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RESUMO

JESUS, Ederson da Concei¢do. Diversidade de Bactérias que Nodulam
Leguminosas, Isoladas de Trés Diferentes Sistemas de Uso da Terra, na
Regido do Alto Solimées - AM: UFLA, 2004. 111p. (Dissertagdao - Mestrado
em Microbiologia Agricola)’

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de trés sistemas de uso da
terra da regido do Alto Solimdes, Amazonas, Brasil, sobre a diversidade de
bactérias que nodulam leguminosas (BNL). Os sistemas estudados foram um
cultivo de mandioca, um cultivo de pupunheira e uma floresta virgem de terra
firme, escolhidos de modo a se obter um gradiente de intensidade de utilizacdo
da terra. As bactérias foram isoladas das amostras de solo utilizando-se o siratro
(Macroptilium artropurpureum) como planta-isca. A densidade de BNL foi
avaliada através da técnica do nimero mais provavel. As maiores densidades
foram observadas nas areas cultivadas. Os isolados obtidos foram caracterizados
com base em suas caracteristicas culturais. Foram caracterizados 257 isolados,
os quais formaram 50 grupos culturais a 80% de similaridade. Foram obtidos
poucos isolados a partir da floresta, em virtude da baixa nodulagdo do siratro,
enquanto nas areas cultivadas a nodulag@o do siratro foi abundante. Os maiores
valores para os indices de Shannon e Margalef foram observados na area
cultivada com mandioca e os menores valores na floresta. Porém, quando
realizada uma analise de rarefagdo, o numero de grupos culturais que se
esperaria encontrar em cada area foi bem proximo. As curvas de acumulagdo de
grupos culturais para as trés areas demonstraram que as comunidades de BNL
foram relativamente bem amostradas, embora a coleta de um maior nimero de
isolados possa ser significativa para a avalia¢do da riqueza de grupos culturais.
Foi encontrada maior propor¢ao de isolados que acidificam o meio de cultura na
floresta e maior propor¢ao de isolados que alcalinizam o meio de cultura na area
cultivada com pupunheira; segundo a analise pelo teste de qui-quadrado, esta
distribui¢do pode ser explicada pela diferenca entre os sistemas de uso da terra.
Foi feito o ajuste dos modelos logaritmico e log normal de abundancia de
espécies as comunidades de BNL estudadas.Os modelos logaritmico e log
normal se ajustaram bem a todas as comunidades de BNL estudadas. Conclui-se
que houve influéncia dos sistemas de uso da terra
sobre a densidade e diversidade de BNL e que os sistemas de cultivo,
comparados a floresta, favoreceram as comunidades deste grupo de
microrganismos.

"Comité Orientador: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA (Orientadora),
Marcelo Silva de Oliveira - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

JESUS, Ederson da Conceicdo. Diversity of Leguminosae Nodulating
Bacteria Isolated from Three Different Land Use Systems placed in the
Alto Solimodes Region - AM: UFLA, 2004. 111p. (Dissertation - Master
Program in Agricultural Microbiology)”

The aim of this work was to evaluate the effect of three different land
use systems from the Alto Solimdes Region, Amazonas State, Brazil, on the
diversity of Leguminosac Nodulating Bacteria (LNB). The land use systems
studied were a cassava crop, a peach palm crop and an upland forest. These were
chosen with the intention of composing a gradient of land use intensification.
Bacteria were isolated from nodules of Macroptilium artropurpureum, the plant
species used as the trap host. The density of LNB was evaluated with the most
probable number technique. The isolates were characterized with the assessment
of their cultural characteristics. The highest bacterial density was found in the
crop systems. Two hundred fifty-seven isolates were characterized and these
were clustered into fifty groups of isolates with eighty percent similarity.
Richness and diversity indices were calculated based on the cultural groups
found and accumulation curves were also plotted. Few isolates were obtained
from forest because the nodulation was poor with soil solution from this system,
whereas the nodulation was abundant in the crop systems. The highest richness
and diversity was found in the cassava crop and the lowest ones were found in
the forest. However, the richness was similar for the three land use systems
when the number of isolates was determined with a rarefaction analysis. The
accumulation curves for the three communities studied showed that the sampling
was relatively good, though the sampling of a larger number of isolates may
reflect a significant increase for the richness indices values. The largest acid-
producing isolate proportion was found in the forest and the largest alkali-
producing isolate proportion was found in the peach palm crop. This difference
can be explained by the difference amongst the systems, in accord with the qui-
square analysis. Logarithmic and log normal species abundance models were
fitted to the bacterial communities studied. These models fitted well to all
bacterial communities. One can conclude that the land use systems influenced
the LNB density and diversity and that the crop systems favored this group of
microorganisms, when these systems were compared to the forest.

"Guidance Committee: Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA (Major
Professor), Marcelo Silva de Oliveira — UFLA (Co-advisor).

ii



1 INTRODUCAO

A utilizagdo de terras para a agricultura pode levar a perda da
diversidade de organismos do solo e, conseqiientemente, de servicos importantes
para o bom funcionamento do ecossistema. A intensificagdo da atividade
antropica ocasiona, geralmente, uma redu¢@o na biodiversidade vegetal e uma
mudanga na disponibilidade de recursos, o que leva a uma diminui¢do na
diversidade de animais e, provavelmente, de microrganismos. Essas mudancas
podem levar a alteragdes nas fungdes do ecossistema, que afetardo sua
produtividade e sua sustentabilidade. Como conseqiiéncia disso, o ecossistema
terd sua capacidade de resistir e de se recuperar de perturbagdes diminuida
(Swift & Anderson, 1994).

Um sistema agricola ndo tem necessariamente que se caracterizar pela
pobreza em espécies. Existe uma diversidade de sistemas agricolas e estes
podem ter diversos efeitos sobre a comunidade de organismos presentes
(Moreira & Siqueira, 2002; Moreira et al., 1999). Acredita-se que a maior
diversidade de organismos em um ecossistema seja responsavel por uma maior
estabilidade e pela maior resiliéncia deste ecossistema, necessarias para que este
se apresente como um sistema sustentavel. Os organismos do solo assumem
papel importante neste processo, visto que sdo responsaveis por diversas
atividades essenciais para o funcionamento dos ecossistemas como a
fragmentagdo e decomposicdo da matéria organica, a disponibilizagdo de
nutrientes no solo, incluindo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), ¢ a
agregacao das particulas do solo, dentre outras (Moreira & Siqueira, 2002).

A avaliagdo do impacto dos diversos usos da terra sobre a populacdo dos
organismos do solo torna-se importante para o delineamento de politicas

adequadas de wuso da terra, que permitam a sustentabilidade dos



agroecossistemas. Pela sua importancia ecoldgica e seu potencial de utilizagdo
na agricultura, as bactérias que nodulam leguminosas (BNL) apresentam-se
como um dos grupos de organismos a serem estudados.

Segundo Kahindi et al. (1997) os beneficios futuros oriundos da
simbiose BNL-leguminosas dependerdo da exploragdo da diversidade natural de
leguminosas e de estirpes de BNL presentes em solos tropicais. Assim, propde-
se avaliar, através deste trabalho, o efeito de trés diferentes sistemas de uso da

terra da regido amazonica sobre a diversidade de BNL.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O potencial da Amazonia para estudos da diversidade de BNL

A Regido Amazonica possui uma imensa diversidade de espécies
vegetais. 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 nimero de nichos existentes.

Também ¢ de se esperar que a diversidade de organismos do solo
também seja afetada por esta alta diversidade vegetal. Um exemplo da riqueza
de microrganismos que pode ser encontrada nos solos da Regido Amazonica sao
os dados encontrados por Bornerman & Triplett (1997). Estes autores
encontraram uma grande diversidade de seqiiéncias de 16S rDNA de
microrganismos no solo da Amazoénia Oriental, inclusive seqiiéncias de Archea.
Segundo estes autores, as seqiiéncias encontradas podem pertencer a novas

espécies de microrganismos.



Dentre as familias botanicas presentes na Amazonia a familia
Leguminosae ¢ a mais rica em espécies e a quinta em densidade (Ducke, 1949;
Black et al., 1950; Prance et al., 1976 citados por Moreira et al., 1992). Uma das
particularidades desta familia é que grande parte das espécies conhecidas é
capaz de formar nodulos em simbiose com bactérias diazotroficas, comumente
conhecidas como rizobios, aqui chamadas de bactérias que nodulam
leguminosas (BNL), em virtude da existéncia de outras bactérias que ndo
rizébios capazes de induzirem a formagao de nédulos em leguminosas.

De acordo com Faria et al. (1989), estima-se que apenas 20% das
espécies de leguminosas existentes foram examinadas para nodulagdo e acredita-
se que muitas espécies nodulantes ainda possam ser descobertas. Grande parte
das espécies examinadas sdo nodulantes, a saber: 97% das espécies da
subfamilia Papilionoideae, 90% das espécies de Mimosoideae e 23% de espécies
de Caesalpinoideae (Faria et al, 1989). A grande diversidade de espécies de
leguminosas na regido tropical e especialmente na Amazonia pode refletir-se
numa grande diversidade de BNL e os estudos sobre a nodulacdo de
leguminosas nativas dessa regido, bem como de bactérias isoladas destas
leguminosas, podem contribuir grandemente para o conhecimento desta
diversidade. Um exemplo deste potencial € o trabalho de Moreira et al. (1992),
onde os quais verificaram que 85% das espécies estudadas nodularam quando
cultivadas em solo de varzea, sendo que para 98 espécies foram obtidos os
primeiros registros de nodulagao.

Até pouco tempo as espécies conhecidas de BNL eram todas oriundas de
regides temperadas e poucos estudos existiam com estirpes isoladas de regides
tropicais. Posteriormente, varias espécies novas foram descobertas com o estudo
de isolados de regides tropicais (Dreyfus et al.,, 1988; Chen et al., 1997; de
Lajudie et al., 1998; Nick, 1998; de Lajudie et al, 1994). Moreira et al. (1998),

em um estudo em que examinaram a seqiiéncia do gene 16S rDNA de 48



estirpes de BNL isoladas de varias regides do Brasil, observaram uma grande
diversidade genética entre os isolados, embora tenham encontrado poucas
seqiiéncias novas.

Atualmente sabe-se que outras bactérias pertencentes a outros géneros,
como Burkholderia, Methylobacterium, Blastobacter, Devosia e Ralstonia,
também podem induzir a formag¢ao de nodulos em leguminosas (Sy et al., 2001a;
Sy et al., 2001b; Chen et al., 2001; Moulin et al., 2001; Rivas et al., 2002; van
Berkum & Eardly, 2002), sendo todos estes encontrados dentre estirpes isoladas
de regides tropicais. Estas descobertas recentes mostram que a diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio em simbiose com leguminosas pode ser bem
maior do que se esperava e que os estudos com isolados de regides tropicais

podem contribuir muito para o conhecimento desta diversidade.

2.2 Importancia dos estudos de diversidade de BNL

O estudo da diversidade de BNL apresenta os seguintes pontos de
importancia:

Novos isolados podem apresentar potencial para serem utilizados
como inoculantes de espécies de leguminosas cultivadas e florestais. Os
isolados obtidos podem ser selecionados para serem utilizados como inoculantes
de leguminosas cultivadas para a produgdo de alimentos, adubagdo verde e para
a revegetagdo de areas degradadas. Lacerda et al. (2004), estudando a eficiéncia
na fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) de estirpes de BNL isoladas da regido
amazonica em caupi (Vigna unguiculata), selecionou, dentre estes isolados,
estirpes de alta eficiéncia, que apresentaram desempenho superior ao da estirpe
oficialmente recomendada para a espécie. Também, a utilizagdo de espécies

vegetais nativas para a revegetacao de areas degradadas torna o aproveitamento



desta diversidade de suma importancia, uma vez que estirpes eficientes ainda
ndo foram selecionadas para as mesmas.

A descoberta de diazotroficos simbidticos pertencentes a novos géneros também
pode apresentar novas aplicagdes. Por exemplo, os pesquisadores responsaveis
pela descoberta de nodulacdo de leguminosas por bactérias do género
Burkholderia sugeriram a hipotese de que leguminosas noduladas com esta
bactéria poderiam ser utilizadas para a revegetacdo de solos contaminados, visto
que bactérias deste género possuem a capacidade de degradar determinados
compostos organicos (sciencenet. 2002).

Progresso dos estudos de taxonomia de BNL e compreensio da
historia evolutiva deste grupo. Segundo Kahindi et al. (1997), as limita¢des da
taxonomia de BNL sdo amplamente devidas a limitagdo do numero de isolados
que foram estudados. Os estudos de isolados oriundos de regides tropicais como
a Amazonia podem contribuir muito para o conhecimento da diversidade de
organismos deste grupo bem como para a compreensdo da evolucdo dos
mesmos. As bactérias isoladas podem ser guardadas em cole¢des e constituem
fonte de material genético (informacdo genética) e material para futuros

trabalhos com fixacdo bioldgica de nitrogénio.

2.3 Avaliacao da diversidade de BNL

Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas tanto para a
caracterizacdo como para a avaliagdo da diversidade de bactérias, que se
baseiam em caracteristicas fenotipicas ou em caracteristicas genotipicas.
Atualmente esta avaliacdo tem sido fortemente influenciada pelo uso de técnicas
moleculares. De acordo com Woese (1987), a capacidade de se realizar o

seqlienciamento de 4cidos nucléicos teve um grande impacto sobre a



microbiologia e sobre a classificacdo dos microrganismos. Diferentemente do
que ocorre com 0s organismos superiores, a morfologia das bactérias, embora
bastante diversa (Moreira & Siqueira, 2002), ndo permite o uso de caracteres
morfologicos para uma classificagdo filogenética adequada destes organismos.
Com o advento da tecnologia de seqiienciamento de acidos nucléicos o problema
da filogenia de bactérias tornou-se tratavel (Woese, 1987).

Alguns exemplos de técnicas que podem ser utilizadas para a
caracterizagdo e para a avaliacdo da diversidade de microrganismos sdo a
avaliagdo de caracteristicas culturais, a avaliacdio da composicdo celular de
acidos graxos, a avaliagdo de perfis de proteina total por eletroforese em gel de
poliacrilamida - SDS-PAGE (Sodium Dodecil Sulphate — Poliacrylamide Gel
Eletrophoresis), a eletroforese de enzimas multilocus (MLEE), a eletroforese em
campo pulsado, o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), a
amplifica¢do de elementos repetitivos do genoma (rep-PCR), o polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restrigdo (RFLP), a amplificagdo de espagadores
intergénicos (ITS-PCR), o polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) e a hibridizacgdo DNA-DNA (de Bruijn, 1997; Harrison et
al., 1992; Laguerre et al., 1993; Laguerre et al, 1994; Moreira et al., 1993;
Moreira et al., 1998; Odee et al., 1997; Parker & Lunk, 2000; Pereira, 2000;
Vinuesa et al., 1998).

2.4 Utilizacao de caracteristicas culturais para a identificacio de BNL

Embora se afirme que caracteristicas culturais e morfoldgicas ndo sejam
diversas o bastante para permitirem uma classificagao filogenética adequada dos
microrganismos (Woese, 1987), isto ndo significa que estas caracteristicas ndo

tenham sua importancia. Na verdade, a avaliacdo das caracteristicas culturais e



morfolégicas ¢ o primeiro passo para a identificacdo de novos taxa de
microrganismos. Microbiologistas experientes sdo capazes de identificar os
microrganismos com os quais trabalham sem técnicas sofisticadas e se baseiam
em caracteristicas culturais ¢ morfologicas. Estas caracteristicas podem indicar
diferencas fisiologicas importantes entre microrganismos, que podem ser
detectadas posteriormente através de estudos mais refinados (Pelczar et al.,
1981). Por ndo precisar de aparelhos sofisticados para a sua realiza¢do e por ser
de baixo custo, a caracterizacdo cultural ¢ extremamente util em laboratoérios que
ndo t€m acesso a tecnologias sofisticadas.

Atualmente, busca-se uma taxonomia polifasica e as caracteristicas
culturais fazem parte dos caracteres utilizados para esta classificacdo
(Vandamme et al., 1996). Embora as técnicas moleculares possam dar uma idéia
da diversidade existente em diversos ambientes, por si s6 elas ndo t€m muito
valor se ndo estiverem associadas aos estudos cladssicos de microbiologia.
Atualmente, um grande ntimero de seqiiéncias de 16S rDNA esta depositado nos
bancos de dados de seqiiéncias de genes, mas muitas destas seqiiéncias sdo de
microrganismos ainda nao cultivados e, por isso, ndo t€ém um maior
aplicabilidade. Dai a importancia do isolamento do microrganismo e de sua
caracterizagdo com as varias técnicas disponiveis.

Dentre as caracteristicas culturais que podem ser avaliadas temos a
producdo de exopolissacarideos, o tamanho, o formato, a cor, ¢ o tempo de
formagdo de coldnias e a alteracdo do pH do meio de cultura (Vincent, 1970;
Moreira et al., 1993; Odee et al., 1997; Martins et al., 1997). Caracteristicas
importantes para essa avaliagio em BNL sdo a alteracdo do pH do meio de
cultura com extrato de levedura e manitol, com azul de bromotimol como
indicador, e a taxa de crescimento das coldnias, que indicam claramente

diferencas fisioldgicas entre géneros (Jordan, 1984).



Desde o inicio do estudo das BNL percebeu-se que estas poderiam ser
diferenciadas com base na capacidade de alterar o pH do meio de cultura. Em
1965, Norris sugeriu a divisdo de BNL em dois grandes grupos, BNL produtores
de acidos e BNL produtores de alcali os quais, posteriormente, foram
classificados como Rhizobium e Bradyrhizobium, respectivamente (Norris,
1965). Com o estudo de novas estirpes isoladas e com o desenvolvimento de
técnicas de biologia molecular, novas espécies foram descobertas e descobriu-se
que dentro das estirpes classificadas como Rhizobium estavam outros géneros,
Sinorhizobium e Allorhizobium (de Lajudie et al., 1998). Atualmente, o género
Allorhizobium foi reclassificado e novamente incluido no género Rhizobium,
juntamente com o género Agrobacterium (Young et al., 2001), embora esta nova
classificagdo ainda seja um pouco controversa e discutida por especialistas na
area. No género Mesorhizobium foram incluidos isolados que apresentavam
caracteristicas similares as de Rhizobium, porém apresentavam caracteristicas
fenotipicas diferenciadas, inclusive algumas estirpes apresentando taxa de
crescimento intermediaria, sugerindo a existéncia de diferencas metabolicas
importantes (Jarvis et al., 1997; de Lajudie et al., 1998; Young et al., 2001).

Atualmente, no caso de BNL, estas podem ser divididas em quatro
grandes grupos com base nas caracteristicas culturais: géneros Rhizobium e
Sinorhizobium, isolados de crescimento rapido que acidificam o meio de cultura;
Mesorhizobium, isolados de crescimento intermediario, que acidificam ou nao
alteram o pH do meio de cultura; Bradyrhizobium, isolados de crescimento
lento, que alcalinizam o meio de cultura; e Azorhizobium, isolados de
crescimento rapido a intermediario, que alcalinizam o meio de cultura (Dreyfus
et al., 1988; Moreira, 1991; Odee et al, 1997; Moreira & Pereira, 2001). Porém,
ha excegdes a estas regras (Moreira, 1991; Padmanabhan et al., 1990) e também
ha as novas espécies que ndo pertencem ao grupo dos rizobios e podem

apresentar caracteristicas peculiares. Um exemplo sdo estirpes do género



Burkholderia, as quais alteram o pH do meio e cultura de maneira diferenciada
(Moreira, comunicagdo pessoal).

As diferen¢as na mudanca de pH do meio de cultura entre culturas de
crescimento rapido e de crescimento lento se devem a utilizagdo preferencial de
aglcares, por isolados de crescimento rapido e de compostos nitrogenados,
constituintes do extrato de leveduras, por isolados de crescimento lento (Tan &
Broughton, 1981; Padmanabhan et al., 1990). Porém, a reacdo observada pode
variar com o meio de cultura utilizado e excec¢des a regra podem ser encontradas
(Moreira, 1991; Padmanabhan et al., 1990). De acordo com Tan & Broughton
(1981), rizobios de crescimento rapido requerem menos N, P e K e sdo mais
seletivos na utilizacdo de agucares do que isolados de crescimento lento.
Segundo estes autores, a taxa de crescimento lenta estaria relacionada com a
baixa eficiéncia na utilizacdo de substratos.

A producdo de polissacarideos, além de servir como base para
diferenciacdo entre isolados, pode estar relacionada a tolerdncia a acidez
(Cunninghan & Munns, 1984), a indu¢do e desenvolvimento de nodulos (Gray
& Rolfe, 1990; Kosenko et al., 2003) e a mudangas fisiologicas na planta
hospedeira (Kosenko et al., 2003).

A avaliagdo das caracteristicas culturais de isolados de bactérias
diazotroficas foi utilizada com sucesso por Melloni (2001), Melloni et al. (2004)
e Nobrega et al. (2004) na diferenciacdo de isolados provenientes de areas de
mineracdo em diferentes estagios de reabilitacdo, localizadas no estado de Minas
Gerais. Melloni (2001) conseguiu diferenciar as areas de minerag@o através da
avaliagdo de caracteristicas culturais de BNL isolados dessas areas. Melloni et
al. (2004) e Nobrega et al. (2004) encontraram uma grande diversidade cultural
de diazotréficos associativos nestas areas de mineragdo e Nobrega et al. (2004)
verificaram que houve relagdo entre os grupos culturais encontrados e os grupos

formados apods a caracterizagdo através do perfil de proteina total em



eletroforese em gel de poliacrilamida. Dentre os isolados encontrados por
Nobrega et al. (2004) ha, inclusive, alguns que podem representar novas

espécies.

2.5 Indices de diversidade

Existe uma variedade de formas de se realizar a analise dos dados de
diversidade de comunidades bioldgicas (Magurran, 1987) e recentemente se tem
discutido a aplicabilidade dessas abordagens para o estudo de comunidades de
microrganismos (Kennedy & Smith, 1995; Watve & Gangal, 1996; Izsak &
Papp, 2000; Hughes et al., 2001; Hill et al., 2003). Nos ultimos anos, varios
trabalhos t€m sido publicados com este enfoque (Coutinho et al., 1999; Hughes
et al., 2001; Andrade et al., 2002; Hill et al., 2003). Hughes et al. (2001)
compararam comunidades de organismos superiores, para 0s quais estas
abordagens foram desenvolvidas, e concluiram que a aplicacdo das mesmas para
os estudos de comunidades microbianas é possivel.

No caso das BNL, os estudos de diversidade se restringem, em sua
maioria, a comparagdes do niimero de espécies ou estirpes encontradas em
comunidades diferentes (Odee et al., 2002; Aguilar et al., 2001; Moreira et al.,
1998; Gao et al., 2001; Bala et al., 2002; Tamimi, 2002). Em alguns outros
estudos o indice de Shannon ¢é empregado, o qual também considera a
componente uniformidade da diversidade (Andrade et al., 2002). Contudo, neste
trabalho apenas consideram a comunidade com maior valor para o indice como a
mais diversa, sem a realizagdo de uma comparacdo estatistica. Foi encontrado
apenas um trabalho em que esta comparacdo foi realizada (Coutinho et al.,
1999). O indice de Shannon ¢ normalmente distribuido e, por isso pode ser

analisado através de testes paramétricos — e.g., o teste t de Student e a ANOVA
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(Magurran, 1087; Odum, 1988). Quando a utilizagdo destes testes ndo ¢
possivel, pode-se utilizar a técnica de Jack-Knife para estabelecer intervalos de
confianga, o que permite a comparagao estatistitica dos indices (Magurran, 1987,
Coutinho et al., 1999).

As medidas de diversidade, de acordo com Magurran (1987), podem ser
divididas em 3 tipos principais: indices de riqueza de espécies, modelos de
abundancia de espécies e indices baseados na abundancia proporcional de
espécies.

Os indices de riqueza de espécies sdo essencialmente uma medida do
numero de espécies presente na comunidade. A determinagdo do nimero total de
espécies de uma comunidade ¢ extremamente util (Magurran, 1987), mas
geralmente isto ndo é possivel, principalmente para comunidades microbianas.
Neste caso, o nimero de espécies ¢ estimado com base em amostras retiradas da
comunidade estudada e a estimativa ¢ realizada através do uso de indices ou
estimadores de riqueza de espécies. Exemplos destes estimadores sdo os indices
de Margalef e Menhinick (Magurran, 1987).

Uma desvantagem da utilizagdo do niimero de espécies como uma
medida de diversidade é que ele é muito sensivel a variagdes no tamanho das
amostras. Quanto maior o tamanho das amostras, maior serd o nimero de
espécies encontrado e, no caso de comunidades microbianas, este problema ¢
significativo devido ao grande tamanho dessas comunidades. Assim, ¢
importante definir o tamanho adequado das amostras, de modo que elas sejam
representativas da comunidade, o que pode ser feito através do Pielou’s pooled
quadrate method (Magurran, 1987).

No caso de BNL a maior amostragem depende do numero de noédulos de
onde as bactérias sdo isoladas (Coutinho et al., 1999) e da utilizacdo do maior
numero possivel de espécies vegetais diferentes como plantas-isca (Handley et

al., 1998). Quanto maior o nimero de nédulos examinados € quanto maior o
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numero de espécies vegetais utilizadas como plantas-isca, maior sera a
diversidade de isolados encontrados. Para conseguir capturar grande ntimero de
espécies da comunidade ¢ necessario utilizar varias espécies vegetais como
plantas-isca, véarias dilui¢des, pois os grupos de isolados variam de acordo com a
diluicdo das amostras de solo (Dowdle & Bohlool, 1985; Bala et al.; 2001), e
examinar todos os nédulos formados.

Infelizmente, ndo ¢é possivel capturar toda a diversidade de uma
comunidade de BNL devido a laboriosidade da utilizacdo de muitas espécies de
planta-isca e da analise de grande nimero de nddulos e devido ao longo periodo
de tempo exigido para realizagdo do trabalho. Além disso, nem todos as BNL
presentes no solo possuem a capacidade de nodular leguminosas (Laguerre et al.,
1993; Sullivan et al., 1996).

Recentemente, Z¢éz¢ et al. (2001) conseguiram avaliar a diversidade de
Rhizobium leguminosarum a partir de DNA extraido diretamente do solo, com o
auxilio de primers especificos para o gene NodD. Esta se apresenta como uma
alternativa para superar o problema da especificidade da planta-isca, porém
encontra o problema da variabilidade na seqiiéncia dos genes Nod (Young,
comunicagdo pessoal).

Os modelos de abundéncia de espécies sdo extremamente interessantes
porque mostram padrdes seguidos pela comunidade, os quais podem revelar
caracteristicas interessantes sobre ela. Hughes et al. (2001) enumeraram
impedimentos para a utilizagdo desses modelos, porém Hill et al. (2003)
consideram possivel a utilizagdo desses modelos para o estudo de comunidades
microbianas. De acordo com Hill et al. (2003), “esses modelos devem ser
utilizados mesmo quando a cobertura da comunidade ¢ baixa porque eles
mostram toda a distribuicdo, ajudando nas comparagdes por revelarem
tendéncias, bem como mudangas especificas em classes de abundancia

particulares”.
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Magurran (1987) apresenta quatro tipos principais de modelos: a série
geométrica, a série logaritimica, a série log normal e o broken stick (figura 1).
Alguns autores afirmam que as comunidades microbianas sdo geralmente
descritas pelo modelo log normal (Parkin & Robinson, 1994; Curtis et al., 2002;
Hill et al., 2003). Hill et al. (2003) verificaram que além da série log normal, a
série logaritmica também se ajustou a comunidade de bactérias de solo

contaminado com =zinco. A alternincia entre os padrdes de distribuicdo
apresentados para uma dada comunidade pode revelar o efeito de impactos

ambientais sobre as comunidades ¢ também ¢ possivel determinar se um ou

poucos fatores estdo controlando a distribui¢do dos individuos e espécies dentro
da mesma (Magurran, 1987).
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FIGURA 1. Grafico ilustrando a forma tipica de quatro modelos de abundéncia

de espécies: série geométrica, série logaritmica, série log normal e
broken stick (Magurran, 1987).
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Os indices niao paramétricos sdo considerados por Hughes et al. (2001)
como os mais promissores para estudos de comunidades microbianas. Dentre
estes os mais conhecidos sdo os indices de Shannon e de Simpson. O indice de
Shannon ¢ o mais amplamente utilizado, principalmente em estudos de
diversidade de BNL. Porém, Hill et al. (2003) criticam a sua utilizacdo,
destacando seus pontos fracos, e concluem que o indice de Shannon ¢ 1til para
medidas de diversidade, embora ndo totalmente compreensivel. Outro indice que
se mostrou promissor para a utilizagdo com microrganismos ¢ o indice de
riqueza Chaol (Hughes et al., 2001; Hill et al. 2003).

Surgiram, atualmente, novos indices que combinam a abundancia
proporcional de espécies com a diversidade filogenética (Watve & Cangal,
1996; Iszak & Papp, 2000; Hill et al., 2003). Estes indices permitem trabalhar
com dados obtidos através de técnicas de biologia molecular e andlise
filogenética. A utilizagdo destas técnicas ¢ ampla nos estudos com
microrganismos e estes novos indices permitem uma analise interessante dos
dados obtidos através delas. Hill et al. (2003) apresentam alguns indices deste
tipo; e. g. o indice baseado na dissimilaridade média (Watve & Cangal, 1996) e
o indice quadratico de entropia (Iszak & Papp, 2000).

O indice baseado na dissimilaridade média (Watve & Cangal, 1996) ¢
apresentado como uma solugdo para a analise de diversidade de comunidades de
organismos sem uma definicdo taxondmica precisa. Este ¢ caso dos
microrganismos, para os quais os estudos se baseiam na definicdo de unidades
taxondmicas operacionais, a qual pode variar com a técnica utilizada para a
caracterizacdo destes microrganismos e com o nivel de similaridade definido
para a diferenciacdo entre individuos (Watve & Cangal, 1996; Hughes et al.,
2001). O indice ¢ baseado na obtencdo de médias dos coeficientes de

dissimilaridade e na variancia destes de modo que a média fornece uma medida
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de diversidade per se e a varidncia fornece informacdo adicional sobre a
comunidade.

O indice quadratico de entropia considera a soma das diferencas entre
espécies como uma medida adequada de diversidade. A relagdo entre as
espécies, considerada como a distadncia taxondmica entre elas, tem influéncia no
valor do indice de modo que este liga o conceito de indices de diversidade
ecoldgica e de medidas de biodiversidade (Iszdk & Papp, 2000; Hill et al.,
2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo

O presente trabalho fez parte de um projeto mais amplo, cujo titulo é
Conservation and sustainable Manegement of Below-Ground Biodiversity
(BGBG), implementado pelo United Nations Programme e executado em sete
paises: Brasil, Costa do Marfim, India, Indonésia, Kénia, México e Uganda. No
Brasil, a coordenag@o esta a cargo da Universidade Federal de Lavras.

O objetivo do BGBD ¢ promover o conhecimento e a compreensdo da
biodiversidade do solo, importante para a produgdo agricola sustentavel em
areas tropicais, através da demonstragdo de métodos para a conservagao e
manejo sustentavel. Deste modo, varios grupos de organismos do solo sdo
contemplados pelo projeto. Dentre os grupos a serem estudados estdo as
bactérias fixadoras de nitrogénio, em especial as bactérias que nodulam
leguminosas (BNL), as quais foram contempladas pelo presente trabalho. As
areas de estudo no Brasil estdo localizadas na regido amazonica e incluem
comunidades indigenas do municipio de Benjamin Constant, no estado do
Amazonas. As areas estudadas no presente estudo estdo localizadas em uma
dessas comunidades indigenas.

O sitio localiza-se a aproximadamente 1.100Km a oeste de Manaus, no
municipio de Benjamin Constant, na base do Rio Solimdes (figura 2). Nao ha
estradas disponiveis para o acesso ao local, o qual é realizado através de barco
ou avido. A intensidade de uso da terra é baixa, mas a pratica da agricultura
itineraria € comum. As comunidades indigenas estdo organizadas em

associagdes, interagindo com pesquisadores desde 1995, através do Projeto para

16



COLOMBIA |
Rio Sclimdes

PERU

@ Leticia
i BRASIL

¥ Tabatinga

____[Comunidade Ticuna
“Novo Paraiso”
By soafenan
W 69° 59' 02"
ILHA BOM INTENTO

Benjamin ConstzMg

Rio Solimdes

\ 7 A
‘ Paraiso e, anca
g ko €

S

FIGURA 2. Localizagdo do municipio de Benjamin Constant e algumas
comunidades indigenas da regido. O presente trabalho foi
realizado na comunidade indigena Guanabara II, atualmente,
Guanabara III (UNEP-GEF TSBF-CIAT PROJECT, 2002).

o Desenvolvimento Sustentado do Alto Solimdes - PRODESAS, praticando
agricultura de pequena escala, agrofloresta, /ogging e extrativismo vegetal.

As areas avaliadas estdo localizadas na comunidade Guanabara III
(anteriormente chamada Guanabara II). A comunidade, existente ha 22 anos, ¢
formada por representantes dos indios Ticuna, e ¢, atualmente, reserva da
Fundagdo Nacional do indio (FUNAI) desde o segundo semestre de 2003. Esta
comunidade foi escolhida por ser uma das maiores comunidades da regido e, por
isso, com uma utilizagdo mais intensa das terras para o cultivo.

As amostras de solo foram coletadas de trés diferentes sistemas de uso

da terra: uma area de mata de terra firme e duas areas cultivadas com mandioca
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(Manihot esculenta) e pupunheira (Bactris gasipaes). Estas areas foram
escolhidas de modo a constituirem um gradiente de intensidade de utilizagdo da
terra.

A floresta representa o ecossistema natural. O cultivo da pupunheira,
uma cultura perene, representa um cultivo em que ha uma menor intensidade de
utilizacdo da terra. O cultivo de mandioca, uma cultura anual, representa um
cultivo tradicional da regido, onde h4 uma intensidade maior de utilizacdo da

terra. A caracterizagdo destas 4reas € apresentada na tabela 1.

3.2 Amostragem

Foram coletadas 4 amostras compostas por area de estudo. Cada amostra
constituiu-se de 20 amostras simples, coletadas a profundidade de 0-20cm. As
amostras simples foram coletadas aleatoriamente dentro um quadrado de 5X5m.
Este tipo de amostragem foi escolhido porque se adequou bem as areas
cultivadas, as quais sdo de tamanho relativamente pequeno, formando uma
“colcha de retalhos” na paisagem.

A serrapilheira foi retirada antes da coleta das amostras e os
instrumentos de coleta foram flambados antes e apds a coleta de diferentes
amostras compostas para evitar a contamina¢do entre amostras ¢ com BNL
exoticas. Trezentos gramas de cada amostra composta foram destinados para a
analise microbioldgica e 200g, para a analise das caracteristicas fisicas e
quimicas do solo no Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). As amostras destinadas para a analise microbioldgica foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis Millipore, ¢ armazenadas em
recipientes de isopor com gelo, para sua conservagdo, ¢ levadas o mais rapido

possivel para o laboratorio, onde foram conservadas a 4°C.
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TABELA 1. Caracterizagdo das areas de floresta de terra firme e cultivo de mandioca ¢ pupunha onde foi avaliada a
diversidade de BNL, localizadas no municipio de Benjamin Constant — AM.

Ecossistema

Localiza¢do Geografica

Elevagdo (m)

Coordenadas geograficas

Caracterizagao

Floresta de

S 04° 25> 20,8

Vegetagdo caracteristica de mata de terra firme. Floreta

terra firme 84 W 069° 54° 49,7 virgem.
Anteriormente era uma capoeira. Foi cultivada com
bananeira por 5 anos e a cultura plantada na ocasido da
Cultivo de S 04° 24" 44.9"" 9oleta Flas amostras era a mandioca-brava, presente na
. 93 oA vy area ha 9 meses. Juntamente com a mandioca havia
mandioca W 069° 54° 423 : , .
batata-doce revestindo o solo. Na area havia presenca de
plantas jovens de /nga edulis, leguminosa nodulante.
A area era recoberta por vegetacdo nativa de terra firme.
Depois, foi desmatada para o plantio de mandioca
Cultivo de 35 S 04°25° 03,9 (9meses). Posteriormente, foi plantada pupunheira, a
pupunheira W 069° 54° 42,1’ qual na ocasido da coleta das amostras, estava na area a

5 anos.




3.3 Determinacio da densidade populacional de BNL e captura de BNL

através de plantas isca

O experimento foi montado em sacos plasticos estéreis da Millipore, de
300mL, com solucgdo nutritiva de Jensen, sem nitrogénio (Jensen, 1942; Vincent,
1970). Foram colocadas 2 plantas de siratro (Macroptilium artropurpureum) por
saco, as quais posteriormente foram inoculadas com dilui¢des das amostras de
solo. Foram adicionados mais dois tratamentos: uma testemunha absoluta, para
garantia da auséncia de contaminagdo e para comparagdes com as plantas
inoculadas, e uma testemunha com nitrogénio mineral, para comparagdes com as
plantas inoculadas. As plantas cresceram em uma camara de crescimento com
temperatura de 22°C e regime de 12 horas de luz.

Cada uma das amostras de solo coletadas foi submetida a diluigdes
decimais seriadas antes da inoculagdo da planta-isca. Foram diluidos 60g de
cada amostra em 60mL de solucdo de salina NaCl 0,85% (Zuberer, 1994). Os
frascos contendo as amostras de solo foram agitados por 30 minutos, a 50 RPM.
Posteriormente, foi transferido 1mL de cada diluicdo para tubos de ensaio
contendo 9mL de solugio salina, constituindo uma dilui¢do de 10 vezes (10™). O
processo de dilui¢do foi repetido sucessivamente até a obtengdo da dilui¢ao de
10°. As plantas foram inoculadas com ImL de cada dilui¢io (ImL/ saco
plastico). Foram Utilizadas 3 repeti¢des por dilui¢do, ou seja, para cada dilui¢ao
das amostras de solo havia trés sacos plasticos com plantas de siratro.

O aparecimento de nodulos nas raizes foi avaliado periodicamente e as
plantas foram coletadas 60 dias apds a montagem do experimento. A densidade
da populacdo de BNL foi estimada através da técnica do nimero mais provavel
(Woomer et al., 1990), com a utilizagdo do programa Most Probable Number

Enumeration System - MPNES (Bennett et al., 1990).
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Os nodulos foram utilizados para o isolamento das estirpes de BNL e a
parte aérea das plantas foi coletada para a avalia¢do da eficiéncia das populagdes

em promover o crescimento do siratro.

3.4 Avaliacao da eficiéncia das popula¢ées de BNL

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado,
com 5 tratamentos e 4 repeticdes. Para esta avaliacdo foram consideradas as
plantas inoculadas com a dilui¢io de 10", Cada uma das 4reas de coleta de
amostras de solo — floresta, mandioca e pupunha - constituiram um tratamento e
cada uma das amostras de solo foi considerada como repeticdo. A parte aérea
das plantas inoculadas com a diluigdo de 10" foi seca em estufa a 65°C e pesada
para determinacdo da matéria seca. Também foram adicionados mais dois
tratamentos controle (uma testemunha absoluta, em substrato esterilizado e sem
inoculagdo com BNL) e uma testemunha com nitrogénio mineral (para
comparagdo com os tratamentos inoculados com as popula¢des de BNL). As
testemunhas com nitrogénio mineral receberam nitrogénio na forma de uma
solugdo de nitrato de potassio (KNO;), de modo que em cada saco pléstico

houvesse 70 ppm de nitrogénio ou 0,5% de KNO; (Vincent, 1970).

3.5 Isolamento das bactérias dos nédulos

Todos os ndédulos formados nas plantas-isca foram utilizados para o
isolamento de BNL. Estes nédulos foram primeiramente imersos em dalcool
etilico 95%, por 30 segundos, com o objetivo de quebrar a tensdo superficial,
imersos posteriormente em peroxido de hidrogénio (H,O,) por 1 minuto, para

desinfestar a superficie do nodulo, e depois lavados véarias vezes em agua
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esterilizada para a retirada do H,O,. Os nddulos entdo foram esmagados, com o
auxilio de uma pingca devidamente esterilizada, em placas contendo meio de
cultura YMA ou 79 (Fred & Waksman, 1928; Vincent, 1970) com azul de
bromotimol, pH 6,8; o material interno foi riscado nas placas para a obtengao de

coldnias isoladas.

3.6 Caracterizacao dos isolados de BNL

Ap6s o isolamento, os isolados foram caracterizados de acordo com suas
caracteristicas culturais. As caracteristicas avaliadas foram alteragdo do pH do
meio e cultura, producdo de goma (polissacarideos extracelulares), taxa de
crescimento e caracteristicas das colonias (tamanho, formato, borda, elevagao,
superficie, transmissdo de luz e coloracdo das coldnias). A caracterizagdo foi
realizada 7 dias apos a inoculagdo do meio de cultura. Quando as colonias
apareceram apoés este periodo, a caracterizagao foi realizada com 12 dias de
crescimento.

Abaixo sdo apresentadas as caracteristicas estudadas, baseadas em
Moreira (1991), Moreira et al. (1993) e Pereira (2000), com uma maior
discriminag¢do em relagdo ao pH, coloracdo de colonia e producdo de goma
realizada no presente trabalho. Na figura 3 sdo apresentadas fotos de alguns
isolados, exemplificando as faixas de produgdo de goma utilizadas, dentre outras
caracteristicas.

Avaliagdo do pH - foi realizada através da comparagao da coloracdo do
meio de cultura com cada isolado de BNL com placas com meio YMA com pH
ajustado para os valores 5,0, 6,0, 6,3, 6,5, 6,7, 6,8, 7,0, 7,2, 7,5, 8,0 ¢ 9,0. O pH
de 5,0 foi considerado muito acido; os pHs de 6,0 a 6,7, pouco acidos; o pH 6,8,

neutro; os pHs de 7,0 a 7,2, pouco basicos; e os pHs de 7,5 a 9,0, muito basicos.
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FIGURA 3. Isolados de bactérias que nodulam leguminosas e algumas de
suas caracteristicas culturais. Da direita para a esquerda, de cima
para baixo: M73 — goma abundante, efusa. M93 — goma abundante.
MS87 — muita goma. M52 — goma intermediaria. M3 — pouca goma.
BR5410 — seca ou muito pouca goma.
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Coloracao das coldnias- a coloragdo foi avaliada com o auxilio de uma
carta de Munsell e expressa na forma de matiz, valor e croma indicada na carta.
A coloragdo também foi classificada como branca, creme e amarela, que foram
as cores bservadas nos isolados estudados.

Taxa de crescimento - foram consideradas as seguintes faixas de dias de
aparecimento de colonia: 1 dia, crescimento muito rdpido; 2-3 dias, crescimento
rapido; 4-5 dias, crescimento intermediario; 6-10 dias, crescimento lento; mais
de 10 dias, crescimento muito lento. A producdo de goma foi dividida em 6
faixas: goma abundante, muita goma, produgdo intermedidria, pouca goma, seca
€ muito seca.

Transmissdo de luz - as colonias foram caracterizadas como opacas,
semitransltcidas e translucidas. Foram consideradas opacas as colonias que ndo
permitiram nenhuma passagem de luz através de si; translucidas, aquelas que
permitiram passagem total de luz; e semitransliicidas, aquelas que permitiram
passagem de luz nas bordas das col6nias, mas com o centro da coldnia opaco.
As demais caracteristicas foram avaliadas de acordo com Eklund & Lankford
(1967).

Os isolados foram agrupados com base na caracterizacdo cultural,
juntamente com estirpes tipo e/ou referéncia de espécies ja descritas de BNL:
CIAT899" (BR322"), Rhizobium tropici, LMG 6214" (BR 10055"), Rhizobium
galegae bv orientalis, USDA205" (BR 112), Sinorhizobium fredii cv fredii,
USDA1037" (BR 525"), Sinorhizobium medicae, ATCC33669" (BR7801"),
Mesorhizobium loti, USDA76" (BR29), Bradyrhizobium elkanii ¢ ATCC10324"
(BR111%), Bradyrhizobium leguminosarum. Os dendrogramas foram construidos
através do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetic Mean), com a utilizagdo do coeficiente de Jaccard, com o
programa estatistico NTSYS (Numerical Taxonomic and Multivariate Analysis

System, version 2.0, Applied Biostatistics, New York).
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3.7 Analise dos dados

As amostras foram consideradas separadamente para efeito de contagem
de células de BNL no solo (densidade), do calculo de eficiéncia das populagdes
e de avaliacdo do resultado da analise de fertilidade das amostras de solo. Os
dados de densidade foram utilizados para avaliacdo da correlacdo deste
parametro com caracteristicas quimicas e fisicas do solo.

Avaliou-se a diferenca estatistica entre os teores de calcio, aluminio,
fosforo, potassio, matéria organica e valores de pH entre as areas estudadas
através da analise de variancia e do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
As andlises foram feitas através dos programas SAEG (Universidade Federal de
Vigosa) e SISVAR (Universidade Federal de Lavras).

Para o calculo dos indices de diversidade e para o ajuste de distribuicdes,
as amostras dentro de cada area foram consideradas de forma conjunta, ou seja,
os isolados de cada amostra de floresta foram considerados conjuntamente, os
das amostras da area cultivada com mandioca os isolados da area cultivada com
pupunheira. Neste caso, as amostras passaram a ser o numero de isolados
obtidos em cada area, o que corresponderia a um isolado por nodulo.

Os dados de caracterizacdo cultural foram utilizados para o ajuste de
modelos de abundancia as comunidades de BNL e para a aplicacdo de indices de
diversidade, de acordo com Magurran (1987). Os modelos de distribuicao
ajustados foram os modelos de distribuicdo logaritmica e de distribui¢dao log
normal. Os indices utilizados foram os pardmetros o e¢ A, das distribui¢des
logaritmica e log normal;, o indice de riqueza de Margalef; o indice de
diversidade de Shannon-Weaver; o indice de homogeneidade de Shannon e o
indice de domindncia de Berger-Parker. Os indices de Shannon foram
submetidos ao teste t de Student com o objetivo de avaliar se eram

estatisticamente diferentes entre si.
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Os indices de Shannon e o nimero de grupos culturais observados para
diferentes numeros de isolados, utilizados para construgdo das curvas de
variagd@o do indice de Shannon em fun¢ao do nimero de isolados e das curvas de
acumulagdo, foram calculados com o auxilio do programa EstimateS, versdo 5.0
(Colwell, 1997). Para isto, cada isolado foi considerado como sendo oriundo de
um noddulo. O programa seleciona os isolados ao acaso de modo a constituir
amostras com um até o niimero total de isolados. Os dados foram aleatorizados
100 vezes. Para efeito de comparacdo ¢ apresentada a curva de acumulacdo de
espécies vegetais de um banco de sementes estudado por Colwell & Coddington
(1994), para dar uma idéia da quantidade de informag@o contida nas amostras
das comunidades de BNL. A comunidade do banco de sementes foi bem
amostrada e serve como uma referéncia para avaliacdo da eficiéncia da
amostragem realizada para as comunidades de BNL.

Para comparacdo entre as areas na selecdo de grupos diferentes de BNL

foi utilizado o teste de qui-quadrado.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises quimica e fisica das amostras de solo

Os resultados da anélise das amostras de solo coletadas nas trés areas
estudadas sdo apresentados na tabela 2. Os solos das trés areas estudadas
apresentaram acidez elevada e altos teores de aluminio, associados a altos teores
de calcio e magnésio. A acidez potencial também se apresentou elevada. A
satura¢do por aluminio se apresentou alta na area cultivada com pupunheira e
média na area de floresta e cultivada com mandioca. As areas apresentaram
teores médios de matéria orgdnica no solo. Os teores de Zn, Mn e Fe sdo altos
em todos os solos. Os teores de Cu sdo médios e os teores de B, baixos nas areas
de floresta e cultivada com pupunheira e altos e médios na area cultivada com
mandioca. As CTC efetiva e em pH 7,0 se apresentaram muito elevadas, embora
a saturacdo por bases tenha sido baixa. Nao houve diferenca significativa entre
as areas para os valores de pH, célcio, K, P, Fe e matéria organica. Houve
diferenga estatisticamente significativa apenas entre os teores de aluminio; o
solo da floresta apresentou menores teores de aluminio que as areas cultivadas.
A textura das amostras das areas cultivadas com mandioca e pupunheira ¢

argilosa, enquanto a textura do solo da floresta é predominantemente média.

4.2 Numero mais provavel

Os resultados do niimero mais provavel (NMP) para a contagem de

células de BNL nos trés sistemas de uso da terra, com os seus respectivos
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TABELA 2. Resultado da analise quimica de amostras de solo coletadas em areas de floresta e cultivadas com pupunha
na regido do Alto Solimdes — AM. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, a

5 % de probabilidade.

Floresta Mandioca Pupunha
Andlises FI F2 F3 F4 X MI M2 M3 M4 X Pl P2 P3 P4 X
pH H,0 45 47 4,6 47  46A 45 4.4 47 47  46A 49 48 45 51 48A
P(mgdm®) 52 43 43 43 45A 43 6,5 55 52  54A 55 40 49 37  45A
K (mgdm?) 560 470 590 480 525A 390 520 640 500 S51,3A 840 420 640 380 S57,0A
Na(mgdm®) 37 37 5,5 3,7 424 37 3,7 37 37 374 55 55 55 37  51A
+2 -
Ca (C?;OIC'dm 25 36 2,5 21 27A 38 5.1 49 53  48A 69 36 22 62  47A
Mg™
&€ 13 16 1,4 18 154 09 2,0 21 20 184 17 15 08 21 15A
(cmol..dm™)
+3 N
Al (0131;01c~dm 40 34 33 47 3,9B 7.9 5,8 4,7 7,3 6,4A 4,5 8.4 8.8 5.4 6,8A
H+Al
3 153 137 137 170 150 239 214 171 239 21,6 153 239 267 191 213
(cmol..dm™)
SB (cmol,.dm™) 40 53 4,1 40 44 48 73 72 74 67 88 52 32 84 64
CTC O 80 87 7,4 8,7 82 127 131 119 148 13,1 133 136 120 138 132
(cmol..dm™)
CTCD 193 o0 178 211 193 287 287 243 314 283 241 291 299 275 277
(cmol..dm-")
V (%) 206 280 229 1901 227 168 253 296 238 239 366 291 299 275 308
IS Al (%) 500 39,0 450 540 470 62,0 440 400 49,0 488 340 620 730 390 520
IS Na (%) 02 02 03 02 02 0,1 0,1 ol o1 01 02 02 02 01 02

Continua...
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TABELA 5, Cont.

M. organica 29
(dag.dm™) ’
P-rem.
(mg.L'l) 12,2

Zn (mg.dm™) 4,1
Fe (mg.dm™) 81,0
Mn (mg.dm”) 59,0
Cu (mg.dm?) 09
B (mg.dm™) 0,1
S (mg.dm™) 3.3

Areia (%) 28
Silte (%) 37
Argila (%) 35
Classe textural M

3.1

12,9
4,0
156,8

539
1.4
0,1
3,7
23
41
36

A

2,7

12,2
4.6
139,2

70,8
13
0,2
3,3
27
38
35
M

170,6

554
0,9
0,1
4,1
34
32
34
M

2,7A

12,2

42A
136,9
A

59,8A
1,1B
0,1C
3,6A
28,0
37,0
35,0
M

2,6

10,9
3,0
135,9

16,7
1,6
0,5
3,7

3,6

11,5
8,2

107,6

313
1,7
0,5
4,5
15
43
42
A

3,1

13,2
3,7

132,1

25,7
1,9
0,5
4,1

3,1

9.4
4,6
86,1

19,8
1,4
0,5
4,1
20
37
43
A

3,1A

11,3

4,9A
115,4
A

23,4B
1,7A
0,5A
4,1A
17,5

40,0

42,5

A

4,1

9,9
32
51,4

4,1
11
0,1
8.4

4
39
57
A

2,4

72
2.9
85,1

27,0
0,8
0,3
4,1

4
43
53
A

34

72

3,7
138,

33,1
0,8
0,3
5.8

4
46
50
A

1.6

7,7
2,8
97,8

21,8
1,2
0,4
33

4
36
60
A

2,9A

8,0
32A
93,2A

31,0B
1,0B
0,3B
54A
4,0
41,0
55,0
A

P-Na-K-Fe-Zn-Mn-Cu — Extrator Mehlich 1. Ca-Mg-Al — Extrator KC1 1N. H+Al — Extrator SMP. B — Extrator agua quente. S —

Extrator fosfato monocalcico em acido acético. SB = soma de bases trocaveis. CTC (t) — Capgcidade de troca cationica efetiva.
CTC (T) — Capacidade de troca catiénica a pH 7,0. V — Indice de saturagdo de bases. IS Al - Indice de saturagdo de aluminio. IS Na
— Indice de saturagdo de s6dio. M. organica — Oxidagdo Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N. P-rem. — Fosforo remanescente



intervalos de confianga, sdo apresentados na figura 4. A faixa de transicdo para
os padrdoes de nodulagdo encontrados ao longo das séries de dilui¢do foi
determinada com o objetivo de avaliar a confiabilidade dos resultados.

De acordo com Woomer (1994), a faixa de transigdo ¢ o nimero de
passos da série de diluicdo entre o primeiro resultado ndo inteiramente positivo e
o ultimo resultado ndo inteiramente negativo. Os padrdes encontrados, as faixas
de transic@o e suas respectivas probabilidades sdo apresentados na tabela 3.

Das doze amostras, cinco apresentaram probabilidade inferior a 0,001, a qual é
recomendada por Woomer (1994) como limite para a rejeicdo de resultados.

Porém, como este limite de probabilidade ainda ¢ baixo, foram somente conside-

4,5

4,0
)
2 35
(2]
w 3,0
)
2 25+
S - NMP
c 2,0 +
[}
3 I :
s 10
z

0,5

0,0 f f f f

1 2 3 4 5
Amostras

FIGURA 4. Numero mais provavel (NMP) de células de BNL em floresta e
areas cultivadas com mandioca e pupunheira na regido do Alto
Solimdes — AM. 1-2. Floresta.. 3-4. Mandioca. 5. Pupunheira.
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TABELA 3. Padrdo de nodulagdo, nimero mais provavel (NMP) de células de
BNL, faixa de transi¢do (ROT) e probabilidade dos padroes de
nodulagdo para amostras de solo de areas de floresta e cultivadas
com mandioca e pupunha na regido do alto Solimdes — AM.

Log
Ecossistema  Amostra Padrao NMP NMP ROT P
Floresta | 1-1-2-0-0-0 63,25 1,80 3 0,023
11 1-3-1-0-0-0 85,56 1,30 3 0,023
111 1-1-0-0-1-1 56,96 1,76 6 0,00002
v 0-0-0-1-1-0 69,49 1,84 6 0,00002
Mandioca I 1-2-2-0-0-0 84,58 1,93 4 0,023
II 0-2-2-1-1-0 78,31 1,89 5 0,0002
111 2-3-3-0-1-0 238,42 2,38 5 0,0002
v 3-3-0-1-0-0  1588,24 3,20 2 0,193
Pupunha I 3-2-2-1-0-0 123592 3,09 3 0,023
11 2-3-2-0-2-0 274,34 2,44 4 0,002
111 2-3-3-0-1-0 247,03 2,39 5 0,0002
1A 2-3-3-2-2-0 422,12 2,63 4 0,002

rados os valores de NMP que apresentaram probabilidade de ocorréncia maior
ou igual a 0,023. Dos padrdes observado,s os que atenderam a este critério foram
as amostras 1 e 2 de floresta, 1 e 4 de mandioca e 1 de pupunheira. Os valores
encontrados variaram de 1,298 a 3,201 células;y por grama de solo. Os maiores
valores foram encontrados nas areas cultivadas com mandioca e pupunheira e os
menores, na area de floresta.

Os dados de densidade apresentaram correlagdo apenas com o teor de
calcio, sendo esta correlagdo positiva (figura 5). A correlagdo foi significativa
no nivel de 8% de probabilidade. Verificou-se relagdo linear entre y e x,

suportada pela probabilidade de 8% encontrada para o coeficiente angular.
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FIGURA 5. Correlagdo do niimero mais provavel (NMP) de células de BNL
com teores de calcio.

4.3 Eficiéncia das populag¢des nativas de BNL na promociao do crescimento

de plantas de siratro (Macroptilium artropurpureum).

As populagdes nativas de BNL ndo foram eficientes na promogdo do
crescimento das plantas de siratro. O acimulo de matéria seca na parte aérea das
plantas inoculadas ndo diferiu estatisticamente do apresentado pelas testemunhas
nao inoculadas (figura 6). O maior acimulo de matéria seca ocorreu nas plantas

inoculadas com nitrogénio mineral.
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FIGURA 6. Eficiéncia das populagdes de BNL de 4reas de floresta e cultivadas
com mandioca e pupunha na promog¢do do crescimento de siratro
(Macroptilium atropurpureum). Média de quatro repeti¢des. Letras
iguais indicam que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. CV = 53,67%.

4.4 Caracterizacao cultural dos isolados

Foram caracterizados 257 isolados a partir dos nodulos de siratro,
considerando as trés areas, floresta, cultivo de mandioca e cultivo de pupunheira,
com a utilizagdo de meio de cultura YMA com pH 6,8. Estes foram agrupados
pelo método UPGMA. A razdo da escolha do nivel de 80% de similaridade ¢
que grupos fenotipicos formados a aproximadamente este nivel de similaridade
sdo0 comumente equivalentes a uma mesma espécie de bactéria (Goor et al.,
1990).

Cinqgiienta grupos foram formados a 80% de similaridade (tabela 4 e 5).
Os isolados presentes em cada grupo cultural e as suas principais caracteristicas
sdo apresentados na tabela 4. As areas cultivadas com mandioca e pupunheira

apresentaram maior niimero de nodulos, aumentando assim a probabilidade de
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TABELA 4. Grupos culturais de isolados de BNL encontrados em areas de floresta e cultivadas com mandioca e pupunha
na regido do Alto Solimdes — AM e principais caracteristicas dos isolados de cada grupo.

Grupo Isolados Caracteristicas

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
1A F14, F20, M102, F17, M62, P88, M74, P77,  cultura. Coldnias redondas, convexas, grandes, opacas, com
P8&5. goma intermediaria a abundante, coloragdo creme,

superficie lisa. Absorvem indicador.
Crescimento rapido a intermedidrio (1 e 5 dias), acidificam
A F26, P67, muito o meio de cultura. Colomas redondas,~convexas,
grandes, opacas, com muita goma, coloragdo creme,

superficie lisa. Absorvem indicador.
F15, F21, F27, F32, M61, M65, M75, M84, Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
3A MO0, P66, P68, P72, P73, P82, P84, P89, P91, cultura. Colonias redondas, convexas, grandes, opacas e
P93, F28, M67, P79, P80, P87, P92, M100, semitransliicidas, com goma intermediaria a abundante,

M109, P83, P86, P94 coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem indicador.

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
AA M56, M77, M83, M105, M110 cultura.  Colonias  redondas, convexas, grandes,

semitransliicidas, com goma intermediaria a muita goma,
coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem indicador

Continua...
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5A

F30, F31, M101, P90, M96

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura. Coldnias redondas, convexas, grandes, opacas ou
semitranslicidas, muita goma, coloragdo creme, superficie
concéntrica. Absorvem indicador.

6A

P71

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, convexas, grandes, opacas,
muita goma, coloracdo creme (5Y 8,5/2), superficie lisa.
Nao absorve indicador.

TA

M53, M97

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura.  Colonias  redondas, convexas, grandes,
semitranslicidas,goma abundante, consistente, coloragdo
creme, superficie lisa. Absorvem indicador.

8A

M82

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura.  Colonias  redondas, convexas, grandes,
semitransliicidas, com muita goma , coloragdo creme,
superficie lisa. Absorvem indicador.

9A

M57, M81, M106, M94, M103, M104

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, convexas, de tamanho grande,
semitranslicidas, com goma intermediaria, coloragdo creme
(5Y 8/4), superficie lisa. Absorvem indicador.

Continua...
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10A

M92, M93, M111, M113, M112

Crescimento rapido (2 dias), acidificam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, convexas, de tamanho médio,
opacas ou semitranslicidas, goma abundante, coloracdo
creme, consistentes, superficie lisa. Absorvem indicador.

11A

F19, F22, M86

Crescimento rapido (2 dias) ou intermediario (5 dias),
acidificam pouco o meio de cultura. Col6nias grandes,
consistentes, opacas ou semitranslicidas, com goma
intermediaria, coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem
indicador.

12A

M59, M78, P104, P107, M63, M66, M68

Crescimento rapido (2 dias), acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias grandes, convexas, opacas ou
semitransliicidas, com muita goma, coloracdo creme,
superficie lisa. Absorvem indicador.

13A

P99

Crescimento rapido (2 dias), acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, grandes, planas, opacas, com
goma abundante, coloracdo creme, superficie lisa.
Absorvem indicador.

14A

F16

Crescimento muito rapido (1 dia), acidificam muito o meio
de cultura. Coldnias grandes, convexas, semitranslucidas,
com goma intermedidria, coloracdo creme, consistentes,
superficie lisa. Nao absorvem indicador.

Continua...
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15A

F25

Crescimento muito rapido (1 dia), acidificam muito o meio
de cultura. Coldnias de tamanho médio, convexas,
semitranslicidas, com goma intermediaria, coloragdo creme
(5Y 9/2), superficie lisa. Absorvem indicador.

16A

F23, P76, P75, P81

Crescimento muito rapido (1 dia), acidificam muito o meio
de cultura. Colonias grandes, convexas, opacas, transltiicidas
ou semitranslucidas, com muita goma, consistentes,
coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem indicador.

17A

P78, P109

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam muito o meio
de cultura. Coldnias grandes, convexas, semitranslucidas,
consistentes, com muita goma, colora¢do creme, superficie
lisa. Absorvem indicador.

18A

M60, P105, P106

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam muito o meio
de cultura. Coldnias grandes, convexas, opacas, com muita
goma, coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem
indicador.

19A

M79

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias grandes, convexas, opacas, com muita
goma, coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem
indicador.

Continua...
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20A

M55

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Coldnias grandes, convexas, opacas, com pouca
goma, consistentes, coloragdo creme, superficie lisa.
Absorvem indicador.

21A

MO1

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias grandes, convexas, semitranslicidas, com
goma intermedidria, consistentes, coloragdo creme,
superficie lisa. Absorvem indicador.

22A

M89

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias grandes, convexas, semitranslicidas, com
goma abundante, consistentes, coloracdo creme, superficie
concéntrica. Absorvem indicador.

23A

M98

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colbnias grandes, convexas, opacas, com muita
goma, consistentes, coloragdo amarela, superficie lisa. Nao
absorvem indicador.

Continua...
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24A

M107

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias grandes, coalescentes, efusas, aquosas,
opacas, com goma abundante, coloracdo creme, superficie
lisa. Absorvem indicador.

25A

F18, M71, P69, P96

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito ou pouco o
meio de cultura. Colonias redondas, de tamanho médio,
convexas, opacas, com goma intermediaria, consistentes,
coloragdo creme superficie lisa. Alguns isolados absorvem
o indicador e outros nio.

26A

M76

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, convexas,
opacas, com goma intermedidria, opacas, consistentes,
coloragdo creme superficie lisa. Ndo absorvem o indicador.

27A

P110

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, convexas,
opacas, com goma intermedidria, opacas, consistentes,
coloragdo creme superficie lisa. Nao absorvem o indicador.
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28A

M88

Crescimento intermedidrio (4 dias). Acidificam muito o
meio de cultura. Colonias redondas, de tamanho pequeno,
convexas, opacas, com goma abundante, opacas,
consistentes, coloragdo creme, superficie lisa. Nao
absorvem o indicador.

29A

M69

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, convexas,
opacas, com goma intermedidria, opacas, consistentes,
coloragdo creme, superficie lisa. Nao absorvem o indicador.

30A

M51

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, convexas,
opacas, com goma intermedidria, opacas, consistentes,
coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem o indicador.

31A

P108

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam pouco o meio
de cultura. Col6nias redondas, de tamanho médio,
convexas, opacas, com goma intermediaria, opacas,
consistentes, coloragdo creme, superficie lisa. Nao
absorvem o indicador.
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32A

F24

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam muito o meio
de cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, planas,
opacas, com goma intermediaria, opacas, Vviscosas,
coloragdo creme, superficie lisa. Absorvem o indicador.

33A

M80

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam pouco o meio
de cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, planas,
opacas, com goma intermediaria, opacas, Vviscosas,
coloragdo creme, superficie concéntrica. Absorvem o
indicador.

34A

M95

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Coldnias redondas, de tamanho médio, com pouca
goma, planas, opacas, consistentes, coloragdo creme,
superficie concéntrica. Absorvem indicador.

35A

P70

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho médio, com goma
intermediaria, planas, translucidas, consistentes, coloragdo
amarela, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

Continua...




(44

TABELA 4, Cont.

36A

F29, P74

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam muito o meio de
cultura. Colonias coalescentes, efusas, com goma
abundante, translucidas, coloragdo creme, superficie lisa.
Nao absorvem indicador.

37A

M72, M73, M99

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias coalescentes, efusas, com goma
abundante, translucidas, coloragdo creme, superficie lisa.
Nao absorvem indicador.

38A

M85, P102, P103

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, grandes, coalescentes, efusas,
aquosas, com muita goma, planas, translicidas, coloragdo
creme, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

39A

Mé64

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias grandes, coalescentes, efusas, aquosas,
com goma intermedidria, translicidas, coloragdo creme,
superficie lisa. Nao absorvem indicador.
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40A

M70

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias grandes, coalescentes, convexas, aquosas,
com muita goma, translicidas, coloragdo amarela,
superficie lisa. Nao absorvem indicador.

41A

M87

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam pouco o meio
de cultura. Colonias grandes, coalescentes, efusas, aquosas,
com muita goma, opacas, coloracdo 5y 8,5/1, superficie
lisa. Nao absorvem indicador.

42A

P101

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias grandes, com muita goma, planas,
translucidas, coloragdo creme, superficie lisa. N&o
absorvem o indicador.

43A

M52, M58

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Coldnias grandes, com muita goma, planas,
translucidas, coloragdo creme, superficie lisa. Nao
absorvem o indicador.
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44A

M54

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Coldnias grandes, com muita goma, planas,
translucidas, coloragdo creme, superficie lisa. N&o
absorvem o indicador.

45A

P112

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Colonias grandes, com goma intermediaria, planas,
opacas, consistentes, brancas, superficie lisa. Absorvem o
indicador.

46A

M108

Crescimento rapido (2 dias). Acidificam pouco o meio de
cultura. Coldnias redondas, de tamanho médio, com pouca
goma, planas, opacas, consistentes, brancas, superficie lisa.
Absorvem o indicador.

47A

P111

Crescimento intermediario (4 dias). Acidificam pouco o
meio de cultura. Coldnias redondas, de tamanho médio,
com goma intermedidria, convexas, opacas, consistentes,
brancas, superficie lisa. Ndo absorvem o indicador.
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48A

P97, P98

Crescimento rapido (2 dias). Nao alteram o pH do meio de
cultura. Coldnias pequenas, com pouca goma, planas,
opacas, consistentes, brancas, superficie lisa. Nao absorvem
o indicador.

49A

P100

Crescimento rapido (2 dias). Nao alteram o pH do meio de
cultura. Colonias puntiforme, com pouca goma, planas,
opacas, viscosas, brancas, superficie lisa. Ndo absorvem o
indicador.

50A

P95

Crescimento muito rapido (1 dia). Acidificam pouco o meio
de cultura. Colonias grandes, com goma intermediaria,
planas, opacas, consistentes, brancas, superficie lisa. Nao
absorvem o indicador.

1B

F1,F2

Crescimento intermedidrio e lento (5-6 dias), alcalinizam
pouco o meio de cultura. Colonias redondas, de tamanho
médio, com goma intermediaria, brancas, opacas, aquosas,
efusas, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

2B

F7, P43, P56, M33, P31, P42, P63, F11, M44,
P11, P51, M45

Crescimento intermedidrio a lento (5-8 dias), alcalinizam
pouco o meio de cultura. Colénias redondas, de tamanho
puntiforme a pequeno, planas, com goma intermediaria,
brancas, opacas, consistentes, aquosas ou Viscosas,
superficie lisa. Nao absorvem indicador.
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3B

M32, M34

Crescimento lento (6 dias), alcalinizam pouco o meio de
cultura. Coldnias de tamanho pequeno a médio, planas, com
goma intermediaria, brancas, opacas, aquosas, superficie
lisa. Nao absorvem indicador.

4B

P16, P28, P64

Crescimento intermediario a lento (5-6 dias), alcalinizam
pouco o meio de cultura. Coldnias redondas, pequenas,
planas, com pouca goma, brancas ou cremes, opacas,
aquosas ou consistentes, superficie lisa. Nao absorvem
indicador.

5B

F8, P23, P26, P50, P19, P6, P7, P13, P30, P48,
P49, P55, P2, P25, P27, P29

Crescimento intermedidrio a lento (5-6 dias), alcalinizam
pouco o meio de cultura. Coldnias redondas, pequenas a
médias, com goma intermediaria, brancas, translucidas,
aquosas, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

6B

P15, P57, P58

Crescimento lento (6 dias), alcalinizam pouco o meio de
cultura. Coldnias redondas, puntiformes a médias, com
muita goma, brancas, transliicidas, planas, superficie lisa.
Naéo absorvem indicador.
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7B

F3, F4, F9, F10, M15, M17, M29, M37, M50,
F5, M5, M18, M25, M26, M31, M46, P33

Crescimento intermediario (4-5 dias), alcalinizam pouco o
meio de cultura. Col6nias redondas, tamanho médio,
producdo de pouca a muita goma, brancas, opacas,
consistentes, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

&B

M16, M24, M30, M40, M43, M28M35, P37

Crescimento intermedidrio (4-5 dias), alcalinizam pouco o
meio de cultura. Colénias redondas, pequenas, planas,
producdo de pouca ou muita goma , brancas, translicidas,
aquosas, superficie lisa. Nao absorvem indicador.

9B

Fo, P21, P36, P2, F13, M19, M20, M21, M39,
M49, P3, P4, P17, P18, P59, M2, M3, M4, M9,
M11, M12, M13, M14, M22, M42, P5, P8, P9,
P12, P14, P20, P39, P47, P54, P60, P62, P65,
F14, M6, M7, M27, M36, M47, P40, P41, P44,
P45, P46, P52, P53, M38, M41, P35, P38, M1

Crescimento lento intermediario a lento (4-6 dias),
alcalinizam pouco o meio de cultura. Colonias redondas,
puntiformes, com pouca goma, planas ou convexas,
brancas, aquosas ou consistentes, efusas, superficie lisa.
Nao absorvem indicador.

10B

M23, P24, M8&, M10, P22, P32, P61

Crescimento lento (7 dias), alcalinizam pouco o meio de
cultura. Colonias redondas, de tamanho pequeno a médio,
convexas, com pouca goma, opacas, brancas, aquosas,
viscosas ou consistentes, superficie lisa. N&ao absorvem
indicador.
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11B

M49

Crescimento lento (6 dias), alcalinizam muito o meio de
cultura. Colonias redondas, puntiformes, convexas, com
pouca goma, opacas, brancas, superficie lisa. Nao absorvem
indicador.

12B

F12, P10

Crescimento lento e muito lento (7 ¢ 11 dias). Alcalinizam
pouco o meio de cultura. Colonias redondas, puntiformes,
com pouca goma, convexas, brancas, opacas, superficie
lisa. Ndo absorvem o indicador.

13B

P34

Crescimento intermediario (5 dias). Alcalinizam pouco o
meio de cultura. Coldnias redondas, puntiformes, planas,
aquosas, brancas, opacas, com goma abundante, superficie
lisa. Ndo absorvem o indicador.




TABELA 5. Abundancia dos grupos culturais de BNL formados a 80% de

similaridade.

Grupo Floresta Mandioca Pupunheira
1A 3
2A 1
3A
4A
5A
6A
7A
8A
9A
10A
11A
12A
13A
14A
15A
16A
17A
18A
19A
20A
21A
22A
23A
24A
25A
26A
27A
28A
29A
30A
31A
32A
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33A

34A

35A

36A

37A

38A

39A
40A

41A

42A

43A

44A

45A

46A

47A

48A

49A

50A

1B
2B
3B
4B

15

5B
6B
7B
8B
9B
10B

1"

29

23

11B
12B

13B
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ser encontrado um maior numero de isolados diferentes, o que se refletiu
também em um maior niimero de grupos diferenciados.

Em todas as areas foram encontrados isolados que acidificaram o meio
de cultura e isolados que alcalinizaram o meio de cultura. Todos os isolados de
crescimento rapido acidificaram o meio de cultura e grande parte deles
apresentou caracteristicas culturais dos géneros Rhizobium e Sinorhizobium,
como apresentado por Jordan (1984), Moreira & Pereira (2001) e Young et al.
(2001) como coldnias de coloragdo creme, circulares, convexas,
semitransltiicidas ou opacas, muitas com o centro amarelado devido a absorgao
do indicador azul de bromotimol, aparecimento de coldnias isoladas em até 3
dias, diametro de 2-4mm dentro de 3-5 dias de crescimento apos o plaqueamento
e produgd@o abundante de exopolissacarideos.

Grande parte dos isolados que alcalinizaram o meio de cultura
apresentou caracteristicas culturais do género Bradyrhizobium, como
apresentado por Jordan (1984) e Moreira & Pereira (2001), a saber: coldnias
com colorag¢do branca, circulares, com didmetro de até 1mm em até 7 dias de
apos o plaqueamento ¢ alcalinizagdo do meio de cultura. Embora tenham
apresentado caracteristicas tipicas do género Bradyrhizobium, varios isolados
que alcalinizaram o meio de cultura apresentaram crescimento intermediario
(aparecimento de col6nias entre 4-5 dias).

Na éarea cultivada com pupunheira houve predominancia de isolados de
crescimento intermedidrio a lento, que alcalinizaram o meio de cultura (IALM),
com 58% dos isolados pertencentes a este grupo (figura 7). Na area de floresta,
58% dos isolados apresentaram caracteristicas de crescimento rapido e
acidifica¢do do meio de cultura, e os outros 42%, de crescimento intermediario a
lento e alcalinizacdo do meio de cultura. Na area cultivada com mandioca, 56%
dos isolados apresentaram crescimento rapido e acidificaram o meio de cultura

e 44% alcalinizaram o meio de cultura. E interessante destacar que, se colocados
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FIGURA 7. Porcentagem do nimero de isolados de crescimento rapido que
acidificam o meio de cultura (IAM.) e de isolados de crescimento
intermediario a lento que alcalinizam o meio de cultura (IALM) em
areas de floresta e de cultivo de mandioca e pupunheira na regido
do Alto Solimdes — AM.

na ordem floresta-mandioca-pupunheira (figura 7), a proporcao de isolados de
crescimento rapido, que acidificam o meio de cultura (IAM), decresce no
sentido floresta-pupunheira, enquanto a propor¢ao de IALM cresce no mesmo
sentido. Esta propor¢do diminuiu em direcdo a pupunheira, com 56% em
mandioca e 42% em pupunheira. Para avaliar se este padrdo foi dependente do
sistema de uso da terra ou se ocorreu devido ao acaso, os dados foram
submetidos ao teste de qui-quadrado. Verificou-se que esta alteracdo na
propor¢do de isolados destes grandes grupos ndo ocorreu por mero acaso, mas

que esta relacionada com o tipo de ecossistema avaliado.
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Nas dareas cultivadas havia a presengca de plantas jovens de inga,
possivelmente Inga edulis, devido a caracteristica tipica das folhas. Espécies
deste género nodulam com isolados de crescimento rapido e lento (Moreira,
1991; Moreira, 1995) e isolados destes dois grupos de isolados foram
encontrados em nodulos coletados no campo (dados nio apresentados).

As areas foram agrupadas com base na presenga de grupos culturais
comuns com base no indice de similaridade de Jaccard. As areas cultivadas com
pupunha e floresta se apresentaram com maior similaridade entre si, 32%. Estas,

por sua vez, sdo similares a mandioca em 19% (figura 8).

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 070 0.80 0.90 1.00

FIGURA 8. Agrupamento das areas de floresta (F) e cultivadas com mandioca
(M) e pupunheira (P) com base na presenca de grupos culturais em
comum. UPGMA, indice de Jaccard.

53



4.5 Agrupamento dos isolados com base na caracterizacio morfologica

O dendrograma formado pelo agrupamento dos isolados de IALM ¢é
apresentado na figura 9. Formaram-se dois grandes grupos a 62% de
similaridade. A maioria dos isolados se agrupou no grupo II. Este grupo se
divide em dois outros grupos a aproximadamente 64% de similaridade, aqui
denominados grupos I1L-1 e IIL-2.

Os isolados do grupo IIL-1 se agruparam com a estirpe BR111, estirpe
referéncia de Bradyrhizobium japonicum. A maior parte dos isolados deste
grupo foi oriunda da area cultivada com mandioca. Também neste grupo esta a
maioria dos isolados de IALM da floresta. J& os isolados do grupo IIL-2 se
agruparam com a estirpe BR29, estirpe referéncia de Bradyrhizobium elkanii e
utilizada como inoculante para a soja. Este grupo est4 constituido, em sua maior
parte, por isolados oriundos das dareas cultivadas, sendo dez isolados
pertencentes a area de floresta. O grupo I ndo se agrupou com nenhuma das
estirpes tipo de Bradyrhizobium e & praticamente constituido por isolados
oriundos da area cultivada com pupunheira.

O dendrograma formado pelo agrupamento dos isolados de IAM ¢
apresentado na figura 10. Podem-se distinguir dois grandes grupos a 23% de
similaridade. No grupo I estdo quase todas as estirpes referéncia de Rhizobium e
Sinorhizobium, com excec¢ao da estirpe referéncia de Sinorhizonium meliloti
(BR7411), que esta no grupo II. Semelhantemente ao grupo II dos isolados de
crescimento lento, o grupo I dos isolados de crescimento rapido pode ser
dividido em dois subgrupos, denominados aqui de grupos IR-1 e IR-2. Pode-se
verificar que a maioria dos isolados se agrupou no grupo IR-1. Porém, os
isolados das areas cultivadas com pupunheira e mandioca ndo apresentaram um
padrdo de distribuicdo claro entre os grupos formados, como ocorreu para os

isolados de crescimento lento.
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FIGURA 9. Dendrograma de similaridade entre isolados de BNL de
crescimento intermediario a lento que alcalinizam o meio de
cultura (IALM), baseado na caracterizacao cultural destes isolados.
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FIGURA 10. Dendrograma de similaridade entre isolados de BNL de
crescimento rapido que acidificam o meio de cultura (IAM),

baseado na caracterizacdo cultural destes isolados.
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4.6 Ajuste de modelos de abundincia de espécies as comunidades de BNL

Para os célculos de ajuste das distribui¢cdes de abundancia e dos indices
de diversidade foram considerados os grupos formados a 80% de similaridade,
apresentados nos tabelas 4 e 5.

Na figura 11 s3o apresentadas curvas de acumulacdo para as
comunidades de BNL das trés areas estudadas. Os dados para a construgdo das
curvas sdo apresentados na forma de proporg¢do de grupos culturais versus
proporcao de individuos amostrados, para permitir a comparagdo entre amostras

de diferentes tamanhos.

o Mandioca
4 Pupunha

= Floresta

X Banco de sementes

Proporgao de grupos culturais amostrados

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Proporcao de individuos amostrados

FIGURA 11. Curvas de acumulagdo para comunidades de BNL isolados de
areas de floresta e cultivadas com mandioca e pupunheira na
regido do Alto Solimdes — AM. UTOs — unidades taxondmicas
operacionais.
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As curvas de acumulacdo de grupos culturais para as comunidades de
BNL apresentaram concavidade menor que a curva de acumulagdo de espécies
para a comunidade do banco de sementes estudado por Colwell & Coddington
(1994). Pode-se observar que as comunidades de BNL das trés areas estudadas
foram amostradas relativamente com a mesma intensidade, visto que as curvas
se aproximam entre si, embora haja diferenca no numero de isolados obtidos em
cada area.

Para comparagdo da area com base no numero de grupos culturais
encontrados em cada uma foi realizada uma analise de rarefacdo, em virtude de
o tamanho das amostras (niimero de isolados) ser diferente entre as areas
estudadas. Sabe-se que o numero de espécies ou grupos taxonomicos
encontrados em uma area aumenta com o aumento do tamanho das amostras ou
da intensidade de amostragem (Magurran, 1987). Quando ndo ha como garantir
que todas as amostras tenham o mesmo tamanho ou sejam coletadas com a
mesma intensidade, para que estas sejam comparadas com base no nimero de
grupos encontrados em cada amostra é necessério realizar a sua rarefacdo. E o
caso deste trabalho, em que se considerou como o tamanho da amostra, para
efeitos de analise da diversidade, o namero de isolados obtidos em cada area.

Na area de floresta foram obtidos 33 isolados em virtude da baixa
nodulacdo das plantas deste tratamento, enquanto nas areas cultivadas com
mandioca e pupunheira foram obtidos 111 e 113 isolados, respectivamente. De
acordo com a analise de rarefagdo, se fossem coletados 33 nodulos de mandioca
e 32 nodulos de pupunha, o nimero de grupos culturais encontrados em cada
area, respectivamente, seria de aproximadamente 18 e 15 grupos culturais
(tabela 6). A floresta apresentou 17 grupos culturais.

Foram calculados os indices de Shannon, Margalef ¢ Berger-Parker e os
coeficientes a e A. Os resultados encontrados sdo apresentados na tabela 7. A

diversidade da area cultivada com mandioca de acordo com o indice de Shannon
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TABELA 6. Rarefacdo para os isolados de BNL das areas cultivadas com
mandioca e pupunha na regido do Alto Solimdes — AM.

Mandioca Pupunha
Grupo Ni N° esperado de grupos  Grupo Ni N° esperado de
culturais grupos culturais

9B 23 1,00 9B 29 1,00
7B 11 0,98 3A 15 1,00
3A 8 0,94 5B 15 1,00
8B 7 0,92 2B 7 0,92
9A 6 0,88 10B 4 0,76
4A 5 0,83 16A 3 0,66
10A 5 0,83 1A 3 0,66
12A 5 0,83 4B 3 0,66
2B 3 0,65 6B 3 0,66
10B 3 0,65 12A 2 0,51
1A 3 0,65 17A 2 0,51
37A 3 0,65 18A 2 0,51
3B 2 0,50 38A 2 0,51
5A 2 0,50 45A 2 0,51
7A 2 0,50 47A 2 0,51
8A 1 0,50 11B 1 0,30
11A 1 0,29 12B 1 0,30
18A 1 0,29 13A 1 0,30
19A 1 0,29 26A 1 0,30
20A 1 0,29 27A 1 0,30
21A 1 0,29 2A 1 0,30
22A 1 0,29 30A 1 0,30
23A 1 0,29 35A 1 0,30
24A 1 0,29 36A 1 0,30
28A 1 0,29 42A 1 0,30
29A 1 0,29 44A 1 0,30
31A 1 0,29 46A 1 0,30
33A 1 0,29 49A 1 0,30
34A 1 0,29 5A 1 0,30
38A 1 0,29 6A 1 0,30
39A 1 0,29 7B 1 0,30
40A 1 0,29 8B 1 0,30
41A 1 0,29 50A 1 1,00
43A 1 0,29 - - -
48A 1 0,29 - - -

S 108 18,53 S 112 15,41

'Grupo cultural de BNL formado a 80% de similaridade.
*Numero de individuos por grupo cultural na amostra a ser rarificada.
’Total de grupos culturais.
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TABELA 7. (a) Diversidade de BNL em areas de floresta e cultivos de
mandioca e pupunheira utilizando uma variedade de indices de
diversidade e o (b) ajuste de 2 tipos de distribuicdo de abundancia
de espécies.

Floresta Mandioca  Pupunheira
(a) Diversidade
Riqueza de grupos culturais (S) 17 39 32
Individuos (N) 33 113 111
Margalef 4,58 8,04 6,58
Berger-Parker 0,15 0,20 0,26
Shannon 2,64 3,11 2,73
Homogeneidade de Shannon 0,93 0,85 0,79
Série logaritmica (a) 15,18 21,01 15,05
Log normal (A) 65,29 102,94 80,34
(b) Ajuste de modelos

Série logaritmica Sim Sim Sim
Log normal Sim Sim Sim

foi a maior dentre as trés areas estudadas. Esta diferiu de forma significativa da
diversidade das areas de floresta e cultivada com pupunheira, de acordo com a
analise estatistica. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
areas de floresta e cultivada com pupunheira com relagdo ao indice de Shannon.
A érea cultivada com pupunheira apresentou maior valor do indice de Shannon
que a area de floresta, porém esta diferenca nao foi significativa.

O indice A apresentou a mesma resposta do indice de Shannon, com
maiores valores encontrados para area cultivada com mandioca, seguida pela
area cultivada pela pupunheira e, por tltimo pela floresta.

De acordo com o indice de riqueza de Margalef, a riqueza foi maior na
area cultivada com mandioca e menor na area de floresta. Os indices de Berger-
Parker e homogeneidade de Shannon mostram que a drea com maior dominéncia
e menor homogeneidade foi a cultivada com pupunheira e a area com menor

dominéncia e maior homogeneidade foi a floresta.
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Também foram construidas curvas com a varia¢do no indice de Shannon
em funcdo do numero de isolados coletados (figura 12). A diminuicdo da
variag@o no valor do indice de Shannon com o aumento no niimero de isolados
analisados, a qual ¢ demonstrada com as curvas das comunidades de BNL das
areas cultivadas, indica que foi realizada uma boa estimativa da diversidade com
base neste indice. J& para a comunidade da floresta, a curva indica que a
variagdo.ainda pode ser significativa com a coleta de maior nimero de isolados.
Mas ¢ possivel perceber que a curva tende a alcancar um plato, de modo que se
pode concluir que a eficiéncia da amostragem foi razoavel. Pode-se observar
também que a curva da comunidade da floresta acompanha a curva da

comunidade da area cultivada com mandioca.

20l / |
a Mandioca
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154 & * Pupunha
¢ o Floresta
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FIGURA 12. Valores do indice de Shannon-Weaver para comunidades de BNL
coletadas em areas de floresta e cultivo de mandioca e pupunheira
na regido do Alto Solimdes — AM, calculados em fun¢do do
tamanho da amostra (numero de isolados).
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Os graficos de abundancia de grupos culturais com as distribui¢des
observadas e ajustadas sdo apresentados nas figuras 13 e 14. Todos os modelos
de distribuicdo se ajustaram as distribuicdes das comunidades de floresta e das
areas cultivadas com mandioca e pupunheira, a 5% de probabilidade, de acordo
com o teste de qui-quadrado (figuras 13 e 14). O numero esperado de grupos
culturais para estes modelos de distribuicdo foi bem préximo ao observado, o

que se refletiu no ajuste as distribui¢cdes observadas.

O Obs

O Logaritmica

O Log normal

N° individuos/classe

1-25 5545

45-85

Classe

FIGURA 13 Distribuicdes de abundéancia observada (Obs) e ajustadas a
popuhcao de BNL da area de floresta.
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FIGURA 14. Distribui¢cdes de abundancia observada (Obs) e ajustadas a
populacao de BNL das areas cultivadas com mandioca (a) e com
pupunheira (b) na regido do Alto Solimdes — AM.
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5 DISCUSSAO

O maior valor de densidade de células de BNL foi encontrado na area
cultivada com mandioca, 1588 células de BNL por grama de solo. Pereira (2000)
encontrou valor de densidade semelhante em area também cultivada com esta
cultura em Theobroma - RO, 2112 células por grama de solo. Se considerado o
intervalo de confianga encontrado por esta autora, 732 a 6088 células por grama
de solo, ndo ha diferenca entre as populagdes encontradas em Theobroma e em
Benjamin Constant. Este valor foi maior que o encontrado em floresta localizada
no mesmo local (Theobroma), 210 células por grama de solo.

De modo geral, ndo houve diferenca entre as areas cultivadas, pois houve
sobreposicdo do intervalo de confianca para as amostras das areas cultivadas
com mandioca e pupunheira, embora uma das amostras de mandioca tenha
apresentado densidade semelhante as amostras de floresta.

Dentre todas as areas, a floresta foi a que apresentou o menor ntimero de
células de BNL por grama de solo, em torno de 63 a 85 células por grama de
solo. A nodulagdo foi muito baixa, o que se refletiu num menor nimero de
isolados. Pereira (2000) encontrou populagdes de BNL variando de 210 a 1684
células por grama de solo em solos de floresta da Amazonia. Mas deve-se
destacar que se forem considerados os intervalos de confianga encontrados por
esta autora e os encontrados no presente trabalho, apenas o NMP de uma das
areas de floresta estudada por ela difere realmente do NMP de células de BNL
aqui encontrados para floresta de terra firme.

Ha varios relatos de que nodulos sdo raramente encontrados em floresta
primaria de terra firme (Silvester-Bradley et al., 1980; Magalhaes et al., 1982;
Bonetti et al., 1984; Moreira et al., 1992).Contudo, isto ndo significa que BNL
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ndo estejam presentes, mas deve-se a condi¢cdes desfavoraveis a nodulagdo
(Magalhaes et al., 1982).

Moreira et al. (1992) e Moreira (1995) verificaram que menos espécies
de leguminosas nodulam em solo coletado de floresta de terra firme do que em
solo de varzea. Estes autores atribuem o menor nimero de espécies nodulando
em solo de floresta de terra firme a fatores limitantes do solo, visto que se
verificou o aumento no nimero de espécies noduladas com a adubagdo do solo
coletado. Moreira (1995) verificou que, além de um menor numero de espécies
nodularem em solo coletado de floresta de terra firme, aquelas que nodularam
apresentaram um baixo nuimero de nddulos, menos de 5 nddulos por planta,
enquanto as que nodularam em solo de varzea apresentaram mais de 15 nédulos
por planta. Isto pode ser indicativo de que, além de fatores limitantes a
nodulagdo, possa haver uma baixa densidade de células de BNL nestes solos.

Os fatores limitantes do solo considerados por Moreira et al. (1992) e
Moreira (1995) estariam ligados a fertilidade, visto que se observou maior
nodulagdo em leguminosas plantadas em solo de mata terra firme adubado.
Porém, ¢é interessante destacar que os solos estudados apresentaram teores
razoaveis de nutrientes, de modo que esta pode ndo ser a principal causa de um
menor nimero de BNL no solo da floresta de terra firme. E possivel que
compostos quimicos presentes no solo, liberados tanto por plantas como por
microrganismos, também estejam contribuindo para que as populagdes de BNL
sejam menores no solo da floresta. Sabe-se que as plantas da floresta produzem
uma grande variedade de compostos secundarios, sendo muitos deles substancias
de defesa contra predadores e parasitas (Janzen, 1980). O elevado teor destas
substancias na matéria organica da serrapilheira de algumas florestas da
Amazonia poderia ser responsavel pela alta longevidade dos residuos de plantas

na serrapilheira, de modo que os compostos secundarios teriam que ser
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primeiramente lixiviados para que os microrganismos pudessem continuar sua
decomposi¢ao (Janzen, 1980).

Outra hipotese para explicar a baixa nodulacdo na floresta seria a
presenca de microrganismos antagonistas de BNL no solo de floresta. As
plantas-isca sdo inoculadas com a diluicdo da suspensdo de solo e nesta
suspensdo vao todos os microrganismos presentes no solo e ndo apenas BNL.
Assim, microrganismos antagonistas podem estar presentes.

Vincent (1970) atribui a auséncia de nodulacdo nas primeiras dilui¢des
de ensaios de determinagdo do NMP de BNL a presenca de antagonistas, os
quais quando eliminados ao longo da série de diluicdo, permitem a ocorréncia de
nodulagdo em plantas de dilui¢des maiores. A agdo de microrganismos do solo
sobre a capacidade de nodulagdo ¢ confirmada por resultados de Handelsman &
Brill (1985), que relataram que isolados de Erwinia herbicola presentes na
rizosfera de alfafa atrasaram a nodulag@o induzida por um isolado de Rhizobium
meliloti. Também Pugashetti et al. (1982) relataram a existéncia de varios
organismos antagonistas de Bradyrhizobium japonicum em solos, dentre eles
fungos, bactérias e actinomicetos.

A maior densidade de BNL em solos cultivados pode ser em fungdo do
estimulo por parte das plantas cultivadas. Ha trabalhos que mostram que
espécies cultivadas podem ter efeito estimulante sobre populagdes de BNL,
mesmo que nao sejam hospedeiras. Venkateswarlu et al. (1997) verificaram que
houve estimulo de populagdes de BNL em solos cultivados com sorgo, enquanto
feijdo castor e girassol desestimularam as populagdes. Pereira (2000) encontrou
maiores populagdes de BNL em solos da Amazonia utilizados para pastagem,
até mesmo maiores que em area cultivada com feijoeiro. A autora atribuiu este
resultado a melhores condi¢des quimicas (e. g. maiores valores de pH, maior
saturacao de bases e menores teores de aluminio) encontradas no solo pastagem.

Assim como as gramineas, a pupunheira (Bactris gasipaes) possui um sistema
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radicular fasciculado, o que propicia uma maior superficie especifica e,
conseqiientemente, um maior efeito das raizes no fornecimento de exsudados e
outras substincias passiveis de serem utilizadas para a manutengdo de
comunidades microbianas.

Verificou-se correlagdo positiva entre a densidade de células de BNL e
teores de calcio no solo, indicando uma tendéncia de se encontrar maiores
densidades de BNL associadas a maiores teores de célcio. Embora tenha sido
determinada com a utilizagdo de cinco pontos, o que pode parecer um nimero
pequeno, esta correlacdo ¢ suportada pela probabilidade de 8% de significancia
observada para o coeficiente angular, indicando que ha uma relagdo linear entre
X ¢ y. Sabe-se a bastante tempo que o calcio tem efeito sobre a nodulagdo de
leguminosas. Dados da literatura mostram que a densidade e diversidade de
BNL tendem a aumentar com o aumento nos teores de calcio (Andrade et al.,
2002).

Ja altos teores de aluminio e baixos valores de pH estdo correlacionados
com baixa densidade e baixa diversidade de BNL (Andrade et al., 2002; Bala et
al., 2003). Embora essas condi¢des tenham sido encontradas nas amostras de
solo analisadas, parece que as populagdes de BNL ndo foram afetadas por elas,
visto que ndo foi observada correlagdo entre densidade de células e teores de
aluminio ou entre densidade de células e valores de pH do solo.

Gamma & Kiehl (1999) verificaram que plantas cultivadas em alguns
solos da Amazoénia com altos teores de aluminio extraivel ndo apresentavam
sintomas de toxidez nem queda de produtividade. Isto também pode ser
verificado na comunidade Guanabara III. A explicagdo para estas observacdes, e
que poderia também ser aplicada aos dados de densidade de BNL, ¢ que nestes
solos o teor de aluminio extraivel encontrado provavelmente nao tem correlagdo
com o aluminio disponivel na solu¢do do solo. Esta afirmagdo é corroborada

pelos dados encontrados Schroth et al. (2000) e por Marques et al. (2002).
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Schroth et al. (2000) verificaram que embora a acidez trocavel em solos de
floresta e capoeira na Amazonia Central fosse muito elevada (90% da CTC),
aluminio dificilmente apareceu na solu¢do do solo. A concentra¢do de aluminio
em solugdo também foi baixa em solo cultivado com pupunheira e com baixa
adubacdo, condicdo semelhante a encontrada na area cultivada com esta mesma .
Além disso, os altos teores de calcio encontrados podem estar favorecendo a
sobrevivéncia das populagdes de BNL na presenga de altas concentracdes de
aluminio.

Hara (2003) verificou que o calcio proporcionou o aumento no
crescimento de alguns isolados de BNL de solos da Amazdnia, na presenga de
aluminio toxico, indicando aumento na tolerancia das bactérias em relagdo ao
aluminio. Também, Gama & Kiehl (1999) sugeriram que os altos teores de
calcio presentes em solos com caracteristicas quimicas semelhantes as do solo
amostrado em Benjamin Constant poderiam estar contribuindo para a auséncia
de toxidez do aluminio em plantas. Considerando os dados apresentados nos
trabalhos citados acima e o resultado aqui encontrado, de que observou-se uma
tendéncia para correlagdo positiva entre a densidade de BNL e teores de calcio
no solo na presenga de altos teores de aluminio, € provavel que, além da baixa
disponibilidade de aluminio em solugdo, os altos teores de calcio encontrados
nos solos da comunidade Guanabara III possam estar contribuindo para a
sobrevivéncia das populagdes de BNL.

Observou-se que a proporg¢ao de isolados que acidificam o meio e cultura
(IAM) e isolados que alcalinizam o meio e cultura (IALM) diferiu entre as areas,
indicando que a utilizagdo diferenciada das terras foi responsavel pelas
diferencas na propor¢do de isolados dentro de cada grupo. Este resultado ¢
confirmado pelo teste de qui-quadrado, que mostrou que as diferengas nas
freqiiéncias de IAM e IALM entre as areas estudadas ¢ dependente do tipo de

utilizagdo da terra. Formou-se um gradiente de diminui¢do da proporgao de
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isolados de IAM e de aumento de isolados de IALM de floresta em direcao a
pupunheira. A éarea cultivada com mandioca apresentou-se como uma transi¢ao
entre estes dois ecossistemas. Esta area havia sido anteriormente cultivada com
bananeira, porém ndo ha como separar o efeito do cultivo de bananeira do efeito
do cultivo de mandioca. Para isso, seria necessario comparar as areas com uma
area cultivada com bananeira. Desta forma, deve-se considerar o resultado
observado como fruto de ambos os cultivos. E interessante destacar que Pereira
(2000) também encontrou um maior numero de isolados de crescimento lento
,que alcalinizaram o meio de cultura, em area cultivada com mandioca, em
Theobroma - RO, onde 57% dos isolados foram de crescimento lento. Isto pode
indicar uma possivel sele¢do de isolados de IALM em areas cultivadas com
mandioca.

A darea cultivada com pupunheira foi anteriormente cultivada com
mandioca. Se considerarmos que a mandioca tenha tido um efeito estimulante
sobre populagdes de IALM, como foi verificado neste estudo e por Pereira
(2000) em detrimento de IAM, pode-se esperar que o mesmo tenha acontecido
na area de pupunheira quando esta era cultivada com mandioca ¢ que o plantio
posterior de pupunheira tenha favorecido mais ainda o aumento do nimero de
isolados de IALM, levando aos resultados observados.

A grande propor¢do de isolados de IAM encontrados na floresta
corrobora observagdes de Pereira (2000), que também encontrou maior nimero
de isolados deste tipo em floresta localizada em Theobroma, Rondonia. A
principio este ¢ um resultado inesperado, visto que grande parte de isolados de
BNL obtidos a partir de leguminosas florestais do Brasil apresentou crescimento
lento e alcalinizagdo do meio de cultura, caracteristicas do género
Bradyrhizobium (Moreira, 1991). Isto indica que este grupo de bactérias pode ter
um papel ecoldgico nos ecossistemas da Amazonia mais importante do que se

tem imaginado. Sabe-se que além de realizarem simbiose com leguminosas, as
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BNL também sdo capazes de viverem saprofiticamente (Kahindi et al., 1997) e
algumas sdo capazes de solubilizarem fosfatos (Hara, 2002). Porém, para se
fazer alguma afirmag@o sobre isto é necessario primeiro avaliar os isolados
encontrados com respeito a capacidade de solubilizacdo de fosfatos.

Outro fator que poderia contribuir para se encontrar mais IALM ¢ a
utilizagdo de siratro (M. artropurpureum) como planta-isca. O siratro ¢
considerado uma espécie bastante promiscua e que nodula principalmente com
estirpes do género Bradyrhizobium (Gibson et al., 1982; Thies et al., 1991; Odee
et al., 1997), que apresentam crescimento lento e alcalinizam o meio de cultura.
Alguns autores, com base nesta caracteristica, utilizaram o siratro para estimar a
populagdo de Bradyrhizobium no solo através da técnica do NMP (Woomer et
al., 1988; Venkateswarlu et al., 1997). Porém, neste ¢ em outros estudos
(Pereira, 2000), ndo se verificou esta seletividade do siratro para estirpes de
crescimento lento que alcalinizam o meio de cultura. Pelo contrario, na floresta,
onde era esperado encontrar maior propor¢do de IALM, houve uma alta
incidéncia de IAM. A maior freqiiéncia de IALM nas areas de mandioca e
pupunheira nio foi devido a seletividade do siratro para este grupo de BNL, mas
provavelmente ao uso diferenciado da terra, como indicado pelo teste de qui-
quadrado. Se fossem utilizadas espécies nativas o resultado encontrado
provavelmente seria predominancia ou maior nimero de IALM (Moreira, 1991;
Moreira, 1995).

Moreira (1995), ao estudar a nodulacdo de varias espécies de
leguminosas, verificou que isolados de crescimento rapido foram obtidos apenas
a partir de nodulos de plantas de Leucaena e Gliricidia sepium, que nao sao
plantas caracteristicas da Amazonia. Esses resultados demonstram que o siratro
ndo foi seletivo para um ou outro grupo, o que ¢ favoravel a sua utilizagdo como
planta-isca para estudos de diversidade de BNL. A seletividade é uma

caracteristica que poderia mascarar as alteragdes nas comunidades quando do
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exame com a técnica da planta-isca. Também a grande diversidade de grupos
culturais obtidos contribui para a escolha do siratro como planta-isca.

Além das freqiiéncias diferentes de distribui¢do de isolados de [AM e
IALM entre as areas, observa-se que houve uma distribuicdo diferenciada dos
isolados de IALM. Boa parte dos isolados de IALM oriundos da floresta se
agrupou no grupo IIL-1, juntamente com isolados oriundos da area cultivada
com mandioca. Grande parte dos isolados das areas cultivadas com mandioca e
pupunheira se agrupou no grupo IIL-2; no grupo IL-1 os isolados sdo
predominantemente oriundos da area cultivada com pupunheira. Estes resultados
indicam que o cultivo selecionou isolados de crescimento lento semelhantes
entre si, tanto na area cultivada com mandioca como na cultivada com
pupunheira. Os IAM, por sua vez, ndo apresentaram uma distribuicdo tdo clara
como os JALM.

Hungria et al. (2001) conseguiram diferenciar areas com diferentes tipos
de manejo através da analise de agrupamento de isolados de rizobio com base
em parametros morfologicos, fisiologicos e dados de utilizacdo de fontes de
carbono e nitrogénio. Estes autores estudaram rizobios de crescimento rapido,
isolados de nddulos de sete gendtipos de soja, inoculados com solos sob
diferentes tipos de manejo. Verificou-se que os dendrogramas posicionaram a
maioria das estirpes oriundas de areas sob cultivo convencional, com histérico
de inoculacdo com rizdbio, na parte superior do dendrograma, enquanto a maior
parte das estirpes oriundas de solos sob plantio direto permaneceu na parte
inferior do dendrograma. Por sua vez, a maioria das estirpes oriundas de areas
nao perturbadas se localizou no centro do dendrograma. Nos grupos [A-1, IA-2
encontram se isolados provenientes de todos os sistemas de uso da terra
estudados.

Embora apresente grande parte dos isolados de crescimento lento se

agrupando no grupo IIL-2, a area de cultivo de pupunheira se assemelha de mais
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a area de floresta. A maior semelhanca entre as areas de floresta e cultivo de
pupunheira pode ser explicada pela maior proximidade geografica entre elas.

A amostragem realizada nas trés areas estudadas foi avaliada através da
construgdo de curvas de acumulagdo de grupos culturais para cada uma das
comunidades de BNL. De acordo com Hughes et al. (2001), quanto mais
concava ¢ a curva de acumulagdo de espécies (ou de unidades taxondmicas
operacionais), melhor ¢ a amostragem, isto ¢, mais informacdo as amostras
contém sobre a comunidade estudada. Pode-se perceber que as comunidades de
BNL néo foram tdo bem amostradas como a comunidade de banco de sementes.
As curvas indicam que o exame de um maior nimero de isolados, o que
significa a coleta de um maior numero de nodulos, se expressaria
significativamente em um maior nimero de grupos culturais. Porém a
concavidade das curvas indica que as amostras contém uma quantidade razoavel
de informagdo sobre as comunidades estudadas. Pode-se observar que as
comunidades de BNL das trés areas estudadas foram amostradas relativamente
com a mesma intensidade, visto que as curvas se aproximam entre si, embora
haja diferenca no numero de isolados obtidos em cada area.

A estimativa com base no indice de Shannon pode ser considerada boa
devido a tendéncia de diminui¢do da variacdo no indice de Shannon com o
aumento no numero de isolados examinados. O indice de Shannon ¢
razoavelmente independente do tamanho da amostra, de modo que € necessario
um pequeno numero de amostras para se obter um indice seguro para efeitos de
comparacdo (Odum, 1988). Por outro lado, a varia¢do na riqueza com a coleta de
um maior numero de isolados pode ser significativa. Assim, se a analise da
diversidade for baseada na riqueza de grupos culturais, é de se esperar que os
resultados possam variar significativamente em fun¢do do tamanho da

amostragem.
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O indice de Shannon apresentou um valor baixo na area de floresta, mas
pode-se observar que a curva para o indice de Shannon da comunidade da
floresta acompanha a curva da comunidade da area cultivada com mandioca.
Deste modo, era de se esperar que o indice de Shannon fosse maior se um maior
numero de isolados fosse coletado na floresta. De fato, de acordo com a analise
de rarefacdo, se fosse coletado o mesmo niimero de isolados de BNL na area
cultivada com mandioca que foi coletado na floresta, o nimero de tipos culturais
encontrados seria bem proximo, 17 grupos culturais na floresta e 19 isolados na
area cultivada com mandioca. Deste modo, recomenda-se, em estudos
posteriores, o exame de um maior nimero de isolados, para que seja detectada a
diversidade real de BNL na floresta.

Os dois models de abundancia de espécies utilizados se ajustaram aos
dados das comunidades encontradas. O ajuste de mais de um tipo de distribuicdo
a uma comunidade ¢ destaco por Magurran (1987). De acordo com Magurran
(1987), varios grupos de dados sdo bem descritos ao mesmo tempo pela série
logaritmica e pela séria log normal. Quando a distribuicdo log normal esta
truncada ela ¢é virtualmente indistingiiivel da distribuicdo logaritmica. Se
considerarmos que a comunidade foi relativamente bem amostrada, ¢ razoavel
considerar o modelo logaritmico normal como o mais adequado (Magurran,
1987).

O ajuste dos dois modelos de distribuigdo a comunidade da area de
floresta pode ser explicado pelo pequeno mimero de isolados obtidos na area de
floresta. Porém, se considerarmos que foi realizada uma boa amostragem e que o
menor valor qui-quadrado encontrado para o ajuste dos modelos foi o
logaritmico, € razoavel considerar este modelo como representativo da
comunidade da floresta.

O valor de qui-quadrado para o ajusta da distribuicdo log normal a

comunidade de BNL da area cultivada com mandioca foi menor, € mesmo um
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exame do grafico das distribui¢des mostra que a distribuicdo log normal se
aproxima mais desta comunidade. Para a comunidade da area cultivada com
pupunheira, o melhor ajuste foi da distribui¢do logaritmica.

E interessante destacar que os solos das areas estudadas sio bastante
acidos, com o pH variando de 4,4 a 5,1. Isolados provenientes destes solos
podem ser utilizados para a sele¢do de estirpes eficientes para plantas nativas da
regido com potencial de utilizagdo na agricultura e na area florestal, bem como
para plantas j& tradicionalmente cultivadas, como o feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) e o caupi (Vigna unguiculata), para serem cultivadas pelas populagdes
da regido (Pereira, 2000; Lacerda et al., 2004). E como a acidez é uma
caracteristica presente em solos de varias regides do Brasil, isolados
provenientes de solos 4&cidos da Amazdnia poderiam ser utilizados para
inoculagdo do feijoeiro nestes outros solos. O potencial da regido tropical como
fonte de novas estirpes ¢ exemplificado pelo trabalho de Lacerda et al. (2004),
os quais verificaram que estirpes de Bradyrhizobium isoladas de solos da
Amazonia foram altamente eficientes em caupi, até mesmo mais eficientes que a
estirpe atualmente recomendada. E estas estirpes foram eficientes em solos do
estado de Minas Gerais, mostrando também que estirpes oriundas da Amazonia

podem ter potencial para serem utilizadas em outras regides do Brasil.
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6 CONCLUSOES

Os sistemas de uso da terra alteraram as comunidades de BNL;

As areas cultivadas apresentaram-se com maior densidade de células
de BNL que a area de floresta;

Observou-se uma ampla diversidade de grupos culturais de BNL na
regido estudada;

A diversidade de grupos culturais foi maior na area cultivada com
mandioca, porém a curva de acumulagdo para o indice de Shannon
indica que ha uma tendéncia de encontrar uma maior diversidade na
floresta do que a que foi encontrada, se for analisado um maior
numero de isolados;

A riqueza pela anélise de rarefacdo foi semelhante para as trés areas
estudadas;

Os isolados de crescimento lento das areas cultivadas apresentaram

maior similaridade entre si.
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ANEXO A

TABELA 1A. Descrigdo de caracteristicas morfologicas em meio de cultivo YMA com azul de bromotimol, pH 6,8, de
257 isolados de BNL isoladas de areas de floresta e cultivadas com mandioca ¢ pupunheira na regido do

Alto Solimdes — AM.

€6

TC

Codigo’ (dias)’ pH>  Goma* Formato® Diametro® Bordo Elevagio’ Coloragio®  TL’ AI' sp!
F1 5 L B- 3 Redonda M Inteiro Efusa Branca (0] - LS
F2 6 L B- 3 Redonda M Inteiro Plana Branca T - LS
F3 5 | B- 3 Redonda M Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F4 4 | B- 3 Redonda M Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F5 4 | B- 2 Redonda M Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F6 5 | B- 2 Redonda PF Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F7 6 L B- 3 Redonda PF Inteiro Plana Branca (0] - LS
F8 6 L B- 3 Redonda PF Inteiro Plana Branca T - LS
F9 5 | B- 3 Redonda M Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F10 5 | B- 3 Redonda M Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F11 5 | B- 3 Redonda PF Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F12 11 ML B- 1 Redonda PF Inteiro Branca (0] - LS
F13 6 L B- 2 Redonda PF Inteiro Convexa Branca (0] - LS
F14 6 L B- 2 Redonda PF Inteiro Plana Branca (6] - LS
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P94 1 MR A- 3 Coalescente G Inteiro Plana Branca (0] - LS
P95 2 R A- 3 Redonda M Inteiro Convexa 5Y 9/2 (0] - LS
P96 2 R A- 3 Redonda G Inteiro Plana Branca (0] + LS
P97 1 MR A- 2 Redonda G Inteiro Plana Branca (0] + LS
P98 2 R A- 4 Redonda G Inteiro Plana 5Y 9/2 (0] + LS
P99 2 R A- 1 Redonda M Inteiro Plana Branca (0] + LS
P100 2 R A- 4 Coalescente G Inteiro Coalescente 5Y 9/2 (0] - LS
P101 2 R A- 4 Coalescente G Coalescente Plana 5Y 9/4 T - LS
P102 2 R A+ 4 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 ST + LS
P103 2 R A- 4 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 (0] + LS
P104 1 MR A- 5 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 (0] + LS
P105 1 MR A- 5 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 (0] - LS
P106 2 R A- 4 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 (0] + LS
P107 2 R A- 3 Redonda M Inteiro Convexa 10YR 9/2 (0] + LS
P108 1 MR A- 4 Redonda G Inteiro Convexa 5Y 9/2 ST + LS
P109 2 R A- 3 Redonda M Inteiro Convexa 5Y 9/4 (0] - LS
P110 2 R A- 2 Redonda M Inteiro Plana Branca (0] + CcC
P111 2 MR N 2 Redonda PF Inteiro Convexa Branca (6] - LS

"Tsolados provenientes da area de F, floresta; M, mandioca; P, pupunha. “TC = tempo para o aparecimento de coldnias isoladas. MR
— muito rapido, 1 dia; R — rapido, 2-3 dias; I — intermediario, 4-5 dias; L — lento, 6-10 dias; ML, mais de 10 dias. 3pH: A+, muito
acido — pH 5,0; A-, pouco acido - 6,0 a 6,7; N, neutro - 6,8; B-, pouco basico — 6,9 a 7,2; B+, muito basico — 7,5 a 9,0. *Goma: 5 —
goma abundante; 4 — muita goma; 3 — goma intermediaria; 2 — pouca goma; 1 — seca; 0 — muito seca. “Red. = redonda. °Didmetro:
PF — puntiforme, < 1,0 mm; P — pequena, 1,0 a 1,9 mm; M —média, 2,0 a 4,9; G — grande, > 5,0 mm. 'PF — puntiforme, nao foi
possivel observar elevagio devido ao tamanho diminuto da colénia.  “Coloragio de acordo coma carta de Munsell. °T =
Transmissdo de luz. O, opaca; ST, semi-translucida; T — translucida. RINES Absor¢ao de indicador azul de bromotimol - +, absorve
o indicador; -, ndo absorve o indicador. 'SP = Superficie. LS, lisa. CC; concéntrica.



ANEXO B

TABELA 1B. Freqiiéncias observadas de isolados BNL em floresta e cultivos de

mandioca e pupunheira na regido do Alto Solimdes — AM.

Tipos culturais

Area MR, R, A.' L, ML, B.2 Total
Floresta 19 14 33
Mandioca 63 50 113
Pupunheira 46 65 111
Total 128 129 257

T P . ] ) T B
Isolados de crescimento muito rapido e rapido, que acidificam o meio de cultura.

2 . . e, . . .. .
Isolados de crescimento intermedidrio, lento e muito lento, que alcalinizam o meio de
cultura.

TABELA 2B. Freqiiéncias esperadas de isolados BNL em floresta e cultivos de

mandioca e pupunheira na regido do Alto Solimdes — AM.

Tipos culturais

Area MR, R, A.' L, ML, B.2 Total
Floresta 16,436 7,027 23,463
Mandioca 56,280 25,097 81,377
Pupunheira 55,284 32,626 87,911
Total 128,000 64,751 192,751

T " " T T P "
Isolados de crescimento muito rapido e rapido, que acidificam o meio de cultura.

2 . . c . . .. .
Isolados de crescimento intermediario, lento e muito lento, que alcalinizam o meio de
cultura.
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TABELA 3B. Valores de qui-quadrado.

Tipos culturais

Area MR, R, A I, L, ML, B Total
Floresta 0,400 6,919 7,319
Mandioca 0,802 24,710 25,512
Pupunheira 1,559 32,123 33,682
Total 2,762 63,751 66,512

Hy: As freqiiéncias observadas sao independentes do ecossistema.
H,: As freqiiéncias observadas sgo dependentes do ecossistema.
GL = (linhas-1)(colunas-1) = 2x1 = 2.

Qui-quadrado tabelado: 5% =5,991. 1% = 9,210.

Rejeita Hy. As freqiiéncias observadas sdo dependentes do ecossistema.
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ANEXO C

TABELA 1C. Ajuste do modelo de distribuicdo log normal de abundancia de
espécies a distribui¢do de abundéancia de grupos culturais de
BNL observada na floresta.

Classe Limite sup N spp obs N spp esp Qui quad
1 2,5 13 13 0,002
2 4.5 2 3 0,381
3 8,5 2 1 2,418
S 17 17 2,801

Qui-quadrado tabelado 1GL: 5% = 3,841. 1% = 6,635.

TABELA 2C. Ajuste do modelo de distribui¢do logaritmica de abundéancia de
espécies a distribui¢do de abundancia de grupos culturais de
BNL observada na floresta.

Classe Limite sup Observado Esperado Qui quad
1 2,5 13 14 0,065
2 4.5 2 2 0,086
3 8,5 2 1 1,112
S 17 17 0,429

Qui-quadrado tabelado 2GL: 5% = 5,991. 1% = 9,21.

TABELA 3C. Ajuste do modelo de distribuicdo log normal de abundéancia de
espécies a distribui¢do de abundancia de grupos culturais de
BNL observada em area cultivada com mandioca.

Classe Limite sup N spp obs N spp esp Qui quad
1 2,5 27 26 0,018
2 4,5 4 7 1,192
3 8,5 6 4 1,160
4 32,5 2 2 0,008
S 39 39 2,379

Qui-quadrado tabelado 2GL: 5% = 5,991. 1% = 9,21
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TABELA 4C. Ajuste do modelo de distribui¢do logaritmica de abundéancia de
espécies a distribui¢do de abundancia de grupos culturais de
BNL observada em area cultivada com mandioca.

Classe Limite sup Observado Esperado Qui quad
1 2,5 27 25 0,130
2 4,5 4 7 1,189
3 8,5 6 5 0,405
4 32,5 2 2 0,027
S 39 39 1,751

Qui-quadrado tabelado 3GL: 5% = 7,815. 1% = 11,341

TABELA 5C. Ajuste do modelo de distribuicdo log normal de abundéancia de
espécies a distribui¢do de abundancia de grupos culturais de
BNL observada em area cultivada com pupunheira.

Classe Limite sup N spp obs N spp esp Qui quad
1 2,5 23 21 0,216
2 4.5 5 5 0,039
3 8,5 1 3 1,745
4 32,5 3 2 0,431
S 32 32 2,432

Qui-quadrado tabelado 2GL: 5% = 5,991. 1% = 9,21

TABELA 6C. Ajuste do modelo de distribui¢do logaritmica de abundéancia de
espécies a distribui¢do de abundancia de grupos culturais de
BNL observada em area cultivada com pupunheira.

Classe Limite sup Observado Esperado Qui quad
1 2,5 23 19 0,801
2 4,5 5 6 0,083
3 8,5 1 4 2,558
4 32,5 3 3 0,010
S 32 32 3,452

Qui-quadrado tabelado 3GL: 5% = 7,815. 1% = 11,341
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ANEXO D

TABELA 1D. Quadros de analise de varidncia avaliando valores de pH em solo

de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 0,140 0,070 2,230 0,163
Erro 9 0,282 0,031
11 0.422
CV =3,79%

TABELA 2D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de Ca em solo

de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 11,487 5,743 3,015 0,099
Erro 9 17,142 1,905
11 28,629
CV =34,01%
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TABELA 3D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de Mg em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 0,135 0,067 0,303 0,746
Erro 9 2,005 0,223
11 2,140
CV =29,50%

TABELA 4D. Quadros de andlise de variancia avaliando teores de Al em solo de
areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 20,412 10,206 4,299 0,489
Erro 9 21,365 2,373
11 27,110
CV=2711%

TABELA 5D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de K em solo de
areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ oM F Sign.
Tratamento 2 73,167 36,583 0,185 0,834
Erro 9 1783,750 198,194
11 1856.917
CV =26,27%
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TABELA .6D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de P em solo de
areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 1,927 0,963 1,693 0,238
Erro 9 5,122 0,569
11 7,049
CV =15,69%

TABELA 7D. Quadros de andlise de variancia avaliando teores de S em solo de
areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 6,907 3,4533 1,94 0,199
Erro 9 16,020 1,780
11 22,927
CV =30,55%

TABELA 8D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de matéria
organica em solo de areas de floresta e cultivos de mandioca e

pupunheira. Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL 5Q QM F Sien.
Tratamento 2 0,285 0,142 0,280 Hoakdkx
Erro 9 4,575 0,508
11 24,585
CV =24,58%
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TABELA 9D Quadros de andlise de variancia avaliando teores de B em solo de
areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 0,285 0,1425 23318 0,0003
Erro 9 0,055 0,006
11 0,340
CV =26,06%

TABELA 10D Quadros de analise de variancia avaliando teores de Cu em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 1,005 0,502 9,726 0,006
Erro 9 0,465 0,052
11 1,470
CV =18,18

TABELA 11D. Quadros de analise de variancia avaliando teores de Mn em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 2948,135 1474,067 25,050 0,0002
Erro 9 529,615 58,8461
11 3477,750
CV =20,16
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TABELA 12D. Quadros de analise de varidncia avaliando teores de Zn em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 6,072 3,036 1,634 0,248
Erro 9 16,725 1,858
11 22,797
CV =33,38

TABELA 13D. Quadros de anélise de varidncia avaliando teores de Na em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 3,780 1,890 3,500 0,075
Erro 9 4,860 0,540
11
CV =17,09%

TABELA 14D. Quadros de analise de varidncia avaliando teores de,Fe em solo
de areas de floresta e cultivos de mandioca e pupunheira.

Tratamentos: floresta, mandioca e pupunheira.

FV GL SQ QM F Sign.
Tratamento 2 3828.552 1914.276 1.698 0.237
Erro 9 10148.277 1127.586
Total 11 13976.829
CV =29,16%
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ANEXO E

TABELA 1E. Valores de R multiplo, R quadrado, R quadrado ajustado e erro
padrdo, calculados para a analise de regressdo entre o nimero

mais provavel de células de bactérias que nodulam leguminosas e

os teores de calcio no solo.

R multiplo 0,83
R-Quadrado 0,69
R-quadrado ajustado 0,59
Erro padrao 0,54
Observagdes 5

TABELA 2E. Analise da variancia para a analise de regressdo entre o nimero

mais provavel de células de bactérias que nodulam leguminosas ¢

os teores de calcio no solo.

gl SQ MQ F F de significacéo
Regressao 1 1,95 1,95 6,67 0,08
Erro 3 0,88 0,29
Total 4 2,82

TABELA 3E. Significancia dos valores de coeficientes linear e angular da
equagdo obtida a partir da analise de regressdo entre o niumero

mais provavel de células de bactérias que nodulam leguminosas

e os teores de calcio no solo.

Coeficientes  Erro padrao Stat t valogP
Intersegao 0,46 0,74 0,62 0,58
Variavel X 1 0,41 0,16 2,58 0,08
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ANEXO F

TABELA 1F. Quadros de andlise de varidncia avaliando a eficiéncia das

populagdes de bactérias que nodulam leguminosas em promover

o crescimento das plantas de siratro (massa da parte aérea seca).

FV GL SQ QM FC Pr>Fc
Ecosistema 4 6616,97 1654,24 4,14 0,0063
Rep 11 2028,88 184,44 0,462 0,9166
Erro 43 17182,03 399,58
Total 58 25827,88
CV=53,67%

1 . . . .
Ecossistema — Floresta, cultivos de mandioca e pupunheira.
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