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RESUMO GERAL

LIMA, A.S. Densidade, Eficiéncia e Diversidade de Bactérias Fixadoras de
N, que Nodulam o Siratro (Macroptilium atropurpureum) de Solos sob
Diferentes Usos Na Amazonia Ocidental. 2006. 167 p. Tese (Doutorado em
Solos e Nutrigdo de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, MG.'

Com o objetivo de avaliar a densidade, eficiéncia e diversidade de
bactérias que nodulam leguminosas (BNL) em solos submetidos aos sistemas de
uso da terra (SUTs) pastagem (P), agricultura (AG), agrofloresta (A), floresta
secundaria em estagio inicial de regeneracdo (FI), floresta secundaria em estagio
avancado de regeneracdo (FA) e floresta primaria (FP), localizados na regido do
Alto Rio Solimdes, AM, coletaram-se amostras de solo na profundidade de 0-20
cm em marco de 2004, durante o periodo de maior intensidade pluviométrica.
Experimentos sucessivos, sob condi¢des axénicas, em casa-de-vegetacdo ¢
laboratério, foram conduzidos utilizando a espécie promiscua siratro como
armadilha para capturar BNL das amostras de solo. Populagdoes de BNL estéo
presentes em todos os solos sob sistemas de uso estudados; embora as
populagdes ndo tenham sido muito eficientes em promover o crescimento do
siratro, apresentam-se como potenciais para isolamento de estirpes eficientes e
competitivas. Os sistemas de uso da terra alteraram a diversidade cultural da
populagdo de bactérias que nodulam siratro. Os sistemas de uso da terra que
tiveram maior riqueza cultural observada e estimada, de BNL isoladas de siratro,
foram, na seguinte ordem: agrofloresta > pastagem > floresta secundaria em
estagio inicial de regeneracdo > floresta secundaria em estagio avancado de
regeneragdo > agricultura > floresta primaria. Pode-se observar uma grande
diversidade baseada nas andlises fenotipicas pelas caracteristicas culturais e dos
sequenciamento do 16S rDNA, inclusive entre os isolados dos sistemas de uso
manejados. Essa diversidade indica a resiliéncia das bactérias as modificagdes
implementadas pelos diferentes sistemas de uso da terra.

'Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA



GENERAL ABSTRACT

Density, efficiency and diversity of nitrogen-fixing bacteria nodulating
siratro (Macroptilium atropurpureum) from soils under different uses in
Western Amazon region. 2006. Chap. 1, 167p. Thesis (Doctorate in Soil
Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.'

Aiming to evaluate density, efficiency and diversity of bacteria
nodulating leguminous (BNL) in soils under the following land use systems
(LUSs): pasture (P), agriculture (AG), agroforestry (A), young secondary forest
(FD), old secondary forest (FA) and pristine forest (FP) situated in Upper
Solimdes river, AM, soil samples were collected in 0-20 cm depth in March,
2004, during the highest rainfall period. Greenhouse and laboratory experiments
were carried out under axenic conditions by using the promiscuous species
siratro to trap BNL from soils. BNL populations were present in all LUSs.
Although they were not efficient in promoting plant growth, they had
populations from which efficient and competitive strains wereisolated. BNL
were highly heterogeneous in relation to their efficiency to promote siratro
growth. Soil attributes, except B, presented low correlation with occurrence and
efficiency of BNL, which were more correlated to LUSs. LUSs with highest
observed and estimated diversity were in the following order: agroforestry >
pasture > young secondary forest > old secondary forest > agriculture > pristine
forest. A high diversity were observed both by cultural characteristics and 16S
rDNA sequences, among isolates, including those from managed LUSs. This
diversity is due to resilience of bacteria even with soil changes occurring under
the LUSs after removal of pristine forest.

'Guidance Committee: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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CAPITULO 1



1.1 INTRODUCAO GERAL

A Amazdnia ocupa cerca de quatro milhdes de quildmetros quadrados
da superficie terrestre. E uma regido rica em biodiversidade e dotada de valiosos
recursos minerais e florestais (Almeida & Uhl, 1998). E com freqiiéncia
lembrada como uma floresta exuberante ¢ com grande diversidade de vegetais ¢
animais. Existem, na regido, diferentes tipos de vegetagdo, e essa
heterogeneidade também ¢ constatada na geologia (Rodrigues, 1996), no clima e
nos solos (Moreira et al., 2006; RADAMBRASIL, 1977).

Amazonica possui uma grande diversidade de ecossistemas abrangendo
59% do territorio brasileiro. Se considerarmos que ainda possui locais sem
intervencao antropica, esta pode ser bastante explorada por estudos de
biodiversidade, ¢ principalmente estudos de diversidade de bactérias que
nodulam leguminosas (BNL) na Amazodnia (Jesus et al., 2005; Lima et al., 2005;
Moreira et al., 1993; Nobrega, 2006; Pereira, 2000). Espera-se encontrar, nestes
solos, uma grande diversidade de BNL e, entre estas, obter isolados que
apresentem potencial para estudos posteriores objetivando a produgdo de
inoculantes para leguminosas de interesse agrondmico (Lacerda et al., 2004;
Moreira et al., 1998; Pereira, 2000).

Para pesquisas em que o objetivo ¢ o levantamento da diversidade de
BNL, a planta isca ¢ uma varidvel importante a ser considerada, pois o que
limita a simbiose BNL-leguminosas sdo os fatores edaficos, climaticos, a
populacdo nativa e, principalmente, as caracteristicas intrinsecas da espécie
hospedeira que influencia na captura dos simbiontes, favorecendo ou
desfavorecendo a nodulacdo de determinados géneros de BNL. A simbiose
BNL-leguminosas iscas deve ser promiscua, ou seja, capaz de estabelecer
simbiose com varios parceiros. Feijdo comum, caupi, leucena, acacia e siratro

sdo exemplo de leguminosas que s@o utilizadas como planta isca pois podem



nodular com vérias espécies de mais de um género de BNL (Moreira & Siqueira,
2006).

O siratro (Macroptilium atropurpureum) como resultado da interagdo
com bactérias que nodulam leguminosas (BNL) forma nodulos e fixa nitrogénio
a uma taxa de fixagdo biologica de N, que varia de 70 a 181 (kg/ha/ano)
(Moreira & Siqueira, 2006). E considerada uma leguminosa promiscua, pois
nodula com bactérias de varios géneros, como Bradyrhizobium (Jordan, 1984),
Rhizobium e Sinorhizobium (Bromfield & Barran, 1990; Trinick et al., 1991),
Azorhizobium doebereinerae (syn. A. johannae) (Moreira et al., 20006)
(Gongalves & Moreira, 2004), Mesorhizobium loti (Jordan et al., 1984) e
Burkholderia sp. (Moulin et al., 2001). E de facil manuseio e, assim, pode ser
utilizada com sucesso em estudos que objetivem a captura destas.

Este trabalho faz parte do projeto “Conservation and Sustainable
Management of Below-Ground Biodiversity”, financiado pelo GEF e
implementado pelo “United Nations Environment Programme (UNEP)”, que
esta sendo executado em sete paises, Brasil, Costa do Marfim, [ndia, Indonésia,
Kénia, México e Uganda, cujo objetivo é despertar a consciéncia e a
compreensdo sobre a biodiversidade do solo, importante para a producdo
agricola sustentada em areas tropicais, através da demonstra¢do de métodos para
a conserva¢do e manejo sustentado (Projeto GF/2715-02). Neste contexto, os
objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Verificar a densidade e eficiéncia de populagdes de BNL, capturadas
por siratro (Macroptilium atropurpureum), como planta isca, em diferentes

sistemas de uso da terra na Amazonia.

2. Avaliar a diversidade fenotipica de bactérias que fixam nitrogénio em
simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) em solo sob diferentes

sistemas de uso da terra na Amazonia.



3. Avaliar a eficiéncia simbioética e a diversidade genotipica de bactérias
que fixam nitrogénio em simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum)
em solo sob diferentes sistemas de uso da terra na Amazonia.

1.2 REFERENCIAL TEORICO
1.2.1 Amazonia potencial para estudos de Diversidade

Um hectare de floresta Amazonica pode conter 100 a 300 espécies
diferentes de arvores, dependendo do sitio e do didmetro minimo de caule
escolhido como limite interior para a amostragem (CIMA, 1991). Esta
diversidade vegetal se traduz em uma grande diversidade animal, principalmente
insetos (Erwin, 1997), devido ao grande niimero de nichos existentes. Também ¢
de se esperar que a diversidade de organismos do solo também seja afetada por
esta alta diversidade vegetal.

Tradicionalmente, a ocupacdo da Amazodnia tem conduzido a um
aumento do desmatamento nessa regido. Embora ndo se possa atribuir a um
unico fator as causas do desmatamento, por ser este um fendmeno de natureza
bastante complexa, trés principais formas de desmatamento para a Amazonia
podem ser: a conversdo da floresta para pastagem; o corte e a queima da floresta
para culturas anuais e a implementag@o de cultivos de grdos. Na Amazodnia, a
principal causa do desflorestamento ¢ a pecudria extensiva de baixa
produtividade, seguida pelo cultivo de grdos, impulsionada pela demanda do
mercado externo e pelos investimentos em infra-estrutura de transporte (Alencar
et al., 2004; Margulis, 2003)

As decisdes sobre o uso da terra sdo afetados por uma série de
circunstancias. O sistema de uso da terra em determinado local e tempo e sua
vinculagdo como forma de cobertura do solo constituem o resultado de um
conjunto de fatores interagindo em um processo evolucionario (Walker et al.,

1998).



A intensificacdo das atividades agricolas pode levar a alteragcdes nas
fungdes do ecossistema, diminui¢do da diversidade de vegetais e de animais, e
menor disponibilidade de recursos, o que acarreta uma diminui¢do de
organismos do solo, principalmente dos microrganismos, pode levar a uma
perda de importantes servicos para um bom funcionamento do ecossistema e
afetard sua produtividade (Giller et al., 1997) e sustentabilidade. A capacidade
do ecossistema de resistir ¢ de se recuperar de perturbacdes sera diminuida em
conseqiiéncia dessas mudangas (Swift & Anderson, 1994). Em ambientes
impactados, as mudangas na biodiversidade da sub-superficie sdo semelhantes
aquelas ocorridas com as plantas, embora haja evidéncias de que a comunidade
do solo pode ser mais resistente funcionalmente do que a da biota superficial

(Giller et al., 1997).

1.2.2 Importincia da Fixacio Biologica de Nitrogénio

A fixagdo bioldgica de N, é mediada por uma parcela dos procariotos
que, apesar de relativamente pequena, apresenta alta diversidade morfologica,
fisiologica, genética e filogenética. Diazotroficos podem ser encontrados entre
os aerobios, anaerdbios e anaerébios facultativos ¢ na maioria dos grupos
filogenéticos representativos de Bactéria e de Archae. Nas Proteobacterias
encontram-se, por exemplo: Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
Azospirillum, Beijerinckia, Acetobacter diazotrophicus, Derxia e Azotobacter.
Entre as Archae, fixadores estdo presentes entre os halofilos e os metanogénicos.
Entre os metilotroficos, celuloliticos e bactérias envolvidas no ciclo do enxofre e
até denitrificadores, que mediam justamente o processo inverso, também se
encontram fixadores de N, A alta diversidade destes organismos garante nao s
a resiliéncia do importante processo que mediam em um determinado
ecossistema, como também a ocorréncia deste nos mais diferentes tipos de

habitat terrestres (Moreira & Siqueira, 20006).



O conhecimento sobre diversidade de bactérias que nodulam
leguminosas ¢ ainda limitado devido a falta de conhecimentos sobre os
microssimbiontes ¢ a grande maioria das espécies leguminosas. Estima-se que a
familia Leguminosaepossua um total de aproximadamente 20.000 espécies ¢
700 géneros (Lewis et al.,2003).

Se for considerada a ocorréncia das familias botanicas presentes na
Amazodnia, a familia Leguminosae ¢ a mais rica em espécies e se encontra entre
as cinco maiores em densidade de individuos, segundo dados compilados por
Moreira et al. (1992). Moreira (1995), em um trabalho com 172 espécies de
leguminosas nativas da Amazonia, verificou que 85% das espécies estudadas
nodularam quando cultivadas em solo de varzea, sendo que, para 98 espécies,
foram obtidos os primeiros registros de nodulagdo. Gehring et al. (2005)
identificaram 157 espécies de leguminosas numa regido situada a 100 Km de
Manaus, sendo que 78% destas tinham potencial para nodulagdo. A grande
diversidade de espécies de leguminosas na Amazoénia pode, provavelmente,
refletir-se em uma ampla diversidade de bactérias que nodulam leguminosas.

A capacidade das espécies de formar relagdes simbidticas efetivas com
rizobio € desconhecida em cerca de 77% das espécies (11200 espécies) desta
familia; conseqiientemente, as caracteristicas das espécies de rizobio também
sd0 pouco conhecidas. Além disso, a maioria das espécies descritas ainda ¢
bascada em isolados de espécies herbaceas, principalmente leguminosas
produtoras de grios como Phaseolus vulgaris ¢ Glycine max (Moreira et al.,
1999).

Entretanto, nas ultimas décadas, varios estudos revelaram uma grande
diversidade de rizobio tropical de espécies florestais até entdo desconhecida,
incluindo no género Bradyrhizobium (Dupuy et al., 1994; Moreira et al., 1993).

Até pouco tempo atras, as espécies de rizobio conhecidas eram todas

oriundas de regides temperadas. Posteriormente, varias espécies novas foram



descobertas com o estudo de isolados de regides tropicais (Chen et al., 1997; De
Lajudie et al., 1998; De Lajudie et al., 1994; Dreyfus et al., 1988). Atualmente
sabe-se que outras bactérias pertencentes a outros géneros, como Burkholderia
(Moulin et al., 2001), Methylobacterium (Sy et al., 2001), Bastobacter (van
Berkun & Eardly, 2002), Devosia (Rivas et al., 2002), Ralstonia (Chen et al.,
2001) e Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005), também podem formar nédulos
com leguminosas (Chen et al., 2002; Moulin et al., 2002; van Berkum & Eardly,
2002), sendo todos estes encontrados dentre estirpes isoladas de regides
tropicais. Assim, os solos tropicais representam habitat com imensa

biodiversidade a ser conhecida e explorada.

1.2.3 Diversidade genética microbiana

Os microrganismos apresentam imensa diversidade genética e
desempenham fungdes unicas e cruciais na manutengdo de ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos
(Myers, 1996). E a diversidade microbiana do solo ¢ considerada um fator
importante na sustentabilidade de ecossistemas. Por sua dindmica, e por estarem
continuamente mudando e se adaptando as alteragdes ambientais, representam
indicadores sensiveis das mudangas no solo, oriundas de alteragdes antropicas, e
também no tipo de cobertura vegetal (Ballard et al., 2004; Gastine et al., 2003;
Kaschuk et al., 2006; Kennedy, 1999).

Apesar de sua grande importancia, o nimero de grupos microbianos
conhecidos e descritos (diversidade de espécies) representa apenas pequena
fragdo da diversidade microbiana encontrada na natureza (Azevedo, 1998b;
Pace, 1997). Dados derivados de estudos comparativos apontam para o fato de
que apenas uma pequena fracdo dos microrganismos na natureza (entre < 0,1% a
1% dependendo do habitat) é cultivada através de métodos microbioldgicos

convencionais (Amann et al., 1995).



Um grande numero de fatores pode ser apontado para a dificuldade no
cultivo de microrganismos em condi¢cdes de laboratdrio, incluindo o pouco
conhecimento sobre seus requisitos nutricionais e a biologia de organismos
presentes em diferentes amostras ambientais.

A evolugdo das metodologias de biologia moleculares aplicadas ao
estudo do meio ambiente tem contribuido significativamente para o avango do
conhecimento sobre a diversidade microbiana. Resultados de estudos
independentes de isolamento e cultivo, baseados em amplificagdo e
sequenciamento de fragmentos do gene de rRNA 16S (rDNA 16S), demonstram
que a diversidade de micorganismos em amostras ambientais ¢ vasta (Head et al,
1998; Hunter-Cevera, 1998). A aplicacdo destas metodologias no estudo da
diversidade de bactérias tem permitido a descoberta de um numero extenso de
novas linhas evolutivas neste grupo. Métodos independentes de cultivo tendem a
completar os métodos baseados em isolamento e cultivo para a realizacdo de
levantamentos ¢ comparagdes da composicdo, diversidade e estrutura de
comunidades microbianas (Hugenholtz & Pace, 1996; Hugenholtz et al., 1998;
Ranjard et al., 2000).

Sdo varios os beneficios cientificos esperados a partir de um melhor
conhecimento sobre a diversidade microbiana (Colwell, 1997; Hunter-Cevera,
1998), entre eles a compreensdo das fungdes exercidas pelas comunidades
microbianas nos ambientes terrestres ¢ o conhecimento de suas interagdes com
outros componentes da biodiversidade, como, por exemplo, as plantas. Neste
aspecto, varios estudos t€ém explorado a diversidade de bactérias associadas as
plantas, obtendo-se novas informa¢des para o conhecimento de mecanismos
envolvidos na intera¢do bactéria-planta (Aratijo et al., 2001; Aratjo et al., 2002;
Garbeva et al., 2001; Mariley & Aragno, 1999; Sessitsch et al., 2002).

A aplicacdo de técnicas baseadas em 4cidos nucléicos tem auxiliado

muitos estudos de diversidade microbiana. Dentre as técnicas mais utilizadas



destacam-se: mapas de restricdo; hibridizagio DNA-DNA ou DNA-RNA;
seqiiéncias de subunidades do rRNA; RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA); ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis); RISA
(Ribosomal Intergenic Spacer Analysis); DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) (Muyzer & Smalla, 1998; Ranjard et al., 2000; Van Elsas et
al.,, 1998). Embora exista um grande numero de técnicas que revelam o
polimorfismo de DNA, ¢ importante considerar o tipo de organismo em estudo.

A técnica de RAPD utiliza iniciadores ou primers curtos e aleatorios que
se anelam a diferentes locais no DNA gendmico, gerado por PCR (Polymerase
Chain Reaction) produtos de diferentes tamanhos (Welsh & McClelland, 1990;
Williams et al., 1990), sendo extremamente uteis para estudos de filogenia e
caracteriza¢do de individuos, estudos da comunidade microbiana de ambientes
aquaticos, bactérias endofiticas, relagdes filogenéticas entre as espécies, rizobios
e agrobactérias (Araujo et al., 2001; Franklin et al., 1999; Louws et al., 1999;
Weisburg et al.,, 1991; Woese, 1987). Oliveira et al (2000) estudaram a
diversidade genética de Rhizobium sp. associado a leguminosas, ¢ Gongalves &
Rosato (2000), de Xanthomonas sp. associada a maracuja, de diferentes locais.
Esses autores observaram que as linhagens foram agrupadas preferencialmente
de acordo com o local de origem. Araujo et al. (2001) utilizaram RAPD para
avaliar a diversidade genética de Pantoea agglomerans e Bacillus spp.
Endofiticos de diferentes espécies de citros, estes microrganismos formaram
grupos independentes do hospedeiro. Com isso, observa-se que a técnica de
RAPD pode ser utilizada para avaliar a diversidade genética de grupos
microbianos e associa-los ao nicho ocupado.

Outra técnica aplicada ao estudo da diversidade microbiana é o
ARDRA, que consiste na amplificagdo e posterior digestdio do rDNA com
enzimas de restri¢do. Este método € baseado no principio de que os sitios de

restricdo no rDNA sdo conservados de acordo com padrdes filogenéticos. Desta



forma, pode ser utilizado o 16S rDNA para o estudo de grupos heterogéneos, ou
a regido entre o 16S e o 23S rDNA para o estudo de grupos muito similares
(Heyndrickx et al., 1996; Ranjard et al., 2000; Van Elsas et al., 1998). A
metodologia de ARDRA tem sido aplicada para o estudo de diversidade
microbiana associada a vegetais ou a diferentes solos (Chelius & Triplett, 2001;
Ovreas & Torsvik, 1998), andlise da diversidade genética de bactérias
degradadoras de pesticidas (Desaint et al., 2000) e caracterizacdo de bactérias
diazotroficas (Cruz et al., 2001), entre outras.

Técnicas moleculares baseadas no gene do 16S rRNA tém sido
utilizadas para a avaliacdo de comunidades microbianas ndo cultivaveis (Amann
et al., 1995). Dentre estas técnicas, para o estudo de populagdes microbianas
complexas, o DGGE identifica diferencas baseadas no comportamento
desnaturante da dupla fita de DNA. Neste caso, o ambiente desnaturante ¢ criado
pela combinacdo uniforme da temperatura de corrida, variando entre 50°C e
65°C, e um gradiente desnaturante linear de uréia e formamida (Heuer &
Smalla, 1997). O DGGE tem sido recebido especial atengdo por ter sido
utilizado com sucesso em diferentes habitats naturais (Brim et al., 1999;
Fantroussi et al., 1999; Muyzer et al., 1993), polui¢do (Brim et al., 1999), estado
nutricional e fisioldgico da planta hospedeira (Henckel et al., 1999; Yang &
Crowley, 2000), e também no estudo da comunidade microbiana associada a
plantas transgénicas (Heuer & Smalla, 1999) e bactérias endofiticas (Araujo et
al., 2002; Garbeva et al., 2001).

O sequenciamento de genes que codificam para subunidades do RNA
ribossomal (16S, 23S ¢ 5S) tem sido amplamente empregado para estudos de
diversidade. Os RNAs ribossomais sdo considerados crondmetros moleculares,
pois s@o moléculas universais com fungdes altamente especificas estabilizadas
ao longo da evolucdo e ndo sofreram influéncia por mudangas no ambiente,

sendo o gene 16S um dos mais utilizados para detectar as relacdes entre
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bactérias (Woese, 1991). O gene 16S pode ser amplificado pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e o produto da reacdo pode ser clonado para o
sequenciamento ou seqiienciado diretamente (Weisburg et al., 1991). Por isso,
esta técnica pode ser empregada com facilidade em estudos de diversidade e
para a identificagdo de espécie.

Desta forma, tais técnicas se mostram eficientes na avaliagdo da
diversidade e dos efeitos de alteragdo fisico quimicas do ambiente sobre a

comunidade microbiana.

1.2.4 Anilise de taxonomia e filogenia

A taxonomia ¢ tida, modernamente, como sinénimo de sistematica e €
tradicionalmente dividida em trés partes, segundo Cowan (1968) e Staley &
Krieg (1984): 1) Classificagdo: ordenagdo dos organismos em grupos
taxondmicos com base na similaridade entre eles; 2) Nomenclatura: rotulagem
das unidades definidas na classificagdo; e 3) Identificacdo dos organismos
desconhecidos: determinacdo de quais organismos pertencem as unidades
gendmicas ¢ ecologicas pré-existentes.

A espécie ¢ a unidade basica da taxonomia bacteriana, definida como
um grupo de estirpes, incluindo a estirpe tipo, que dividam 70% ou mais de
hibridizagdo DNA-DNA (Wayne et al., 1987). Uma espécie de bactéria ¢ uma
categoria que circunscreve um grupo de individuos (estirpes/isolados) coerentes
genomicamente, que dividam um alto grau de similaridade em muitos aspectos
independentes, testados comparativamente sob condigdes padronizadas
(Stackebrandt et al., 2002). A homologia de DNA ¢ atualmente a abordagem
adotada como consenso para estabelecer limites entre espécies bacterianas
(Stackenbrandt & Goebel, 1994).

Analises de seqiiéncias do gene que codifica para o 16S rDNA tém sido

usadas para inferir relagdes filogenéticas entre espécies de rizobios, sendo este o
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critério mais utilizado para estimar relagdes filogenéticas entre bactérias: a
homologia entre seqiiéncias de 16S rDNA. Uma vantagem desta abordagem ¢
que seqiiéncias de DNA e produtos génicos podem ser comparados em um
contexto evolucionario (sistematica molecular) (van Berkun et al., 2000). Uma
opinido estabelecida ¢ a de que a evolugdo de alguns genes de bactérias
processa-se numa taxa constante por mutacdo e sele¢do darwiniana e que a
histéria evolutiva do gene de 16S rDNA aproxima-se da historia evolutiva do
genoma total, tornando-se, desta forma, aceitavel reconstruir relagdes
evoluciondrias entre bactérias a partir da divergéncia das seqiiéncias entre seus
genes de 16S rDNA (van Berkun et al., 2000).

Segundo Coenye et al. (2005), os métodos genotipicos classicos usados
na taxonomia bacteriana, como conteudo G+C, hibridizagdo DNA-DNA e
seqiienciamento 16S rDNA, nao sdo significativamente influenciados por forgas
que moldam o genoma dos procariotos. Entre estas forcas estdo os rearranjos
cromossomicos, aquisi¢do de genes (transferéncia horizontal de genes) e
delegdes, que levam a uma grande diversidade na organizagdo ¢ no conteudo
gendmico. Para avaliar a possibilidade de que genes de 16S rDNA em algumas
estirpes de rizobios pudessem ser produto de transferéncia lateral de genes e
eventos de recombinagdo, Van Berkun et al. (2000) compararam filogenias de
16S rDNA e 23S rDNA para o mesmo conjunto de estirpes de rizobios, obtendo
topologias de arvores semelhantes.

A conservagdo da ordem génica também pode ser usada para inferir
relagdes entre dois organismos. Este tipo de estratégia pode ser utilizada para
resolver a filogenia de espécies mais proximas, porém a resolucdo ¢ baixa para
grupos filogeneticamente mais distantes (Coenye et al., 2005). A ordem génica
sofre uma rapida evolugdo, o que limita o uso desta técnica, sendo apenas
complementar aos estudos de seqiiéncia de proteinas e andlise de estruturas

(Wolf et al., 2001). Recentemente, técnicas que avaliam a filogenia de um grupo
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com base nas informagdes da seqiiéncia do genoma inteiro ou um grande
numero de seqiiéncias de genes foram desenvolvidas. Também conhecida como
filogenémica, Henz et al. (2004) desenvolveram uma abordagem chamada
Genome Blast Distance Phylogeny (GBDP), que consiste na comparagdo par-a-
par de um genoma contra varios disponiveis em um banco de dados. Uma matriz
de distancia ¢ utilizada e estes dados podem, entdo, ser utilizados na construgao
de uma arvore filogenética. As relagdes entre os faxa podem ser comparadas
também com base na presenga ou auséncia de genes que codificam para
determinadas familias de proteinas (House & Fitz-Gibbon, 2002).

A taxonomia bacteriana moderna permitiu a constru¢do de uma
classificacdo hierarquica nos niveis taxondmicos mais altos, principalmente com
base nos resultados obtidos pela andlise filogenética usando seqiiéncias de 16S
rDNA. Descri¢des de novas espécies sdo determinadas principalmente com base
nos resultados de hibridizagdo DNA-DNA, que expde uma avaliacdo
quantitativa das rela¢des inter e intra-espécies. Além do mais, a questdo do quao
apropriado ¢ cada taxoné validada incorporando -se varios perfis fenotipicos,
quimiotaxondmicos ¢ genotipicos na estrutura hierarquica com base em critérios
moleculares pelas técnicas citadas acima. Esta série de técnicas é chamada de
Taxonomia polifasica (Vandamme et al., 1996). Nesta abordagem uma arvore
filogenética de 16S rDNA ¢ a base para construir a classificacdo das bactérias e
a validadagdo multidimensional ¢é feita examinando-se as varias caracteristicas
moleculares e fenotipicas dos organismos em questdo. Esta metodologia ¢
considerada a abordagem padrdo na sistematica bacteriana moderna (Boone et

al., 2001; Stackenbrandt et al., 2002).

1.2.5 Avaliacao da diversidade de BNL
A avaliacdo da diversidade de bactérias pode ser realizada por muitas

técnicas baseadas em caracteristicas fenotipicas ou genotipicas. Podem ser
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métodos baseados na quantificacdo do nimero de espécies presentes (riqueza
especifica) ou baseados na estrutura das comunidades para avaliar a distribui¢ao
proporcional do valor de importancia de cada espécie (abundancia relativa dos
individuos, sua biomassa, cobertura e produtividade, entre outros).

A morfologia das bactérias, embora muito diversa (Moreira & Siqueira,
2006), ndo permite o uso de caracteres morfoldgicos para uma classificacdo
filogenética adequada destes organismos, o que difere dos organismos
superiores. Com o surgimento das técnicas de biologia molecular,
principalmente da tecnologia do sequenciamento de dacidos nucléicos, o
problema da filogenia de bactérias tornou-se tratavel (Woese, 1987).

As medidas de diversidade, de acordo com Magurran (1987), sdo
divididas em trés tipos principais: indices de riqueza de espécies, modelos de
abundancia de espécie e indices baseados na abundancia proporcional de
espécies. Os indices de riqueza de espécies sdo medidas do numero de espécies
presente na comunidade. Os modelos de abundancia mostram padrdes seguidos
pela comunidade. Entre os indices que relacionam riqueza de espécies com a
abundancia, os mais conhecidos e utilizados sdo os indices de Shannon e
Simpson (Hughes et al., 2001)

Os estudos de diversidade de bactérias que nodulam leguminosas se
limitam, em muitos casos, & compara¢do do niumero de espécies ou estirpes, ou
seja, da riqueza de espécies (Aguilar et al., 2001; Bala et al., 2002; Gao et al.,
2001; Moreira et al., 1998; Odee et al., 2002; Tamimi, 2002).

indices como os de Shannon e Simpson tém sido utilizados para
representar a diversidade de isolados de bactérias que nodulam leguminosas
(Andrade et al., 2002; Mc Innes et al., 2004).

Coutinho et al. (1999) utilizaram o indice de Shannon para estimar a

diversidade de 31 isolados. Neste estudo foi feita uma adaptacdo do método do
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quadrado médio, consistindo de 300 sorteios dos dados e célculo do indice de
diversidade em uma curva com dados acumulados.

Estudo com base em caracteristicas dos grupos culturais de 230 isolados
de caupi utilizou o indice de Shannon para estimar a diversidade destes isolados
(Zilli et al., 2004). Mc Innes et al. (2004), utilizando o indice de Shannon em
dados de diversidade de varios trabalhos publicados, mostraram que as
populagdes de bactérias que nodulam leguminosas nativas sdo freqiientemente
estruturadas e geneticamente diversas.

A relacdo matematica entre o numero de estirpes identificadas e o
numero de isolados recuperados ¢ assumida ser linear para os indices de
Shannon ¢ Simpson. Porém, Handley et al. (1998) plotaram estas relagdes para
seis populacdes de R. leguminosarum bv viciae e uma variedade de curvas foi

obtida (Figura 1).
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FIGURA 1 Relagdo entre o niimero de estirpes identificadas e o ntimero
acumulado de isolados recuperados de popula¢des ou comunidades
de rizobio (compilado de Handley et al., 1998). Significados das

letras encontram-se no texto.
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As Curvas A, B, C sdo baseadas em populagdes de R. leguminosarum bv
viciae por Handley et al. (1998) e assume-se que todas as populagdes de
bactérias que nodulam leguminosas e comunidades contém um nimero finito de
estirpes. A curva indica que os isolados de rizdbios sdo altamente diversos,
resultando numa relagdo exponencial, e apds a assintota, ha uma relagdo de
estabilidade entre o numero de estirpes identificadas e o nimero de isolados
recuperados. Na curva B, h4d uma relacdo curvilinea em que a parte inicial da
curva ¢ ingreme, indicando freqiliente recuperacdo de novas estirpes em relacao
ao numero de isolados acumulados. Contudo, com o aumento do nimero de
isolados amostrados, a curva achata-se, indicando que estirpes ja identificadas
foram reamostradas. A curva C ¢ similar a curva B, mas os isolados apresentam
menor riqueza. As curvas de riqueza de estirpes podem ser utilizadas para
comparagdes entre tratamentos em populagdes ou comunidades dentro do
mesmo estudo, cujas seguintes vantagens sobre indices de riqueza sdo
destacadas por Mc Innes et al. (2004): a) curvas de riqueza de estirpes podem
identificar parte ou a maioria das estirpes que sao recuperadas das comunidades
e populagdes amostradas; b) as diferengas entre riqueza de estirpes ¢ entre sitios
multiplos s8o realmente aparentes ¢ podem ser comparadas usando analise de
regressdo; ¢) ha variagdo no numero total de isolados recuperados de cada
populacdo; e d) o nimero acumulado de estirpes pode ser plotado, indicando se a

amostragem espacial foi adequada.

1.2.6 Fatores que afetam a simbiose BNL - leguminosas

A comunidade microbiana nos solos ¢ influenciada pelo ambiente. As
modificagdes ambientais provocadas pela flutuagdo estacional das condig¢des
climaticas também podem influenciar as populagdes na comunidade microbiana
(Wardle & Parkinson, 1990). Nos ecossistemas, a cobertura vegetal permanente

proporciona protecdo continua do solo, além de adicionar grandes quantidades
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de nutrientes principalmente através de residuos. Seus efeitos sobre a
comunidade microbiana podem interagir com os efeitos provocados pelas
flutuag¢des hidricas e térmicas que ocorrem durante o ano, influenciando em
menor ou maior grau as populagcdes microbianas, através da determinacdo da
atividade ¢ das taxas de crescimento das diversas populagdes na comunidade
microbiana (Tsai et al., 1992). Nos agroecossistemas, o preparo € o cultivo do
solo influenciam as popula¢des da comunidade microbiana, principalmente
através de alteracdes na aeragdo e na disponibilidade de nutrientes no solo. A
calagem e a adubagdo sdo alternativas técnicas utilizadas para corrigir a elevada
acidez e a baixa fertilidade dos solos de Cerrados (Pereira et al., 1999).
Entretanto, as alteragdes do pH e da disponibilidade de nutrientes podem
influenciar a comunidade microbiana de maneira direta através da atuag@o sobre
processos microbianos, fisioldgicos e bioquimicos especificos, ou indiretamente
através da disponibilidade de nutrientes e da neutralizagdo de elementos toxicos
(Kamel et al., 1989).

Varios fatores podem determinar a necessidade de inoculagdo em regides
tropicais, tais como a reduzida populagio de rizdbio nativo do solo,
principalmente em areas submetidas a temperaturas elevadas ou a baixa umidade
do solo, ou areas sem historico de cultivo anterior com leguminosas (Martins et
al., 1997). Apesar das vantagens da pratica da inoculagdo com rizébio, pouco se
conhece sobre a contribuicdo na fixagdo bioldgica do nitrogénio e da nodulacio
por rizdbios nativos em leguminosas tropicais, bem como sobre o grau de
especificidade.

Com a finalidade de avaliar a nodulagdo em varias leguminosas em
condigdes tropicais, Stamford et al. (1999) observaram grande variacdo na
efetividade em relagdo as plantas hospedeiras. Nas associagdes com leguminosas
e rizobios na Africa e na regido semidrida do Nordeste do Brasil, observa-se que

os isolados nativos sdo bastante resistentes as temperaturas elevadas e aos
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estresses hidricos, podendo fixar nitrogénio em condi¢des edafo-climaticas
desfavoraveis, com boa produtividade, ¢ sem o uso de fertilizantes nitrogenados
(Stamford et al., 1999). Entretanto, é necessaria a avaliagdo dos rizobios nativos,
de modo a possibilitar a sele¢do de estirpes altamente eficientes em condigdes
adversas.

Além da eficiéncia simbiotica, a capacidade de sobrevivéncia no solo e a
habilidade competitiva com a populagdo rizobiana nativa ou naturalizada do solo
sdo caracteristicas altamente desejaveis em estirpes de rizobios recomendadas
para inoculacdo em leguminosas (Brockwell, 1981). Essas caracteristicas tém
sido freqiientemente relacionadas a maior resisténcia das estirpes a antibioticos,
ao Al e a temperaturas elevadas (Oliveira & Graham, 1990; Wolff et al., 1991,
Xavier et al., 1998). As temperaturas elevadas, que ocorrem freqiientemente nos
tropicos, afetam diversos estdgios da fixagdo bioldgica do N, (FBN), como o
crescimento e sobrevivéncia do rizobio no solo, troca de sinais moleculares entre
os simbiontes, processo de infeccdo e nodulagdo e atividade do aparato
enzimatico para redugdo do N, e assimilacdo da amonia formada (Hungria &
Vargas, 2000). Do mesmo modo, concentragdes toxicas de Al ocorrem em
diversos solos intemperizados dos tropicos e afetam todas as etapas da FBN
(Hungria & Vargas, 2000). Contudo, existe variabilidade entre estirpes de
rizébio quanto a tolerancia a temperaturas elevadas e ao Al toxico (Ayanaba et
al., 1983; Campo & Wood, 2001; Hungria et al., 1997; Hungria & Vargas, 2000;
Karanja & Wood, 1988; La Favre & Eaglesham, 1986; Wood, 1995).

O regime hidrico do solo também ¢ considerado importante, ja que os
microrganismos necessitam de agua para absor¢do de nutrientes e integridade
celular (Moreira & Siqueira, 2006), ¢ mesmo sob inundag¢do ha relatos de
ocorréncia de nodulacdo em soja (Pires et al., 2002).

Outros fatores abidticos caracteristicos do solo, como a textura, a

porosidade, a agregacao e os teores de nutrientes, podem também contribuir para
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a variacdo da diversidade das populagdes de BNL (Moreira & Siqueira, 2006). A
etapa preliminar da pesquisa envolve o levantamento da diversidade de BNL, em
que a planta isca ¢ uma variavel importante a ser considerada, pois o que limita a
simbiose BNL-leguminosas sdo os fatores edaficos, climaticos, a populagao
nativa e, principalmente, as caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira que
influencia na captura dos simbiontes, favorecendo ou desfavorecendo a
nodulagdo de determinados géneros de BNL. A simbiose BNL-leguminosas
iscas deve ser promiscua, ou seja, ser capaz de estabelecer simbiose com varios
parceiros. Feijdo comum, caupi, leucena, acicia e siratro s@o exemplo de
leguminosas que sdo utilizadas como planta isca pois podem nodular com varias

espécies de mais de um género de BNL (Moreira & Siqueira, 2006).

1.2.7 O siratro

Planta estolonifera, radicante, que possui raizas profundas, hastes
rasteiras e voluveis. Folhas trifolioladas, pinadas, verde-escuras. Foliolos
laterais, ovais ¢ bilobados. Estipulas com 4 a 5 mm, longas e pilosas.
Inflorescéncia do tipo racemo, flores de cor roxo-escura aglomeradas no apice.
Vagem linear com 8 cm de comprimento, contendo de 12 a 13 sermentes, cuja
forma & ovoide e achatada. Pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae, nome cientifico Macroptilium atropurpureum (OC.) Urb., nome
comum siratro (Calegari et al., 1993).

O siratro foi originado de um tipo de planta selvagem no México e é
vastamente cultivado em areas tropicais ¢ subtropicais como uma leguminosa
forrageira (Skerman, 1977); usado como suplementagdo de gramineas tropicais
(Ndlovu & Buchanan-Smith, 1985), apresenta alta digestibilidade para animais
(Mupangwa et al., 2003) e possui potencial para suplemento protéico para
ruminantes tratados com gramineas de baixa qualidade e com residuos de

culturas (D'Mello & Devendra, 1995; Topps & Oliver, 1993). Utilizado como
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adubagdo verde (Calegari et al., 1993). Como resultado da interagdo com
bactérias que nodulam leguminosas (BNL), forma nédulos e fixa nitrogénio.

E planta perene que cresce em areas com precipitagio anual entre 635 e
1780 mm anuais, apresenta melhor crescimento onde a temperatura média anual
¢ acima de 21°C, possuindo alto grau de resisténcia a seca; ndo tolera solo
encharcado e ¢é planta sensivel a geada, mas nio morre e rebrota a seguir. E
considerada planta rtstica, pois se desenvolve bem em qualquer tipo de solo
porque ¢ pouco exigente em fertilidade, vegeta em solos moderadamente acidos
e tolera teores razodveis de manganés no solo. Produz cerca de 5 a 6 t/ha/ano de
matéria seca e a produgdo por hectare ¢ em torno de 100 a 150 kg de sementes
limpas (Calegari et al., 1993).

Consorcia-se bem com a maioria das gramineas, ¢ tolerante ao pisoteio,
tem boa palatabilidade, bom valor nutritivo e alto grau de resisténcia a
nematoide, mas ¢ atacado por mildio e oidio e pela falsa ferrugem (Synchytrium)
(Calegari et al., 1993).

O siratro como resultado da interacdo com bactérias que nodulam
leguminosas (BNL) forma nédulos e fixa nitrogénio numa taxa de fixagdo
biologica de N, que varia de 70 a 181 (kg/ha/ano) (Moreira & Siqueira, 2006). E
considerado uma leguminosa promiscua, pois nodula com bactérias de varios
géneros. Possui a estirpe SEMIA656 (Bradyrhizobium sp) como estirpe de
bactéria fixadora de nitrogénio recomendada pela RELARE (Reunido de
laboratérios para recomendagdo, padronizagdo e difusdo de tecnologia de
inoculantes microbiologicos de interesse agricola) e autorizada pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento) para producdo de
inoculante. Portanto, diante do exposto, ¢ uma planta utilizada com sucesso em
estudos que tenham como objetivo a captura de bactérias que nodulam

leguminosas.
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1.2.8 Analises multivariadas

A interpretagdo dos resultados gerados na pesquisa depende da analise
dos dados, a qual pode ser denominada univariada, quando for baseada na
avaliagdo de apenas uma unica variavel, ¢ multivariada, quando baseada em
duas ou mais variaveis. A utilizagdo da analise univariada torna-se muito
limitada quando se tem um grande numero de variaveis a serem analisadas em

um s6 experimento.

A analise individual de cada uma dessas varidveis gera dificuldade na
interpretacdo dos dados e, conseqiientemente, no estabelecimento das
conclusdes, uma vez que as tendéncias observadas nas variaveis submetidas a
um mesmo tratamento podem ser discrepantes ou contraditorias.

Segundo Ferreira (1996), a analise multivariada possui maior
aplicabilidade, pois, segundo o autor, permite a reducdo de dados ou
simplificagdo estrutural - o fenomeno sob estudo é representado da maneira mais
simples possivel, sem sacrificar informac¢des valiosas e tornando as
interpretacdes mais simples; a ordena¢do ¢ o agrupamento de tratamentos ou
variaveis similares, baseados em dados amostrais ou experimentais; a
investigacdo da dependéncia entre varidveis; a predigdo: relacdes entre variaveis
devem ser determinadas para o proposito de predicdo de uma ou mais variavel

com base na observacao de outras varidveis; a construgdo e o teste de hipoteses.

1.2.9 Analise de Correlagao Canénica

A analise de correlagdo candnica identifica e quantifica a associagdo
entre dois grupos de variaveis. E a correlagio entre a combinagdo linear das
variaveis de um grupo com uma outra combinagao linear das varidveis de outro

grupo de varidveis (Ferreira, 1996).

Uma colegio de variaveis ¢ dividida em dois conjuntos (X", X?), cujo

objetivo é encontrar combinagdes lineares U=a'X'" ¢ V=b'X®, de modo que U e
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V tenham maior correlagio possivel, em que X" e X sdo vetores contendo as
variaveis dos dois conjuntos. Essas combinagdes lineares permitem relacionar os

dois conjuntos de variaveis.

A analise da correlagdo canodnica determina o par de combinagdes
lineares que t€m a maior correlagdo entre todos os pares ndo correlacionados
com o par selecionado inicialmente. Os pares de combinagdes lineares sdo
denominados variaveis canénicas e suas correlagdes, correlacdes candnicas
(Ferreira, 1996).

A andlise de correlagdo canonica ¢ diferente da andlise de componentes
principais porque procura identificar e quantificar as associagdes entre dois

conjuntos de variaveis (Abreu & Veter, 1978).

Essa analise ¢ amplamente aplicada, podendo ser utilizada em estudos
exploratorios. Assim, em um conjunto grande de variaveis pode-se estudar
somente umas poucas combinagdes lineares de variaveis e aquelas cuja
correlagdo ¢ mais elevada.

Ferreira & Rezende (1997) estudaram o uso de variaveis candnicas em
estudos de divergéncia genética em 28 variedades de milho e mostraram que este
método permite determinar quais sdo as caracteristicas mais importantes para a
divergéncia genética entre os materiais utilizados no estudo.

Vicente et al. (1998) estudaram as caracteristicas indicativas de
sensibilidade do arroz ao aluminio e as correlagdes canonicas se mostraram
eficientes para a obtencdo de combinagdes lineares capazes de relacionar
caracteristicas vegetativas medidas em solugdo nutritiva e produtividades em
campo, fornecendo, assim, combinagdes estruturalmente simples, de elevada
correlagdo e significAncia. Em outro trabalho, Bulluck et al. (2002)

determinaram a influéncia de fertilizantes organicos e sintéticos nas
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propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas de solos sob cultivo convencional e
organico.
1.2.9 Analise de agrupamento

A andlise de agrupamento é considerada ferramenta basica para a
classificacdo de itens diversos (populagdes, clones, variedades, individuos, etc.).
Agrupar objetos consiste em reconhecer, entre eles, um grau de similaridade

suficiente para reuni-los em um mesmo conjunto (Valentin, 2000).

As etapas de uma analise de agrupamento sdo as seguintes:

1- Coleta e organizacdo dos dados que serdo reunidos numa tabela com
m colunas (descritores) e n linhas (objetos).

2- Escolha do modo de andlise: modo Q (agrupamento de objetos) ou
modo R (agrupamento de descritores), de acordo com o objetivo do
trabalho.

3- Escolha do coeficiente de associacdo (similaridade, distancia,
dependéncia).

4- Escolha do método de agrupamento, que depende de critérios
baseados no menor grau de distor¢ao, e sua capacidade de evidenciar
melhor a estrutura dos dados.

5- Elaboragéo e interpretagdo do dendrograma.

Os dados resultantes da analise de métodos genotipicos ou fenotipicos
mais complexos e dispendiosos e das caracteristicas simbioticas, quando envolve
a caracterizagdo de um grande numero de isolado de bactérias, sdo interpretados
através de analise fenotipica numérica, que ¢é realizada, muitas vezes, utilizando
o critério de agrupamento para a selecdo de isolados representativos (Straliotto

& Rumjanek, 1999).

As interpretagdes de analises microbiologicas através de agrupamento de

dados de descrigdo de caracteristicas fenotipicas (morfologicas, fisiologicas,
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perfil de proteinas) permitem comparar um grande nimero de isolados e
verificar possiveis similaridades e diferencas entre eles. Isto ¢ possivel devido a
analise conjunta dos dados utilizando métodos estatisticos de avaliagdo das
diferencas e similaridades entre os microrganismos, de uma forma menos
subjetiva e mais rigorosa, fornecendo medidas quantitativas de similaridade.
Moreira et al. (1993) foram os primeiros a utilizar analise de agrupamento
para caracterizar isolados de rizobio de diferentes grupos de leguminosas
tropicais pela comparacdo de perfis de proteina total por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Maatallah et al. (2002) utilizaram analise de agrupamento e
identificaram 5 grupos fenotipicos de bactéria que nodulam leguminosas a 82%
de similaridade. Lima et al. (2005), ao avaliarem a diversidade fenotipica (SDS-
PAGE) de 46 estirpes isoladas da Amazénia, formaram 11 grupos ao nivel de
similaridade de 80%, dos quais apenas um grupo continha a estirpe referéncia de
B. elkanii (BR 29), recomendada como inoculante para a soja. Jesus (2004), com
base em dendrogramas de similaridade entre isolados de bactérias que nodulam
leguminosas, constatou que foi possivel o calculo de ajustes de distribui¢des de
abundancia e dos indices de diversidade para os grupos formados a 80%.
Hungria et al. (2001) utilizaram 20 parametros morfologicos e fisiologicos para
o agrupamento de isolados de bactéria que nodulam leguminosas de crescimento
rapido com o objetivo de caracterizag@o preliminar.
Assim, as analises multivariadas auxiliam no levantamento preliminar
da diversidade presente no ambiente e o efeito conjunto de multiplas variaveis
edaficas que, reconhecidamente, afetam a diversidade e a ocorréncia dos

organismos.
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RESUMO

LIMA, A.S. Densidade e eficiéncia de populagdes de bactérias que podem fixar
nitrogénio em simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) de solos sob
diferentes usos na Amazonia Ocidental In: . Densidade, Eficiéncia e
Diversidade de Bactérias Fixadoras de N, que Nodulam o Siratro

(Macroptilium atropurpureum) de Solos sob Diferentes Usos na Amazénia
Ocidental. 2006. Cap. 2, 167p. Tese (Doutorado em Ciéncia do Solos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

As bactérias que nodulam leguminosas (BNL) destacam-se pela
importancia ecologica e potencial de utilizagdo agricola. O objetivo deste
estudo foi avaliar a densidade e a eficiéncia de populagdes de BNL
capturadas por siratro(Macroptilium artropurpureum), como planta isca,
de diferentes sistemas de uso da terra (SUT): floresta priméria (F);
floresta secundéaria em estagio avancado de regeneracdao (FA); floresta
secunddria em estdgio inicial de regeneracdo (FI); agricultura (AG);
agrofloresta (A) e pastagem (P). Em nenhuma das areas dos SUT, estirpes
exodticas foram introduzidas pelo uso de inoculantes. Foram coletadas 98
amostras de solo, na camada de 0-20 cm, utilizando trado de rosca, as
quais foram distribuidas em seis janelas, de 9 ha cada, no Alto do Rio
Solimdes, AM. A distancia entre pontos foi, geralmente, de 100 m (ou
50m para alguns deles). Suspensdes de diluicdes decimais seriadas em
solu¢do de NaCl (0,85%) das amostras de solo coletadas em cada ponto
amostrado foram inoculadas em plantas de siratro cultivados em sacos
plésticos na casa-de-vegetacdo da Universidade Federal de Lavras, MG.
A densidade da populacdao de BNL foi avaliada através do numero mais
provavel (NMP). Depois de um més, as plantas inoculadas com a diluicao
de 10" foram colhidas e os pesos da matéria seca da parte aérea, o
numero de nodulos e a eficiéncia relativa foram avaliados em relagdo a
testemunha nitrogenada. Populagdes de bactéria fixadoras de nitrogénio
noduliferas de siratro estdo presentes em solos sob todos os SUT, e embora
tenham sido pouco eficientes na promocao do crescimento das plantas de
siratro, apresentam-se como potenciais para isolamento de estirpes eficientes e
competitivas.

! Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.

42



ABSTRACT

LIMA, A.S. Density and efficiency of nitrogen-fixing bacteria nodulating siratro
(Macroptilium atropurpureum) from soils under different uses in Western
Amazon region. In: . Density, efficiency and diversity of nitrogen-
fixing bacteria nodulating siratro (Macroptilium atropurpureum) from soils
under different uses in Western Amazon region. 2006. Chap. 2, 167p. Thesis
(Doctorate in Soil Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.!

Bacteria nodulating leguminous (BNL) stands out for ecological
importance and agricultural use potential. This work aimed to evaluate density
and efficiency of nitrogen fixing bacterial populations able to establish
symbiosis with siratro (Macroptilium atropurpureum), in soils under the land
use systems (LUSs): primary forest, young secondary forest, old secondary
forest, agriculture, agroflorestry and pasture. In no one of the areas in each
LUSs, exotic strains were introduced by using inoculants. Composed samples
were collected at 0-20 cm depth in 98 sampling points distributed in 6 sampling
grids (windows) with about 9 ha each, in Upper Solimdes river — AM. Distance
between points was usually 100 m (or 50 m for a few of them). Suspensions in
NaCl solution (0,85%) of composed soil samples collected in each sampling
point were inoculated in siratro plants cultivated in plastics bags in greenhouse
at Federal University of Lavras, MG. The density was evaluated by Most
Probable Number (MPN). After one month, plants od 10" dilution were harvest
and shoot dry matter weight, nodule number and relative efficiency were
evaluated in relation to plants receiving mineral nitrogen. Nitrogen-fixing
Bactéria nodulating siratro were present in soils under all LUSs. Although they
presented low efficiency in promoting siratro growth, they presented potentially
useful for isolation of efficient and competitive strains.

'Guidance Commitee: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.
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2.1 INTRODUCAO

Os organismos do solo sdo os responsaveis por diversas atividades
essenciais para o funcionamento dos ecossistemas, como decomposicdo da
matéria organica, disponibilidade de nutrientes no solo e agregacdo das
particulas do solo, entre outras (Moreira & Siqueira, 2006). Uma dessas
importantes atividades dos microrganismos do solo ¢ a fixagdo biologica de
nitrogénio, mediada por diversas espécies de procariotos, chamados
diazotréficos, entre os quais se destacam as bactérias que nodulam leguminosas
(BNL).

Os beneficios da simbiose BNL - leguminosas dependem da exploragdo
da diversidade natural de leguminosas e de estirpes de BNL presentes em solo
tropicais (Kahindi et al., 1997) e diferentes praticas de manejo do solo utilizadas
influenciam na ocorréncia e diversidade de BNL (Coutinho et al.; 1999; Jesus et
al., 2005; Nobrega, 2006; Pereira, 2000).

Manejos adequados, e que garantam a sustentabilidade dos ecossistemas,
s6 serdo melhores desenvolvidos através de avaliagdes do impacto dos diversos
usos da terra sobre a diversidade edafica, ou seja, sobre a popula¢do dos
organismos do solo. Entre esses organismos, as bactérias que nodulam
leguminosas (BNL) destacam-se pela importancia ecologica e potencial de
utilizacdo agricola.

Assim, os objetivos deste estudo foram: verificar a densidade e a
eficiéncia simbidtica das populagdes de bactérias que nodulam e fixam
nitrogénio em siratro de solos sob diferentes sistemas de uso da terra na
Amazonia Ocidental; discriminar os sistema de uso da terra em fungdo do
crescimento ¢ nodulagdo das plantas induzidos por estas populagdes; e
correlacionar o grupo das variaveis que representam o crescimento e nodulagdo

das plantas com os atributos do solos de origem.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Caracterizacao

Este trabalho faz parte do projeto “Conservation and Sustainable
Management of Below-Ground Biodiversity”, financiado pelo GEF e
implementado pelo “United Nations Environment Programme (UNEP)”, que
esta sendo executado em sete paises, Brasil, Costa do Marfim, India, Indonésia,
Kénia, México e Uganda, cujo objetivo ¢ despertar a consciéncia e a
compreensdo sobre a biodiversidade do solo, importante para a produgdo
agricola sustentada em areas tropicais, através da demonstragdo de métodos para
a conservagao e manejo sustentado (Projeto GF/2715-02).

As areas avaliadas sdao em numero de seis janelas, com
aproximadamente nove hectares cada, ¢ localizam-se na regido amazonica,
incluindo comunidades indigenas do municipio de Benjamin Constant, noroeste
do Estado do Amazonas, cuja regido ¢ denominada de Alto Solimdes, na triplice
fronteira Brasil, Colombia e Peru, sob as coordenadas geograficas 4°20° ¢ 4°26°
Sul e 69°36° e 70°2° Oeste. As areas compreendem as comunidades de
Guanabara II e de Nova Alianca e a cidade de Benjamim Constant, situadas a
aproximadamente 1.100 km a oeste de Manaus, na base do Rio Solimdes (Figura
1). Sdo areas de dificil acesso, e por isso de pouca intervengdo antrdpica, que
possuem diferentes sistemas de uso da terra e sdo povoadas por representantes
dos indios Ticuna e¢ Cocamo. As comunidades existem ha 22 anos, estdo
organizadas em associagdes que praticam agricultura de pequena escala,
agrofloresta e extrativismo vegetal ¢ Representam um dos mais importantes
“hotspots” em termos de agrobiodiversidade (Fidalgo et al., 2005; Moreira et al.,
2005).

O clima da regido ¢ tropical imido a superimido Af (Kdppen), sem
estagdo seca, com temperatura ¢ precipitagdo média anual de 25,7°C e de 2.562

mm, respectivamente. O total das chuvas do més mais seco ¢é superior a 100 mm,
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com maiores precipitagdes concentradas nos meses de dezembro (Coelho et al.,
2005).

Destaca-se, no projeto RADAMBRASIL (Brasil, 1977), o levantamento,
em pequena escala (1:1.000.000), dos recursos naturais desta regido. Segundo
levantamento de solos realizado por Coelho et al. (2005), o material geoldgico
das 4reas deste estudo pertence a Formagdo Solimdes e estd,

predominantemente, sobre Cambissolos.
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FIGURA 1 Local das areas de coleta (cidade Benjamin Constant e comunidades

e

\Hgwug Alianca

indigenas Nova Alianca ¢ Guanabara II, no municipio de Benjamin

Constant).

Fidalgo et al. (2005) caracterizaram os sistemas de uso da terra (SUT)
estudados quanto a cobertura vegetal e uso atual como sendo: floresta tropical
(F), sub regido dos baixos platdos da Amazonia (Brasil, 1977) (controle); floresta

secundaria em estagio avancado de regeneragdo (FA) com mais de cinco anos de
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formacao, apds ter sido area de cultivo; floresta secundaria em estagio inicial de
regeneracdo (FI) com menos de 5 anos de formagao, também apos ter sido area
de cultivo; agricultura (AG), areas de cultivos agricolas anuais (mandioca,
milho, cana-de-agucar e abacaxi) ¢ semiperenes (banana); agrofloresta (AF),
caracterizada por grande parte formada de regeneragdo espontanea de espécies
florestais secundarias, além do enriquecimento de espécies através do plantio de
mudas de interesse econdmico como cupuacu (Theobroma grandflorum),
pupunha (Bactris gassipae), banana, abacaxi, café e outras. Essas areas foram
desflorestadas no periodo de 1979 a 1983 e cultivadas com banana e mandioca.

Os sistemas agroflorestais foram formados logo ap6s os primeiros ciclos
de cultivo, no periodo de 1980 a 1984; a pastagem (P), area restrita a cidade de
Benjamin Constant, foi implantada em 1970, com capim imperial (4dxonopus
scoparius). Ap6s declinio, aproximadamente onze anos decorridos da
implantagdo, este foi substituido por Brachiaria brizantha, B. humidicola e
grama batatais (Paspalum notatum flugge), apresentando, atualmente, espécies
invasoras. A reforma das pastagens ¢ realizada através do plantio de mudas em
covas. As capinas sdo realizadas trés vezes ao ano com facdo, enxada e
machado. Em todos os SUTs ndo sdo aplicados corretivos, fertilizantes e
defensivos para o controle de pragas e ndo existe registro de utilizacdo de

inoculantes de bactérias que nodulam leguminosas.

2.2.2 Amostragem e analise quimica e fisica do solo

Foram coletadas 98 amostras de solo, na camada de 0-20 cm, utilizando
trado de rosca, distribuidas em seis janelas, alocadas a 100 m um da outra e, em
alguns casos, a 50 m (Fidalgo et al., 2005), na primeira quinzena de margo de
2004 (periodo tmido e com maior pluviosidade). Dos 98 pontos para que a
amostragem pudesse englobar as diferencas entre os SUTs, 10 pontos foram

amostrados na agrofloresta (A), 18 na agricultura (AG), 17 na floresta primaria
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(F), 10 na floresta secundaria estidgio avancado de regeneragdo (FA), 30 na
floresta secundaria estdgio inicial de regeneracdo (FI) e 13 na pastagem (P).
Cada ponto de amostragem foi georeferenciado ¢ fazia parte de uma malha pré-
estabelecida, seguindo as normas instituidas do projeto para todos os paises
envolvidos (Moreira & Bignell, 2006). As amostras simples foram coletadas em
dois circulos concéntricos de 3 a 6 m de raio, tendo como ponto central o ponto
principal de amostragem, segundo protocolo do projeto global coordenado nos 7
paises (figura 2). Antes de realizar a coleta das amostras, retirou-se a serapilheira
do local e todo o material utilizado foi flambado para evitar contaminacdo entre
0s pontos.

As amostras destinadas a analise microbiologicas (cerca de 300g) foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis Nasco®, armazenadas em recipientes
de isopor, para conservagdo, e¢ levadas para o laboratorio, no qual foram
conservadas a 4° C até o uso. Em cerca de 200g de cada amostra composta foi
realizada a analise das caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Nobrega, 2006)

(Tabela 1).

Ponto principal de amostragem

. Ponto de coleta da amostra simples

FIGURA 2 Esquema de coleta das subamostras de solo para formacdo de cada
amostra composta por ponto de amostragem. O ponto do centro do
circulo foi georeferenciado. Os 12 pontos em negrito representam as
amostras simples.
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TABELA 1 Caracteristicas quimicas e textura dos solos amostrados nos
diferentes sistemas de uso da terra. (SUTSs)

SuT FP P A AG ¥l FA
PH  45(47/42) 52(5449) 495546  SAGALT) 49 (58/43) 46 (5,8/4.0)
s 72(14333)  6(1.5/45) 229 (173433)  55(103/2,10  69(G26/18) 224 (1734/4,1)
P 4(5523) 2852200 4501014)  44(9323)  36(8920) 38(5.202.3)
102 12
Prem 08 4amgy  HAUSII09)  1790Q5285)  142(4460)  114QLIGS)
N 62,8 4046 62.8 76,4
K 86,0360) (6727 (124.05340) 0368200 5000y 56.1(99.0340)
Ca¥  38(80/13) 22G14) 13(12046)  89(17.546)  61(10526) 4(12,7/08)
Mg 200100 142506 213610  25G712) 254812 1.7 (43/0,2)
AP 57093125 28@714)  25G.605)  17(540,0) 3(8.2/0.4) 52 (9.4/0,20
2.1 128
HAL 0T poses 124071560 8201423)  13@09B6) 199 (34400
SB 6(1122,6) 38(61/22) 96(158/65  117Q1373)  88(155/44) 5817211
t p o o 66OORT) 12117202 I33QLESA 191864 1LI(173/88)
T 28,13 16,6 22(29.1/45) 199 (32,0/129) 21,8 (352/140) 25,7 (35.4/152)
©O.1/154)  (33,6/8.6) /4, 9 (32,0112, 8 (35,2114 7354115,
, 242
v 050 (saile BOGLIDT GLEESS00) A36ELIISY 269 (LA
49,4 25
m (20050 (65000 214G3050)  128(37000)  253(61040) 519 (87.0/L0)
MO L7Q210) L6QO013) 18Q2LS) 1922140 19 (26/13) 17 2.1/1.4)
77
o 6sUIOe b 52046200 TIEILG 6720916 36 (7,9/2,0)
4718
190 ’ 136,7 97,3 1576
Fe 3851041 (1 150*)5/ 9 031756) (162,0102) (3320508  1262(222.0/53.0)
70 40,5 70,1 53,9
Mn (137,794) (1392158 SONLD iganoe) 302034 04 (95/180)
Cu 153307 190812 203,708 1.4 (1,9/0.7) 2(4,6/0.2) 1.4 (2,3/0,7)
B 03(0,7/0,0) 01(0,700) 040700  04(0601)  02(0,500) 0,1 (0.4/0,0)
) 136
Areia 000 282050100 136(0070)  224(610) 22 (53/5) 132 (27,006,0)
Silte 441 (5331)  392(53/10) 474 (5439)  398(48/32) 41,9 (54126) 473 (51/40)
Argila 423 (6532) 326 (4524)  39(52/30) 378(5525) 36,1 (6421) 39,5 (47/31)

Meédia e maximo e minimo dos niimeros de pontos de coleta em cada SUT sistema de uso da terra; 10 pontos
na agrofloresta (A), 18 na agricultura (AG), 17 na floresta primaria (F), 10 na floresta secundaria estagio
avancado de regeneragio (FA), 30 na floresta secundaria estagio inicial de regeneragdo (FI) e 13 na pastagem
(P).; pH em 4gua; P fosforo em mg dm?; K potassio em mg dm?; Ca célcio em cmol, dm™; Mg magnésio em cmol,
dm?; Al aluminio em cmol, dm?; H + Al hidrogénio + aluminio em cmol, dm>SB soma de bases trocaveis em
cmol, dm?t CTC efetiva em cmol, dm™T CTC em pH 7; V saturagio de bases da CTC a pH 7; m saturagdo de Al
da CTC efetiva; em porcentagem (%); MO matéria orgénica em Dag kg'; P remanescente em mg dm™, Zn
zinco em mg dm™;; Fe ferro em mg dm®* Mn manganés em mg dm>"; Cu cobre em mg dm™"; S enxofre mg dm™ e
areia, silte e argila em porcentagem (NObrega et al., em preparagio).
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2.2.3 Captura de BNL através de planta isca e determinacio da densidade
populacional de BNL

Para captura ¢ determinagdo da densidade populacional de BNL, um
experimento foi montado na casa-de-vegetagdo do Laboratorio de Microbiologia
do Solo — DCS — UFLA, de abril a maio de 2004, em sacos plasticos estéreis da
Nasco® de 300 mL, com solugdo nutritiva de Jensen isenta de nitrogénio
(K,HPO, 0,2 g L'; MgSO,7H,0 0,2 gL, NaCl 0,2 g L', CaHPO, 1g L,
FeCl;.6H,0 0,1 g L'; H;BO; 2,86 mgL'; MnSO,4H,0 2,03 mg L;
ZnS04.7H,0 0,22 mgL™"; CuSO45H,0 0,08 mgL™ e Na,Mo00,.H,0 0,09 mgL™),
diluida quatro vezes e esterilizada (Jensen, 1942; Vincent, 1970). As sementes
foram desinfestadas e escarificadas em acido sulfurico (H,SO4 p.a), lavadas e
colocadas para entumecer em um becker com agua destilada por cerca de seis
horas e, em seguida, foram germinadas por cerca de doze horas em placa de
Petri com algoddo e papel filtro e umedecidas com 4gua destilada (todo este
procedimento foi realizado com material estéril). Foram colocadas duas plantas
de siratro (Macroptilium artropurpureum) por saco, as quais foram inoculadas
com suspensdes de cada uma das diluigdes decimais seriadas das amostras de
solo.

As 98 amostras de solo foram submetidas a dilui¢des decimais seriadas
antes da inocula¢@o da planta-isca. Foram diluidos 10g de cada amostra em 90
mL de solucdo salina NaCL 0,85%. Os frascos contendo as amostras de solo
foram agitados por 30 minutos, a 50 rpm. Apos a agitagdo, ImL de cada dilui¢ao
foi transferido para tubos de ensaio contendo 9mL de solucdo salina,
constituindo uma diluigdo de 10 vezes (10™). O processo de diluigdo foi repetido
sucessivamente até a obtencio da diluigdo de 107. As plantas foram inoculadas
com ImL de cada diluicdo (ImL por saco plastico) e foram utilizadas 3
repeticdes por diluicdo (3 sacos plasticos com plantas de siratro para cada

dilui¢do). Dois tratamentos controle sem inoculagdo foram adicionados, uma

50



testemunha com Nitrogénio mineral e uma testemunha sem N e sem inoculagdo
(testemunha absoluta), para garantia da auséncia de contaminagdo e para
comparacdo com as plantas inoculadas. As testemunhas com nitrogénio mineral
receberam nitrogé€nio na forma de uma solugdo de nitrato de potassio (KNO;),
de modo que cada saco plastico tivesse 70 mg de nitrogénio N- KNO3, (Vincent,
1970).

Para estimativa da densidade da populacdo de BNL utilizou-se a técnica
do nimero mais provavel (NMP) (Woomer et al., 1994), através do programa

Most Probable Number Enumeration System — MPNES (Bennett et al., 1990).

2.2.4 Avaliacio da eficiéncia das populacées de BNL

Para avaliacdo da eficiéncia das populagdes de BNL foram consideradas
as plantas inoculadas com a dilui¢io de 10". O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes e 6 tratamentos (6
diferentes SUT). Dois tratamentos controles foram adicionados, uma
testemunha com Nitrogénio mineral e uma testemunha sem N e sem inoculagdo
(testemunha absoluta), para garantia da auséncia de contamina¢do e para
comparacdo com as plantas inoculadas. As plantas foram colhidas 30 dias ap6s
a montagem do experimento, quando foi determinado o peso da matéria seca da
parte aérea e avaliado o numero de nédulos.

Apds o destacamento manual, os nodulos das raizes foram contados e
imediatamente utilizados para o isolamento das estirpes de BNL. Portanto, ndo
foi analisado o peso de nodulos. A parte aérea foi acondicionada em sacos de
papel e levada para estufa de circulagdo forgada (65 a 70°C) até peso constante,
para determinagdo do peso da matéria seca. A eficiéncia relativa de cada

tratamento foi calculada segundo a formula (Bergensen et al., 1971):

MSPAinoculada
R = x 100
MSPAcomN
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ER — eficiéncia relativa; MSPA inoculada — matéria seca da parte aérea da
planta inoculada; MSPA com N — matéria seca da parte aérea da planta com N
mineral

2.2.5 Analise dos Dados

As amostras foram consideradas separadamente para efeito de contagem
de células de BNL no solo (densidade) e do calculo de eficiéncia das
populagdes. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
SISVAR, versdo 4.3 (Ferreira, 2000). Para cada tratamento (sistemas de uso da
terra - SUTs) foi realizada a analise dos dados referentes ao crescimento e as
nodulacao do siratro através da ANAVA. Para a analise do numero de nédulos,
os dados foram transformados para log de x acrescido de uma unidade. Os
efeitos dos tratamentos foram comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Posteriormente foram realizados MANAVA, coeficientes de correlagao,
contrastes, agrupamento utilizando a distdncia de Mahalanobis, avaliacdo
simultdnea das relagdes entre as variaveis através da andlise de variaveis
canonicas (VC) e analise de correlagdo candnica, provenientes de um modelo
inteiramente casualizado multivariado, em que se realizou a correlagdo entre o
grupo formado pelos atributos edaficos (P, K, Ca, Mg, H+Al, Al, m, T, CTC, P-
rem, Zn, Fe, B, SB, t, Mn, Cu, S, matéria organica, areia, argila) e o grupo
formado pelas variaveis relacionadas ao crescimento e a nodulagdo das plantas
de siratro (MSPA, niimero de nédulos (NN), nimero de nodulos na diluigdo 107

(NN10)) e de densidade de BNL (NMP).

Todas as técnicas multivariadas foram realizadas no programa SAS
(SAS Institute, Cary, NC 1999-2000) com o objetivo de determinar quais
atributos quimicos edaficos influenciaram o crescimento e a nodulagdo das

populagdes de BNL.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Densidade populacional de BNL

Em todos os pontos de todos os SUTs foi detectada a presenca de
bactérias que nodulam siratro e os resultados do nimero de repetigdes que
apresentaram noédulos em cada diluicdo (seqiiéncia), do nimero mais provavel
(NMP) de células de BNL e do numero de nddulos (NN) os diferentes SUTs
encontram-se na Tabela 2. Os valores de NMP encontrados variaram de 3,6
células a 4 x 10* células por grama de solo (Figura 3). Os maiores valores
médios foram observados para agrofloresta (A), 3,96 x 10° células por grama de
solo, que variou de 3,6 a 4,00 x 10* células por grama de solo, seguida por
floresta secundaria estidgio avangado de regeneragdo (FA), com valor médio de
2,9 x 103, variando de 42 a 2,5 x 10* células por grama de solo; floresta
secundaria estdgio inicial de regeneragdo (FI), com valor médio de 2,9 x 10°.
variando de 4 a 4,00 x 10* células por grama de solo; agricultura (AG), 1,724 x
10° , variando de 15 a 2,3 x 10° células por grama de solo; e pastagem (P), 4,8 x
10% variando de 4 a 1,466 x 10° células por grama de solo. Os menores valores
observados foram para floresta primaria (F), 85 x 107 células, variando de 15 a
424,54 x 10* células por grama de solo. Devido & grande variabilidade entre os
dados, ndo houve diferenga entre as areas estudadas, pois houve sobreposicao do
intervalo de confianca. Nao foi detectada a presenca de nodulos nas testemunhas
com e sem N, demonstrando que ndo houve contaminagdo. Os maiores valores
4,00 x 10* células de BNL (logio 4,6021 células por grama de solo) foram
encontrados em trés pontos da janela 2: Agricultura (AG) ponto 22 ¢ floresta
secundaria estagio inicial de regeneracdo (FI) pontos 29 ¢ 30.

Jesus et al. (2005), trabalhando com solos da Amazoénia da mesma
regido deste estudo, encontraram maiores valores de densidade em floresta e

pupunha e menores para mandioca. Pereira (2000), em estudo com solos da

53



Amazbénia de outra regido, encontrou valores de densidade maiores para
monocultura, floresta, capoeira e pastagem.

Apesar de o menor valor médio ter sido observado em floresta primaria
(F), 85 células por grama de solo, os menores valores, 3,5658 células de BNL
(logip 0,5523 células por grama de solo), foram encontrados em oito pontos:
ponto 42 da janela 3, floresta secundaria estagio avangado de regeneragdo (FA);
pontos 49, 50 e 55 da janela 4, todos agricultura (AG); pontos 68A e 73 da
floresta secundaria estdgio inicial de regeneracdo (FI); ponto 72 da janela 5,
agricultura (AG); e ponto 82 da janela 6, pastagem (P), valores mais baixos do
que os encontrados por Jesus et al.(2005) e Pereira (2000). Tendo em vista que
os valores de NMP para floresta variaram de 15 a 424 x 10 * células de BNL,
Pereira (2000) encontrou populagdes de BNL em floresta variando de 210 a
1684 células e Jesus et al (2005), valores em torno de 63 a 85 células por grama
de solo. Considerando os intervalos de confianga encontrados por estes autores e
o encontrado neste trabalho, apenas o NMP de uma das areas de floresta
estudada por Pereira (2000) difere realmente do NMP de células de BNL
encontradas por este trabalho e por Jesus et al. (2005).

Os baixos valores de BNL em floresta podem ser explicados por
condigdes desfavoraveis a nodulagdo (Magalhdes et al., 1982), devido as quais
ha relatos de que raramente encontram-se nddulos em floresta primaria de terra
firme (Bonetti et al., 1984; Magalhdes et al., 1982; Moreira et al., 1992;
Sylvester-Bradley et al., 1980) por este se tratar de um sistema em que a
demanda de nitrogénio pode ser suprida por ciclagem e, devido a isso, ndo ha
estimulo a FBN por fatores limitantes do solo (Moreira et al., 1992; Moreira,
1995), pela presenca de uma grande variedade de compostos secundérios, muitos
dos quais substancias de defesa contra predadores e parasitas (Janzen, 1980), e
pela presenca de antagonistas (Handelsman & Brill, 1985; Pugashett et al., 1982;
Vicent, 1970).
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TABELA 2 Numero mais provavel (NMP), logaritmo do NMP (Log NMP),
Numero de Nodulos (NN) de BNL, Sequéncia do numero de

repeticdes que apresentaram nodulos

cm

cada diluicao

(Seqiiéncia), em cada janela, ponto, dos sistemas de Uso da Terra

(SUT) na Regido do Alto Solimdes — AM.

SUT Janela Ponto Sequéncia NMP Log NMP NN
A 2 17 3-3-2-2-0-0-0 2090,6 3,3203 19
A 2 20 3-0-0-0-0-0-0 23,025 1,3622 7
A 2 21 3-3-3-0-0-0-0 2305,5 3,3628 68
A 2 24 3-3-3-1-1-0-0 7187,8 3,8566 68
A 2 25 3-3-2-0-0-0-0 918,88 2,9633 23
A 2 17A 3-3-3-0-0-0-0 2305,5 3,3628 43
A 2 24A 3-3-3-0-0-0-0 2305,5 3,3628 63
A 5 66 2-1-0-0-0-0-0 14,662 1,1662 7
A 5 67 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 10
A 5 67A 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 9

AG 2 18 3-3-3-3-0-0-0 25000 4,3979 77

AG 2 19 3-3-3-2-0-0-0 2090,6 3,3203 39

AG 2 22 3-3-3-3-1-0-0 40000 4,6021 104

AG 2 26 3-2-0-0-0-0-0 91,781 1,9628 31

AG 2 27 3-2-3-3-0-0-0 524,02 2,7193 77

AG 2 28 3-3-2-0-0-0-0 918,88 2,9633 64

AG 2 32 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 31

AG 2 19A 3-3-3-2-0-0-0 2090,6 3,3203 70

AG 3 33 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 61

AG 3 44 1-1-1-0-0-0-0 11,168 1,048 5

AG 4 49 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

AG 4 50 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

AG 4 51 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 4

AG 4 55 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

AG 4 58 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 7

AG 4 59 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 6

AG 5 72 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

AG 5 78 2-0-0-0-0-0-0 9,1626 0,962 2
F 1 3 1-1-2-0-0-0-0 15,09 1,1787 6
F 1 4 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 6
F 1 5 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 6
F 1 6 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 6
F 1 7 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 5
F 1 8 1-2-1-0-0-0-0 15,37 1,1867 6
F 1 9 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 6
F 1 10 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 8
F 1 14 2-1-1-0-0-0-0 20,433 1,3103 7
F 1 15 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 10
F 1 16 2-1-0-0-0-0-0 14,662 1,1662 4
F 3 39 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 9
F 3 40 3-3-1-0-0-0-0 424,54 2,6279 16
F 3 41 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 8
F 4 57 3-2-1-1-0-0-0 204,38 2,3104 11
F 4 61 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 7
F 4 62 2-2-1-1-0-0-0 34,573 1,5387 15

.. continua ...
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TABELA 2, Cont.

SUT Janela Ponto Sequéncia

NMP Log NMP NN

FA 2 23 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 15
FA 3 37 3-3-1-0-0-0-0 424,54 12,6279 14
FA 4 60 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 4

FA 5 77 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 5

FA 5 70A 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 8

FA 6 81 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 16
FA 6 88 3-3-3-0-0-0-0 2305,5 3,3628 17
FA 6 90 3-2-1-1-0-0-0 204,38 12,3104 18
FA 6 81A 3-3-3-3-0-0-0 25000 4,3979 50
FA 6 88A 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 13
Fl 1 1 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 8

Fl 1 2 3-0-0-0-0-0-0 23,025 1,3622 7

Fl 2 29 3-3-3-3-1-0-0 40000 4,6021 106
Fl 2 30 3-3-3-3-1-0-0 40000 4,6021 104
Fl 2 31 3-3-3-0-0-0-0 2305,5 3,3628 42
Fl 3 34 3-2-2-0-0-0-0 210,18 12,3226 24
Fl 3 35 3-3-1-1-0-0-0 738,23 12,8682 13
Fl 3 36 3-3-0-0-0-0-0 230,16 2,362 19
Fl 3 38 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 1

Fl 3 42 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 5

Fl 4 52 3-0-0-0-0-0-0 23,025 1,3622 8

Fl 4 53 1-1-1-0-0-0-0 11,168 1,048 5

Fl 4 54 3-3-2-1-0-0-0 1465,7 3,166 14
Fl 4 56 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 8

Fl 4 63 3-0-0-0-0-0-0 23,025 1,3622 6

Fl 4 64 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 8

Fl 5 65 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 8

Fl 5 68 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 7

Fl 5 69 3-2-0-0-0-0-0 91,781 1,9628 9

Fl 5 70 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 12
Fl 5 71 3-3-1-0-0-0-0 424,54 2,6279 10
Fl 5 73 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

Fl 5 74 2-0-0-0-0-0-0 9,1626 0,962 3

Fl 5 75 2-1-0-0-0-0-0 14,662 1,1662 5

Fl 5 76 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 10
Fl 5 79 1-1-0-0-0-0-0 7,3473 10,8661 2

Fl 5 80 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 9

Fl 5 66A 3-0-0-0-0-0-0 23,025 1,3622 11
Fl 5 68A 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

Fl 5 71A 3-1-0-0-0-0-0 42,385 1,6272 5

... continua...
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TABELA 2, Cont.

SUT Janela Ponto Sequéncia NMP Log NMP NN
6 82 1-0-0-0-0-0-0 3,5668 0,5523 1

83 3-3-2-1-0-0-0 1465,7 3,166 35
84 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 11
85 3-2-0-0-0-0-0 91,781 1,9628 5

86 3-3-1-0-0-0-0 424,54 2,6279 13
87 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 16
89 3-3-2-0-0-0-0 918,88 12,9633 10
91 3-2-1-0-0-0-0 146,63 2,1662 20
92 3-3-2-0-0-0-0 918,88 12,9633 30
93 3-1-1-0-0-0-0 73,968 1,869 13
94 3-3-1-0-0-0-0 424,54 2,6279 18
95 3-3-2-1-0-0-0 1465,7 3,166 29
96 2-2-2-0-0-0-0 34,685 1,5401 18

WUV TVTTUTTUTTUVTTUTTUVUTUTTUTTUTTUTTDO
(= JK= - o o Nl k= N> \iK= - o o

2.3.2 Eficiéncia das popula¢des de BNL na promoc¢ao do crescimento de
plantas de siratro

As médias de namero de nédulos da diluigio 10" (NN10), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e eficiéncia relativa (ER) induzidas pelas popula¢des de
BNL em cada SUT e a média dos SUTs encontram-se nas figuras 4, 5 e 6,
respectivamente. Os maiores numeros de noddulos foram encontrados para
agrofloresta e agricultura e os menores, para a floresta primaria. Todas as
populagdes de BNL induziram aumento no crescimento das plantas de siratro em
relacdo a testemunha absoluta (testemunha sem nitrogénio e sem inoculag@o). Os
acimulos de MSPA induzidos pelas populagdes nativas ndo diferiram
estatisticamente entre si, o mesmo observado para os dados de eficiéncia
relativa, ¢ o maior peso de matéria seca da parte aérea ocorreu nas planta que
receberam nitrogénio mineral. As populagdes nativas de BNL foram pouco
eficientes na promocao do crescimento das plantas de siratro. Jesus et al. (2005)
observaram populagdes ineficientes em promover o crescimento do siratro em

solos da mesma regido, nos SUT que estudaram (floresta, mandioca e pupunha).
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Numero de Noédulos na diluigdo 10 (NN)

SEM N A AG F FA Fl P KNO3

de BNL da diluigdo 10 ' dos solos dos sistemas de uso da terra
(SUT) estudados. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca

MSPA (mg)
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por populacdoes de BNL dos sistemas de uso da terra (SUT)
estudados. Letras iguais indicam que nao houve diferenga pelo teste
de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Média Geral = 35,50

Eficiéncia Relativa (%)

SEM N A F Fl AG FA P KNO3

Sistemas de Uso da Terra (SUT) e controles (N-mineral e sem N)
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terra (SUT) estudados na promogdo do crescimento do siratro.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca pelo teste de Scott-
knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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2.3.3 Analise Multivariada dos Dados

A MANAVA apresentou os testes de hipdtese de igualdade dos vetores
das médias dos SUTSs significativos para todos os critérios: Wilks, Pillai's,
Hotelling-Lawley ¢ de Roy. Os coeficientes parciais de correlacdo da matriz
SQP do erro significativos para as variaveis relacionadas ao crescimento e
nodulacdo das plantas de siratro (MSPA, numero de nddulos (NN) e de
densidade de BNL (NMP) encontram se na Tabela 3.

O NMP teve coeficiente significativo e positivo com calcio, soma de
bases, CTC a pH natural, CTC a pH 7 e com o numero de nédulos, com o qual
apresentou a maior correlacdo, 0,78, a qual estd diretamente relacionada com a
densidade de BNL no solo. O numero de noédulos obteve coeficiente negativo
com P ¢ Zn e positivo com Ca, Al, HAI, tPHnat, CTC, B, argila ¢ NMP.
Finalmente, os coeficientes da matéria seca da parte aérea, apesar de serem

baixos, tiveram coeficiente negativo com pH e V e positivo com Al, HAI, argila.

As correlagdes com os teores de calcio no solo foram positivas para
NMP e NN. Jesus (2004) também verificou correlagdo positiva entre a densidade
de células de BNL e teores de calcio no solo, indicando uma tendéncia de se
encontrar maiore densidade de BNL associadas a maiores teores de calcio. Ha
muito ja se sabe que o calcio tem efeito sobre a nodulagdo de leguminosas.
Andrade et al. (2002) mostraram que a densidade e a diversidade de BNL
tendem a aumentar com o aumento nos teores de célcio em solo do Parana
cultivados com feijao.

Estudos verificaram que altos teores de aluminio e baixos valores de pH
estdo correlacionados com baixa densidade e diversidade de BNL (Andrade et
al., 2002; Bala et al. 2003). Em nosso estudo, essas condigdes ndo afetaram as
populagoes de BNL, visto que os teores de aluminio tiveram correlagdo positiva

para as variaveis relacionadas ao crescimento e nodulagdo das plantas de siratro
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(MSPA, NN) e a densidade de BNL (NMP). Estudo em alguns solos da
Amazonia com altos teores de aluminio extraivel verificou que as plantas ndo
apresentavam sintomas de toxidez nem queda de produtividade (Gamma &
Kiehl, 1999) porque, nestes solos, o teor de aluminio extraivel encontrado nio
tem correlagdo com o aluminio disponivel na solu¢dao do solo (Marques et al.,
2002; Schroth et al., 2000).

O dendrograma utilizando distdncia de Mahalanobis de todas as
variaveis relacionadas ao crescimento (MSPA) e nodulagdo (NN) das plantas de
siratro e densidade de BNL (NMP) e atributos edaficos (P, K, Ca, Mg, H+Al
Al m, T, CTC, P-rem, Zn, Fe, B, SB, t, Mn, Cu, S, matéria organica, areia e
argila) mostrou que a maior distancia (0,607129) ocorreu entre floresta primaria
e pastagem ¢ a menor distancia (0,086979), entre A e AG; e mostrou a pastagem
separada dos demais SUTs e dois grupos formados, um com A e AG e o outro
com as florestas; o mesmo comportamento foi observado quando se construiu
um dendrograma apenas com os dados de MSPA, NN e NMP (Figuras 7 e 8 e
Tabelas 4 ¢ 5).
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TABELA 3 Coeficientes parciais de correlacdo da matriz SQP do erro/
probabilidade > r, numero mais provavel (NMP) de células de BNL,
Numero de Nodulos (NN) e Matéria seca da parte aérea (MSPA),
atributos edaficos (P, K, Ca, Mg, H+Al, Al, m, t, CTC, Prem, Zn, B,

V, argila).
NMP
ca 0,249718 0,0158
SB 0,210446 0,0429
0,302959 0,0032
T 0,219661 0,0344
NN 0,776077 <,0001
NN10 0,410397 <,0001
NN
P -0,20734 0,0461
Ca 0,210142 0,0432
Al 0,226634 0,0289
HAT 0,290576 0,0047
SB 0,1878 0,0714
T 0,38655 0,0001
t 0,408303 <,0001
Zn -0,21001 0,0433
B 0,279358 0,0067
Argila 0,255919 0,0133
NMP 0,776077 <,0001
NN10 0,811623 <,0001
MSPA
pH -0,21095 0,0424
Al 0,21126 0,0421
HAT 0,234481 0,0237
\Y -0,20992 0,0434
Argila  0,228555 0,0276

pH em 4gua; P fosforo em mg dm?; Ca célcio em cmol, dm®; Al aluminio em cmol, dm?; H + Al hidrogénio +
aluminio em cmol, dm>SB soma de bases trocaveis em cmol, dm?t CTC efetiva em cmol, dm>T CTC em pH 7; V
saturacdo de bases da CTC a pH 7; m saturagdo de Al da CTC efetiva; em porcentagem (%);, Zn zinco em mg

dm™; Fe ferro em mg dm™" ; B boro em mg dm™"; e argila em porcentagem.
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FIGURA 7 Dendrograma de similaridade/dissimilariadade utilizando a

distancias de Mahalanobis entre os sistemas de uso da terra (SUT)
agrofloresta (A), agricultura (AG), floresta primaria (F), florestas
secunddrias estagios inicial e avancado de regeneracdo (FA e FI) e
pastagem (P) dos atributos edaficos (P, K, Ca, Mg, H+Al, Al, m, T,
CTC, P-rem, Zn, Fe, B, SB, t, Mn, Cu, S, matéria organica, areia,
argila) e das varidveis relacionadas ao crescimento e nodulag@o das
plantas de siratro (MSPA, ntimero de nodulos (NN)) e de densidade
de BNL (NMP).

TABELA 4 Matriz das distincias de Mahalanobis entre os sistemas de uso da terra

(SUT) agrofloresta (A), agricultura (AG), floresta primaria (F), florestas
secundarias estagios inicial e avangado de regeneracdo (FA e FI) e
pastagem (P) dos atributos edaficos (P, K, Ca, Mg, H+Al, Al, m, T, CTC,
P-rem, Zn, Fe, B, SB, t, Mn, Cu, S, matéria organica, areia, argila) e das
varidveis relacionadas ao crescimento e nodulagdo das plantas de siratro
(MSPA, niimero de nddulos (NN)) e densidade de BNL (NMP).

SUT A AG F FA FI P

A 0 0,086979 0,217137  0,17382 0,125962 0,532823
AG 0,086979 0 0,283499 0,176781 0,134405 0,537405
F 0,217137  0,283499 0 0,129789 0,098026 0,607129
FA 0,17382 0,176781 0,129789 0 0,147682  0,47037
FI 0,125962  0,134405 0,098026 0,147682 0 0,515904
P 0,532823 0,537405 0,607129  0,47037 0,515904 0
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FIGURA 8 Dendrograma de similaridade/dissimilariadade utilizando a

distancias de Mahalanobis entre os sistemas de uso da terra (SUT)
agrofloresta (A), agricultura (AG), floresta primaria (F), florestas
secundarias estagios inicial e avan¢ado de regeneracdo (FA e FI) e
pastagem (P) das variaveis relacionadas ao crescimento e nodulagio
das plantas de siratro (MSPA, niimero de nddulos (NN)) e de
densidade de BNL (NMP).

TABELA 5 Matriz das distdncias de Mahalanobis entre os sistemas de uso da

terra (SUT) agrofloresta (A), agricultura (AG), floresta primaria (F),
florestas secundarias estagios inicial e avancado de regeneragdo (FA
e FI) e pastagem (P) das variaveis relacionadas ao crescimento e
nodulagdo das plantas de siratro (MSPA, nimero de noédulos (NN))
e densidade de BNL (NMP).

SUT A AG F FA FI P

A 0 0,012288 0,021162 0,039188 0,020486 0,05138
AG 0,012288 0 0,025049 0,015341 0,014517 0,024135
F 0,021162 0,025049 0 0,021471 0,003475 0,044776
FA 0,039188 0,015341 0,021471 0 0,013944 0,007856
FI 0,020486 0,014517 0,003475 0,013944 0 0,03775
P 0,05138 0,024135 0,044776 0,007856 0,03775 0
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As varidveis mais correlacionadas com a primeira variavel canodnica
foram a MSPA, seguida do NMP, com indices de correlagdo de -0,8287 e 0,4093;
respectivamente; para a segunda, as caracteristicas relevantes para ordenagdo
foram NN ¢ NMP, com indices de correlagdo 0,9802 ¢ 0,6799 (Tabela 7). Os
valores dos vetores foram utilizados para o calculo dos “scores” de cada SUT
para cada variavel estudada e estes foram utilizados para plotar o grafico da
figura 25.

TABELA 6 Correlacdo entre as varidveis independentes com cada variavel

Canl Can2
NMp 0,4093 0,6799
NN @ 0,0485 0,9802
MSPA @ -0,8287 0,0922

() Ntuimero mais provavel (NMP). @ Nimero de nodulos (NN). ®) e Matéria seca
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O resultado dos diagramas de ordenacdo das varidveis confirmou os
resultados encontrados pela analise de agrupamento, pois separou a pastagem
dos demais SUTS, agrupou as florestas e a agrofloresta com a agricultura ¢
mostrou como os atributos edaficos influenciam.

De modo geral, observa-se um agrupamento da pastagem diferenciando-
se dos demais sistemas de uso, uma discrimina¢do sutil, o que pode ser
indicativo de uma certa homogeneidade entre as florestas e a agrofloresta com a
agricultura. Contudo, alguns pontos amostrados dos sistemas de uso floresta
priméria e floresta secundaria em estidgio avangado de regeneracdo ficaram
correlacionados, o que ilustra um comportamento similar entre as varidveis
consideradas. Dentre estes sistemas, a floresta secundaria em estagio avangado
de regeneragdo, apds ter sido cultivada no passado, apresentou os atributos
quimicos dos solos, em geral, mais proximos aos dos solos da floresta primaria
(Nobrega et al., em preparagdo). A vegetacdo atual dos solos, caracterizada por
Fidalgo et al. (2005), expressa também a maior proximidade com floresta
primaéria.

Nas areas de agricultura que pertencem a comunidade Nova Alianga, os
solos eram cultivados por ciclos de intensidade média, com pousios de dois a
cinco anos. Os pontos 22, 29 e 30, localizados na comunidade Guanabara II,
onde o cultivo foi classificado como itinerante com pousio longo (de 4 a 5 anos),
o que envolve o abandono de areas cultivadas, permitindo a regeneragdo natural
(Fidalgo et al.,, 2005), apresentaram maior densidade de BNL. Isto
possivelmente favoreceu o aumento das populagdes de bactérias que nodulam
leguminosas, uma vez que o N ¢é de fundamental importancia para a nutrigdo das
plantas na sucessdo vegetal, havendo, assim, maior estimulo para o
estabelecimento das associagdes e simbioses entre plantas e bactérias fixadoras

de N e pressao seletiva para estirpes eficientes.
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A diversidade vegetal na agrofloresta, observada por Fidalgo et al.
(2005), pode estimular a sobrevivéncia e multiplicacdo das populacdes de
bactérias fixadoras de N no solo, uma vez que muitas plantas tém habilidade
para modificar o pH rizosférico, favorecendo maior disponibilidade de nutrientes
(Muofhe & Dakora, 2000) e excregdo de acidos organicos para solubilizagdo de
minerais, € outras podem tanto estimular quanto inibir determinados grupos de
microrganismos, favorecendo ou desfavorescendo a ocorréncia e/ou competicao

entre eles (Hartwing et al., 1991; Siqueira et al., 1991; Tsai & Phillips, 1991).

2.3.4 Correlacio canonica entre atributos edaficos e variaveis relacionadas
a0 crescimento e nodulagio da planta

O primeiro par canénico U; e V; dado por ry;, vi =0,7452, e o segundo,
U, e V,, dado por 1, v2 =0,5991, foram produzidos através das estimativas das
variaveis candnicas dos grupos de variaveis que representam o crescimento e
nodulagdo da plantas U, (Tabela 8 a) e os atributos edaficos V; (Tabela 8 b).

Entre as variaveis referentes ao crescimento e nodulagdo do siratro, o
NN apresentou a maior importancia, que foi medida pela sua correlacdo (0,9508)
com a variavel canénica V, seguida da MDNN (0,7598) (Tabela 8a).

Para as variaveis referentes aos atributos edaficos, a CTC pH 7, com
0,6249, e a CTC pH natural, com 0,4907, apresentaram as maiores correlagdes
com a variavel candonica W,. Ja os demais atributos edaficos analisados tiveram
menor importancia, ou seja, menor correlagdo com a varidvel canonica (Tabela

8b).
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TABELA 7 Correlacdo das variaveis candnicas referentes relacionadas ao
crescimento e nodulagdo das plantas de siratro (MSPA, NN, média
do nimero de nédulos (MDNN)) e de densidade de BNL (NMP ¢
LogNMP) (U)) (a) e dos atributos edaficos (V) (b).

(a) Ul U2 U3 U4
NMP 0.6915  -0.3424  -0.5783  0.2648
NN 09508 -0.1604 0.0114 0265
MDNN  0.7598  -0.5661 02124  -0.2391
MSPA 02934 0372 0455  -0.7541

(b) V1 V2 V3 V4

pH 03204 -0.2684  -0.3079  0.4562

P 0329  0.1334  0.0194 03219

K 20.1615  0.407 0.0761  0.2041

Ca 0.1857 -0236  -0.1619  0.4794

Mg 0.1936  0.1117  -0.1001  0.4091

Al 04051  0.1853  0.1739  -0.3632

HAl 0.5028 02198  0.225 -0.3818

SB 0.1655  -0.1345  -0.1306  0.4913

tPHnat 04903  -0.0241  -0.0269  0.3142

CTC 0.6249  0.1791  0.1599  -0.1476

% 03222 -0.1746  -0.2681  0.486

m 02595  0.1706  0.0997  -0.3409

MO 0.1288  0.124 0.0984  0.0226

PRE 03446  -0.1587  -0.3629  0.352

Zn 02566 02023  -0.1608  -0.059

Fe 0.0169 -0.0164  0.0209  -0.0219

Mn 0.1078  0.0535  -0.2395  0.1533

Cu 02709 -0.2805  0.223 -0.1556

B 03149  -0.1314  0.209 0.3668

S 0.0911 04104  0.1889  0.3619

areia 02322 0.0852  0.0916  0.3106

silte 0.1929 -0.1415  -0.1081  0.0213
argila 04271 00177  -0.0172  -0.3768
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Considerando a correlacdo entre as variaveis referentes ao crescimento e
nodulagdo da plantas e as que representam os atributos edaficos (Ui x atributos
edaficos), verifica-se que o NN, com 0,7085, foi a variavel com maior
correlagdo com V| (Tabela 9), e que a CTC a pH 7, entre os atributos quimicos,
apresentou a maior correlagdo com a variavel canonica U, (0,4657) (Tabela 10).

Os demais atributos apresentaram correlagdes menores.

TABELA 8 Correlagao das variaveis referentes ao crescimento e nodulagdo de
siratro e atributos edaficos (W)).

Wi W2 w3 W4
NMP 0.5153 -0.2052  -0.301 0.1186
NN 0.7085 -0.0961 0.006 0.1186

MDNN  0.5662 -0.3392  0.1105 -0.107
MSPA 0.2186 0.2229 -0.2368  -0.3375

TABELA 9 Correlagdo dos atributos edaficos varidveis referentes ao
crescimento e nodulagao do siratro (V).

V1 V2 V3 V4

pH -0.2388  -0.1608  -0.1602 0.2042
P -0.2452 0.0799 0.0101 0.1441
K -0.1204 0.2439 0.0396 0.0913
Ca 0.1384 -0.1414  -0.0843 0.2146
Mg 0.1443 0.0669 -0.0521 0.1831
Al 0.3019 0.111 0.0905 -0.1626
HAl 0.3747 0.1317 0.1171 -0.1709
SB 0.1233 -0.0806 -0.068 0.2199
tPHnat 0.3654 -0.0144 -0.014 0.1407
CTC 0.4657 0.1073 0.0832 -0.0661
v -0.2401 -0.1046  -0.1395 0.2176
m 0.1933 0.1022 0.0519 -0.1526
MO -0.096 0.0743 -0.0512 0.0101

...continua ...
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TABELA 9, Cont.

PRE -0.2568  -0.0951 -0.1889 0.1575
Zn -0.1912 0.1212 -0.0837  -0.0264
Fe -0.0126  -0.0098 0.0109 -0.0098
Mn 0.0803 0.032 -0.1247 0.0686
Cu -0.2019  -0.1681 0.1161 -0.0697
B 0.2347 -0.0787 0.1088 0.1642
S 0.0679 0.2459 0.0983 0.162
areia -0.173 0.051 0.0477 0.139
silte -0.1437  -0.0848  -0.0563 0.0095
argila 0.3182 0.0106 -0.0089  -0.1687

Devido ao estimulo por parte das plantas cultivadas (Venkateswarlu et
al.,, 1997), a exploragdo do solo pelas raizes ¢ a exuda¢do de compostos
organicos na rizosfera podem controlar pardmetros abidticos do solo, como
concentragdo de nutrientes e umidade, que podem modificar indiretamente a
atividade e a diversidade microbiana (Paul & Clark, 1989), assim como serem
fonte de carbono e energia, estimulando as populagdes de organismos. No
entanto, apesar de as populagdes de bactéria fixadoras de nitrogénio noduliferas
de siratro estarem presentes em solos sob sistemas de SUT no Alto Rio
Solimdes, Amazonia, ¢ de alguns pontos apresentarem alta densidade de BNL,
ndo houve diferenca entre as areas estudadas, pois houve sobreposi¢do do
intervalo de confianga.

As populagdes de bactéria fixadoras de nitrogénio noduliferas de siratro,
em solos sob diferentes SUT, foram, em média, pouco eficientes na promogao
do crescimento das plantas de siratro. Pereira (2000) atribuiu a baixa eficiéncia
das populagdes nativas de BNL de regides da Amazonia as condigdes quimicas
estressantes, as quais limitam a capacidade saprofiticas de populagdes de
rizobios e levam a perda da eficiéncia simbidtica (Denton et al., 2000; Graham,
1992). Nobrega (2006), em estudo com solos da mesma regido, também

submetidos a diferentes sistemas de uso, identificou que os principais fatores
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limitantes ao cultivo foram baixos teores de fosforo e de boro e altos valores de

acidez ativa.

2.4 CONCLUSOES

Populagbes de bactéria fixadoras de nitrogénio noduliferas de siratro
estdo presentes em solos sob diferentes SUT no Alto Rio Solimdes, Amazonia,
com densidades que ndo diferem.

As populagdes de bactéria fixadoras de nitrogénio noduliferas de siratro,
em solos sob diferentes SUT, foram, em média, pouco eficientes na promogao
do crescimento das plantas de siratro.

A pastagem formou um grupo distindo dos demais SUTs, um grupo da
floresta primaria com as florestas secundaria estagio avancado e inicial de
regeneracdo ¢ um da agrofloresta com a agricultura, através dos atributos
edaficos e das variaveis de crescimento ¢ nodulagdo do siratro ¢ densidade de

BNL analisadas conjuntamente.
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CAPITULO 3



RESUMO

LIMA, A.S. Diversidade de bactérias que podem fixar nitrogénio em simbiose
com siratro (Macroptilium atropurpureum) de solos sob diferentes usos na
Amazonia. In: . Densidade, Eficiéncia e Diversidade de Bactérias
Fixadoras de N, que Nodulam o Siratro (Macroptilium atropurpureum) de
Solos sob Diferentes Usos na Amazonia Ocidental. 2006. Cap.3, 167p. Tese
(Doutorado em Ciéncia do Solos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Com o objetivo de avaliar a diversidade de bactérias que podem fixar
nitrogénio em simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) de solos sob
diferentes sistemas de uso da terra na Amazonia, coletaram-se 98 amostras de
solo na camada de 0-20 cm, distribuidas nos sistemas de uso da terra (SUTs)
pastagem (P), agricultura (AG), agrofloresta (A), floresta secundaria em estagio
inicial de regeneracdo (FI), floresta secundaria em estidgio avancado de
regeneracdo (FA) e floresta primaria (FP), localizados no Alto Rio Solimdes,
AM. Instalou-se o experimento para a captura das bactérias nativas em sacos
plasticos, no Laboratorio de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, de abril a maio
de 2004, utilizando como planta-isca o siratro. Foram obtidos 1890 isolados em
cultura pura, sendo 474 isolados obtidos na FI, 547 na AG, 354 na A, 219 na P,
160 isolados na FA e 136 isolados na F. Combinando as caracteristicas de
modificagdo do pH do meio e tempo de aparecimento das coldnias, foram
encontrados 5 tipos culturais principais nos diferentes SUTs. Dos 1890 isolados
de BNL obtidos, 790 apresentaram crescimento rapido e acidificaram; 596
apresentaram crescimento rapido e ndo modificaram o pH do meio; 125
apresentaram crescimento intermedidrio e ndo modificaram o pH do meio; 109
apresentaram crescimento intermediario e alcalinizaram o pH do meio; e 270
tiveram crescimento lento e alcalinizaram o meio. Através dos dendrogramas
construidos com base nas 20 caracteristicas culturais e analisando os grupos
formados a 87% de similaridade, obteve-se a riqueza das espécies observada e
estimada através do indice Chao 2. Pdde-se observar uma grande diversidade
baseada nas andlises fenotipicas por todas as caracteristicas culturais, inclusive
entre os isolados dos SUTs manejados. Os SUTs alteraram a riqueza das
populagoes de bactérias que nodulam siratro, uma vez que os sistemas
submetidos ao cultivo e com maior diversidade vegetal tiveram maior riqueza,
observada e estimada na seguinte ordem: A > AG > FI>P > FA > F. As andlises
de seqiienciamento ¢ filogenética mostraram que o siratro foi capaz de capturar
bactérias de varios géneros e mostrou uma grande diversidade entre os isolados.

'Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.
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ABSTRACT

LIMA, A.S. Diversity of nitrogen-fixing bacteria able to nodulate siratro from
soils under different uses in Amazon In: . Density, efficiency and
diversity of nitrofen-fixing bacteria nodulating siratro (Macroptilium
atropurpureum) from soils under different uses in Western Amazon region.
2006. Chap. 3, 167p. Thesis (Doctorate in Soil Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Geraais, Brazil.'

Aiming to evaluate diversity of nitrogen-fixing bacteria able to nodulate
siratro (NFBNS) species, 98 composed soil samples were collected in 0-20 cm
depth, distributed in the land use systems (LUSs): pasture (P), agriculture (AG),
agroforestry (A), Young secondary forest (FI), old secondary forest (FA) and
pristine forest (F) located in Upper Solimdes river region, AM. No one of these
areas received introduction of exotic (NFBNS), by use of inoculants.
Experiments to trap (NFBNS), were carried out in plastic pouches, at
Laboratério de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, from April to May, 2004, by
using the promiscuous species siratro as trap host. A total of 1891 isolates were
gotten, distributed among LUS as follows: 474 isolates from FI, 547 from AG,
354from A, 219 from P, 160 from FA, and 136 from F. By the combination of
pH characteristics and time of appearance of isolated colonies, from the 1891
isolates of LBN, 790 presented fast growth and were acidifiers, 596 presented
fast growth and did not change medium pH; 125 presented intermediary growth
e and did not change medium pH; 109 presented intermediary growth were
alcalinizers; and 270 presented slow growth and were alcalinizers. A
dendrogram were constructed based on 20 cultural characteristics and groups
formed at 87% similarity analyzed. Observed and estimated species richnesses
(Chao 2 index) and acumulation curves were calculated. The LUSs changed the
population species richness of BNL, and those with highest plant species
diversity were those with highest species diversity (estimated and observed) in
the following order: A > AG > FI >P > FA > F. The sequeces and phylogenetic
analyses showed that siratro was able to catch different bacteria genera and
presented a high diversity among isolates.

'Guidance Commitee : Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.
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3.1 INTRODUCAO

O solo pode ser considerado um dos habitats mais complexos,
heterogéneos e dindmicos quando comparado aos demais. Devido a estas
caracteristicas peculiares, serve de meio para uma grande diversidade de
organismos que sdo capazes de conviver em equilibrio dindmico. Estes
organismos muitas vezes estabelecem relagdes de sobrevivéncia, que podem ser
tanto negativas quanto positivas, limitando as explosdes populacionais e
estimulando a diversidade (Moreira & Siqueira, 2006).

Entre os procariotos edaficos estdo as comunidades bacterianas, que sdo
altamente diversas (Torsvik & Ovreas, 2002), havendo uma riqueza de
informagdes genéticas desconhecidas (Borneman & Triplett, 1997), e podem
sofrer mudangas, as quais incluem rearranjos extensivos das seqiiéncias de
nucleotideos, duplicagdo e delecdo de genes individuais, ou mesmo de grandes
partes do genoma e transferéncia de partes de um cromossomo para o outro,
entre outras (Alberts, 1999). Além disso, os ambientes edaficos sdo extensos e
diversos e apenas 1 % dos microrganismos que neles habitam sdo observados ao
microscopio, cultivados e caracterizados (Moreira & Siqueira, 2006).

O equilibrio dindmico das populagdes na comunidade microbiana dos
solos também pode sofrer modificagdes influenciadas pelas interagdes benéficas
e/ou antagoOnicas dos microrganismos, determinando a composi¢do qualitativa e
quantitativa da comunidade (Raverkar & Konde, 1988). Praticas agricolas, como
a calagem, tém resultado em alteracdo na composi¢do das populagdes na
comunidade microbiana, principalmente de popula¢des de rizobios (Andrade et
al., 2002). O conhecimento do equilibrio dindmico ¢ dos efeitos das praticas
agricolas sobre as populagdes na comunidade bacteriana é importante devido as

inameras fungdes que esses microrganismos desempenham (Pereira et al., 1996).
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Os microrganismos, pela sua diversidade e dindmica, e por estarem
continuamente mudando e se adaptando as alteragdes ambientais, representam
indicadores sensiveis as mudangas no solo, oriundas de modificagées no seu
manejo (Kennedy & Papendick, 1995) e também do tipo de cobertura vegetal
(Prasad et al., 1994). A perda da biodiversidade pode ocasionar a perda de
estirpes inoculantes potenciais, assim como a diminui¢ao do potencial de fixacao
de nitrogénio dos solos, prejudicando o desenvolvimento de préticas de
recuperacao e conservagdo dos solos (Pereira, 2000).

No processo de selecdo de estirpes ¢ fundamental que se tenha
variabilidade do microssimbionte para que se aumente a probabilidade de
sucesso da simbiose hospedeiro-rizobio. Assim, a grande diversidade, inclusive
de leguminosas, encontrada nos varios sistemas de uso da terra (capoeira,
pastagem tradicional, sistema agroflorestal, floresta e monocultura) da
Amazbnia, pode abrigar também uma grande variabilidade de rizdbios,
adaptados a condi¢cdes de baixos valores de pH e temperaturas elevadas
(predominantes nos solos brasileiros), que inclui estirpes de alta eficiéncia

simbiotica (Moreira et al., 1993; Pereira, 2000).

O conhecimento sobre a biodiversidade presente nos diferentes
ecossistemas € a base do progresso biotecnoldgico esperado em diferentes areas
da ciéncia aplicada ¢ pode fornecer informag¢des importantes sobre a ecologia
destes microrganismos.

Neste contexto, o objetivo especifico deste trabalho foi avaliar a
diversidade fenotipica e genotipica de bactérias que podem fixar nitrogénio em
simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) de solos sob diferentes

sistemas de uso da terra na Amazonia.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho faz parte do projeto “Conservation and Sustainable
Management of Below-Ground Biodiversity”, financiado pelo GEF e
implementado pelo “United Nations Environment Programme (UNEP)”, que
esta sendo executado em sete paises, Brasil, Costa do Marfim, India, Indonésia,
Kénia, México e Uganda, cujo objetivo ¢ despertar a consciéncia e a
compreensdo sobre a biodiversidade do solo, importante para a produgdo
agricola sustentada em areas tropicais, através da demonstragdo de métodos para

a conservagao e manejo sustentado (Projeto GF/2715-02).

3.2.1 Amostragem do solo, captura e isolamento de bactérias que nodulam
leguminosas através de planta isca.

Na primeira quinzena de mar¢o de 2004 (periodo imido ¢ com maior
intensidade pluviométrica), coletaram-se 98 amostras de solo na camada de 0-20
cm, utilizando-se trado de rosca, totalizando 30 pontos amostrados na floresta
secundaria em estagio inicial de regeneragdo (FI), 10 pontos na floresta
secundaria em estagio avangado de regeneragdo (FA), 17 pontos na floresta
priméria (F), 13 pontos na pastagem (P), 18 na agricultura (AG) e 10 na
agrofloresta (A), sendo que em nenhuma das areas houve introdug@o de estirpes
exoticas através da inoculagdo. A descricdo detalhada da coleta das amostras de
solos, seguindo as normas instituidas do projeto para todos os paises envolvidos,

encontra-se em Moreira & Bignell (2006), e também www.biosbrasil.ufla.br,

assim como a caracterizagdo das areas de estudo, em Fidalgo et al. (2005), e as
analises quimica e fisica do solo, em Nobrega et al (em preparacdo).

Para captura de BNL, um experimento foi montado na casa-de-
vegetacdo do Laboratorio de Microbiologia do Solo — DCS — UFLA, de abril a
maio de 2004, em sacos plasticos estéreis da Nasco ® de 300 mL, com solucdo

nutritiva de Jensen isenta de nitrogénio (K,HPO, 0,2 g L'; MgSO,7H,0 0,2 gL°
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' NaCl 0,2 g L', CaHPO, 1 g L', FeCl;.6H,0 0,1 g L"'; H;BO; 2,86 mg L™;
MnS0,.4H,0 2,03 mg L'; ZnSO,.7H,0 0,22 mg L"; CuS0O,.5H,0 0,08 mg L™
e Na,M004.H,0 0,09 mg L), diluida quatro vezes e esterilizada (Jensen, 1942;
Vincent, 1970). Foram colocadas duas plantas de siratro (Macroptilium
artropurpureum) por saco, as quais foram inoculadas com suspensdes das 98
amostras de solo. Decorridos 30 dias de crescimento e nodulacdo das plantas,
foram avaliadas e calculadas as densidades das populagdes de BNL.

Apobs o destacamento manual, todos os nodulos das raizes de cada
planta-isca foram utilizados para o isolamento das BNL. Para a desinfestacdo
superficial, estes foram primeiramente imersos em dalcool etilico 95%, em
seguida, em H,0, por 1 minuto e, depois, lavados seis vezes com agua destilada
estéril. Posteriormente, foram macerados em placas contendo meio de cultura 79
(Fred & Waksman, 1928), sendo o material espalhado em forma de estrias
compostas para a obtencdo de coldnias isoladas. De cada nodulo se obteve
apenas um isolado.

Ap6s a purificagdo dos isolados, estes foram transferidos para tubos com
meio sélido 79 a 4°C, armazenados em tubos rosqueaveis de plastico e também
em meio liquido, acrescidos de glicerol 20% e armazenados a -80°C.

As caracteristicas culturais avaliadas para cada isolado foram: taxa de
crescimento medida pelo tempo de aparecimento de colonias isoladas (rapido - 2
a 3 dias; intermediario - 4 a 5 dias; lento - 6 a 10 dias; muito lento > 10 dias);
diametro médio das colonias isoladas; modificacdo do pH do meio (acidificacio,
alcalinizagdo e neutralizacdo), conforme Moreira (1991), e ainda forma do bordo
(circular, irregular; inteiro, ondulado); elevacdo do bordo (lente, convexo,
plano), superficie (liso, concéntrico), producdo de muco (escasso, pouco,
moderado, abundante), consisténcia (elastico, gomoso, butirico, aquoso)
absor¢do de indicador, transmissdo de luz (opaco, brilhante, translicido) e

coloragao das coldnias, conforme Jesus (2004).
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Com excegdo da caracteristica tempo em dias, para visualizagdo das
colonias, as demais foram avaliadas apds 5, 8, 12 e 15 dias de aparecimento das
coldnias isoladas para os isolados de crescimento rapido, intermediario, lento e

muito lento, respectivamente.

Caracteristicas culturais referentes ao tempo de aparecimento das
coldnias isoladas e quanto a modificacdo do pH do meio sdo indicadoras da
presenga de diferentes géneros entre os grupos de isolados (Moreira, 1991) e
foram utilizadas como analise preliminar da diversidade de BNL. Rhizobium
(Frank, 1889) e Sinorhizobium (Chen et al., 1988) sdo géneros de crescimento
rapido, ou seja, tempo de aparecimento de coldnias isolados de 2 a 3 dias,
produzem reacdo 4cida no meio de cultura, mas em alguns casos podem nao
produzir modificagdo visivel do pH. Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) tem
crescimento rapido a intermediario, de 3 a 5 dias, e pode ter, também, reagdo
acida ou ndo produzir modificacdo do pH no meio. Allorhizobium (de Lajudie et
al., 1998) tem crescimento rapido, de 1 a 2 dias. Azorhizobium (Dreyfus et al.,
1988) tem crescimento rapido a intermediario, de 3 a 4 dias, e produz reagdo
alcalina no meio. Bradyrhizobium (Jordan, 1984) sdo de crescimento lento a
muito lento, 6 a mais de 10 dias, e produzem reagdo alcalina no meio;
Burkholderia (Moulin et al., 2001) tem crescimento rapido e pode ter, também,
reacdo acida ou produzir reacdo alcalina do pH no meio (Moreira & Siqueira,

2006).

3.2.2. Analise dos dados

Cinco matrizes binarias dos dados foram construidas para o
agrupamento com os isolados separados pelas caracteristicas referentes ao tempo
de aparecimento das coldnias isolados ¢ quanto a modifica¢dao do pH, utilizando
todas as caracteristicas culturais avaliadas. Para cada caracteristica foram

atribuidos valores 1 ou 0, indicando presenca ou auséncia da mesma. Os
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dendrogramas foram construidos pelo método UPGMA (método da média
aritmética ndo ponderada), com a utilizagdo do coeficiente de similaridade de
Jaccard e do programa estatistico NTSYS (Numerical Taxonomic and
Multivariate Analysis System, version 2.0, Applied Biostatistics, New Y ork).

Os grupos culturais formados a 87% de similaridade foram utilizados no
calculo do indice de diversidade de Shannon e na andlise de rarefacdo, com o
auxilio do programa EstimateS, versdo 7.5 (Cowell, 2006). Através dele foi
possivel contabilizar a riqueza de tipos culturais e também estima-la através do
indice riqueza Chao 2 (Chao, 1987), dado pela expressdao Chao 2 = S+LY/2M,
em que L ¢ o numero de tipos culturais que ocorrem somente em uma amostra
(espécies unicas) € M corresponde ao numero de tipos culturais que ocorrem nas
amostras. O programa selecionou os isolados ao acaso de modo a constituir
amostras com um, até o numero total de isolados, sendo que os dados foram
aleatorizados mil vezes. Foram construidas curvas com a varia¢cdo do indice
Chao 2 em fungéo do numero de amostras (esforgo de amostragem). O programa
também calculou o numero de Singletons (grupos com apenas um individuo),
Doubletons (grupos com apenas dois individuos), Uniques (grupos que ocorrem
em apenas uma amostra) e Duplicates (grupos que ocorrem em apenas duas

amostras) (Colwell & Coddington, 1994).

3.2.3 Amplificacio e sequenciamento do gene 16S do DNA ribossomal

Os isolados foram crescidos em meio 79. Colonias isoladas de 112
representantes dos grupos, que foram autenticados, obtidos pela caracterizacdo
cultural em meio 79, foram retiradas, colocadas em micro tubos de 1,5 mL
contendo 1 mL de agua ultra pura estéril e aquecidas por 10 minutos a 95°C.
Uma aliquota de 10 pL foi utilizada para a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), para um volume final de 50 uL por rea¢do. A concentragdo final dos

reagentes por reacdo foram de 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciadores 27F
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(5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT),
2,5 Mm de cloreto de magnésio, tampao 1x para PCR, 0,2 uM de cada dNTP e
0,02 U Taq DNA polimerase (Taq DNA polimerase, Invitrogen). A reagdo de
amplificagdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycle”, Alemanha.
As temperaturas do ciclo de amplificagdo foram uma desnaturac¢do inicial de
94°C por Smin., 30 ciclos de desnaturagdo (94°C por 40s), anelamento (55°C
por 40s), extensdo (72°C por 1,5 min) e uma extensado final de 72° por 7 min. A
reacdo de PCR do r DNA 16S (50uL) foi corrida em gel de agarose 1% (p/v),
com tampao TAE e corada em brometo de etideo (5ug mL™). As amostras foram
congeladas e liofilizadas e enviadas para a empresa Macrogen, Republica da
Coréia, para realizacdo do sequenciamento. O sequenciamento direto foi

realizado utilizando o oligonucleotideo iniciador 27F.

3.2.4 Pesquisa por similaridade
As seqiiéncias dos isolados de siratro foram comparadas com seqiiéncias

depositadas no GenBank, banco de seqiiéncias publico (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a pesquisa no Genbank, foi utilizado o programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), que compara varias
seqiiéncias simultaneamente, contidas em um tinico arquivo, contra um banco de
dados de nucleotideos. Este programa ¢ utilizado para comparar as seqiiéncias
que diferem muito pouco (Zhang et al., 2000). Sendo assim, todas as seqiiéncias
individuais, e seqliéncias contiguas de outras regides do gene 16SrDNA, foram
reunidas em um arquivo apos terem sido editadas. Este arquivo foi utilizado na
pesquisa por similaridade. O Genbank mantém todos os tipos de seqiiéncias,
além do 16S rDNA, e todos os tipos de estirpes. Na busca realizada pelo
programa Blast, muitas opgdes podem ser modificadas pelo usuério. Estas

opcdes incluem as formatagdes de saida do resultado da busca, em formato

88



HTML, texto e outros formatos ¢ opg¢des avangadas de busca, como a opcao de
modificar o maior valor de expect € wordsize.
3.2.5 Alinhamento das seqiiéncias e andlise filogenética

Com a obtengdo das seqiiéncias 27F dos isoladas de nddulos de siratro
utilizadas neste trabalho, construiram-se arvores filogenéticas para avaliar a
proximidade destas estirpes de outras espécies. Inicialmente utilizou-se o
programa BIOEDIT para formatar e editar as seqiiéncias, e depois o programa
ClustalW para alinhar todas as seqiiéncias dos isolados do siratro com as
respectivas seqiiéncias de espécies mais similares. As seqiiéncias alinhadas
foram usadas para analise filogenética, através do método Neighbour-Joining, o
teste de filogenia bootstrap com um minimo de 2000 replicagdes a partir de uma
matriz de distdncias com o numero de diferencas entre os pares de seqiiéncias
alinhadas pelo modelo de nucleotideo Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969). O

programa MEGA3 (Kumar et al., 2004) foi utilizado para construir estas arvores.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Isolamento e caracterizaciao cultural de Bactérias que Nodulam
Leguminosas.

Foram obtidos 1890 isolados em cultura pura, sendo 474 isolados
obtidos na floresta secunddria em estagio inicial de regeneragdo (FI), 160
isolados na floresta secundéria em estdgio avancado de regeneragdo (FA), 136
isolados na floresta primaria (FP), 219 na pastagem (P), 547 na agricultura (AG)
e 354 na agrofloresta (A). O maior numero de isolados foi obtido na agricultura
e o menor niumero de isolados, na floresta primaria. Como neste trabalho todos
os noédulos foram utilizados para o isolamento, ¢ de cada nddulo obteve-se
apenas um isolado, entdo pode-se relacionar o baixo nimero de isolados a baixa
densidade, e conseqiientemente a uma baixa freqiiéncia de nodulagéo, o que foi
observado notadamente na FP. Estudos em floresta climax na Amazonia
encontraram baixas freqiiéncias de nodulacdo (Magalhdes et al., 1982; Nobrega,
2006) ¢ baixas densidades (Bonetti et al., 1984; Jesus et al., 2005; Moreira &
Franco, 1994). O mesmo foi observado em floresta tropical umida na Africa
(Fening & Danso, 2002). Pereira (2000) encontrou maiores popula¢des de
rizobios em solos da Amazdnia utilizados para pastagem, até mesmo maiores
que em area cultivada com feijoeiro e menores na floresta.

Combinando as caracteristicas de pH e tempo de aparecimento das
coldnias, foram encontrados 5 tipos culturais principais nos diferentes sistemas
de uso da terra, que possuem caracteristicas semelhantes aos géneros dos
rizobios, podendo ser um indicativo da presenca destes géneros nos diferentes
SUT’s estudados. Dos 1890 isolados de BNL obtidos, 790 apresentaram
crescimento rapido e acidificaram (RA); 596 apresentaram crescimento rapido e
ndo modificaram o meio (RN); 125 apresentaram crescimento intermediario e
ndo modificaram o meio (IN); 109 apresentaram crescimento intermedidrio e

alcalinizaram (IAL); e 270 tiveram crescimento lento ¢ alcalinizaram o meio
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(LAL) (Figuras 2 e 3). Os isolados que apresentaram crescimento rapido e
acidificaram (RA) podem pertencer aos géneros Rhizobium, Sinorhizobium
Mesorhizobium, Allorhizobium ou Burkholderia, os RN podem pertencer aos
géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, os que
apresentaram crescimento do tipo IN podem indicar a presengca do género
Mesorhizobium (Jarvis et al., 2002), os isolados que apresentaram crescimento
IAL podem ser indicativos do género Azorhizobium e, finalmente, os que
apresentaram crescimento lento e reagdo alcalina do pH do meio podem

pertencer ao género Bradyrhizobium .
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FIGURA 1 Distribuicdo dos isolados de bactérias que nodulam siratro em 5
tipos culturais baseados na alteracdo dos pH do meio de cultura e no
tempo de aparecimento de colonias isoladas; apresentaram
crescimento rapido e acidificaram (RA); crescimento rapido e nao
modificaram o meio (RN); crescimento intermedidrio e ndo
modificaram o meio (IN); crescimento intermediario e alcalinizaram
(IAL); e crescimento lento e alcalinizaram o meio (LAL).
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FIGURA 2 Distribuigdo dos isolados de bactérias que nodulam siratro, isoladas
de diferentes sistemas de uso da terra, em 5 tipos culturais baseados
na alteragdo dos pH do meio de cultura e no tempo de aparecimento
de colonias isoladas; apresentaram crescimento rapido e
acidificaram (RA); crescimento rapido ¢ ndo modificaram o meio,
(RN); crescimento intermediario e ndo modificaram o meio (IN);
crescimento intermediario e alcalinizaram (IAL); e crescimento
lento e alcalinizaram o meio (LAL).
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Todos os sistemas de uso da terra estudados apresentaram isolados dos 5
tipos culturais baseados na alteragdo dos pH do meio de cultura e no tempo de
aparecimento de coldnias isolada. Na floresta primaria (F), a quantidade de
isolados de crescimento rapido que acidificam o meio e a de crescimento rapido
que ndo modificam o meio se igualaram. Na pastagem (P), a maioria dos
isolados foi de crescimento rapido, que ndo modificam o meio. Cerca de 32%
dos isolados apresentaram crescimento rapido e ndo modificaram o pH do meio
de cultivo, 14% tiveram crescimento lento e alcalinizaram o meio e os que
apresentaram crescimento intermediario e alcalinizaram o meio e crescimento
intermediario e neutralizaram o meio foram cerca de 7 e 6%, respectivamente.

A maioria dos isolados (41%) apresentaram crescimento rapido e
acidificaram o meio. A predominancia de isolados de crescimento rapido e que
acidificam o meio, entre as BNL, foi também relatada em estudo usando caupi
como planta isca na mesma area em estudo, 49,2% dos isolados acidificaram o
meio (Nobrega, 2006), o que também ocorreu em uma area proxima ao local
deste estudo, estudada por Jesus et al. (2005), os quais, ao avaliarem a densidade
de BNL utilizando siratro como plantas isca, encontraram 58 % de isolados de
crescimento rapido em solos sob floresta primaria e 53 % em monocultura da
mandioca. Somente na monocultura da pupunha ¢ que a maior parte foi
constituida de isolados de crescimento lento e que alcalinizam o meio de cultura.
Neste estudo, a pastagem foi o SUT com maior nimero de isolados que
acidificaram o meio de cultivo em relacdo aos demais SUTSs. Pereira (2000)
encontrou grande propor¢do de isolados que acidificam o meio em solos sob

floresta localizada em Theobroma, Rondoénia.

3.3.2 Agrupamento e diversidade dos isolados de BNL
Para uma analise detalhada da riqueza dos isolados de BNL, todas as 20

caracteristicas culturais avaliadas dos 1890 isolados (Anexo 1A) foram
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consideradas para o agrupamento e formagdo dos grupos culturais. Assim,
através do agrupamento realizado por meio do dendrograma cultural analisado a
87% de similaridade, foi possivel encontrar 112 grupos culturais (Anexo 2A), e
quando estes foram distribuidos dentro dos SUTs de origem, obtiveram-se 34 na
FI, 27 grupos na FA, 16 grupos na F, 33 na P, 57 grupos na AG e 57 na A. Os

resultados obtidos pelo programa estimateS encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1 Numero de pontos coletados, com isolados, isolados obtidos de
individuos estimados, Riqueza de grupos culturais*, Espécies
observadas, Chao2**, Singletons, Doubletons, Uniques,
Duplicates, Shannon, de bactérias que nodulam e fixam nitrogénio

isoladas de siratro.

FID FA® F® P@ AG(5) A©
N°. de pontos coletados 30 10 17 13 18 10
N°. de pontos com isolados 30 10 17 13 18 10
N°. de isolados obtidos 474 160 136 219 547 354
N° de individuos estimados 476,37 159,7 135,88 220,69 552,17 357,07
Riqueza de grupos culturais* 34 27 16 33 57 57
Espécies observadas 27 27 16 24 48 28
Chao 2** 38,6 31,73 17,11 33,56 6191 68,76
Singletons 2,39 1,00 1,20 4,56 5,88 4,88
Doubletons 5,36 1,95 1,25 6,95 9,92 11,59
Uniques 8,9 5,62 3,78 9,33 15 17,97
Duplicates 5,94 7,11 2,55 6,72 9,79 11,93
Shannon 2,58 2,13 1,45 2,41 2,89 2,91

™ Floresta secundaria em estagio inicial de regeneragio (FI). @ Floresta secundéria em estagio
avangados de regeneragio (FA). ® Floresta primaria (FP).  Pastagem (P). © Agricultura (AG). ©
Agrofloresta (A).* Riqueza observada. ** Riqueza estimada

Foi possivel obter isolados de todos os 98 pontos de amostragem. O
maior nimero de individuos estimados foi para AG e o menor, para F, que foi
aproximadamente igual ao niimero de isolados obtidos para FI, AG ¢ A; o
numero de individuos estimados foi maior que o nimero dos isolados obtidos. O
numero de Singletons (grupos com apenas um individuo) foi maior na

agricultura, ocorrendo 5,88 grupos com apenas um individuo, e menor na
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floresta secundaria em estagio avancado de regeneragdo, apenas um grupo com
um individuo (FA). A agrofloresta teve, uma média, 11,59 grupos com apenas
dois individuos (Doubletons) ¢ a floresta, 1,25. A agrofloresta obteve a maior
quantidade de Uniques (grupos que ocorrem em apenas uma amostra) e de
Duplicates (grupos que ocorrem em apenas duas amostras) ¢ a floresta, as
menores. Agricultura obteve o maior nimero de tipos culturais (riqueza)
observados e a floresta, o menor; a quantidade de espécies observadas foi igual
para FI e FA. Com o célculo de indice Chao 2, verifica-se que a riqueza total
estimada, isto ¢, que inclui espécies ndo presentes na amostra, assim como a
observada, que inclui somente as espécies da amostra, obedeceram a seguinte
ordem: A > AG >FI > P >FA >F (Tabela 1).

A diversidade calculada pelo indice de Shannon seguiu a mesma ordem
daquela obtida pelo indice de Chao 2, indicando que mudangas de uso da terra
alteraram a diversidade de BNL.

Menor diversidade de isolados de bactérias que nodulam leguminosas
em amostras de solo sob floresta primaria, em relacdo a agricultura de
pupunheira ¢ mandioca em locais proximos ao do presente estudo, ja foi
verificada por Jesus et al. (2005) utilizando siratro como planta isca. Os autores
atribuiram a menor diversidade neste sistema ao menor numero de isolados
obtidos em relacdo aos demais sistemas de uso, concluindo que a diversidade foi
subestimada.

Nas florestas, as populagcdes de BNL encontram-se em baixa densidade
por este se tratar de um sistema em equilibrio em que a baixa demanda de
nitrogénio é suprida por ciclagem, ndo havendo estimulo a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (Magalhdes et al., 1982), e que, devido a estas, ha relatos de que
raramente encontram-se nddulos em floresta primaria de terra firme (Bonetti et
al., 1984; Magalhaes et al., 1982; Moreira et al., 1992; Sylvester-Bradley et al.,
1980) por fatores limitantes do solo (Moreira et al., 1992; Moreira, 1995), por
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uma grande variedade de compostos secundarios, entre os quais muitos sdo deles
substancias de defesa contra predadores e parasitas (Janzen, 1980), e pela
presenga de antagonistas (Handelsman & Brill, 1985; Pugashett et al., 1982;
Vicent, 1970).

Ja nos demais SUTs, como agrofloresta, florestas secundarias e
pastagem, que se encontram em fase de sucessdo (Fidalgo et al., 2005) e
demandam mais nitrogé€nio, ha maior estimulo para a ocorréncia de populagdes
mais eficientes e diversas de BNL. A caréncia de nitrogénio gera a pressao
seletiva para a fixa¢do bioldgica do nitrogénio atmosférico e, desta forma,
conduz a uma adaptacdo das populagdes de bactérias em que elementos
genéticos moveis podem ser transferidos horizontalmente, entre géneros de
bactérias, conferindo-lhes a capacidade de fixacdo bioldégica. O estimulo por
parte das plantas cultivadas (Venkateswarlu et al., 1997); através da exploracdo
do solo pelas raizes e exudagdo de compostos organicos na rizosfera, pode
controlar parametros abidticos do solo, como concentracdo de nutrientes e
umidade, que podem modificar indiretamente a atividade e a diversidade
microbiana (Paul & Clark, 1989), assim como ser fonte de carbono e energia,
estimulando as populagdes de organismos.

Com relagdo a riqueza de BNL na regido, a curva de variagdo do indice
de Chao 2, construida com todos os isolados obtidos nos 98 pontos amostrados,

tendeu a atingiu a assintota para cada SUT (Figura 3).
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FIGURA 3 Varia¢do do indice Chao 2 em func¢do do ntimero de amostras
coletadas (esfor¢o de amostragem) em solos sob floresta secundaria
em estagio inicial de regeneracdo (FI), floresta secundaria em
estagio avancados de regeneragdo (FA), floresta primaria (FP),
pastagem (P), agricultura (AG) e agrofloresta (A).

Péde-se verificar que mesmo nos SUTs que tiveram maior numero de
pontos amostrados (esfor¢o de amostragem), como a floresta secundaria em
estagio inicial de regeneracdo, com 30 pontos, e a floresta primaria, com 17,
assim como nos demais SUTs, a riqueza de tipos culturais de BNL capturadas
permaneceu constante apds a sétima amostra, indicando que a amostragem
realizada foi representativa para o estudo destes microrganismos, ja que se
atingiu assintota, corroborando Noébrega (2006), que em estudo na mesma area
utilizando caupi como planta isca, também atingiu assintota, apesar de ter maior

riqueza de tipos culturais.
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3.3.3 Ajustes de modelos de abundancia de tipos culturais as populacdes de
BNL

As curvas de variacdo para o indice de Shannon tendenram a atingiram a
assintota (Figura 4). Este resultado comprova o encontrado anteriormente, o que
indica que a amostragem realizada foi representativa para o estudo destes
microrganismos, ja que se atingiu assintota, e significa que a coleta de mais
amostras seria desnecessaria para realizar a estimativa da diversidade de rizobios
que nodulam siratro com base neste indice, pois estirpes j& identificadas
poderiam ser reamostradas. Em estudo de comunidades de rizobios em solos
cultivados observou-se que a variagdo do valor do indice de Shannon em relacao
aos SUT foi a melhor determinagdo da diversidade em cada uma das areas
estudadas (Coutinho et al., 1999), apesar de estes autores terem uma amostra de

apenas 31 isolados.
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FIGURA 4 Valores de Shannon (H”) para os isolados de BNL em fungado do
niumero de amostras coletadas (esforgo de amostragem) em solos
sob floresta secundaria em estagio inicial de regeneracdo (FI),
floresta secundaria em estigio avancados de regeneracdo (FA),
floresta primaria (FP), pastagem (P), agricultura (AG) e
agrofloresta (A).
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Jesus et al. (2005) encontraram uma ampla diversidade de grupos
culturais de BNL em solos cultivados com pupunha, mandioca e da floresta
primaria na regido do Alto Solimdes, na Amazodnia. Nas areas cultivadas com
mandioca foi registrada a maior diversidade, indicando que os sistemas de uso
alteraram e estimularam a diversidade das comunidades de BNL.

Pereira (2000), avaliando diferentes manejos do solo, como
monocultura, sistema agroflorestal, pastagem capoeira e floresta na Amazonia,
sobre a diversidade cultural e eficiéncia de populagdes de bactérias que nodulam
leguminosas, verificaram que a pastagem foi o sistema de manejo que
proporcionou maiores valores para estas variaveis. Na floresta primaria, a autora
obteve o menor nimero de isolados, porém houve maior diversidade de espécies
que nodulam leguminosas em relacdo aos demais sistemas de uso. Isto pode ser
devido ao fato de que solos sob floresta ndo estdo submetidos a praticamente
nenhuma perturbagdo antrépica, e ainda a adaptacdo de populagdes de bactérias
que nodulam leguminosas a estresses quimicos edaficos, pois, na natureza, a
selecdo de organismos ¢ conduzida para sobrevivéncia ¢ ndo para eficiéncia. No
entanto, os dados deste trabalho ndo mostram o mesmo; obtiveram-se, na
floresta primaria, os menores valores, tanto de densidade quanto de diversidade,
0 que se deve ao fato ja mencionado da falta de estimulo a FBN nestes
ambientes (Bonetti et al., 1984; Magalhdes et al., 1982; Moreira et al., 1992;
Sylvester-Bradley et al., 1980) por fatores limitantes do solo (Moreira et al.,
1992; Moreira, 1995). A mesma autora ressalta que estas interpretagdes
precisam ser criteriosas, uma vez que a planta isca utilizada para o isolamento
das bactérias influencia nos resultados encontrados. Tal fato pode ser atribuido
ao estimulo ou ndo para o estabelecimento da simbiose, que tem como etapas
fundamentais a pré-infec¢do (envolve o reconhecimento e interagdo entre a
espécie de planta hospedeira e o simbionte), a infeccdo da planta pela bactéria e

a formacao e funcionamento do nddulo (fixacdo bioldgica do nitrogénio).
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3.3.4. Amplificacio e sequenciamento do gene 16S do DNA ribossomal

A amplificagdo parcial do 16S rDNA dos 112 isolados BNL que
nodularam o siratro foi bem sucedida em 96. Destes, 74 foram seqiienciados
com o oligonucleotideo iniciador 27 no sentido “foward”, que amplifica a regido
inicial do gene 16S. Os rDNA 16S de 22 isolados ndo tiveram qualidade
suficiente para serem seqiienciados, ou seja, ndo obtiveram um numero
suficiente de bases seqiienciadas, que ¢ acima de 400 bases. As seqiiéncias
foram submetidas ao GenBank, banco de seqiiéncias publico
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a pesquisa no Genbank foi utilizado o programa

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),

que compara varias seqiiéncias simultaneamente, contidas em um unico arquivo,
contra um banco de dados de nucleotideos. Os resultados do numero de pares de
bases para os isolados representantes dos grupos, os respectivos géneros, a

porcentagem de similaridade e o nimero do acesso encontram-se na tabelal.
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TABELA1 Sequenciamento dos isolados representantes dos grupos culturais
com seus recpectivos SUT, tipo cultural, nimeros de pares de bases,

numero do acesso mais

similar encontrados no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/), porcentagem de
similaridade idénticas ao acesso.

G N Isolados SUT* Tipo** Pb Microrganismo % NA

1 13 1228119 AG RA 846 Burkholderia pseudomallei 95 NC_006351.1

2 16 j4622-1 F RA 851  Rhizobium leguminosarum bv. viciae ~ 86  NC_008380.1

327 J17-1-1 F RA 855 Mesorhizobium loti 94 BA000012.4

4 134 122921 FI RA 793 Mesorhizobium sp. 94  NC_008254.1

5 58 J2-22-1-23 RA 844 Burkholderia sp. 99  DQ777733.1

6 35 11012 F RA 856 Mesorhizobium sp. 94 CP000390.1

7 481 1224223 A RA 818 Rhizobium sp. 98  AF514801.1

g 9 J6 88-1-1 FA RA 885 Burkholderia sp. 98 U37342.1

9 4 1228125 AG RA 826 Rhizobium sp. 99 EF035062.1
21 4 1217A-15 A RN 857 Rhizobium etli 96 NC_007761.1
2 2 J2-28-1-32 AG RN 1040  Rhizobium leguminosarum bv. viciae 96 NC_008380.1
23 1 J2 24A-3-4 A RN 820 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 96  AM236080.1
24 1 221216 AG RN 855 Rhizobium etli 95 NC 007761.1
25 1 J2-22-1-27 A RN 838 Burkholderia pseudomallei 98 NC_007435.1
26 3 J2-22-1-33 A RN 846 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 96 NC_008380.1
27 2 J5 67-1-2 A RN 815 Rhizobium sp. 94  DQ267108.1
28 2 J2:281-13  AG RN 989 Rhizobium sp. 90 D14510.1
29 2 J15-122 F RN 848 Burkholderia sp. 95 DQ777739.1
31 2 J219A-2-11 A RN 848 Mesorhizobium sp. 93  AF509918.1
32 11 1219A2-13 A RN 824 Rhizobium sp. 98  AF325770.1
33 11 1219A2-14 A RN 851 Burkholderia sp. 99 DQ777739.1
35 2 1222136 A RN 821 Rhizobium sp. 98  EF035074.1
36 28 12-22-1-38 A RN 823 Sinorhizobium medicae 95  DQ423248.1
37 13 J2 21-1-2 AG RN 857 Rhizobium galegae 99 X67226.2
38 4 J2-22-1-40 A RN 845 Sinorhizobium sp. 96 AJB46889.1
39 37 1222-141 A RN 853 Sinorhizobium sp. 97  AY500253.1
40 10 j22202-12 A RN 816 Burkholderia sp. 96  AB212227.1
41 69 21722 A RN 845 Burkholderia sp. 96  AY610937.1
43 J3 37-1-1 FA RN 858 Rhizobium sp. 97 EF035072.1
44 2 J5 67-1-7 A RN 885 Rhizobium sp. 97 EF035071.1
45 1 J228126 AG RN 958 Rhizobium sp. 97  AF064016.1
46 12 )694-1-8 P RN 856  Rhizobium leguminosarum bv. viciae ~ 98  DQ835294.1
47 2 J2 26-1-2 AG RN 863 Sinorhizobium meliloti 96  NC_003047.1
48 8 J2 30-1-5 FI RN 856 Rhizobium sp. 99 AY500260.1
... continua...
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49 9 J2 24A-1-5 A RN 846 Burkholderia sp. 99  DQ777739.1
50 1 J2-28-1-42 AG RN 854  Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli ~ 97 EF141340.1
51 4 1217A-1-13 A RN 845 Rhizobium etli 99  AYI117632.1
52 2 J2 18-1-6 AG RN 851 Sinorhizobium sp. 97 AJB46889.1
53 1 J2 26-1-4 AG RN 846 Rhizobium sp. 97  AY500260.1
54 1 J2-32-1-13 AG RN 852 Burkholderia sp. 96  DQ777739.1
55 2 J1219A-2-20 A RN 852 Rhizobium sp. 99  EF035071.1
56 2 J2 22-3-4 A RN 857 Rhizobium etli 99  AYI117632.1
58 2 J2-29-2-24 FI RN 859 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 97  DQ835305.1
59 10 1227-1-11 AG RN 843 Rhizobium galegae 96 X67226.2
60 1 J5 67A-1-2 A RN 851 Burkholderia sp. 99  DQ777739.1
61 1 1224A-2-14 A RN 858 Rhizobium sp. 99  EF035072.1
62 1 J2-22-4-10 A IN 855 Azorhizobium sp. 99  DQ664248.1
63 4 J2-27-1-12 AG IN 828 Bradyrhizobium sp. 98  EF070134.1
64 7 1224A-2-15 A IN 857 Rhizobium sp. 97  EF035060.1
70 3 J3-33-1-23 AG IN 851 Azorhizobium sp. 96  DQ664248.1
74 1 J2-22-1-13 A IN 847 Azorhizobium sp. 97  DQ664248.1
76 3 J2 19-3-2 AG IN 856 Bradyrhizobium sp. 99  DQ354614.1
77 1 J2 23-1-5 FA IN 857 Bradyrhizobium sp. 95  AF510596.1
78 | 27 | J2-18-128  AG  IN 857 Azorhizobium sp. 99 DQ664248.1
81 3 J2-24-2-15 A IN 858 Bradyrhizobium elkanii 99  DQA485704.1
82 2 J2 23-2-7 FA IN 858 Azorhizobium sp. 99  DQ664248.1
83 25 J2-29-1-13 FI IN 856 Bradyrhizobium japonicum 99  AB231926.1
85 3 J2 26-1-5 AG IN 834 Bradyrhizobium sp 95  AY490114.1
86 13 12:27-1-20 AG IN 856 Bradyrhizobium sp. 97  AY490115.1.
87 18 12221129  AG IN 856 Bradyrhizobium sp. 100 EF070134.1
88 23 J2241-18 A IAL 859 Bradyrhizobium elkanii 96 DQ485704.1
89 2 J2 17A-2-1 A IAL 859 Bradyrhizobium sp. 99 AJ810378.1
90 1 J6 92-2-4 P IAL 789 Bradyrhizobium sp. 96  AF510623.1
92 1 J2 20-1-5 A IAL 856 Bradyrhizobium sp. 99  AY490115.1
93 2 J2-24-1-26 A IAL 847 Bradyrhizobium sp. 97  DQ354619.1
94 4 J4 62-3-3 F IAL 858 Bradyrhizobium elkanii 100 DQ485704.1
95 3 J2 24-2-4 A IAL 856 Azorhizobium sp. 97  DQ664248.1
9% 3 J2 19A-3-2 A IAL 854 Bradyrhizobium sp. 97  AY490122.1
97 3 J6 81A-3-9 FA IAL 815 Azorhizobium doebereinerae 98  AY626222.1
98 1 J18-1-3 F IAL 841 Bradyrhizobium sp. 99  AY490122.1
101 6 J2 19A-3-6 A IAL 856 Bradyrhizobium sp. 99  DQ354614.1
102 1 J2 19-2-4 AG IAL 847 Bradyrhizobium sp. 100 EF070134.1
103 4 12 22-3-5 A IAL 852 Bradyrhizobium elkanii 99  DQA485704.1
104 2 J2 27-2-3 AG IAL 844 Bradyrhizobium sp. 100 EF070134.1
... continua ...
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105 22 J2-26-1-10 AG IAL 837 Bradyrhizobium sp. 89  EF035057.1
106 2 J5 80-1-5 FI IAL 855 Bradyrhizobium elkanii 99  DQA485704.1
107 2 J5 76-3-1 FI IAL 856 Bradyrhizobium japonicum 99  AB231926.1
108 8 J2 26-2-2 AG L 852 Bradyrhizobium elkanii 98  DQA485704.1
111 209 J336-24 FI L 841 Bradyrhizobium sp. 100 EF070134.1
112 4 J3-33-1-15 AG L 855 Bradyrhizobium japonicum 99  AB231926.1

*SUT- Sistema de uso da Terra (AG- Agricultura, A- Agrofloresta, F- Floresta Primaria, FI- Floresta
secundaria estagio inicial de regeneragdo; FA Floresta secundaria estigio avancado de regeneragdo, P —
Pastagem).**Tipo - tipo cultural (RA- Réapido acido, RN- Rapido neutro, IN — Intermediario neutro, IAL —
Intermediario alcalino, L — Lento)

Os resultados obtidos pelas analises das seqiliéncias mostraram que ha
diversidade de géneros de BNL entre os isolados representantes dos grupos
culturais. Dos 74 isolados seqiienciados, onze pertencem ao género
Burkholderia sp. e dois deles foram identificados com sendo Burkholderia
pseudomallei (G1 e G25). Dentro do género Burkholderia, por exemplo,
ocorrem tanto espécies benéficas, capazes de fixar nitrogénio ou produzir
fitormdnios como AIA (acido indol acético), como a B. tropica (Reis, 2004) e
outras espécies (Chen et al., 2003; Moulin et al., 2001), quanto espécies
patogénicas, tanto de plantas quanto de animais, como a B. cepacia,
originalmente conhecida como agente causador do apodrecimento de cebolas ¢
posteriormente encontrada em pacientes com fibrose cistica, juntamente com
outras espécies recentemente descritas, como B. multivorans, B. stabilis, B.
vietnamiensis ¢ B. ambifaria (Cystic Fibrosis Worldwide Website, 2006). Silva
(2006), em estudo com meios NFb, FAM e LGI inoculados com suspensdes de
solos da Amazbénia sob diferentes SUT da mesma regido deste estudo,
identificou seis isolados dos 22 isolados como pertencentes ao género
Burkholderia. Van Pelt et al. (1999) fazem comparagdo de diversos tipos de
abordagens experimentais para identificacdo de estirpes de Burkholderia, um
grupo de particular interesse comercial, pois ha um potencial uso deste género

como biopesticidas, promotores de crescimento em plantas e degradantes de
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poluentes ambientais. Quanto a meios seletivos, estes autores comentam que
estirpes de B. cepacia nao podem ser identificadas com base em meio especifico,
pois outras bactérias além desta pode crescer neste meio; portanto, esta
metodologia deve ser utilizada apenas como uma primeira abordagem, e nao
como identificacdo definitiva.

Vintee sete isolados pertencem ao género Rhizobium sp., sendo seis
identificados como Rhizobium leguminosarum bv. viciae (G2, G22, G23,G26,
G46 ¢ G59) e o isolado representante do grupo 50, como Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli. Quatro isolados pertencem ao género
Mesorhizobium sp., sendo o isolado do G3 identificado como Mesorhizobium
loti; cinco ao género Sinorhizobium sp., Sinorhizobium medicae (G36) ¢
Sinorhizobium meliloti (G47); e sete ao género Azorhizobium sp.. O isolado do
grupo 97 foi identificado como sendo Azorhizobium doebereinerae, e vinte seis
pertencem ao género Bradyrhizobium sp, sendo seis Bradyrhizobium elkanii
(G81, G88, G94, G103, G106 e G108) e trés Bradyrhizobium japonicum.(G83,
G107, G112).

3.3.5 Analise filogenética

Na analise filogenética pretendeu-se avaliar a proximidade dos isolados
utilizadas neste trabalho com outros grupos de bactérias, sendo utilizadas as
estirpes tipo de cada um dos grupos ¢ as estirpes que possuiam a maior
similaridade com isolados representantes dos grupos culturais de bactérias que
nodulam o siratro. Para a constru¢do das arvores alinhou-se, inicialmente, as
seqiiéncia de estirpes Tipo, obtidas no site GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), com as seqiiéncias dos isolados deste
trabalho. Outras que ficaram préximas aos isolados utilizados neste estudo
foram também utilizadas. Os isolados que apresentaram seqiiéncias com uma

similaridade proxima de 100 % indicaram tratar-se do mesmo género, mas
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podem ser de espécies diferentes. Para estes isolados muito similares, apenas
uma seqiiéncia representativa foi usada para criar um agrupamanto e utilizada
para a construcao da arvore.

Na arvore filogenética, os isolados semelhantes a Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, Rhizobium tropici, ficaram proximos da estirpe
tipo de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, mas ndo possuem semelhanca
entre os outros isolados, formando grupos com Rhizobium sp e R. galegae € com
os formados por Rhizobium leguminosarum bv. viciae. € Rhizobium etli. Aguilar
et al. (2006) estudaram a filogenia e a molécula sinalizadora de nodulagdo
capazes de nodular feijdo comum em solos da Argentina predominantes com
Rhizobium etli; os autores analisaram genes simbidticos e encontraram grupo
com R. tropici junto com Rhizobium sp isolado de leucena e de feijdo e grupo
com R. tropici junto com Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, Rhizobium
leguminosarum bv. Trifolii. Os mesmos autores encotraram Rhizobium etli junto
com Rhizobium leguminosarum bv. Viciae. Andrade et al. (2002) analisaram
16S-23S ITS (internally transcribed spacer) e 16SrRNA de populagdes de
rizébio em nodulos de feijdo comum e encontraram isolados que se alinharam
com with Rhizobium tropici 1IB e Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli,
predominantes independentemente da aplicacdo de calcario.

Os isolados semelhantes a Sinorhizobium, sendo Sinorhizobium medicae
(G36) semelhantes a Sinorhizobium sp; e diferente do género Sinorhizobium
meliloti (G47). Os vinte cinco isolados pertencentes ao género Bradyrhizobium
sp., seis Bradyrhizobium elkanii (G81, G88, G94, G103, G106 e G108), trés
Bradyrhizobium japonicum.(G83, G107, G112) e os outros, ficaram proximos.
Os seis sequéncias semelhantes ao género Azorhizobium sp., e o isolado do
grupo 97 foi identificado como sendo Azorhizobium doebereinerae também
ficaram proximos. Os isolados semelhantes ao género Burkholderia sp. ficaram

um pouco distante dos dois que foram identificados com sendo Burkholderia
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pseudomallei (G1 e G25). E os isolados pertencentes ao género Mesorhizobium
sp. ficaram bastante distantes do isolado do G3 que foi identificado como

Mesorhizobium loti.
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FIGURA 7 Neighbour-joining filogenia para 16S rDNA de isolados de siratro
representantes dos grupos culturais ¢ de estirpes tipo de bactérias
que nodulam leguminosas, com base em seqiiéncias do 16S rDNA.
A éarvore ndo foi enraizada. O tamanho do alinhamento foi de 540
pb., as posigdes com gaps foram omitidas. A porcentagem de
suporte de bootstrap foi de 2000 repeticdes.
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Como ja mencionado, o siratro ¢ considerado uma leguminosa
promiscua, pois nodula com bactérias de varios géneros, como Bradyrhizobium
(Jordan, 1984), Rhizobium e Sinorhizobium (Bromfield & Barran, 1990; Trinick
et al.,, 1991), Azorhizobium doebereinerae (syn. A. johannae) (Moreira et al.,
2006) (Gongalves & Moreira, 2004), Mesorhizobium loti (Jordan et al., 1984) ¢
Burkholderia sp. (Moulin et al., 2001). As analises de seqiienciamento e
filogenética realizadas neste trabalho corroboraram dados, mostrando que o
siratro foi capaz de capturar bactérias de varios géneros. Através destas técnicas

foi possivel verificar grande diversidade entre os isolados.
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3.4 CONCLUSOES

Os SUTs alteraram a riqueza das populagdes de bactérias que nodulam
siratro, uma vez que os sistemas submetidos ao cultivo e com maior diversidade
vegetal tiveram maior riqueza, observada e estimada na seguinte ordem: A > AG
>FI> P >FA >F.

Pode-se observar uma grande diversidade baseada nas andlises
fenotipicas pelas caracteristicas culturais, inclusive entre os isolados dos
sistemas de uso manejados. Essa diversidade indica a resiliéncia das bactérias as
modificagdes implementadas pelas mudangas de uso da terra apds a renovacao
da floresta.

A riqueza de tipos culturais de BNL capturadas nos SUTs atingiu a
assintota, indicando que a amostragem realizada foi representativa para o estudo
destes microrganismos.

As andlises de seqilienciamento e filogenética mostraram que o siratro foi
capaz de capturar bactérias de varios géneros, verificando-se uma grande

diversidade entre os isolados.
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RESMO

LIMA, A.S. Eficiéncia simbidtica de isolados de bactérias que podem fixar
nitrogénio em simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) de solos sob
diferentes usos na Amazoénia. In: . Densidade, Eficiéncia e Diversidade
de Bactérias Fixadoras de N, que Nodulam o Siratro (Macroptilium
atropurpureum) de Solos sob Diferentes Usos na Amazonia Ocidental. 2006.
Cap.2, 167p. Tese (Doutorado em Ciéncia do Solos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. '

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de isolados de bactérias
que nodulam leguminosas (BNL) capazes de estabelecer simbiose com siratro
(Macroptilium artropurpureum), como planta isca, de diferentes sistemas de uso
da terra (SUT): floresta primdria (F); floresta secundaria em estagio avancado de
regeneracdo (FA); floresta secundaria em estagio inicial de regeneracdo (FI);
agricultura (AQG); agrofloresta (A) e pastagem (P). Em nenhuma das areas dos
SUT, estirpes exdticas foram introduzidas pelo uso de inoculantes. Foram
coletadas amostras de solo em 98 pontos amostrais, na camada de 0-20 cm,
utilizando trado de rosca, distribuidas em seis janelas de 9 ha cada, no Alto do
Rio Solimdes, AM. A distancia entre pontos foi de geralmente 100 m (ou 50m
para alguns deles); foram realizados quatro experimentos, um utilizando sacos
plasticos estéries (350 mL) e trés utilizando garrafas escuras “long neck” (350
mL) recicladas com solugdo nutritiva de Jesen, os quais foram instalados em
casa-de-vegetacdo do Laboratério de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, de
Fevereiro a Margo de 2006, usando siratro, que foi inoculado com 522 isolados
de BNL. Depois de um més, as plantas foram pesadas e a matéria seca da parte
aérea, o numero de nodulos, o peso seco de nddulos e a eficiéncia relativa foram
avaliados em relagdo as plantas que receberam adubagdo nitrogenada e as que
foram inoculadas com estirpes de referéncia. Um total de 478 isolados foram
capazes de nodular o siratro. Os isolados, independentemente dos sistemas de
uso da terra, apresentaram-se ineficientes ou com baixa, média e alta eficiéncia
na fixag¢ao de N,. Embora as populagdes nativas de BNL sejam pouco eficientes,
sdo constituidas por isolados com eficiéncia varidvel, que incluem isolados
ineficientes, pouco a muito eficientes, € podem ser recomendadas para testes de
eficiéncia agronomica.

'Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.
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ABSTRACT

LIMA, A.S. Symbiotic efficiency of nitrogen-fixing bacteria able to nodulate
siratro from soils under different uses in Amazon In: . Density,
efficiency and diversity of nitrofen-fixing bacteria nodulate siratro
(Macroptilium atropurpureum) from soils under different uses in Western
Amazon region. 2006. Chap. 2, 167p. Thesis (Doctorate in Soil Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

This paper aimed to evaluate efficiency of nitrogen-fixing bacteria
(NFB) isolates able to establish symbiosis with siratro (Macroptilium
atropurpureum), from soils under the land use systems (LUSs): primary forest,
young secondary forest, old secondary forest, agriculture, agroflorestry and
pasture. In no one of the areas in each LUSs, exotic strains were introduced by
using inoculants. Composed samples were collected at 0-20 cm depth in 98
sampling points distributed in 6 sampling grids (windows) with about 9 ha each,
in Upper Solimdes river — AM. Distance between points was usually 100 m (or
50 m for a few of them). Four experiments, one with plastic pouches and three
with recicle dark long neck bottles (350 mL) with Jensen nutrient solution, were
carried out in at Soil Microbiology Laboratory /DCS/UFLA, from February to
March, 2006, by using siratro inoculated with 522 NFB isolates. After one
month, plants were harvest and shoot dry matter weight, nodule number and
relative efficiency were evaluated in relation to plants receiving mineral nitrogen
and to plants inoculated with reference strains. A total of 478 isolates were able
to establish symbiosis with siratro. Although, NFB populations were inefficient
in promoting siratro growth, they owned isolates with variable efficiency from
which some of them may be recommend for agronomic efficiency assays.

'Guidance Commitee : Fatima Maria de Souza Moreira — UFLA.
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4.1 INTRODUCAO

O nitrogénio constitui o macroelemento mais limitante na produtividade
das culturas e o uso fertilizantes nitrogenados ¢ um dos fatores de mais altos
custos da agricultura. Um dos objetivos para a agricultura sustentavel é o
aproveitamento eficiente do N atmosférico (Graham & Vance, 2000). Dentre os
sistemas bioldgicos capazes de aproveitar o nitrogénio diretamente da atmosfera,
a simbiose rizébio leguminosas tornou-se o sistema mais especializado, sendo
responsavel por 22% de todo N incorporado ao ecosssistema terrestre (Peoples
et al., 1995).

Grande parte dos solos da Amazodnia apresenta sérias limitagdes ao
cultivo devido a baixa fertilidade (Cochrane & Sanches, 1982; Dematté, 1988),
ndo sé sao deficientes em nitrogénio e¢ fosforo (Sanchez et al.,, 1982) como
apresentam alguma deficiéncia em micronutrientes como cobre, ferro, manganés
e zinco (Moreira et al., 2004). Nobrega (2006), em estudo com solos submetidos
a diferentes sistemas de uso no noroeste da Amazonia, identificou que os
principais fatores limitantes ao cultivo sdo os baixos teores de fosforo e de boro
e os altos valores de acidez ativa. No entanto, a calagem e a adubagdo quimica
na Amazdnia sdo bastante onerosas para os agricultores locais, geralmente
pouco capitalizados, em funcdo dos custos dos produtos, importados de outras
regides do pais (Noda, 1998).

A utilizagdo de estirpes tolerantes a fatores estressantes (Kawai et al.,
2000; Watkin et al., 2000) e adaptadas a condi¢des de baixos valores de pH e
temperaturas elevadas (predominantes nos solos brasileiros), cujo imenso
potencial ainda é pouco conhecido (Moreira et al., 1993; Pereira, 2000), pode
aumentar a fixa¢do bioldgica em solos acidos e reduzir a adubagdo de acordo
com os principios da agricultura ecolégica e economicamente sustentavel.

Esfor¢os na obtengdo de estirpes mais eficientes tém aumentado, seja

por selecdo, seja pelo emprego de novas técnicas de biologia molecular (Peres et
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al., 1984; Triplett & Sadowsky, 1992; Vargas et al., 1992). Estudos com as
bactérias incluem também a sele¢do ou a construgdo genética de estirpes com
maior eficiéncia de fixagdo do N, e capacidade competitiva, a inoculagdo de
estirpes em concentragdes elevadas e inoculacdes maci¢as por periodos
prolongados (Dunigan et al., 1984; Oliveira & Vidor, 1984; Triplett &
Sadowsky, 1992). Para solucionar o problema da competitividade e melhorar o
desempenho simbiodtico, vém sendo empregadas estratégias que envolvem
estudos com a planta e com as bactérias.

O Siratro (Macroptilium atropurpureum) como resultado da interagao
com bactérias que nodulam leguminosas (BNL) forma nodulos e fixa nitrogénio
em uma taxa de fixagdo bioldgica de N, que varia de 70 a 181 (kg/ha/ano)
(Moreira & Siqueira, 2006). E considerado uma leguminosa promiscua, pois
nodula com bactérias de varios gé€neros, como Bradyrhizobium (Jordan, 1984),
Rhizobium ¢ Sinorhizobium (Bromfield & Barran, 1990; Trinick et al., 1991),
Azorhizobium doebereinerae (syn. A. johannae) (Moreira et al., 2006)
(Gongalves & Moreira, 2004), Mesorhizobium loti (Jordan et al., 1984) e
Burkholderia sp.(Moulin et al., 2001); ¢ de facil manuseio e, assim, pode ser
utilizado com sucesso em estudos que trnham como objetivo a captura destas.

Devido a diversidade de espécies, microrganismos ¢ condi¢des dos solos
da Amazobnia, estudos devem ser intensificados para que se compreenda melhor
esta associacdo, a fim de favorecer o aumento da eficiéncia e da viabilidade
ecoldgica e econdmica de sistemas agricolas e agroflorestais implantados na
Amazonia. A selecdo de isolados de rizobio que possuam alta capacidade
fixadora de nitrogénio, resisténcia a acidez e ao aluminio toxico ¢ fundamental
para a produgdo e utilizacdo de inoculantes pelos agricultores para o incremento
na produgdo de leguminosas ndao s6 na regido Amazdnica, mas também em

outras regides do Brasil.
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Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
simbidtica e a diversidade genotipica de bactérias que fixam nitrogénio em
simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum) em solo sob diferentes

sistemas de uso da terra na Amazonia.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem, captura através de planta isca e isolamento de Bactérias
que Nodulam Leguminosas (BNL)

Os isolados foram obtidos através do método de inoculagdo de planta
isca, siratro (Macroptilium atropurpureum), com suspensdes de amostras de
solo, coletadas em 98 pontos amostrias na camada de 0-20 cm, utilizando-se
trado de rosca, totalizando 30 pontos amostrados na floresta secundéaria em
estagio inicial de regeneragdo (FI), 10 pontos na floresta secundaria em estagio
avancado de regeneracdo (FA), 17 pontos na floresta primaria (FP), 13 pontos na
pastagem (P), 18 na agricultura (AG) e 10 na agrofloresta (A). As areas
compreendem as comunidades de Guanabara Il ¢ de Nova Alianga ¢ a cidade de
Benjamim Constant, situadas a aproximadamente 1.100 km a oeste de Manaus,
na base do Rio Solimdes. Apos o destacamento manual, todos os nodulos das
raizes de cada planta-isca foram utilizados para o isolamento das BNL. A
descricao detalhada dos tratamentos e coleta das amostras de solos, assim como
da caracterizacdo das areas de estudo, e as analises quimica e fisica do solo e de

diversidade dos isolados de BNL encontram-se nos capitulos 2 e 3.

122



4.2.2 Autenticacao e eficiéncia de isolados de BNL por meio da inoculacéio
no hospedeiro de origem

No experimento de captura foram obtidos 1890 isolados, distribuidos em
112 grupos de acordo com suas caracteristicas culturais. Foi feita uma seleg¢do de
isolados que contemplasse representantes de todos os grupos representativos de
todos os sistemas de uso da terra (SUT). Entdo, foram realizados trés sorteios de
3 isolados de cada grupo para os grupos que possuiam numero total de
individuos menor ou igual a 9; para os grupos que possuiam o nimero total de
isolados menor do que 9, todos foram selecionados. Obtiveram-se 266 isolados
no primeiro sorteio, 139 no segundo e 117 no terceiro, totalizando 522 isolados.

Os 522 isolados foram autenticados com o objetivo de verificar a
capacidade de nodular no hospedeiro de origem, siratro, e para isso foram
instalados quatro experimentos sucessivos, um utilizando sacos plasticos estéries
e trés utilizando garrafas escuras “long neck” (350 mL) com solugdo nutritiva
(Anexo 3A).

O primeiro experimento foi conduzido em casa-de-vegetagdo do
Laboratorio de Microbiologia do Solo — DCS — UFLA, de abril a maio de 2005,
em sacos plasticos estéreis da Millipore de 300 mL, com solucdo nutritiva de
Jensen isenta de nitrogénio (K,HPO, 0,2 g L; MgSO,7H,0 0,2 g L, NaCl 0,2
gL', CaHPO, 1 g L', FeCl;.6H,0 0,1 g L'; H;BO; 2,86 mg L™'; MnSO,.4H,0
2,03 mg L'; ZnSO,7H,0 0,22 mg L'; CuSO,5H,0 0,08 mg L' e
Na,Mo0,.H,0 0,09 mg L") diluida quatro vezes e esterilizada (Jensen, 1942;
Vincent, 1970). Foram colocadas duas plantas de siratro (Macroptilium
artropurpureum) por saco, as quais foram inoculadas com 163 isolados de BNL.
O experimento foi constituido de 178 tratamentos, sendo 163 isolados mais
controles positivos, constituidos pela inoculagdo de 13 estirpes tipo e de
referéncia e mais dois controles negativos (com nitrogénio e sem inoculagdo e

sem nitrogénio e sem inoculagdo) (Anexo 3A).
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As plantas foram inoculadas com ImL de culturas crescidos em meio de
cultura 79 (Fred & Waksman, 1928) semi-sélido de cada isolado ou estirpes na
fase log de seu crescimento (quatro dias de cultivo a 28°C para as de
crescimento rapido e seis dias para os de crescimento lento), em cada semente, ¢
foram utilizadas 3 repeti¢des por diluicdo (3 sacos plasticos com plantas de
siratro para cada dilui¢do). Dois tratamentos controle foram adicionados, uma
testemunha com nitrogénio mineral e testemunha sem N e sem inoculacdo
(testemunha absoluta), para garantia da auséncia de contaminagdo e para
comparacdo com as plantas inoculadas. As testemunhas com nitrogénio mineral
receberam nitrogé€nio na forma de uma solugdo de nitrato de potassio (KNO;),
de modo que cada saco plastico tivesse 70 ppm de nitrogénio ou 0,5% de KNO;
(Vincent, 1970).

Também na casa-de-vegetacdo do Laboratorio de Microbiologia do Solo
— DCS — UFLA foram montados 3 experimentos: de janeiro a fevereiro de 2006,
em garrafas “long neck” (350 mL) escuras e recicladas. Para a montagem das
garrafas foram utilizados papel de filtro, fita adesiva e papel aluminio. O papel
de filtro foi cortado de forma a apresentar a mesma altura da garrafa para servir
como suporte as raizes. Posteriormente, estas foram autoclavadas por 60 minutos
a uma pressio de 1,5 kg/em® a 127°C com papel de filtro mais a solugdo
nutritiva de Jensen modificada (K,HPO, 0,2 g L"; MgSO,7H,0 0,2 g L', NaCl
02 g L', CaHPO, 1 g L', FeCl;.6H,O 0,1 g L'; H;BO; 2,86 mg L;
MnS0,.4H,0 2,03 mg L"'; ZnSO,4.7H,0 0,22 mg L'; CuS0,4.5H,0 0,08 mg L™
e Na,MoO,H,O 0,09 mg L'l), diluida quatro vezes. As sementes foram
desinfestadas e escarificadas com 4cido sulftrico puro por 10 minutos e com
lavagens sucessivas em dgua destilada estéril. Posteriormente, foram imersas em
agua estéril por 2 horas e colocadas em placas de Petri com algoddo umedecido
(autoclavado) por 12 horas, em cAmara de crescimento a 28°C. Deste lote, vinte

sementes também foram colocadas em meio de cultura sélido 79 para a
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verificagdo de possiveis contaminagdes. As sementes pré-germinadas foram
inseridas manualmente no orificio da garrafa com auxilio de uma pinga, que
estava coberta com papel aluminio. O primeiro experimento foi constituido de
66 tratamentos, sendo 51 isolados, mais controles positivos, constituidos pela
inoculagdo de 13 estirpes tipo e de referéncia, mais dois controles negativos
(com nitrogénio e sem inoculagdo e sem nitrogénio e sem inoculagdo). O
segundo experimento foi constituido de 177 tratamentos, sendo 162 isolados
mais os controles. O terceiro experimento teve 160 tratamentos, sendo 145
isolados mais os controles (Anexo 3A).
Os quatro experimentos foram instalados em casa-de-vegetacdo durante
30 dias, utilizando delineamento inteiramente casualizado, todos com 3
repeti¢des por tratamento. Para a composicao dos tratamentos inoculou-se 1 mL
de meio 79 semi-solido com os isolados na fase log de seu crescimento (quatro
dias de cultivo a 28°C para os de crescimento rapido e seis dias para os de
crescimento lento) em cada semente. Nos controles sem inoculagéo e sem adi¢do
de nitrogénio foi inoculado apenas 1 mL de meio 79 sem inoculo, ¢ nos
controles com N mineral, aplicaram-se 70 mg de N (NH4NO3) na solucdo
nutritiva, no dia do plantio.
Estas foram comparadas a estirpes tipo e de referéncia:
e SEMIA 5019/ BR29, estirpe recomendada como inoculante para
a soja (Glycine max (L.)Merrill) pela RELARE (Reunido de
laboratorios para recomendagdo, padronizagio e difusdo de
tecnologia de inoculantes microbiologicos de interesse agricola) e
identificada como Bradyrhizobium elkanii;
e ATCC 10324" (BR 111), estirpe tipo de Bradyrhizobium
Japonicums;

e USDA 76" (BR113), estirpe tipo de Bradyrhizobium elkanii;
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SEMIA 6145/ BR2001, estirpe previamente recomendada pela
RELARE para inoculagdo de caupi;

INPA 0311B, estirpe isolada da Amazdnia eficiente para caupi
em vasos de Leonard (Lacerda et al.,2004), vasos com solo e
campo (Lacerda et al., 2004; Soares et al., 2006), atualmente
recomendada como inoculante para caupi pela RELARE;
BR5401" estirpe tipo de Azorhizobium doebereinerae;

NZP2213" (BR7801) Mesorhizobium loti;

ATCC 144827 (BR 10052), estirpe tipo de Rhizobium
leguminosarum bv phaseoli,

ATCC 14480" (BR 7606), estirpe tipo de R. leguminosarum bv
trifoliii;

CNF42" (BR10026), estirpe tipo de R. etli;

CIAT 899" (BR322), estirpe tipo de R. tropici type 11 B;

NZP 4027" (BR7411), estirpe tipo de Sinorhizobium meliloti;
USDA 205" (BR112), estirpe tipo S. fiedii cv fredii.

As plantas foram colhidas 30 dias apds germinagdo para determinacao

da matéria seca da parte aérea e avaliagdo do nimero e peso de nddulos secos.

Apds o destacamento manual, os nodulos das raizes foram contados e, assim

como a parte aérea, foram acondicionados em sacos de papel e levados para

estufa de circulacdo forgada (65 a 70°C) até peso constante, para determinacao

do peso da matéria seca. A eficiéncia relativa de cada tratamento foi calculada

segundo a formula (Bergensen et al., 1971):

R = MSPAinoculada
MSPAcomN

x 100

Onde: ER — eficiéncia relativa; MSPA inoculada — matéria seca da parte aérea da planta inoculada; MSPA com
N — matéria seca da parte aérea da planta com N mineral.
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4.2.3 Analise dos Dados
Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
SISVAR, versao 4.3 (Ferreira, 2000). Os efeitos dos tratamentos foram

comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Autenticacgao e eficiéncia simbiotica de isolados de BNL por meio da
inoculacio no hospedeiro de origem

No experimento de autenticagdo por meio da inoculagdo no hospedeiro
original, os 164 isolados inoculados nos sacos plasticos estéreis, 139 isolados
nodularam ¢ 25 ndo nodularam siratro (Anexo 3 A). A eficiéncia entre os
tratamentos do experimento em sacos plasticos, comparada pelo crescimento das
plantas e numero de nodulos, foi comprometida devido ao desenvolvimento de
fungos e algas. Por esse motivo ndo foi avaliada a eficiéncia simbidtica dos
isolados e os outros experimentos foram conduzidos em garrafas que, por serem
de cor ambar, ou seja, escuras, impedem o desenvolvimento de algas, além de

possuirem a vantagem de serem mais baratas e de facil manuseio.

No primeiro experimento utilizando as garrafas, foram inoculados 51
isolados; 49 isolados nodularam e 2 ndo nodularam siratro. No segundo, 162
isolados foram inoculados nas garrafas; 153 isolados nodularam e 9 nao
nodularam siratro (Anexo 3 A). Finalmente, no terceiro dos 145 isolados
inoculados, 137 isolados nodularam e oito isolados ndo nodularam o siratro
(Anexo 3 A), totalizando 478 isolados que nodularam o siratro. A autenticagao
dos isolados nos trés experimentos foi melhor que com sacos plasticos, pois 95%
dos isolados inoculados nodularam o hospedeiro de origem, enquanto nos sacos

plasticos este percentual foi de 85%. Portanto, a utilizacdo de garrafas “long
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neck”’(350 mL) como vasos pode ser recomendada com o objetivo de autenticar

os isolados de BNL pela praticidade e baixo custo.

Os experimentos foram analisados separadamente. As médias da matéria
seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia relativa (ER), média do numero e matéria
seca de nddulos (NN e NSM), por experimento, encontram-se nas tabelas 9,10 e
11 do anexo 3A.

Nao foi verificada a presenga de nodulos nas testemunhas com e sem
nitrogénio, comprovando que ndao houve contaminagdo dos experimentos. No
primeiro experimento, 27 isolados (53%), 11 da agricultura e da agrofloresta, um
da floresta primaria e da floresta secundaria estagio avangado de regeneragdo e 3
da floresta secundaria estagio inicial de regeneracdo, e as referéncias BR7411,
INPA0O311B, BR7606, BR7801, BR322, BR10026, BR10052 ¢ BR111, tiveram
o crescimento das plantas igualado ao controle absoluto (testemunha sem
nitrogénio e sem inoculac¢do) (Figura ). Quanto ao nimero de nddulos, a maioria
dos isolados tiveram niimero de noédulos acima de 20, apenas 5 tiveram ntimero
de nodulos em torno de 10 e a Br322 teve apenas 5 nédulos, mas a maioria dos
nddulos dos isolados e das estirpes de referéncia e tipo tiveram MSN variando
de 25 a por volta de 58 mg. BR7411, BR10026, BR10052, BR7801, BR322
tiveram NN e MSN altos, porém baixa MSPA. No entanto, a BR 5401 ¢ a
BR2001 tiveram NN e MSN bons e alta MSPA.
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O ineficiente = TSN
6%

37% baixa (0,24 a
57% 0,38g)

M alta=TCN

FIGURA 1 Porcentagem de isolados de bactérias capazes de nodular o siratro do
primeiro experimento com garrafas de 350 mL por categoria de
eficiéncia.

No segundo experimento, a maioria dos tratamentos, 55 isolados (34%),
17 da agricultura, 22 da agrofloresta, 2 da floresta secundaria estidgio avangado
de regeneracdo, 11 da floresta secundaria estagio inicial de regeneracdo e 2 da
pastagem, e as referéncias INPA0311B, BR7411, em média, tiveram ntimero de
nddulo igual ou superior a 25 ¢ MSN variando de 10 a 37 mg. A BR7606 e o
isolado J1-10-1-3 tiveram consideravel NN e MSN e alta MSPA, superior a

testemunha nitrogenada.

O ineficiente = TSN
2%
0 baixa (0,13 a 0,28

2% ( 2)
4% B média (0,3 a 0,37g)

17%

40% B intermediaria (0,4 a
0,49 g)

M alta=TCN

35%

B muito alta (> 0,7 g)

FIGURA 2 Porcentagem de isolados de bactérias capazes de nodular o siratro do
segundo experimento com garrafas de 350 mL por categoria de
eficiéncia.
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No terceiro experimento, 58 isolados (40%), 25 da agricultura, 9 da
agrofloresta, 8 da floresta primaria, 2 da floresta secundéria estagio avangado de
regeneracdo, 10 da floresta secundaria estagio inicial de regeneracdo ¢ 4 da
pastagem, e as referéncias BR322, BR7411, INPA0311B, BR7606, BR 5401 ¢
BR2001, também tiveram o crescimento das plantas igualado ao controle
absoluto (testemunha sem nitrogénio e sem inoculagdo). A maioria teve, em
média, numero de nddulo igual ou superior a 26 e MSN variando de 27 a 82 mg.
Porém, observando a estirpe INPA0311b, que apresentou, em média, 12 ndédulos
com média da MSN em torno de 62 mg, mas baixa MSPA, o mesmo se repetiu
para as estripes BR322, BR7411 ¢ BR7606, entre outras; j4 BR29, BR113 ¢ o
isolado J2-22-3-1 tiveram, em média, NN igual ou superior a 12, com MSN

acima de 19 mg e alta MSPA.

O ineficiente = TSN

baixa (0,132 0,18 g)

B média (0,18 a 0,34
g)

@ intermediaria (0,34 a
0,49 )

W alta=TCN

0 muito alta (>0,6g)

FIGURA 3 Porcentagem de isolados de bactérias capazes de nodular o siratro do
terceiro experimento com garrafas de 350 mL por categoria de
eficiéncia.

Estes dados indicam que mesmo tendo nddulos e uma razoavel matéria
seca de nodulos, a maioria das plantas apresentaram uma caréncia de N, indicada
por uma clorose, capaz de comprometer o crescimento, em especial da parte
aérea, como expressam os dados de MSPA e ER. Possivelmente, o aporte de

nitrogénio dependente unicamente da fixa¢do simbidtica ndo foi capaz de
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atender as necessidades da planta para que esta tivesse um melhor
desenvolvimento; entdo, estes isolados foram ineficientes para estabelecer
simbiose com o siratro.

Por outro lado, no primeiro experimento, 19 isolados (37%); no
segundom 93 isolados (57%); e no terceiro (55%), 80 isolados, proporcionaram
boa nodulagdo (NN e MSN), com aumento no rendimento de matéria seca da
parte aérea (MSPA) e ER em relacdo ao controle (testemunha sem nitrogénio e
sem inocula¢do), mas inferior ao controle com nitrogénio e sem inoculagdo,
sendo estes isolados considerados pouco eficientes na promogao do crescimento
das plantas de siratro. Estes isolados pouco eficientes foram a maioria no
segundo e no terceiro experimento. Todos estes isolados vieram de populagdes
também pouco eficientes.

As figuras de 4 a 9 mostram os isolados que mais se destacaram,
comparados com as testemunhas e as estirpes de referéncia. Os isolados J2-19A-
1-18 (agrofloresta), J4-62-1-5(floresta), J2-17A-1-1 (agrofloresta) e as
referéncias BR2001 ¢ BR5401, do primeiro experimento, a referéncia BR7606
do segundo e o isolado J2-27-2-11 (agricultura) e a referéncia BR113 tiveram o
crescimento das plantas igualado ao controle com nitrogénio ¢ sem inoculagéo,
sendo considerados eficientes, ou de média eficiéncia. E os isolados J1-10-1-3
(floresta) do segundo experimento, e J2-22-3-1 (agricultura) e a referéncia Br29
do terceiro experimento, foram eficazes para o acimulo de matéria seca da parte
aérea do siratro em comparagdo com o tratamento com fertilizagdo mineral,
tendo o crescimento das plantas superior a este controle, sendo, entdo,
consideradas muito eficientes, ou seja, de eficiéncia alta As MSPA das
testemunhas sem inoculagdo e com e sem nitrogénio nos trés experimentos
foram muito semelhantes, e as estirpes tipo e de referéncia também ndo variaram
muito entre os experimentos, com exce¢do BR7606, que no primeiro e no

segundo experimentos foi ineficiente, mas no terceiro experimento foi eficiente;
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e a BR29, que no primeiro e segundo experimentos foi pouco eficiente, mas no
terceiro foi muito eficiente. Estas variacdes ndo comprometeram os resultados,
indicando que os experimentos, apesar de terem sido conduzidos em épocas

diferentes, tiveram um desempenho semelhante.
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FIGURA 4 Matéria seca da parte aérea (MSPA), em mg, e eficiéncia relativa
(ER), em porcentagem, induzida pelos tratamentos no primeiro
experimento com siratro em garrafas “long neck” (350 mL).
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FIGURA 5 Numero de nodulos (NN) e matéria seca de nédulos (MSN) em

mg, induzida pelos tratamentos no primeiro experimento com
siratro em garrafas “long neck” (350 mL).
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FIGURA 6
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FIGURA 8 Matéria seca da parte aérea (MSPA), em mg, e eficiéncia relativa
(ER), em porcentagem, induzida pelos tratamentos no terceiro
experimento com siratro em garrafas “long neck” (350 mL).
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FIGURA 9 Numero de nédulos (NN) e matéria seca de ndédulos (MSN) em
mg, induzida pelos tratamentos no terceiro experimento com
siratro em garrafas “long neck” (350 mL).
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Trabalhos desenvolvidos com leguminosas tropicais em geral mostram
que rizébio nativo € ineficaz ou de baixa eficacia (Stamford et al., 1995; Thies et
al., 1991; Vidor et al., 1979). Martins et al. (1997) também encontraram isolados
de rizobios nativos da regido Nordeste do Brasil com baixa, média e alta
eficiéncia na fixacdo de N,. Apesar de serem oriundos de populagdes nativas
pouco eficientes, os isolados, independentemente dos sistemas de uso da terra,
apresentaram baixa, média e alta eficiéncia na fixag@o de N,.

A maioria dos isolados mostrou-se promissora para a producdo de
inoculantes, pois proporcionou boa nodulagdo (NN e MSN), com aumento no
rendimento de matéria seca da parte aérea (MSPA). Isolados de rizdbio
eficientes na fixagdo do N, podem contribuir para aumentar a producdo de graos

e reduzir os custos com fertilizantes nitrogenados no Brasil.
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4.4 CONCLUSOES

Os isolados, independentemente dos sistemas de uso da terra,
apresentaram baixa, média e alta eficiéncia na fixacdo de N..

As populagdes nativas de BNL pouco eficientes sdo constituidas por
isolados com eficiéncia variavel que incluem estirpes ineficientes, pouco a muito

eficientes, e que podem ser recomendadas para testes de eficiéncia agrondmica.
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1A Croqui de campo dos pontos amostrados.
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ANEXO 01 Croqui de campo dos pontos amostrados (continuacio).
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Anexo 2 A (Caracterizacao cultural)

A) TABELA 1 Caracterizagdo cultural de isolados de bactérias que nodulam
leguminosas isoladas de siratro cultivado com solug@o de Jensen e inoculados
com dilui¢do de suspensdo de solos, sob diferentes sistemas de uso da terra
(SUT), localizados no Alto Rio Solimdes, AM (significado das letras e
palavras no final da tabela F).G - grupo, J - janela, P-ponto, SUT, Dil. -
diluigdo, I - isolado, Ap.- dias de aparecimento da colonia, pH, Cor, P —
producio de goima, C — consisténcia, Op. 6ptica, Ind. Absor¢do do indicador,
D. didmetro inicial, D.2 didmetro final, For. - forma, El. eleva¢ao, B - borda,
Sup — superficie.

G NI Ap pH Cor P C Op Ind D. For. E. B Sup
1 133 Acc A M G O S 1 C L I L
2 16 3 Acc A A G T S 1 C2 Pul 1 L
3 273 Acc. A M G O N 1 C P I L
4 1343 Acc A M G T N 1 C2 P I L
5 58 3 Ac. C1 M G T N 1 C2 Pul I L
6 35 3 Acc A M G O N 1 C P I L
7 481 3 Ac. C1 A G T S 1 C2 Pul I L
8 9 3 Acc A M G T S 1 €2 C 1 L
9 4 3 Ac. Cl A G T N 1 C2 Pul I L
10 13 3 Ac. C1 A G T S 1 C2 Pul I L
m1m 9 3 N CIl A G T S 1 €2 C3 1 L
2 2 3 N C1 A G O N 1 C L I L
3 29 3. N C1l A G T N 1 C2 C3 1 L
4 2 3 N Cl A G T N 1 cC P I L
15 10 3. N Cl A G T N 1 C L I L
16 6 3 N A A G T N 1 C2 C3 1 L
7 3 3 N CIl A G B N 1 €2 C3 1 L
8 2 3 N A A G B N 1 €2 C3 1 L
19 52 3 N Cl A G T S 1 C2 Pul I L
20 1853 N C1 A G T S 1 C2 C3 1 L
21 4 3 N CIl M G T S 1 (€2 C3 1 L
22 2 3 N Cl M G T S 1 €2 C3 1 L
23 1 3 N Cl A G B N 1 C2 Pul I L
24 1 3 N Cl A G B S 1 C2 Pul I L
251 3 N Cl A G T S 1 C3 Pul I L
26 3 3 N A A G T S 1 C2 Pul I L
2772 3 N A A G T N 1 C2 Pul I L
28 2 3 N A M G T S 1 C L I L
29 2 3 N A M G T S 1 cC P I L

... continua...
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TABELA 1, Cont.
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Continuagao
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TABELA 1, Cont.

110 44 6
111 209 7
112 4 6

Al. B P
Al. B P
Al. C1 P

G T N
G O N
G O N

1 C2
1 C2
1 P

I
I
I

Sistema de Uso da terra (SUT) Diluicdo (Dil.), Isolado (I), Tempo: dias para o aparecimento de
colonias isoladas em dias R: rapido (2 a 3), L: lento (>6), I: intermediario (4 a 6), Dia., didmetro
médio das colonias isoladas:. pH: modificagdo do pH do meio de cultivo: N: neutro, AL: alcalino,
A: acido,. Forma das colonias isoladas: C: circular, I: irregular. Ele.: elevacdo das colonias: C:
convexo, L: lente, P: plano, U: umbonada. Bordo: I: inteiro,. Superficie: L: liso, R: rugosa, Pul:
pulvinado. Muco: A: abundante, M: moderado, P: pouco,. Consisténcia:, G: gomosa, A: aquosa, ,
S: seca, D.opt.: detalhes Opticos: B: brilhante, TP: transparente, TL: translucido, O: opaco. Cor: A:

amarelo, C: creme, B: branco, R: rosa.

Anexo 3A

TABELA 1 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de
uso da terra (SUT) utilizados no experimento com sacos plasticos

estérieis (350 mL).

Trat.  Grupo Isolados SUT  Trat. Grupo Isolados SUT
1 108 J1-1-1-4 FI 84 58 J2-22-4-3 A
2 71 J1-2-1-4 FI 85 59 J2-22-4-5 A
3 71 J1-2-1-7 FI 86 59 J2-22-4-6 A
4 3 J1-3-1-1 F 87 60 J2-22-4-9 A
5 29 J1-3-1-2 F 88 62 J2-22-4-10 A
6 98 J1-3-1-3 F 89 2 J2-23-1-2 FA
7 109 J1-3-2-1 F 90 77 J2-23-1-4 FA
8 29 J1-4-1-2 F 91 2 J2-23-2-1 FA
9 98 J1-5-1-3 F 92 82 J2-23-2-7 FA
10 112 J1-6-2-1 F 93 45 J2-24-1-1 A
11 6 J1-10-1-5 F 94 45 J2-24-1-2 A
12 112 J1-14-1-4 F 95 48 J2-24-1-8 A
13 8 J2-17-1-1 A 96 48 J2-24-1-9 A
14 15 J2-17-1-2 A 97 57 J2-24-1-11 A
15 41 J2-17-2-1 A 98 67 J2-24-1-23 A
16 75 J2-17-2-3 A 99 72 J2-24-1-25 A
17 109 J2-17-2-5 A 100 93 J2-24-1-26 A
18 75 J2-17-3-1 A 101 95 J2-24-2-4 A
19 7 J2-17-4-1 A 102 81 J2-24-2-6 A
20 7 J2-17-4-2 A 103 81 J2-24-2-7 A
21 106 J2-18-1-11 AG 104 88 J2-24-3-1 A
22 107 J2-18-1-16 AG 105 88 J2-24-3-2 A

... continua ...
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TABELA 1, Cont.

23 78 J2-18-1-23 AG 106 17 J2-24-3-3 A
24 108 J2-18-1-26 AG 107 18 J2-24-3-5 A
25 78 J2-18-1-27 AG 108 18 J2-24-3-6 A
26 4 J2-18-2-1 AG 109 28 J2-24-3-10 A
27 105 J2-18-2-6 AG 110 27 J2-25-1-2 A
28 22 J2-18-2-12 AG 111 47 J2-26-1-1 AG
29 34 J2-18-2-19 AG 112 53 J2-26-1-3 AG
30 52 J2-18-3-5 AG 113 63 J2-27-1-12 AG
31 52 J2-18-4-1 AG 114 86 J2-27-1-20 AG
32 100 J2-18-4-7 AG 115 32 J2-27-1-42 AG
33 104 J2-18-4-9 AG 116 33 J2-27-2-9 AG
34 5 J2-19-1-3 AG 117 51 J2-28-1-9 AG
35 8 J2-19-1-4 AG 118 50 J2-28-1-29 AG
36 10 J2-19-1-6 AG 119 50 J2-28-1-30 AG
37 102 J2-19-1-8 AG 120 23 J2-28-1-31 AG
38 58 J2-19-1-19 AG 121 27 J2-28-1-33 AG
39 65 J2-19-1-20 AG 122 33 J2-29-1-13 FI
40 80 J2-19-1-24 AG 123 12 J2-29-1-18 FI
41 73 J2-19-1-27 AG 124 90 J2-29-1-21 FI
42 73 J2-19-1-28 AG 125 16 J2-29-1-33 FI
43 76 J2-19-2-3 AG 126 30 J2-29-2-21 FI
44 76 J2-19-2-5 AG 127 54 J2-29-2-23 FI
45 106 J2-19-3-3 AG 128 69 J2-29-3-6 FI
46 102 J2-19-3-4 AG 129 61 J2-29-3-20 FI
47 80 J2-20-1-1 A 130 68 J2-29-4-1 FI
48 87 J2-20-1-3 A 131 79 J2-29-4-2 FI
49 87 J2-20-1-4 A 132 79 J2-29-4-11 FI
50 92 J2-20-1-5 A 133 110 J2-30-3-28 FI
51 38 J2-21-1-5 AG 134 3 J2-31-1-3 FI
52 38 J2-21-1-6 AG 135 43 J2-31-1-23 FI
53 39 J2-21-1-10 AG 136 60 J3-33-1-20 AG
54 99 J2-21-1-30 AG 137 70 J3-33-1-23 AG
55 104 J2-21-1-31 AG 138 110 J3-33-2-22 AG
56 111 J2-21-1-33 AG 139 43 J3-34-1-1 FI
57 111 J2-21-1-34 AG 140 84 J4-56-2-1 FI
58 9 J2-21-2-9 AG 141 64 J4-57-2-2 F
59 10 J2-21-2-12 AG 142 46 J4-62-1-2 F
60 24 J2-21-2-16 AG 143 107 J4-62-3-2 F
61 25 J2-21-2-17 AG 144 94 J4-62-3-3 F
62 25 J2-21-2-18 AG 145 44 J5-67-1-6 A
... continua ...
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J2-22-1-30
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J2-22-2-7
J2-22-2-8
J2-22-2-9

J2-22-2-10

J2-22-2-11
J2-22-3-2
J2-22-3-3
J2-22-3-6

> > >
L e S i g e W

146
147
148
149
150
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163

19

21
55
&9
90
20
66
74
91
42

55
96

101
14
11
97

J5-70-1-6
J6-86-1-8
J2-17A-1-5
J12-17A-1-21
J2-17A-2-1
J2-17A-2-3
J2-17A-3-4
J2-19A-1-7
J2-19A-1-17
J2-19A-2-16
J2-19A-2-17
J2-19A-2-18
J2-19A-2-19
J2-19A-3-2
J2-19A-3-5
J2-19A-3-6
J2-24A-2-7
J5-66A-1-8
J6-81A-3-9

S o A R

TABELA 2 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de

uso da terra (SUT) utilizados no primeiro experimento com
garrafas “long neck” (350 mL).

TRAT Grupo Isolados SUT TRAT Grupo Isolados SUT
1 3 J1-5-3-2 F 27 112 J2-25-1-6 A
2 98 J1-6-1-3 F 28 104 J2-26-1-8 AG
3 112 J2-17-2-6 A 29 86 J2-27-1-29 AG
4 75 J2-17-3-2 A 30 1 J2-28-1-18 AG
5 7 J2-18-2-11 AG 31 83 J2-29-1-14 FI
6 102 J2-19-1-9 AG 32 13 J2-29-1-27 FI
7 71 J2-19-1-21 AG 33 69 J2-29-3-21 FI
8 76 J2-19-3-1 AG 34 79 J2-30-1-33 FI
9 106 J2-20-1-6 A 35 48 J2-30-3-11 FI
10 109 J2-21-1-4 AG 36 70 J3-33-1-24 AG
11 80 J2-21-1-21 AG 37 110 J3-33-1-27 AG
12 87 J2-21-1-22 AG 38 90 J3-33-2-2 AG
... continua ...
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13 73
16 36
17 103
18 105
19 108
20 58
21 4
22 59
23 81
24 85
25 88
26 111

J2-21-2-6
J2-22-1-37
J2-22-2-13
J2-22-3-9
J2-22-4-2
J2-22-4-4
J2-23-1-1
J2-24-1-21
J2-24-2-8
J2-24-2-16
J2-24-3-11
J2-25-1-5
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39
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

95
94
27
107
72
10
74

91
60
97

J3-33-2-3
J4-62-4-2
J5-66-1-2
J5-75-2-1
J6-86-2-1
J2-17A-1-1
J2-19A-1-18
J2-19A-1-28
J2-19A-3-1
J5-67A-1-6
J6-81A-4-3

>
Q
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TABELA 3 Identifica¢do dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados ¢ sistema de

uso da terra (SUT) utilizados no segundo experimento com
garrafas “long neck” (350 mL).

Trat. Grupo Isolados SUT Trat.  Grupo Isolados SUT
1 29 J1-5-1-2 F 82 30 J2-29-2-22 FI
2 29 J1-6-1-2 F 83 58 J2-29-2-24 FI
3 3 J1-7-1-1 F 84 58 J2-29-2-25 FI
4 98 J1-8-1-3 F 85 109 J2-29-4-9 FI
5 98 J1-9-1-3 F 86 68 J2-29-4-10 FI
6 6 J1-10-1-2 F 87 48 J2-30-1-5 FI
7 98 J1-10-1-3 F 88 79 J2-30-1-34 FI
8 6 J1-10-1-6 F 89 79 J2-30-1-35 FI
9 15 J2-17-1-8 A 90 79 J2-30-1-36 FI
10 41 J2-17-2-2 A 91 48 J2-30-3-12 FI
11 52 J2-18-1-6 AG 92 81 J2-31-1-6 FI
12 75 J2-18-1-19 AG 93 105 J2-31-3-1 FI
13 75 J2-18-1-20 AG 94 104 J2-32-1-6 AG
14 78 J2-18-1-28 AG 95 54 J2-32-1-13 AG
15 78 J2-18-1-31 AG 96 105 J2-32-2-3 AG
16 34 J2-18-2-20 AG 97 108 J2-32-2-7 AG
17 52 J2-19-1-17 AG 98 80 J2-32-2-13 AG
18 71 J2-19-1-22 AG 99 81 J2-32-2-14 AG
19 71 J2-19-1-25 AG 100 13 J3-33-1-5 AG
20 102 J2-19-2-4 AG 101 112 J3-33-1-15 AG
21 76 J2-19-3-2 AG 102 70 J3-33-1-23 AG
... continua ...

151



TABELA 3, Cont.

22 76 J2-19-4-1 AG 103 110 J3-34-2-5 FI
23 78 J2-19-4-2 AG 104 110 J3-34-3-1 FI
24 37 J2-21-1-2 AG 105 110 J3-34-3-2 FI
25 87 J2-21-1-29 AG 106 111 J3-36-2-4 FI
26 73 J2-21-2-7 AG 107 112 J3-36-2-6 FI
27 73 J2-22-1-13 A 108 43 J3-37-1-1 FA
28 5 J2-22-1-23 A 109 109 J3-37-1-5 FA
29 25 J2-22-1-26 A 110 54 J3-39-1-2 F
30 25 J2-22-1-27 A 111 109 J3-40-1-2 F
31 80 J2-22-1-31 A 112 3 J3-44-1-1 AG
32 26 J2-22-1-33 A 113 43 J4-52-1-3 FI
33 35 J2-22-1-36 A 114 2 J4-62-2-1 F
34 36 J2-22-1-38 A 115 2 J4-62-2-3 F
35 36 J2-22-1-39 A 116 27 J5-67-1-2 A
36 38 J2-22-1-40 A 117 44 J5-67-1-7 A
37 38 J2-22-1-41 A 118 19 J5-70-1-10 FI
38 40 J2-22-2-12 A 119 41 J5-70-3-1 FI
39 56 J2-22-3-4 A 120 111 J5-71-1-3 FI
40 103 J2-22-3-5 A 121 107 J5-76-3-1 FI
41 56 J2-22-3-18 A 122 107 J5-77-1-3 FA
42 77 J2-23-1-5 FA 123 106 J5-80-1-5 FI
43 77 J2-23-2-5 FA 124 4 J6-86-1-1 P
44 106 J2-23-2-8 FA 125 8 J6-88-1-1 FA
45 106 J2-24-1-3 A 126 8 J6-88-1-2 FA
46 57 J2-24-1-14 A 127 107 J6-88-2-3 FA
47 88 J2-24-1-18 A 128 27 J6-91-2-2 P
48 67 J2-24-1-24 A 129 90 J6-92-2-4 P
49 81 J2-24-2-15 A 130 90 J6-92-2-7 P
50 5 J2-24-2-18 A 131 46 J6-94-1-8 P
51 7 J2-24-2-23 A 132 10 J2-17A-1-1 A
52 7 J2-24-2-24 A 133 10 J2-17A-1-2 A
53 88 J2-24-3-12 A 134 35 J12-17A-1-6 A
54 88 J2-24-5-1 A 135 108 J2-17A-1-12 A
55 47 J2-26-1-2 AG 136 51 J2-17A-1-13 A
56 53 J2-26-1-4 AG 137 87 J2-17A-1-26 A
57 85 J2-26-1-5 AG 138 59 J2-17A-2-7 A
58 105 J2-26-1-10 AG 139 85 J2-17A-3-2 A
59 108 J2-26-2-2 AG 140 18 J2-17A-3-3 A
60 59 J2-27-1-11 AG 141 85 J2-17A-3-5 A
61 104 J2-27-2-3 AG 142 66 J2-19A-1-8 A
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62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

104
112
28

1
80
103
28
9
45
9
45
23
50
103
50
1

13
16
4
16

J2-27-2-4

J2-28-1-5

J2-28-1-13
J2-28-1-19
J2-28-1-22
J2-28-1-23
J2-28-1-24
J2-28-1-25
J2-28-1-26
J2-28-1-27
J2-28-1-28
J2-28-1-32
J2-28-1-34
J2-28-1-39
J2-28-1-42
J2-29-1-3

J2-29-1-32
J2-29-1-34
J2-29-2-1

J2-29-2-9

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
FI

FI

FI

FI

FI

143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162

17
17
30
32
32
55
55
49
18
61
65
23
65
76
&7
11
11
60
72
72

J2-19A-2-3
J2-19A-2-4
J2-19A-2-11
J2-19A-2-13
J2-19A-2-14
J2-19A-2-20
J2-19A-2-21
J2-24A-1-5
J2-24A-2-8
J2-24A-2-14
J2-24A-2-15
J2-24A-3-4
J2-24A-3-7
J2-24A-3-8
J2-24A-3-16
J5-66A-1-8
J5-66A-1-9
J5-67A-1-2
J6-81A-1-3
J6-81A-1-4
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TABELA 4 Identifica¢do dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados ¢ sistema de

uso da terra (SUT) utilizados no terceiro experimento com
garrafas “long neck” (350 mL).

Trat Grupo Isolados SUT Trat Grupo Isolados SUT
1 29 J1-9-1-2 F 74 54 J3-39-14 F

2 3 J1-9-2-1 F 75 54 J3-39-1-5 F

3 3 J1-10-3-1 F 76 54 J3-39-1-6 F
4 98 J1-14-1-2 F 77 43 J4-54-1-4 FI
5 29 J1-14-3-1 F 78 58 J4-57-2-1 F
6 98 J1-15-1-7 F 79 43 J4-58-1-3 AG
7 3 J1-16-1-1 F 80 27 J4-59-1-3 AG
8 98 J1-16-2-1 F 81 3 J4-60-2-1 FA
9 75 J2-18-1-22 AG 82 78 J4-62-1-3 F
10 4 J2-19-1-1 AG 83 78 J4-62-1-4 F
11 8 J2-19-1-5 AG 84 112 J4-63-1-2 F
12 52 J2-19-1-18 AG 85 43 J4-63-1-3 FI
13 78 J2-19-1-23 AG 86 43 J4-64-1-3 FI
... continua ...
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14 71 J2-19-1-26 AG 87 110 J5-70-1-2 FI
15 75 J2-19-2-1 AG 38 108 J5-73-1-2 FI
16 52 J2-21-1-11 AG 89 109 J5-78-1-1 AG
17 8 J2-21-1-23 AG 90 109 J6-81-2-3 P
18 8 J2-21-1-28 AG 91 109 J6-82-1-1 P
19 71 J2-21-2-3 AG 92 112 J6-83-4-2 P
20 71 J2-21-2-4 AG 93 59 J6-85-1-2 P
21 71 J2-21-2-5 AG 94 106 J6-86-2-2 P
22 73 J2-22-1-14 A 95 80 J6-88-1-9 FA
23 73 J2-22-1-29 A 96 106 J6-88-3-3 FA
24 38 J2-22-1-47 A 97 27 J6-92-1-16 P
25 38 J2-22-1-48 A 98 27 J6-93-1-7 P
26 52 J2-22-3-1 A 99 27 J6-93-2-1 P
27 8 J2-23-2-4 FA 100 4 J6-94-1-1 P
28 88 J2-24-1-19 A 101 107 J6-95-2-2 P
29 88 J2-26-1-6 AG 102 107 J6-96-3-3 P
30 38 J2-26-1-7 AG 103 108 J6-96-3-4 P
31 78 J2-27-1-19 AG 104 104 J2-17A-1-3 A
32 7 J2-27-1-24 AG 105 105 J2-17A-1-5 A
33 7 J2-27-1-37 AG 106 105 J2-17A-1-7 A
34 52 J2-27-2-11 AG 107 36 J2-17A-1-8 A
35 52 J2-27-2-12 AG 108 10 J2-17A-1-9 A
36 50 J2-28-1-2 AG 109 10 J2-17A-1-10 A
37 50 J2-28-1-3 AG 110 10 J2-17A-2-4 A
38 50 J2-28-1-6 AG 111 81 J2-17A-3-1 A
39 50 J2-28-1-8 AG 112 74 J2-19A-1-17 A
40 103 J2-28-1-40 AG 113 30 J2-19A-2-5 A
41 103 J2-28-2-3 AG 114 81 J2-19A-2-7 A
42 103 J2-28-2-4 AG 115 81 J2-19A-2-8 A
43 50 J2-28-2-6 AG 116 30 J2-19A-2-12 A
44 103 J2-28-2-8 AG 117 85 J2-19A-2-15 A
45 103 J2-28-2-9 AG 118 55 J2-19A-2-22 A
46 103 J2-28-2-10 AG 119 59 J2-19A-3-4 A
47 103 J2-28-3-1 AG 120 36 J2-24A-1-3 A
48 1 J2-29-1-3 FI 121 87 J2-24A-1-4 A
49 1 J2-29-1-4 FI 122 4 J2-24A-1-14 A
50 16 J2-29-2-10 FI 123 7 J2-24A-2-6 A
51 58 J2-29-3-1 FI 124 87 J2-24A-2-11 A
52 48 J2-30-1-6 FI 125 104 J2-24A-2-12 A
53 48 J2-30-1-7 FI 126 18 J2-24A-3-3 A
... continua ...
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54 4 J2-30-2-1 FI 127 23 J2-24A-3-5 A
55 79 J2-30-2-11 FI 128 23 J2-24A-3-6 A
56 79 J2-30-2-12 FI 129 23 J2-24A-3-9 A
57 79 J2-30-2-13 FI 130 36 J2-24A-3-10 A
58 48 J2-31-1-1 FI 131 76 J2-24A-3-11 A
59 48 J2-31-1-2 FI 132 85 J2-24A-3-12 A
60 48 J2-31-1-20 FI 133 85 J2-24A-3-15 A
61 7 J2-32-1-4 AG 134 10 J5-66A-1-7 FI
62 104 J2-32-1-16 AG 135 59 J5-66A-1-10 FI
63 75 J3-33-1-28 AG 136 10 J5-67A-1-1 A
64 75 J3-33-1-29 AG 137 59 J5-70A-1-2 FA
65 76 J3-33-1-39 AG 138 58 J6-81A-1-1 FA
66 76 J3-33-1-40 AG 139 58 J6-81A-1-2 FA
67 105 J3-33-2-4 AG 140 72 J6-81A-1-11 FA
68 108 J3-33-2-9 AG 141 72 J6-81A-1-12 FA
69 80 J3-34-1-5 FI 142 72 J6-81A-1-13 FA
70 110 J3-34-3-3 FI 143 72 J6-81A-1-14 FA
71 110 J3-34-3-4 FI 144 107 J6-81A-4-4 FA
72 54 J3-39-1-1 F 145 106 J6-88A-1-7 FA
73 54 J3-39-1-3 F

TABELA 5 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de
uso da terra (SUT) utilizados no experimento com sacos plasticos
estéreis (350 mL) que ndo nodularam o siratro.

Trat. Grupo Isolados SUT Nodulaggo

2 71 J1-2-1-4 FI Negativa

6 98 J1-3-1-3 F Negativa
17 109 J2-17-2-5 A Negativa
18 75 J2-17-3-1 A Negativa
35 8 J2-19-1-4 AG Negativa
37 102 J2-19-1-8 AG Negativa
38 58 J2-19-1-19 AG Negativa
39 65 J2-19-1-20 AG Negativa
42 73 J2-19-1-28 AG Negativa
50 92 J2-20-1-5 A Negativa
55 104 J2-21-1-31 AG Negativa
63 36 J2-21-2-24 AG Negativa
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68 4 J2-22-1-8 A Negativa
78 103 J2-22-2-9 A Negativa
94 45 J2-24-1-2 A Negativa
104 88 J2-24-3-1 A Negativa
120 23 J2-28-1-31 AG Negativa
126 30 J2-29-2-21 FI Negativa
127 54 J2-29-2-23 FI Negativa
129 61 J2-29-3-20 FI Negativa
133 110 J2-30-3-28 FI Negativa
150 90 J2-17A-2-3 A Negativa
153 74 J2-19A-1-17 A Negativa
156 49 J2-19A-2-18 A Negativa
157 55 J2-19A-2-19 A Negativa

TABELA 6 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de
uso da terra (SUT) utilizados no primeiro experimento com
garrafas “long neck” (350 mL) que ndo nodularam o siratro.

Trat.  Grupo REP Isolados SUT  Nodulagéo
3 112 1 J2-17-2-6 A Negativa
45 72 1 J6-86-2-1 P Negativa

TABELA 7 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de
uso da terra (SUT) utilizados no segundo experimento com
garrafas “long neck” (350 mL) que ndo nodularam o siratro.

Trat. Grupo Isolados SUT Nodulagéo
1 29 J1-5-1-2 F Negativa
8 6 J1-10-1-6 F Negativa
18 71 J2-19-1-22 AG Negativa
22 76 J2-19-4-1 AG Negativa
29 25 J2-22-1-26 A Negativa
61 104 J2-27-2-3 AG Negativa
93 105 J2-31-3-1 FI Negativa
128 27 J6-91-2-2 P Negativa
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TABELA 8 Identificagdo dos tratamentos (Trat.), grupo, isolados e sistema de

uso da terra (SUT) utilizados no terceiro experimento com
garrafas “long neck” (350 mL) que ndo nodularam o siratro.

Trat Grupo Isolados SUT Nodulaggo
2 3 J1-9-2-1 F Negativa
6 98 J1-15-1-7 F Negativa
18 8 J2-21-1-28 AG Negativa
35 52 J2-27-2-12 AG Negativa
37 50 J2-28-1-3 AG Negativa
38 50 J2-28-1-6 AG Negativa
50 16 J2-29-2-10  FI Negativa
55 79 J2-30-2-11 FI Negativa

TABELA 9 Resultados das médias de matéria seca da parte aérea (MSPA), em mg, da

eficiéncia relativa (ER), em porcentagem, do nimero de nédulos (NN) e
da matéria seca de nédulos (MSN), em mg, dos respectivos isolados,
grupos e sistema de uso da terra (SUT), utilizados no primeiro
experimento com siratro em garrafas “long neck” (350 mL). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Isolados Grupo SUT MSPA ER NN MSN
mg % mg
J2-19A-3-1 91 A 29,333c 5,812¢ 12,333¢ 52,821b
BR7411 30,000c 5,945¢ 43,667b 82,667b
TSN 30,556¢ 6,055¢ 0,000c 0,000c
INPAO311B 31,333¢ 6,209¢ 21,333¢ 18,000c
J2-24-2-16 85 A 31,333¢c 6,209¢ 21,667c 21,333¢
J2-25-1-5 111 A 34,667c 6,869¢ 25,333¢ 26,667c
J2-18-2-11 7 AG 40,000c 7,926¢ 9,000c 38,667b
J5-67A-1-6 60 A 50,000c 9,908¢c 5,000c 29,333c¢
BR7606 63,333¢  12,549¢ 35,667b 4,667c
BR7801 63,333¢  12,549¢ 53,000a 36,667b
BR322 64,000c 12,682¢ 5,000c 35,333b
J2-21-1-4 109 AG 64,000c 12,682c 14,667¢ 18,667¢
J1-5-3-2 3 F  76,667c  15,191c 30,333b 6,000c
J2-17-3-2 75 A 79,333¢c  15,720c 11,000¢ 66,800b
J3-33-2-2 90 AG 90,000c 17,833¢ 31,333b 16,000c
BR10026 96,000c  19,022¢ 12,333¢ 61,333b
J2-20-1-6 106 A 96,667c 19,154c¢ 38,333b 18,000c
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J2-26-1-8 104 AG 100,667c  19,947¢ 15,000¢ 15,333¢
J2-22-1-20 5 A 105333¢c  20,872c 12,000c 10,000¢
J2-21-2-6 73 AG 120,000c 23,778c¢ 12,333¢ 2,667¢
J2-19A-1-28 8 A 128,667c  25,495¢ 26,000c 22,147¢
J2-21-1-22 87 AG 138,000c 27,345c 20,333¢ 26,000c
J2-22-3-9 105 A 139,333¢  27,609¢ 15,333¢ 20,000c
J2-21-1-21 80 AG 140,000c 27,741c 7,333¢ 18,667¢
J5-75-2-1 107  FI  141,333¢  28,005¢ 33,667b 6,000¢
J2-21-2-11 9 AG 144,667c  28,666¢ 21,333¢ 3,333¢
J3-33-1-27 110 AG 147,333¢  29,194c¢ 18,667¢ 18,667¢
J3-33-2-3 95 AG 152,667c 30,251c 28,667¢ 5,333¢
J2-19-3-1 76 AG 158,667c  31,440c 19,333¢ 10,667¢
J6-81A-4-3 97 FA 161,333¢  31,968¢ 55,333a 32,667b
J2-29-1-27 13 FI 171,333¢  33,950c 31,667b 32,667b
J2-22-4-4 58 A 181,333¢  35,931c 25,333¢ 37,333b
BR10052 184,000c  36,459c¢ 26,000c 40,667b
J2-29-1-14 33 FI 196,000c  38,837c 35,000b 17,333¢
BR111 210,000c  41,611c 35,667b 26,667c
J2-22-1-37 36 A 224,667c  44,518¢ 49,333a 6,667¢
J2-25-1-6 112 A 238,000b 47,160b 23,000c 15,333¢
J2-24-1-21 59 A 245333b  48,613b 35,333b 34,667b
J2-28-1-18 1 AG 273,333b 54,161b 39,667b 28,000c
J2-27-1-29 86 AG 275,333b 54,557b 39,333b 26,000c
BR112 282,000b  55,878b 26,000c 74,000b
J5-66-1-2 27 A 284,000b 56,274b 25,000c 9,333¢
J1-6-1-3 98 F 287,333b 56,935b 55,000a 5,400¢
J2-23-1-1 4 FA 296,000b 58,652b 58,667a 47,333b
J2-24-2-8 81 A 298,000b 59,049b 39,333b 15,333¢
J2-22-2-13 103 A 311,333b  61,690b 73,667a 25,333¢
J2-30-3-11 48 FI 311,333b  61,690b 47,667a 19,333¢
J2-30-1-33 79 FI 314,000b 62,219b 29,333¢ 20,667c
J2-29-3-21 69 FI 316,000b 62,615b 54,667a 22,000c
J2-22-4-2 108 A 326,000b 64,597b 40,333b 59,333b
J4-62-4-2 94 F 332,667b 65,918b 45,333b 11,333¢
J2-24-3-11 88 A 336,667b  66,710b 34,667b 43,333b
J3-35-1-4 43 FI 339,333b 67,239 59,667a 18,000c
BR113 340,000b  67,371b 31,000b 40,667b
BR29 358,667b  71,070b 43,667b 27,333¢
J3-33-1-24 70  AG 369,333b 73,183b 45,333b 52,000b
J2-19-1-9 102  AG 370,000b 73,315b 47,000a 12,000c
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J2-19-1-21 71  AG 382,667b  75,825b 23,000c 10,667¢
J2-19A-1-18 74 A 424,667a  84,147" 31,000b 14,000c
J4-62-1-5 2 F  454,667a  90,092° 45,667b 12,667¢
J2-17A-1-5 10 A 474,667a  94,055° 53,000a 6,667c
BR2001 493,333a  97,754° 12,333¢ 48,667b
TCN 504,667a  99,999* 0,000c 0,000c
BR5401 665,333a 131,835a 55,333a 29,333¢

TABELA 10 Resultados das médias de matéria seca da parte aérea (MSPA), em

mg, da eficiéncia relativa (ER), em porcentagem, do numero de
nddulos (NN) e da matéria seca de nodulos (MSN), em mg, dos
respectivos isolados, grupos e sistema de uso da terra (SUT)
utilizados no segundo experimento com siratro em garrafas “long
neck” (350 mL). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
Isolados Grupo SUT MSPA ER NN MSN
mg % mg

TSN 22,222f 3,724f 0,000c 0,000c
J2-24A-3-8 76 A 25,333f 4,246f 4,333c 10,155¢
J2-29-2-25 58 FI 34,000f 5,698f 8,000c 4,067c
J2-32-1-6 104 AG 34,968f 5,860f 10,667¢ 7,036¢
J2-29-2-1 4 FI 36,667 6,145¢f 6,000c 15,667b
J2-24-5-1 88 A 38,111f 6,387f 13,333¢c 5,274c
J2-24A-2-8 18 A 44,000 7,374 4,333c 2,7152¢
J2-28-1-28 45 AG 48,667 8,156f 1,667c 2,566¢
J2-27-2-4 104 AG 49,108f 8,230f 9,333¢ 4,608¢c
J2-22-1-39 36 A 53,333f 8,938f 27,333b 2,633c¢
J2-29-2-24 58 FI 54,000f 9,050f 5,000c 2,533¢c
J6-92-2-4 90 P 58,937f 9,877f 36,333b 4,108¢
J2-24A-1-5 49 A 60,933f 10,212f 8,000c 10,333c¢
J2-32-1-13 54 AG 62,052f 10,399f 12,667c 6,568c
INPAO311B 63,333f 10,614f 35,667b 2,333¢c
BR7411 64,000f 10,726f 5,000c 17,667b
J2-28-1-5 112 AG 70,000f 11,731f 11,000c 5,333¢
J2-24-2-24 7 A 71,333f 11,955f 30,333b 6,600c
J2-26-1-5 85 AG 71,333f 11,955 9,000c 5,667c
J2-24-2-15 81 A 74,000 12,402f 13,000c 9,000c
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J2-22-1-13 73 A 75,926f 12,724f 13,000c 4,635¢
J2-18-2-20 34 AG 76,000f 12,737f 30,333b 9,000¢
J2-21-2-7 73 AG 76,000 12,737f 27,333b 3,333¢
J2-26-2-2 108 AG 78,000 13,072f 15,000c 7,333¢
J2-19-2-4 102 AG 82,889f 13,891f 12,000c 9,395¢
J2-24A-2-14 61 A 83,031f 13,915 3,667¢ 23,980a
J2-26-1-2 47 AG 84,000f 14,077f 14,333¢ 9,333¢
J2-24-1-3 106 A 84,477f 14,157f 10,667¢ 11,089¢
J2-28-1-27 9 AG 84,667f 14,189f 3,333¢ 5,233¢
J2-23-2-8 106 FA 85,333f 14,301f 10,000c 8,886¢
J2-17A-1-6 35 A 85,711f 14,364f 10,667¢ 11,776b
J2-24A-2-15 65 A 88,667f 14,859f 10,000c 16,785b
J2-29-4-10 68 FI 91,075f 15,263f 4,333¢ 19,749a
J2-24-1-14 57 A 91,177f 15,280f 5,000¢ 9,429c¢
J2-30-1-35 79 FI 91,418f 15,321f 3,333¢ 7,061¢
J2-32-2-14 81 AG 95,444f 15,995 23,667b 3,849c¢
J2-22-2-12 40 A 96,225 16,126f 11,667¢ 7,407¢
J6-94-1-8 46 P 97,456f 16,332f 8,333¢ 22,295a
J2-30-1-36 79 FI 104,486f 17,511F 3,667¢ 8,989¢
J2-28-1-42 50 AG 105,467f 17,675 3,667¢ 8,853¢
J2-17A-3-3 18 A 106,967 17,926f 20,000c 15,365b
J2-30-1-5 48 FI 107,149f 17,957f 2,333¢ 14,448b
J2-17A-1-13 51 A 107,272f 17,978f 4,000c 15,239b
J2-19-3-2 76 AG 107,592f 18,031f 16,333¢ 8,392¢
J2-17A-1-2 10 A 108,441f 18,173f 13,333¢ 14,115b
J2-29-1-34 16 FI 109,432f 18,340f 4,333¢ 11,918b
J2-24-1-24 67 A 110,000f 18,435f 10,333¢ 17,667b
J2-30-1-34 79 FI 113,785f 19,0691 2,667¢ 12,444b
J2-28-1-13 28 AG 115,294f 19,322f 10,333¢ 6,743¢
J2-22-1-41 38 A 115,501f 19,357f 18,333¢ 6,074¢
J2-17A-3-2 85 A 116,501f 19,524f 6,000c 21,200a
J2-29-2-9 16 FI 119,149f 19,968f 3,667¢ 6,174¢
J2-17A-1-26 87 A 119,344f  20,001f 5,667¢ 10,928¢
J2-29-4-9 109 FI 119,820f 20,081f 3,333¢ 12,309b
J2-32-2-13 80 AG 120,519f  20,198f 10,333¢ 4,842¢
J2-29-2-22 30 FI 121,250f  20,320f 3,333¢ 4,762¢
J2-23-1-5 77 FA 121,333f 20,334f 6,000¢ 16,000b
J2-17A-1-12 108 A 122,294f 20,495f 4,667c 9,666¢
J2-24-3-12 88 A 123,333f  20,669f 9,667¢ 12,333b
J2-29-1-3 1 FI 123,572f  20,709f 4,000c 6,423¢
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J3-33-1-5 13 AG 125,959¢ 21,109¢ 25,000b 6,410c
J6-81A-1-4 72 FA 126,486¢ 21,198e 6,667¢ 8,431¢
J3-33-1-23 70 AG 128,033¢ 21,457¢ 28,667b 3,763¢
J2-19-1-17 52 AG 129,444¢ 21,693¢ 15,000¢ 14,000b
J2-28-1-22 80 AG 131,201e 21,988e 2,000c 12,859b
J2-26-1-4 53 AG 131,673¢ 22,067¢ 13,667¢ 13,324b
J2-22-1-31 80 A 132,332¢ 22,177e 22,667¢ 4,397c
J2-32-2-7 108 AG 132,968¢ 22,284¢ 24,333b 7,508¢
J2-19A-1-8 66 A 133,318¢ 22,342¢ 6,000¢ 8,704¢
J2-24-1-18 38 A 134,000e 22,457¢ 10,000¢ 15,333b
J2-19A-2-21 55 A 134,285¢ 22,505¢e 16,000c 9,751¢
J2-32-2-3 105 AG 134,438¢ 22,530e 36,333b 6,797¢
J2-28-1-39 103 AG 134,516¢ 22,543¢ 3,667¢ 19,168a
J2-23-2-5 77 FA 134,812¢ 22,593¢ 12,667¢ 5,978¢
J3-44-1-1 3 AG 134,858¢ 22,601e 36,667b 7,642¢
J2-24A-3-7 65 A 135,177¢ 22,654¢ 13,333¢ 13,529b
J2-28-1-19 1 AG 135,199¢ 22,658¢ 8,333¢ 4,801c
J2-22-3-5 103 A 135,333¢ 22,680e 2,000c 15,667b
J2-27-1-11 59 AG 135,468¢ 22,703¢ 11,667¢ 17,967b
J2-17A-3-5 85 A 135,491e 22,707e 3,667¢ 3,750¢
J2-28-1-34 50 AG 136,101e 22,809¢ 3,333¢ 24,208a
J3-33-1-15 112 AG 138,232¢ 23,166¢ 27,667b 4,362¢
J3-37-1-5 109 FA 138,479 23,207¢ 19,667¢ 6,710c
J2-17A-1-1 10 A 138,667¢ 23,239¢ 30,000b 1,419¢
15-67-1-7 44 A 139,667¢ 23,407e 45,000b 1,640c
J2-17A-2-7 59 A 140,977¢ 23,626¢ 3,333¢ 5,183¢
J2-28-1-32 23 AG 141,161e 23,657¢ 3,333¢ 10,193¢
J5-67-1-2 27 A 142,706¢ 23,916¢ 43,000b 5,012¢
J2-19A-2-3 17 A 144,268¢ 24,178e 3,667¢ 8,983¢
J2-22-1-38 36 A 146,000e 24,468¢ 18,667¢ 14,517b
J2-29-1-32 13 FI 146,699¢ 24,585¢e 2,667¢c 11,927b
J3-34-2-5 110 FI 149,289¢ 25,019¢ 29,000b 3,714c¢
J4-62-2-1 2 F 152,116¢ 25,493e 45,000b 8,060¢
J2-28-1-24 28 AG 154,821e 25,946¢ 4,333¢ 10,873¢
J2-19A-2-11 30 A 155,219¢ 26,013e 15,333¢ 7,904¢
J2-24-2-23 7 A 158,000e 26,479 26,333b 10,667¢c
J5-76-3-1 107 FI 158,559 26,573¢ 37,000b 8,601c¢
J2-26-1-10 105 AG 159,282¢ 26,694¢ 11,667¢ 3,187¢
J3-36-2-6 112 FI 161,066¢ 26,993e 18,333¢ 6,034c¢
J4-62-2-3 2 F 161,207¢ 27,017e 41,000b 8,601c¢
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J4-52-1-3 43 FI 162,060e 27,159 26,667b 7,530¢
J2-19A-2-20 55 A 162,590e 27,248e 37,000b 6,153¢
J3-39-1-2 54 F 164,316¢ 27,538¢ 44,667b 3,887¢
J3-34-3-1 110 FI 165,749¢ 27,778¢ 31,333b 5,002¢
J2-28-1-25 9 AG 166,553¢ 27,912e¢ 3,667¢ 8,044c¢
J2-24A-3-16 87 A 166,628¢ 27,925¢ 32,333b 7,965¢
J2-22-1-40 38 A 166,667¢ 27,931e 14,000c 7,667¢
J3-40-1-2 109 F 168,037¢ 28,161¢ 32,000b 4,686¢
J5-70-3-1 41 FI 168,957¢ 28,315¢e 33,333b 18,940a
J6-88-1-1 8 FA 169,208¢ 28,357¢ 16,667¢ 2,470c
J6-88-1-2 8 FA 169,478¢ 28,403e 71,000a 13,333b
J6-88-2-3 107 FA 169,748¢ 28.,448e¢ 34,333b 14211b
J2-24-2-18 5 A 170,000e 28,490¢e 33,333b 10,000¢
J5-71-1-3 111 FI 171,461e 28,735¢ 31,000b 14,840b
J2-21-1-29 87 AG 172,000e 28.,825¢e 14,000c 3,532¢
J5-80-1-5 106 FI 173,740e 29,117e 17,000c 7,690¢
J3-34-3-2 110 FI 174,147¢ 29,185¢ 35,333b 3,445¢
J3-37-1-1 43 FA 176,802¢ 29,630e 19,333¢ 5,724c¢
J2-28-1-26 45 AG 176,906¢ 29,647¢ 4,333¢ 7,867¢
J6-81A-1-3 72 FA 182,709¢ 30,620¢e 21,333¢ 8,008¢
J6-86-1-1 4 P 184,656¢ 30,946¢ 36,667b 4,168¢c
J2-18-1-28 78 AG 186,667¢ 31,283¢ 59,000a 7,902¢
16-92-2-7 90 P 188,331e 31,562¢ 29,333b 23,281a
J2-30-3-12 48 FI 190,311e 31,894¢ 2,667¢ 13,880b
J2-22-1-27 25 A 190,667¢ 31,954¢ 14,000¢ 14,200b
J5-70-1-10 19 FI 190,985¢ 32,007¢ 35,667b 1,788¢c
J2-19A-2-14 32 A 195,891e 32,829 51,333a 6,737¢
15-77-1-3 107 FA 196,594¢ 32,947¢ 26,667b 3,932¢
J2-18-1-31 78 AG 198,000e 33,183¢ 53,333a 7,818¢
J2-28-1-23 103 AG 199,020e 33,354¢ 3,000¢ 12,941b
J3-36-2-4 111 FI 204,907¢ 34,340¢ 37,667b 11,955b
BR2001 210,000e 35,194¢ 35,667b 13,333b
J2-22-1-23 5 A 210,985¢ 35,359 27,000b 3,396¢
J2-19A-2-4 17 A 211,970e 35,524¢ 6,667¢ 8,488¢
BR10026 218,128¢ 36,556¢ 7,000¢ 8,853¢
J2-22-3-4 56 A 218,874¢ 36,681¢e 14,333¢ 12,831b
J5-67A-1-2 60 A 220,192¢ 36,902¢ 21,333¢ 8,506¢
J2-18-1-20 75 AG 222,298¢ 37,255¢ 31,000b 17,014b
J1-7-1-1 F 222,5e 37,5e 31,000b 17,00b
J2-19A-2-13 32 A 223,229¢ 37,411e 21,667c 7,321c¢
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J2-22-1-36
BR10052
J2-31-1-6

J5-66A-1-8

BRI111
J5-66A-1-9
J2-19-1-25

BR112

J1-8-1-3
J2-19-4-2

J2-22-3-18

BR322
J2-24A-3-4

BR7801
J2-21-1-2
BR29
J1-10-1-2
BR113
J2-17-1-8
J1-9-1-3
J2-18-1-6
J2-22-1-33
J2-18-1-19
J1-6-1-2
J2-17-2-2
BR5401
TCN
BR7606
J1-10-1-3

35

81
11

11
71

98
78
56

23

37

15
98
52
26
75
29
41

98

FI
FI

FI
AG

AG

225,316¢
228,525¢
230,800e
232,229
238,923¢
240,170e
243,333¢
249,320e
253,861e
265,151e
270,494¢
282,000e
283,492e
300,000d
321,072d
340,000d
348,570d
358,667d
371,834d
404,435c¢
425,054c
440,000c
458,348¢
465,222¢
483,333c¢
493,333c¢
596,667b
665,333b
768,153a

37,760e
38,298e
38,679
38,919¢
40,041e
40,250e
40,780e
41,783e
42,544¢
44,436¢
45,332¢
47,260e
47,510e
50,277d
53,808d
56,980d
58,416d
60,108d
62,315d
67,779¢
71,234c
73,739¢
76,814c
77,966¢
81,001c
82,677c
99,994b
111,502b
128,734a

20,000c
19,000¢
37,000b
33,333b
32,333b
34,000b
26,333b
25,000b
56,000a
10,333¢
10,667¢
26,000b
16,000¢
43,667b
24,000b
31,000b
64,000a
43,667b
15,333¢
52,667a
14,667¢
29,000b
17,333¢
39,333b
15,333¢
12,333¢
0,000c

55,333a
76,000a

18,849a
9,276¢
13,131b
4,339¢
9,699¢
6,996¢
11,847b
10,121c¢
5,155¢
6,603¢c
20,752a
37,000a
20,415a
17,967b
3,803¢c
20,333a
27,034a
13,667b
6,199¢
6,830c
11,780b
27,614a
3,410c
14,400b
19,400a
24,333a
0,000c
14,667b
26,692a
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TABELA 11 Resultados das médias de matéria seca da parte aérea (MSPA), em

mg, da eficiéncia relativa (ER), em porcentagem, do numero de
nddulos (NN) e da matéria seca de nddulos, em mg, dos
respectivos isolados, grupos, sistema de uso da terra (SUT),
utilizados no terceiro experimento com siratro em garrafas “long
neck” (350 mL). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Isolados Grupo SUT MSPA ER NN MSN
mg % mg
BR322 30,000f 5,945¢ 43,667a 82,667a
TSN 30,556f 6,055f 0,000c 0,000c
BR7411 31,333f 6,209f 21,333¢ 18,000c
J6-86-2-2 106 P 34,000f 6,737f 1,667c 7,333c¢
J2-27-1-37 7 AG 36,000f 7,133f 2,333c 3,533c¢
J4-63-1-2 112 F 36,667f 7,266f 3,667c 7,333c¢
J2-28-1-3 50 AG 37,800f 7,490f 0,000c 0,667c
J2-28-2-9 103 AG 38,667f 7,662f 1,000c 2,833c
J2-21-1-11 52 AG 42,000 8,322f 11,000c 3,267c
J1-15-1-7 98 F 43,333f 8,587f 0,000c 0,000c
J2-21-1-23 8 AG 44,000f 8,719f 0,333c 1,467¢c
J2-27-2-12 52 AG 44,000 8,719f 0,000c 0,000c
J2-30-2-11 79 FI 48,667 9,643f 0,000c 0,000c
J4-54-1-4 43 FI 48,667 9,643f 4,000c 4,667c
J1-9-2-1 3 F 49,333f 9,775¢ 0,000c 0,000c
J2-30-2-1 4 FI 51,333f  10,172f 3,000c 6,667c
J3-33-2-9 108 AG 51,333t 10,172f 0,000c 0,000c
J2-28-1-8 50 AG 52,667f  10,436f 1,667c 6,200c
J2-28-1-6 50 AG 53,333f  10,568f 0,000c 0,000c
J6-85-1-2 59 P 54,000f  10,700f 6,000c 16,000c
J5-70A-1-2 59 FA 56,000f  11,096f 2,000c 9,533c¢
J2-19A-2-5 80 A 61,333f  12,153f 1,333c¢ 11,333¢
BR5401 63,333f  12,549f  35,667b 4,667c
BR7606 63,333f  12,549f  53,000a 36,667b
BR2001 64,000f  12,682f 5,000¢c 35,333b
J2-29-3-1 58 FI 64,000f  12,682f 3,333¢ 5,333c¢
J3-33-1-40 76 AG 70,000f  13,870f 2,000c 4,667c
J2-31-1-2 48 FI 71,333f  14,135f 2,000c 4,533¢
J2-30-1-7 48 FI 72,000f  14,267f 5,000¢c 7,533c¢
J2-31-1-20 48 FI 74,000f  14,663f 3,667c 5,333c¢
J2-26-1-7 88 AG 80,000f  15,852f  10,333c 9,600c
J2-19-1-5 8 AG 81,333f  16,116f 6,333¢ 6,715c¢
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J3-33-1-28 75 AG 82,000f 16,248f 8,000c 4,000¢
J2-24A-2-12 104 A 82,044f 16,257f 5,000c 6,667c
J2-27-1-19 78 AG 84,000f 16,6451 11,000¢ 11,952¢
J2-28-1-2 50 AG 84,467f 16,737f 1,333c¢ 4,000c
J2-30-2-12 79 FI 84,667f 16,777f 4,000¢ 9,800c
J3-39-1-4 54 F 84,667f 16,777f 3,667¢ 8,667¢
J2-19-1-1 4 AG 85,333f 16,9091 5,333¢ 14,756¢
J6-95-2-2 107 P 85,333f 16,909f 4,667¢ 11,800¢
J2-28-2-6 50 AG 86,0001 17,041 13,000¢ 9,256¢
J2-21-2-3 71 AG 88,667f 17,5691 8,000¢ 5,133¢
J5-78-1-1 109 AG 89,333f 17,701f 3,000¢ 10,667¢
J2-28-2-3 103 AG 90,000f 17,833f 11,667¢ 4,800c
J1-16-1-1 3 F 90,667f 17,9661 12,667¢ 6,504c
J2-19-1-23 78 AG 94,667f 18,758f 12,000¢ 2,000¢
J4-62-1-4 78 F 95,333f 18,890f 5,333¢ 6,200¢
INPAO311B 96,000f 19,0221 12,333¢ 61,333a
J2-19-1-18 52 AG 96,667f 19,154f 4,000¢ 11,848c¢
J4-59-1-3 27 AG 98,667f 19,551F 2,000c 6,367¢
J2-17A-1-3 104 A 99,333f 19,6831 1,333c¢ 3,333¢
J3-39-1-1 54 F 99,333f 19,683f 8,333¢ 5,933¢
J2-24A-1-3 36 A 99,933f 19,802f 1,333c¢ 8,000¢
J2-28-2-8 103 AG  100,667f  19,947f 5,333¢ 10,667¢
J12-17A-2-4 10 A 103,333f  20,475f 15,333c¢ 14,667¢
J6-83-4-2 112 P 103,333f  20,475f 8,333¢ 27,333b
J1-9-1-2 29 F 106,667f  21,136f 17,667¢ 7,133¢
J6-81A-1-13 72 FA 107,394f  21,280f 15,333¢ 9,425¢
J2-31-1-1 48 FI 109,333f  21,664f 8,333¢ 5,067¢
J2-28-2-10 103 AG  110,000f  21,796f 2,000c 6,667¢
J2-24A-3-9 23 A 110,668f  21,929f 2,000¢ 14,480c
J2-24A-3-10 36 A 115,546f  22,895f 11,333¢ 14,821¢
J2-24A-1-14 4 A 119,959f  23,770f 8,333¢ 17,333¢
J2-21-2-5 71 AG  120,000f 23,778f 14,000¢ 12,366¢
J2-29-1-3 1 FI 121,333f  24,042f 1,667¢ 9,867¢
J2-22-1-29 73 A 122,000f  24,174f 14,333¢ 18,267¢
J4-63-1-3 43 FI 123,333e  24,438e¢ 4,000¢ 16,067¢
J1-14-1-2 98 F 124,000e  24,571e 4,667¢c 5,667¢
J6-93-1-7 27 P 124,667e  24,703¢ 4,667¢c 6,933¢
J6-81A-1-12 72 FA  125,193¢ 24,807¢ 6,667c 14,691c¢
J2-30-1-6 48 FI 126,000e  24,967¢ 2,667¢ 10,667¢
J6-81-2-3 109 P 126,000e  24,967¢ 1,333c¢ 18,667¢
J3-39-1-6 54 F 126,667¢  25,099¢ 5,333¢ 8,267¢c
J4-57-2-1 58 F 127,333e  25,231e 9,333¢c 7,333¢
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J3-34-3-4 110 FI 128,667¢  25,495¢ 9,333¢ 10,903¢
J5-66A-1-10 59 FI 130,549¢  25,868¢  24,333b 16,000¢
J2-17A-1-5 105 A 130,667e  25,892¢ 3,000¢ 18,667¢

J4-60-2-1 3 FA  131,333e  26,024¢ 3,667¢ 9,533c¢
J2-24A-3-15 85 A 132,757e¢  26,306e 1,333¢ 4,267¢
J6-81A-1-1 58 FA  132,778¢  26,310e 3,000¢ 15,333¢
J2-22-1-47 38 A 133,333e  26,420¢ 18,333¢ 17,333¢
J5-67A-1-1 10 A 135,106e  26,771e 12,333c¢ 26,667b

J3-39-1-3 54 F 135,333e  26,816¢ 2,000c 16,000c

J5-73-1-2 108 FI 136,000e  26,948¢ 13,000¢ 11,333¢
J2-19A-1-17 74 A 137,333e  27,213e 10,667¢ 14,000¢
J6-81A-4-4 107 FA  137,703e 27,286e  40,000b 12,000¢

J3-33-2-4 105 AG  138,000e 27,345¢ 7,000¢ 9,333¢
J6-81A-1-14 72 FA  139,089¢ 27,560e  38,333b 10,903¢
J2-24A-1-4 87 A 141,927e  28,123¢ 3,000¢ 8,000¢

J3-34-1-5 80 FI 142,000e  28,137¢ 3,667¢ 10,333¢
J2-17A-1-10 10 A 142,667¢  28,269e¢  38,333b 14,000¢
J2-19A-2-8 81 A 144,000e  28,534e 8,333¢ 21,333¢

J1-16-2-1 98 F 145,333e  28,798e¢ 6,333¢ 7,407¢

J3-34-3-3 110 FI 145,333e  28,798e¢ 4,000¢ 6,667¢

J3-39-1-5 54 F 145,333e  28,798e¢ 9,000c 10,800c
J2-27-1-24 7 AG  146,000e  28,930¢ 14,667¢ 4,200c
J3-33-1-39 76 AG  146,667¢  29,062¢ 5,000c 16,667¢

J6-96-3-3 107 P 148,667¢  29,458¢ 7,000¢ 16,000c

J6-96-3-4 108 P 148,667¢  29,458¢ 10,667¢ 9,400¢
J2-19A-2-12 30 A 150,000e 29,722 6,000c 16,000c
J6-88A-1-7 106 FA  150,689¢ 29,859¢  44,333a 13,130c
J2-17A-3-1 81 A 151,333e  29,987¢ 7,000¢ 10,667¢
J2-28-1-40 103 AG  151,333¢  29,987¢ 5,000c 5,667¢

J2-21-2-4 71 AG  152,000e 30,119¢  24,333b 1,504¢
J3-33-1-29 75 AG  152,000e 30,119¢ 3,000¢ 10,439¢

J4-62-1-3 78 F 155,333e  30,779¢ 9,000¢ 6,000c
J2-19A-2-7 81 A 156,000e  30911e 3,000¢ 13,333¢

J6-93-2-1 27 P 158,000e  31,308¢  47,000a 8,200¢
J2-18-1-22 75 AG  159,333¢  31,572¢ 17,333c¢ 9,782¢
J2-22-1-48 38 A 160,000e  31,704e  21,000c 18,667¢

J2-23-2-4 8 FA  160,000e 31,704e 15,000¢ 22,000c
J2-17A-1-9 10 A 167,333e  33,157¢ 5,667¢ 11,333¢

J6-82-1-1 109 P 167,333e  33,157¢ 3,000¢ 30,667b
J6-81A-1-11 72 FA  169,654e 33,617¢ 6,000¢ 16,926¢
J2-24-1-19 88 A 172,000e 34,082 15,000¢ 3,358¢

J6-88-1-9 80 FA  174,000e 34,478e¢ 10,667¢ 4,667¢c
... continua ...
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TABELA 11, Cont.

J4-64-1-3
J2-24A-3-3
J2-19A-2-22
BR7801
J2-32-1-16
J2-19-2-1
J2-24A-3-11
J2-24A-2-11
J4-58-1-3
J2-19-1-26
J5-70-1-2
J2-24A-3-5
BR10052
J2-17A-1-7
J6-92-1-16
J2-32-1-4
J2-24A-3-6
J2-26-1-6
J2-28-3-1
J2-24A-2-6
J2-29-1-4
J2-30-2-13
J2-17A-1-8
J2-24A-3-12
J6-88-3-3
J2-19A-2-15
J5-66A-1-7
J2-19A-3-4
BR112
J2-28-2-4
BR111
BR10026
J1-10-3-1
J2-22-1-14
J6-81A-1-2
J1-14-3-1
BR113
TCN
12-27-2-11
J2-22-3-1
BR29

43

55

104
75
76
87
43
71
110
23

105
27

23
88
103

79
36

106
85
10
59

103

73
58
29

52
52

176,667¢
179,058¢
183,467d
184,000d
185,333d
186,667d
187,479d
189,953d
198,667d
207,333d
208,667d
209,777d
210,000d
210,000d
214,667d
215,333d
218,354d
220,000d
222,000d
223,828d
226,667d
232,000d
238,000d
242,052d
244,000d
245,333d
248,478d
248,667d
282,000d
286,667d
340,000c
358,667¢
360,000c
371,333c
379,989¢
423,333¢
493,333b
504,667b
552,667b
600,000a
665,333

35,006e
35,480e
36,354d
36,459d
36,724d
36,988d
37,149d
37,639d
39,366d
41,083d
41,347d
41,567d
41,611d
41,611d
42,536d
42,668d
43,267d
43,593d
43,989d
44,351d
44,914d
45971d
47,160d
47,962d
48,348d
48,613d
49,236d
49273d
55,878d
56,803d
67,371c
71,070c
71,334c
73,579¢
75,295¢
83,883c
97,754b
99,999b
109,511b
118,890a
131,835a

35,333b
3,333c
7,000¢
26,000b
5,333c¢
59,000a
5,000¢
12,667¢
8,333¢
25,000b
23,667b
1,333¢
35,667b
8,333c¢
6,333¢
9,000c
10,667¢
19,667¢
10,667¢
6,000¢
24,667b
9,333c
6,000¢
3,333¢
8,667¢
5,333c¢
10,667¢
10,667¢
26,000b
27,000b
31,000b
43,667a
31,667b
34,667b
35,333b
55,667a
12,333¢
0,000c
31,333b
50,333a
55333a

13,333¢
18,000¢
6,667¢
40,667b
10,000¢
20,667¢
14,200¢
9,333c¢
6,800c
9,333¢
15,333¢
4,000c
26,667b
24,667b
7,333c
11,333¢
18,000¢
26,723b
40,667b
7333¢
14,667¢
63,333a
27,333b
27,333b
6,667¢
37,333b
26,667b
16,000c
74,0002
9,740¢
40,667b
27,333b
22,000c
8,000c
23,171¢
17,764c
48,667b
0,000c
16,667¢
19,333¢
29,333b
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