de variancia

(cv), respectivamente, iguaia a 62,36% e 71,64, diferentes tratamentos: com inoculagéo (indiaza
tabela 1 a identificac@o das estirpes), UFLA 01;&sfirpe utilizada como referéncia por induzioarfacao de
nédulos emM. foliolosa em pré-ensaios (dados ndo publicados), os ddememtos sem inoculagcdo: um
contendo N mineral (With N) e o outro contendo meguquantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela
mesma letra ndo apresentam diferenca estatistitatgste de Scott Knott, a 5% de probabilidade
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Em relagdo ao crescimento em altura das plantags diéametro do
coletodo, os tratamentos inoculados com as estepesstudo apresentaram
valores significativamente menores, em comparacéo tratamento com
nitrogénio (Figura 8). As estirpes UFLA 01-726,U4-01-731, UFLA 01-739,
UFLA 01-744, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756/FLA 04-248,
UFLA 04-405 e UFLA 01-750 obtiveram resultados tangis ao do tratamento
controle, sem inoculante, com a minima concentrdeduitrogénio mineral e as
demais estirpes apresentaram valores inferioresnasmo, em relacdo ao
crescimento em altura, assim como as estirpes UFLAX26, UFLA 01-739,
UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-269 UFLA 01-750,
para o crescimento em didmetro do coletodo (Figura
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Figura 8 Altura e didmetro do coletodo &imosa foliolosatendo coeficientes de varidncia (cv) respectivamguais
a 21,27% e 27,44%, com os diferentes tratamentws:iooculacdo (indicada na Tabela 1 a identificadd®
estirpes), UFLA 01-750, estirpe utilizada como méfieia por induzir a formacao de nddulosinfoliolosaem
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estatistica, pelo teste de Scott Knott, a 5% degtitidade
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Para matéria seca total, todos os tratamentos eapagam valores
significativamente menores ao tratamento contralem inoculante, com
nitrogénio mineral. As estirpes UFLA 01-726, UFLA-©39, UFLA 01-748,
UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-260JFLA 04-405 e
UFLA 01-750 obtiveram resultados similares ao ddatmmento controle, sem
inoculante, com a minima concentragdo de nitrogénioeral e os demais
tratamentos apresentaram valores inferiores aosase-igura 9).

Para a producdo de matéria seca das raizes, qeedtiFLA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248 e UFLA 01-75fpresentaram
valores significativos e similares ao do tratameotmtrole com nitrogénio
mineral (Figura 9).

Em relacdo a matéria seca da parte aérea, todt@tamentos nao
apresentaram resultados significativos, obtendooreal inferiores ao do
tratamento controle com nitrogénio mineral, tendoeatirpes UFLA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756/FLA 04-248,
UFLA 04-405 e UFLA 01-750 apresentado resultadamilaies ao do
tratamento controle, sem inoculante, com a minioreentracdo de nitrogénio
mineral (Figura 9).



96

Mimosa foliclosa

o=

pa+ b
= b o b
= B — — b
g b b b d Peso Seco
Aéres
@] 48 c b £ b c b B b Raiz
% - b Total
o c c L] c C c
c
c & £
c
0.1
o
5 b b b B ] T e il
a a a
: a
a
. : \ . ' ] ; \ . : . : : , \ . \
©o - o~ = =3 - < - o] o =3 o = a o k=3 -3
= R g # g gz = a i = E 5z R & g 8 g
H s S = -1 = ] = -1 =} -] 2 P 2 3 a8 -] 2
= 5 pu' 5 5 3 5 5 5 3 5 3 X 3 5 ' u
Z Z = T z g z £ =z Z = 2 © = Z =
5 = 5 s = £ s = e 5 5 5 = 5 ER—

=l

atamentos

Figura 9 Matéria seca da parte aérea, das raitrtal €g) deMimosa foliolosa
tendo coeficientes de variancia (cv), respectivamdguais a 35,03%,
46,57% e 33,97%, com os diferentes tratamentos: tmwoulacao
(indicada na Tabela 1 a identificacdo das pet);y UFLA 01-750,
estirpe utilizada como referéncia por induzr formacdo de
nodulos emM. foliolosa em pré-ensaios (dados néo publicados), os
dois tratamentos sem inoculagdo: um contendo N raliree 0 outro
contendo pequena quantidade de N mineral. *Colgegsidas pela
mesma letra ndo apresentam diferencas estatigiiglasteste de Scott
Knott, a 5% de probabilidade
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Em relacdo ao Indice de Qualidade de Dickson (IQDylos os
tratamentos apresentaram valores significativamentenores ao do
tratamento controle, sem inoculante, com nitrogénioeral. Entretanto, os
tratamentos em que houve a inoculacdo das estupes 01-726, UFLA
01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 04-260 e U&LO1-750
apresentaram valores estatisticamente superioresdas tratamentos das
demais estirpes e ao do tratamento controle concectracdo minima de

nitrogénio mineral (Figura 10).
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De acordo com os dados apresentados, as estirpes Q@F731, UFLA
01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UKL04-405 foram
eficientes na fixacao bioldgica do nitrogénio, pomendo o crescimento vegetal
de M. bimucronata Para a espécidl. foliolosa as estirpes UFLA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260JFLA 01-751 e
UFLA 01-750 obtiveram os melhores resultados quahtgpromocdo de
crescimento vegetal. Destas estirpes apresentdfiag, 01-748, UFLA 01-739
e UFLA 04-260 foram as que atuaram na promocaorekritnento vegetal de

ambas as espécies florestdis,bimucronatae M. foliolosa

Identificac@o das estirpes

As sequéncias obtidas variaram de 1.272 a 46% pardases, as quais
foram submetidas ao banco de dados GenBank (NhtiQemter for
Biotechnology Information, 2014), para comparacée dados com as estirpes
tipo das espécies depositadas no mesmo.

As estirpes foram identificadas, com 98% a 100%inhdaridade, como
pertecentes aos géneros daurkholderia Lysinibacillus Brevibacillus
Paenibacillus Bacillus e Stenotrophomonasnos diferentes grupos culturais
(Tabela 3 e Figura 11).

Das 35 estirpes sequenciadas, 13 (37,1%) foramtifidadas como
pertecentes ao géneRacilluse 13 (37,1%) comdurkholderia sendo estes
géneros os mais encontrados, seguidos dos géBesuibacillus com quatro
estirpes (11,4%)Paenibacillus com trés estirpes (8,6%) e, por fim, os géneros
Lysinibacillus e Stenotrophomonascom apenas uma estirpe (2,9%) cada
(Tabela 3 e Figura 11).



Tabela 3 Identificacdo das estirpes dos diferegnasos culturais, baseada nas sequéncias maisugméncontradas no

Genbank (NCBI)
Grupo Numero de Sequéncias mais similares encontradas no Genbank
Estirpe pares de L. L ,
cultural base Espécies Similaridade %  Numero de acesso
Grupo 1

Burkholderia nodosa
UFLA 01-731 1272 (de Carvalho, 2010) 99 AY773192

Grupo 2
Burkholderiasp.
UFLA 01-726 519 (de Carvalho, 2%10) 99 FN543721
UFLA 01-783 1071 Brevibacillussp. 99 FJ719331
Grupo 3
Burkholderiasp.
UFLA 04-260 800 (de Carvalho, 2%10) 99 FN543722
UFLA 01-802 948 Burkholderia nodosa 99 AY533861
UFLA 01-800 1184 Bacillus subtilis 99 EF423592
UFLA 01-794 1118 Burkholderiasp. 99 AY533861
UFLA 01-797 1004 Bacillus subtilis 99 CP006881
Grupo 4

Burkholderia nodosa
UFLA 01-753 1246 (de Carvalho, 2010) 99 AY773192

J0T



Tabela 3, continuacao

Grupo NuUmero de Sequéncias mais similares encontradas no Genbank
Estirpe ares de . imilari ,
cultural P P base Espécies S|m||(z;:|dade Ndmero de acesso
Grupo 5
UFLA 01-750 773 Burkholderiasp. 99 FN543721
(de Carvalho)
Grupo 6
UFLA 01-788 1080 Bacillus sp. 99 HM566884
Grupo 7
UFLA 01-787 467 Bacillus subtilis 100 KJ162241
) Burkholderiasp.
UFLA 04-405 778 (de Carvalho, 2010) 97 AB 366316
UFLA 01-758 946 Brevibacillus sp. 99 FJ719350
UFLA 01-799 1094 Bacillus subtilis 99 JQ308588
UFLA 01-759 1073 Stenotrophomonasp. 99 KF261559
) Burkholderiasp.
UFLA 01-748 725 (de Carvalho, 2010) 100 FN543681
Grupo 8
UFLA 01-725 1113 Burkholderiasp. 99 FN543721
UFLA 01-784 908 Bacillus subtilis 100 CP006881
Grupo 9
UFLA 01-744 866 Burkholderiasp. 100 FN543748

(de Carvalho, 2010)

I0T



Tabela 3, continuacao

Grupo _ Ndmero de Sequéncias mais similar_e; en_contradas no Genbank
cultural Estirpe pakl)raessede Espécies S|m||(z;:|dade Ndmero de acesso
Grupo 10
Burkholderiasp.
UFLA 04-249 1137 (de Carvalho, 2%10) 99 FN543720
UFLA 04-444 1063 Paenibacillus sp. 99 JX566546
UFLA 04-246 1097 Bacillus megaterium 99 HF584899
Grupo 11
UFLA 01-690 949 Lysinibacillus sphaericus 99 JQ744621
Grupo 12
Burkholderiasp.
UFLA 01-733 678 (de Carvalho, 2%10) 99 FN543723
Grupo 13
UFLA 01-792 977 Bacillus subtilis 99 CP006881
Grupo 14
UFLA 01-728 946 Burkholderiasp. 99 FN543721
Grupo 15
UFLA 04-442 1069 Burkholderia nodosa 99 AY773192
UFLA 01-798 999 Paenibacillus sp. 99 GU328690
Grupo 16

UFLA 01-795 1155 Burkholderiasp. 99 CP006881

20T



Tabela 3, continuacao

Numero de Sequéncias mais similares encontradas no Genbank
Grupo Estirpe d
cultural P p%r:; € Espécies Similaridade %  NUmero de acesso
Grupo 17
UFLA 01-692 1071 Burkholderiasp. 99 FN543721
} Burkholderiasp.
UFLA 01-739 883 (de Carvalho, 2010) 99 FN543691
Grupo 18
) Burkholderiasp.
UFLA 01-732 619 (de Carvalho, 2010) 99 FN543777
Grupo 19
) Burkholderiasp.
UFLA 04-248 710 (de Carvalho, 2010) 99 FN54379
Grupo 20
UFLA 01-801 869 Brevibacillus nitrificans 99 AB507254
Grupo 21
Burkholderia nodosa
UFLA 01-756 901 (de Carvalho, 2010) 99 AY773192
UFLA 04-268 1076 Burkholderiasp. 99 HF674684
Grupo 22
UFLA 04-274 860 Burkholderiasp. 99 CP006881
Grupo 23
UFLA 01-786 1073 Burkholderia nodosa 99 AM284971

20T



Tabela 3, conclusao

Grupo _ Ndmero de Sequéncias mais similares encontradas no Genbank
cultural Estirpe pakl)raessede Espécies Similaridade % NuUmero de acesso

Grupo 24
UFLA 01-757 951 Burkholderia nodosa 99 AM284971

Grupo 25

Burkholderiasp.

UFLA 01-751 879 (de Carvalho, 2%10) 99 FN543677

Grupo 26
UFLA 01-785 1058 Burkholderia nodosa 98 AM284971
UFLA 01-789 1048 Bacillus sp. 100 HM566884
UFLA 01-791 1220 Bacillus sp. 97 GQ340502
UFLA 01-781 982 Burkholderiasp. 99 FN543721

Grupo 27
UFLA 01-790 913 Bacillus subtilis 100 CP006881

Grupo 28
UFLA 01-780 1106 Bacillus subtilis 99 CP006881

Grupo 29
UFLA 01-793 1085 Bacillus subtilis 99 CP006881

Grupo 30
UFLA 04-445 1106 Paenibacillus sp. 99 JX566546

Grupo 31
UFLA 04-269 839 Burkholderiasp. 99 EU219864

(de Carvalho, 2010)

P01
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O alinhamento do nucleotideo foi construido pelo @alug/ (Thompson
et al., 1994), utilizando-se o método Neighbounilgj com o Kimura-2
parametros (Kimura, 1980) pelo programa MEGA 6 (Uieret al., 2013), e as
analises dbootstrapforam realizadas com um minimo de 1.000 replieacd

De acordo a analise da sequéncia do gene 16S rRdi&;se verificar a
formacgéo de dois clusters, em que, no primeircestBpes foram determinadas
como pertecentes ao género Blerkholderia com alta similaridade com as
estirpesBurkholderia sp. FN543720B. nodosaAY773192, Burkholderia sp.
FN543721,B. rhynchosiadEU219864 e as estirpes testadas no presente estudo
guanto & eficiéncia simbidtica na fixacéo biolégiranitrogénio e identificadas
como Burkholdeiasp. por de Carvalho (2010), embora a estirpe UBLA/59
tenha apresentado alta similaridade com a bactémotrophomonasp.
KF216559. As demais estirpes que compuseram o degtinster apresentaram
alta similaridade com as bactérRaenibacillussp. JX566548Brevibacillussp.
FJ719331, Brevibacillus nitrificans AB507254, Lysinibacillus sphaericus
JQ744621,Bacillus megateriumHF584899 eBacillus subtillus EF423592
(Figura 11).

As 13 estirpes que apresentaram alta similaridaale espécies de
Burkholderiacorresponderam aos resultados obtidos por de Bar¢2010), a
qgual realizou a separacdo dos grupos bacteriariascpeacterizacdo cultural.
Entretanto, as demais estirpes foram identificadaso pertecentes aos géneros
Paenibacillus Brevibacillus Lysinibacillus e Bacillus o que demonstra que a
caracterizacao cultural pode subestimar a divadsigenética bacteriana.

Dentre as 13 estirpes identificadas comorkholderig as estirpes
UFLA 01-795, UFLA 01-802, UFLA 04-274, UFLAO1-794JFLA01-757 e
UFLA 04-442 apresentaram 100% de similaridade cosn eatirpes de
Burkholderia UFLA 04-260, UFLA 01-751, UFLA 01-748, UFLA 0133
UFLA 01-731 e UFLA 01-756, identificadas por de dno (2010), e
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Burkholderia sp. FN543720, sequéncia depositada no GenBank.oJam
relatado, as estirpes UFLA 01-744 e UFLA 01-73%s@ntaram capacidade de
nodulagdo enM. Bimucronatabem como as estirpes UFLA 04-260, UFLA 01-
751, UFLA 01-748, UFLA 1-739 e UFLA 01-756 foramdutiferas emM.
bimucronatae M. foliolosa(Figura 11).

A estirpe UFLA 01-732, nodulifera eM. bimucronatae M. foliolosg
apresentou 100% de similaridade com a sequénciasiiaga no GenBank
referente 8. nodosaAY773192, e as estirpes UFLA 01-785 e UFLA 01-786
apresentaram alta similaridade com as estirpes UFL-A33 e UFLA 01-753,
noduliferas enM. bimucronatae M. foliolosa e a estirpe UFLA 04-248 que,
além de nodular as espécies leguminosas arbéreastado, nodulou o siratro
(Figura 11).

As estirpes UFLA 01-725, UFLA 01-692, UFLA 01-728J&LA 01-
781 apresentaram alta similaridade com as estitpe#\ 01-750, nodulifera em
M. bimucronata UFLA 01-726, nodulifera er. bimucronata M. foliolosae
siratro, bem como com a estirpe UFLA 04-405, ndeldiemM. bimucronatae
M. foliolosae aBurkholderiasp. FN543721, sequéncia depositada no GenBank
(Figura 11).
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Figura 11 Relacdo filogenética baseada nas se@sedoi gene 16S rRNA de
estirpes isolodas de nédulosMacroptilium atropurpureungsiratro)
e Mimosa tenuiflora (de Carvalho, 2010) e testada a eficiéncia
simbidtica emM. bimucronata M. foliolosa e siratro. A andlise
filogenética foi realizada utilizando-se o métodeidthbour-Joining,
pelo programa MEGA 6, aplicando-beotstrapcom um minimo de
1.000 replicacdes
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4DISCUSSAO

Nodulagdo e eficiéncia simbidtica das estirpes d®urkholderia em

Macroptilium atropurpureum

Das 15 estirpes pertencentes ao génerd®utkholderia em estudo,
apenas UFLA 01-726 e UFLA 04-248 foram capazesatkilar Macroptilium
atropurpureum entretanto, nao foram eficazes, pois as plan@ant
relativamente pequenas, com folhas amareladas;atindis de deficiéncia de
nitrogénio (Figura 1).

A capacidade de espéciesRlgrkholderiaem estabelecer simbiose com
Macroptilium atropurpureuntoi constatada, pela primeira vez, por Moulinlet a
(2001), que obtiveram os mesmos resultados pacémfia simbidtica na
fixacdo biologica de nitrogénio. Barret; Parketq2)) ao testarem a nodulagéo
de 51 estirpes isoladas de leguminosas Mimosoideaelo 44 pertencentes ao
géneraBurkholderig relataram que todos os genétipos formaram nodutad.
atropurpureumou Mimosa pigra mas ndo foram eficazes na fixacéo bioldgica
de nitrogénio enM. atropurpureum obtendo resultados semelhantes ao deste
estudo

Entretanto, Elliot et al. (2007) constataram questrpeB. tuberum
STM678 tipo selvagem, as estirpBs tuberum STM678 gfp eB. tuberum
STM678 (psD32) (estirpes geneticamente modificadas) estirpd3. tuberum
DUS833 conseguiram nodular e ser eficientdd. atropurpureum porém, a
atividade da nitrogenase d& atropurpureunpelas estirpes dB. tuberumfoi
altamente variavel, o que comprova certa instadiidda relacdo simbidtica
entre o génerBurkholderiae a espécie vegetdl. atropurpureum

A espécieM. atropurpureumé considerada uma hospedeira promiscua,

por ser capaz de estabelecer simbiose com badigedsras de nitrogénio que
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nodulam leguminosas, tanto as pertecentes a ssbcldso-proteobactéria,
como dap-protecbactéria. Como é verificado na literaturagapacidade de
bactérias pertecentes aos géneRiszobium e Sinorhizobium (Bromfield;
Barran, 1990; Trinick; Miller; Hadobas, 1991)Mesorhizobium e
Bradyrhizobium (Jordan, 1984),Azorhizobium (Florentino et al., 2009;
Goncalves; Moreira, 2004; Moreira et al., 200@urkholderia (Elliot et al.,
2007; Angus et al., 2013) @upriavidus (Florentino et al., 2009; Silva et al.,
2012) de nodular e apresentar eficiéncia simbidtjgando associadas M.
atropurpureum

Lima et al. (2009) constataram que o siratro é plaata eficiente para
capturar diversas espécies de bactérias fixadarasittbgénio que nodulam
leguminosas, em diferentes sistemas de uso dan@nmagido amazbnica e que,
em condi¢cdes controladas de casa de vegetacaostigse® apresentaram
diferentes niveis de eficiéncia, podendo ser atlés para melhorar a fixagdo

biolégica de nitrogénio em agrossistemas gerensiado

Nodulacéo e eficiéncia simbittica das estirpes dgurkholderia em Mimosa

bimucronata e Mimosa foliolosa

As estirpes d@urkholderiaem estudo apresentaram maior capacidade
de estabelecer simbiose com plantas pertecentgnaooMimosg uma vez que
todas as estirpes em estudo foram capazes de nadespécidl. bimucronata
e as estirpes UFLA 01-726, UFLA 04-260, UFLA 01-7%3-LA 04-405,
UFLA 01-748, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-732JFLA 04-248,
UFLA 01-751 e UFLA 01-756 nodularai. foliolosa O contrario ocorreu
com os resultados obtidos elh. atropurpureum em que todas as estirpes
testadas foram ineficientes na fixagdo biologicaniilmgéncio e na promocao

do crescimento vegetal e apenas as estirpes UFLA261le UFLA 04-248
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apresentaram a capacidade de induzir a formacéoddelos nas raizes da
mesma.

No presente estudo foi verificada eficiéncia sdtita na fixacdo
biolégica de nitrogénio das estirpesBlekholderianoduliferas, UFLA 01-731,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-2@0UFLA 04-405 em
M. bimucronata por apresentarem resultados estatisticamentédisigivos em
relacdo a matéria seca da parte aérea e nos desm@isetros avaliados.

Dentre as estirpes que apresentaram resultapieseatativos quanto ao
didmetro do coletodo, UFLA 01-731, UFLA 01-753 e lAF01-756 foram
identificadas, por de Carvalho (2010), coBurkholderia nodosacom 99% de
similaridade, quando comparadas com as sequénuiasteadas no Genbank.
Tal espécie bacteriana foi descrita, por Chen e(24l07), como uma nova
espécie bacteriana capaz de nodular e fixar nitiogém Mimosa scabrellee
M. bimucronata

As estirpes deBurkholderia testadas néo apresentaram resultados
significativos na producdo de matéria seca da pattea das mudas dé.
foliolosa Entretanto, foi constatada a presenca de nédiilss em suas raizes
e o mesmo foi verificado nos nédulos formados adé=es deM. bimucronata
(Figura 12: dado demonstrado com a espéchd.deliolosa), o que comprova a
presenca da leg-hemoglobina nos nédulos e demansiratividade na fixacéo

biolégica de nitrogénio.
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Figura 12 Presenca de ndédulos com o interior véropehpds 70 dias da
inoculacdo das estirpes dgurkholderia nas raizes deMimosa
foliolosa

O presente estudo corrobora as pesquisas degelagohté 0 momento,
na comprovacdo da hipotese da existéncia da esmmife de estirpes de
Burkholderiacom o génerdMimosa como as realizadas por Vandamme et al.
(2002), Chen et al. (2006), Chen et al. (2007)r&aParker, (2005), Chen et al.
(2008), Bontemps et al. (2010), Reis et al. (20Mishra et al. (2011) e de
Oliveira-Cunha et al. (2012), nos quais novas aepéde Burkholderia sp.
foram descritas, tais conh caribenis(Vandamme et al., 20023, mimosarum
(Chen et al., 2006B. nodosgChen et al., 2007B. sabiag(Chen et al., 2008) e
B. phenoliruptrix(de Oliveira-Cunha et al., 2012).

No entanto, Elliot et al. (2007) verificaram gqae, contrario das outras
espécies dBurkholderiaaté agora descritas por Vandamme et al. (2008nCh
et al. (2006; 2007; 2008), Barret; Parker, (2008i)shra et al. (2011) e de
Oliveira-Cunha et al. (2012), a estirfBurkholderia tuberum STM678 néo
conseguiu nodular trés espécies da familia mimeseid/imosa pigra M.
diplotricha e M. pudicg, provavelmente por apresentar sequéncias de genes
nodulacéo diferentes das espéciesBlekholderiadescritas e que estabelecem
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simbiose comMimosaspp. Como afirmaram por Gyaneshwar et al. (2014), o
genes de nodulacéo e fixagdo bioldgica de nitrag&aspectivamentaodA e
nifH, deB. tuberumSTM678, s&o relativamente distantes, em comparacéo com
0s genes provenientes da estBpekholderiaphymatunSTM815 .

Dentre as especificacbes de estirpes noduliferas espécies de
leguminosas arbéreas, a estirpe BR 3460 e a BR 3a861conhecidas por
demonstrarem capacidade de nodulacéo, atividadetrdgenase, presenca de
genes essenciais e responsaveis pela nodulac&iéea na fixacao bioldgica
do nitrogénio enM. bimucronata(Faria et al., 1997; Chen et al., 2005; Chen et
al., 2007).

No experimento conM. bimucronata os tratamentos com as estirpes
UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748JFLA 01-751,
UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-248 BR-3460 se
destacaram de forma significativa em relacdo a rdige ndédulos, matéria seca
de nodulos, matéria seca da parte aérea, altur@aneetlo do coletodo, o que
demonstra a correlagcdo dos dados de forma poskEste mesmo tipo de
correlacédo entre os dados foi observado em estaddigados por Lima et al.
(2005), ao analisarem eficiéncia simbiética dergss deBradyrhizobiumde
solos da Amazonia.

Em relacdo a quantidade de noédulos e matéria decaddulos, no
ensaio experimental corMimosa bimucronataas estirpes UFLA 01-731,
UFLA 01-744, UFLA 04-260 e UFLA 04-269 induziramf@amacao de menor
guantidade de nédulos nas raizes das mudas, emtresgresentaram matéria
seca de nddulos equivalentes a dos demais tratasnent

Neste estudo, Blimosa foliolosaestabeleceu simbiose com 12 estirpes
de Burkholderiag sendo estas capazes de nodular, e os tratamemtosas
estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-748, UFLA 04-248 e I 01-750, que

apresentaram valores significativos quanto a p@ale noédulos e & matéria
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seca de nddulos, o que demonstra correlacdo Eostiire os parametros
avaliados. Como retratado por Soares et al. (2@6)elacdo peso e tamanho
dos nédulos sao atributos determinados pela pcguillagcteriana e a eficiéncia
da mesma durante o processo de simbiose.

Diversas pesquisas retratam a producdo de matce total, matéria
seca de parte aérea e raizes como boas variavaeia pgaliacdo da qualidade de
mudas de espécies florestais (Bernardino et d05;28ousa et al., 2013). Assim,
a relagéo altura/didmetro do colo constitui um gdasgAmetros utilizados para
avaliar a qualidade de mudas florestais, por mansuacimulo de reservas e
assegurar maior resisténcia e melhor fixacdo datgplao solo (Sturion;
Antunes, 2000).

Segundo Moreira; Moreira (1996), mudas que aptase didmetro do
colo pequeno e alturas elevadas s@o consideradgeatidade inferior & das
mudas menores e com maior didmetro do colo, semdtagéo altura/didametro
do colo uma variavel que pode determinar a capdeidi®e sobrevivéncia de
mudas no campo. Entretanto, neste estudo foi dideryue as mudas nas quais
houve a inoculacdo das estirpes UFLA 01-726, UFI1A7B89 e UFLA 01-748
obtiveram resultados significativos em relagéo tamtsmentos inoculados com
as demais estirpes avaliadas, quanto a alturaaametio, a matéria seca total e
a matéria seca da raiz é foliolosa

Para o indice de qualidade de Dickson, os tratameddELA 01-726,
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 04-2@0UFLA 01-750
apresentaram resultados significativos em relagé@® teatamentos com as
demais estirpes testadas e ao tratamento com domg@m minima de N
mineral, e inferior ao tratamento com N mineral.

A M. foliolosa é uma espécie endémica de campo rupestre dadeerra
Cip6, em Minas Gerais (Barneby, 1985; Giuliettiagt 1997), e adaptada a

ambientes hostis, com baixa fertilidade do solsseassez de agua (Whelan,
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1995, Ribeiro; Fernandes, 2000, Negreiros et d@11P o que justifica os
valores obtidos no tratamento com pequena quamtidi N mineral nos
parametros avaliados, tais como altura, didmetrootistodo, matéria seca total
e da parte aérea. Por sua vez, esta espécie végptaheira em estudos de
nodulacdo e eficiéncia simbidtica de bactérias diixas de nitrogénio e
noduliferas em leguminosas.

De forma geral, as estirpes Berkholderiaem estudo apresentaram
capacidade de estebelecer simbiose com as espichs bimucronatae M.
foliolosa atuando na promocado do crescimento vegetal, exteesdo potencial
para aplicac@o biotecnolégica, de maneira a setdiradas como inoculantes

em mudas de leguminosas florestais, pertecentgéreavdviimosa

Identificacdo das estirpes

As estirpes foram identificadas, de 98% a 1008ma pertecentes aos
génerosBurkholderia, Lysinibacillus Bacillus Brevibacillus Paenibacilluse
Stenotrophomonaspor meio da comparacdo das sequéncias obtidasasom
depositadas no GenBank.

As estirpes UFLA 01-802, UFLA 01-794, UFLA 01-728-LA 01-728,
UFLA 04-442, UFLA 01-795, UFLA 01-692, UFLA 04-268)FLA 04-274,
UFLA 01-786, UFLA 01-757, UFLA 01-785 e UFLA 01-78foram
identificadas como pertecentes ao gémarkholderia Dentre estas, as estirpes
UFLA 01-802, UFLA 04-442, UFLA 01-786, UFLA 01-75% UFLA 01-785
foram identificadas comBurkholderia nodosarespectivamente, com 99% e
98% de similaridade, quando comparadas com as rseigeéencontradas no
GenBank.

As estirpes identificadas, no presente estudmocBurkholderia sp.

apresentaram alta similaridade com as estirp&idéholderiaidentificadas por
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de Carvalho (2010) e testadas quanto a capacidadedllacdo e a eficiéncia
simbiética emM. bimucronata M. foliolosa e M. atroporpureum(Figura 11).
Estas, por sua vez, podem apresentar alto potdsotakcnoldgico, relacionado
a fixacdo biolégica de nitrogénio e a promocdo des@mento vegetal de
leguminosas, conforme relatado por Chen et al. 12080 descreverem, pela
primeira vez, uma nova espécie baceriana, chamad8.dnodosa capaz de
nodular e fixar nitrogénio efimosa scabrella M. bimucronata

Tais resultados estdo correlacionados com asp&stipreviamente
identificadas com@&urkholderiaspp. (UFLA 01-731, UFLA 01-726, UFLA 04-
260, UFLA 01-753, UFLA 01-750, UFLA 04-405, UFLA {048, UFLA 01-
744, UFLA 04-249, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA OB2, UFLA 01-
756, UFLA 04-248, UFLA 01-751, UFLA 04-269) e utdidas como
representantes dos diferentes grupos culturaiolmmam o agrupamento das
bactérias em estudos realizados por de Carvalh@0)2@Carvalho (2010)
utilizou no seu estudo, o tempo de crescimentoudamca de pH do meio de
cultivo, as caracteristicas morfolégicas da colpaigproducdo de muco e a
absorcéo de indicador do meio de cultivo como patéma para o agrupamento
das estirpes. Entretanto, as estirpes UFLA 01-U83,A 01-800, UFLA 01-
797, UFLA 04-443, UFLA 01-788, UFLA 01-787, UFLA 0568, UFLA 01-
799, UFLA 01-759, UFLA 01-784, UFLA 04-444, UFLA @46, UFLA 01-
690, UFLA 01-792, UFLA 01-798, UFLA 01-801, UFLAL{Z89, UFLA 01-
791, UFLA 01-790, UFLA 01-780, UFLA 01-793 e UFLA4@45 foram
identificadas como pertecentes aos génerBsevibacillus Bacillus
Stenotrophomana@aenibacilluse Lysibacillus mesmo contendo caracteristicas
culturais semelhantes a das estirpesBdekholderig tais como tempo de
crescimento rapido, acidificacdo e alcalinizacdardmo de cultivo e absorcao

do indicador de pH. Dessa forma, pode-se verifigae as caracteristicas
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culturais utilizadas por de Carvalho (2010) comcApeetros para a realizacao
do agrupamento subestimaram a diversidade gematicastirpes em estudo.

Na literatura é constatada a juncao de diferagimscas moleculares e
tradicionais para a caracterizacdo e a identifitad@ diferentes géneros de
bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas egur@nosas, tais como o0s
géneros Rhizobium (Frank, 1889), Bradyrhizobium (Jordan, 1984),
Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988)Sinorhizobium (Chen et al., 1988),
Mesorhizobium(Jarvis et al., 1997)Allorhizobium (Lajudie et al., 1998),
Burkholderia(Moulin et al., 2001)Methylobacteriun{Sy et al., 2001)Devosia
(Rivas et al., 2002)Cupriavidus(Chen et al., 2001Qchrobactrum(Truijillo et
al., 2005) BlastobactenBerkum; Eardly, 2002) Phyllobacterium(Valverde et
al., 2005).

Segundo Moreira et al. (2006), os géneros débids podem ser
diferenciados pelas caracteristicas culturais eatdgicas em meio de cultivo
79, como verificaram Guimardes et al. (2012), sdguos quais estirpes de
crescimento lento alcalinizantes foram predomimaetde identificadas como
Bradyrhizobiumspp., com 100% de similaridade, ao serem submetidas
sequeciamento do 16S rRNA e comparadas com apesstipo das espécies
depositadas no banco de dados GenBank.

Entretanto, em diversos trabalhos tem sido mdata isolamento de
bactérias ndo simbidticas, tais comdégrobacterium Pseudomonas
EnterobacterPantoeaBacillus e Paenibacillus em nédulos desinfestados (Kan
et al., 2007; Li et al., 2008; Shiraishi et al.1@pJaramillo, 2010; Marra et al.,
2012), e com caracteristicas culturais e morfobiggemelhantes a dos géneros
de rizébios de crescimento rapido, como é retratadaresente estudo.

O mesmo foi constatado por Costa et al. (2018),identificarem
estirpes noduliferas de feijdo-caupi como pertelesenaos géneros

Bradyrhizobium Rhizobium Bacillus e Paenibacillus tendo as estirpes dos
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génerodBacillus e Paenibacillusatuado na promocédo do crescimento vegetal da
cultura em estudo por outros mecanismos néo reladgas a fixacdo bioldgica
de nitrogénio, tais como producéo de auxina e #idabdo de fosfato.

As principais limitacGes para o isolamento do éitmiése devem a
anatomia dos nodulos, que se originam do periciclgue dificulta a remocédo
de contaminantes endofiticos, uma vez que o tecahwular € interno aos
tecidos colonizados e permite o crescimento ragelaontaminantes em meios
de cultivos considerados ndo seletivos (Moreiral.e2006). Tais bactérias sao
denominadas oportunistas e, possivelmente, penetramtecido vegetal,
juntamente com as noduliferas, durante a infecg@foemacéo de nédulos (Kan
et al., 2007).

Dessa forma, pode-se verificar, neste estudo, egtas bactérias
oportunistas apresentam caracteristicas culturigeaipicas semelhantes as da
Burkholderia spp, bactérias noduliferas de crescimento rapadoue torna
ineficiente a utilizacdo desses parametros pargrapamento de bactérias em
nivel de género. Assim, o sequenciamento do geSerRBIA foi uma técnica
eficiente para detectar a diversidade e identifigaanto ao género, as bactérias
avaliadas no presente estudo.
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5 CONCLUSAO

As estirpes UFLA 01-726 e UFLA 04-248, pertecenses género
Burkholderig sédo capazes de noduMacroptilium atropurpureumentretanto,
sdo ineficientes quanto a fixacdo biolégica deogénio e na promocdo de
crescimento vegetal.

As estirpes deBurkholderia testadas estabelecem simbiose, com
excelente capacidade de nodulacdo Mimosa bimucronatabem como as
estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, Ukx104-248, UFLA
04-260, UFLA 01-750 e UFLA 01-751 eiMimosa foliolosa

As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748;LA 04-249,
UFLA 04-260 e UFLA 04-405, e as estirpes UFLA 0B,/&JFLA 01-739,
UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 01-750 UFLA 01-751
promovem o crescimento vegetal pela fixacdo bickgie nitrogénio em
Mimosa bimucronata emMimosa foliolosa.

Treze estirpes (37,1%) pertencem ao géndorkholderia e
correspondem as caracteristicas morfoldgicas eraigtde estirpes do género
Burkholderig ditas representante grupos culturais realizadodeoCarvalho
(2010).

Cinco estirpes identificadas corBarkholderia nodosgodem atuar de
forma representativa na promocéo de crescimentetalegm leguminosas do
géneroMimosa
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