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RESUMO GERAL
BARBERI, Alexandre. Diversidade e eficiência de bactérias que nodulam 
feijoeiro de diferentes sistemas de uso da terra na Amazônia Ocidental. 
2007. 121 p. Tese (Doutorado em Solos e Nutrição de Plantas) – Universidade 
Federal de Lavras, Lavras, MG1.

Entre as espécies de leguminosas, o feijão (Phaseolus vulgaris L.) é, 
reconhecidamente, a de maior importância social, já que, em muitos lares, é o 
alimento que representa a maior fonte de proteína. O presente estudo teve como 
objetivo analisar a diversidade e a eficiência de um grupo funcional chave de 
organismo do solo, as bactérias que nodulam leguminosas (BNL), em diferentes 
sistemas de uso da terra (SUT), na região Amazônia Ocidental, usando como
planta isca o feijoeiro. Coletaram-se amostras de solo de 98 pontos, na camada 
de 0-20 cm, utilizando-se trado de rosca, utilizados como repetições para os 
diversos SUTs, distribuídos da seguinte forma: 30 pontos amostrados no SUT 
capoeira nova (CN), 10 na capoeira velha (CV), 17 na floresta primária (FP), 13 
em pastagem (P), 18 na agricultura (AG) e 10 em agrofloresta (AF). O feijoeiro 
capturou BNL em 58% das unidades amostrais (UA), tendo as menores % de 
UA noduladas sido encontradas nos SUTs FP, CN e AG e as maiores nos SUTs 
AF, P e CV. As populações nativas de BNL, inoculadas com suspensões de solo, 
apresentaram se ineficientes em estimular o crescimento das plantas. As 
populações de BNL do SUT P foi a que possibilitou maior acúmulo de 
nitrogênio em associação com o feijoeiro. O único SUT que se diferenciou dos 
demais em relação às variáveis biológicas estudadas foi a P, provavelmente, 
devido à diferença entre atributos edáficos do mesmo. No total, encontraram-se 
930 isolados, que foram agrupados em 40 grupos culturais diferenciados por 
suas características fenotípicas. Houve diferença entre os SUTs quanto à 
distribuição dos grupos fenotípicos dos isolados capturados. Ocorreu 
predominância de isolados de crescimento rápido e que acidificam o meio em 
todos os SUTs. O SUT AF foi o que apresentou maior número de grupos 
culturais. A maior diversidade, indicada pelo índice de Shannon e o maior índice 
de riqueza de Chao2 foi encontrada no SUT CN e a menor diversidade foi 
encontrada na FP. No total, foram autenticados 260 isolados, sendo que, 80% 
apresentaram nodulação. Ocorreu diferença entre a eficiência relativa dos 
isolados, independentemente dos SUTs. As eficiências relativas dos isolados 
autenticados quando agrupados pelos SUTs de origem foram iguais entre si e 
superiores à testemunha absoluta, sendo portanto consideradas eficientes nestas 
condições de pureza. Ocorreu predominância de isolados com alta similaridade 
genética (seqüências de 16S rDNA) com espécies dos gêneros Burkholderia, 
Pseudomonas e Paenibacillus
___________________
1Orientadora: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA.
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GENERAL ABSTRACT

BARBERI, Alexandre. Diversity and Efficiency of Bacteria Nodulating 
Common Beans from Different Land Use Systems in the Western Amazon 
region. 2007. 121 p. Thesis (Doctorate in Soils e Plants Nutrition) – Federal 
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.1

Among the legume species, the common bean (Phaseolus vulgaris L.) is 
the one of greatest social importance, since in many homes, it is the major 
protein source. The present study aimed to analyze the diversity and efficiency 
of a key functional group of soil organism, the Leguminosae nodulating bacteria  
(BNL), in different land use systems (LUS), in the western Amazon region by 
using as trap species the common bean. Soil samples were collected at  0-20 cm 
depth in 98 points distributed in the diverse LUSs, as following:: 30 in the young 
secondary forest LUS (CN), 10 in the old secondary forest (CV), 17 in the 
pristine forest (FP), 13 in pasture (p), 18 in agriculture (AG) and 10 in
agroforestry (AF). The common bean captured BNL in 58% of the units 
samples, being occurrence of BNL less frequent in the LUSs FP, CN and AG 
and more frequent in LUSs AF, P and CV. The native populations of BNL, 
inoculated by means of soil suspensions were considered inefficient. The BNL 
population of LUS P was the one with highest shoot N content. The only LUS 
differentiated from the others was the P, probably due to difference among soil 
attributes. In the total 930 isolates were gotten and  they were grouped in 40 
phenotypic clusters. LUSs were different regarding the distribution of the 
phenotypic groups of the trapped isolates. Predominance of fast growing isolates 
that acidify culture medium occurred in all the LUSs. The highest number of 
phenotypic clusters occurred in agroforestry. The biggest diversity, indicated by 
Shannon and the Chao2 indexes were found in the LUS CN and FP presented 
the lowest diversity. Isolates presented Eighty percent of 260 isolates were 
authenticated, i.e., they induced nodulation in the original host-siratro. 
Difference in the relative efficiency occurred among the isolates, with no 
relationship with the LUSs. The relative efficiencies of the authenticated isolates 
when grouped by LUSs of origin were similar and superior to the control 
without inoculation, therefore being considered efficient. 16 S rDNA sequences 
were predominatly similar to species of genera Burkholderia, Pseudomonas and 
Paenibacillus 

1Adviser:: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA
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1.1 INTRODUÇÃO GERAL

Os organismos edáficos contribuem em inúmeros serviços essenciais 

às funções de sustentabilidade de todos os ecossistemas: dirigindo os ciclos dos 

nutrientes, regulando a dinâmica da matéria orgânica do solo, o seqüestro de 

carbono e a emissão de gases que contribuem com o efeito estufa; modificando a 

estrutura física do solo e o regime de água; influenciando a saúde das plantas 

devido às interações com patógenos e pragas, bem como com seus predadores e 

parasitas naturais e, por fim, aumentando a quantidade e a eficiência da 

aquisição de nutrientes pela vegetação por meio das associações micorrízicas e 

bactérias fixadoras de nitrogênio. Estes serviços não são somente essenciais ao 

funcionamento dos ecossistemas naturais, mas constituem um recurso 

importante para a gerência da sustentabilidade dos ecossistemas agrícolas.

Atualmente, estão sendo encontrados indícios de ser possível

conservar níveis significativos da biodiversidade em ambientes agrícolas (Swift 

et al., 1996; van Noordwijk et al., 1997). A diversidade biológica total de alguns 

sistemas mistos pode ser muito elevada (Swift et al., 1996). Teoricamente, o 

cultivo de diversas espécies vegetais no mesmo ambiente pode levar a um 

aumento da diversidade da biota, estimulando o aumento da diversidade dos 

microrganismos. Assim, o estudo da diversidade de bactérias formadoras de 

nódulos em sistemas diferentes de cultivo, em comparação com as áreas naturais 

pouco impactadas, pode contribuir para a elucidação de diversas questões.

Este trabalho está inserido num projeto mais amplo de cooperação 

internacional intitulado “Conservation and Sustainable Management of Below-

Ground Biodiversity”, implementado pelo “United Nations Environment 

Programmer (UNEP)” e executado em sete países: Brasil, Costa do Marfim, 

Índia, Indonésia, Quênia, México e Uganda. No Brasil, a coordenação é de 
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responsabilidade da Universidade Federal de Lavras. O objetivo principal deste 

projeto internacional é promover o conhecimento e a compreensão da 

biodiversidade do solo, importante para a produção agrícola sustentável em 

áreas tropicais, por meio da demonstração de métodos para a conservação e o 

manejo sustentável.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar a 

diversidade e a eficiência de populações de um grupo funcional chave de 

organismo do solo, bactérias que nodulam feijão (Phaseolus vulgaris L.), em 

diferentes sistemas de uso da terra na região amazônica. Além disso, os isolados 

obtidos constituirão fonte de recursos genéticos para estudos posteriores, como, 

por exemplo, trabalhos de seleção de estirpes para uso como inoculantes para 

esta cultura.

1.2 REFERENCIAL TEÓRICO

1.2.1 Características do bioma Amazônia 

Maior reserva de diversidade biológica do mundo, a Amazônia é 

também o maior bioma brasileiro em extensão e ocupa quase metade do 

território nacional (49,29%). A bacia amazônica ocupa 2/5 do território da 

América do Sul e 5% da superfície terrestre. Sua área, de aproximadamente 6,5 

milhões de quilômetros quadrados, abriga a maior rede hidrográfica do planeta, 

que escoa cerca de 1/5 do volume de água doce do mundo. Sessenta por cento da 

bacia amazônica se encontra em território brasileiro, onde o bioma Amazônia 

ocupa a totalidade de cinco unidades da federação (Acre, Amapá, Amazonas, 

Pará e Roraima), grande parte de Rondônia (98,8%), mais da metade de Mato 

Grosso (54%), além de parte de Maranhão (34%) e Tocantins (9%) (IBGE, 

2007).
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O bioma Amazônia é constituído de uma enorme diversidade de 

plantas e animais, possuindo um terço das reservas florestais tropicais contínuas 

do planeta. Trata-se de uma região com diversas unidades pedogenéticas, com 

solos eutróficos e distróficos, em sua grande maioria, com distintos tipos 

climáticos, enorme ocorrência de recursos hídricos e formidável luminosidade 

natural. A manutenção da biodiversidade é importante para a região e para o 

planeta. 

Levando em consideração as suas características intrínsecas, na 

Amazônia pratica-se uma agricultura geralmente itinerante, pecuária extensiva e 

extrativismo com o aproveitamento das riquezas das suas florestas, tendo em 

vista o agronegócio e a sobrevivência das cerca de 20 milhões de pessoas que 

habitam a Amazônia Legal. Atualmente, algo em torno de 58,3 milhões de 

hectares estão alterados, necessitando de soluções alternativas de utilização 

sustentável, considerando códigos e leis de cunho ambiental e florestal, tendo 

em vista a necessidade de conciliar o desenvolvimento econômico e social com a 

preservação do meio ambiente. Estima-se que, na Amazônia, o estado do Amapá 

possua cerca de 1,5% da sua área já desmatada; o Amazonas, 2%; Acre, 10%; 

Pará e Mato Grosso, 15%; Rondônia, 22% e Maranhão, 40%. Além da 

necessidade de adoção de políticas públicas, está aberta uma grande 

oportunidade para a pesquisa agropecuária mitigar o processo desordenado de 

desmatamento e queimadas na região, por meio da geração e difusão de 

tecnologias alternativas apropriadas, especialmente para a agricultura familiar 

(Valois, 2003).

1.2.2 Diversidade de organismos do solo

Os microrganismos foram os primeiros seres vivos a colonizar a Terra. 

Estima-se que os primeiros apareceram há mais de 3,5 milhões de anos (Atlas & 
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Bartha, 1998). Graças a esta colonização, a atmosfera foi alterada, se 

transformando na que conhecemos hoje.

A existência e a diversidade de seres vivos no planeta estão 

intimamente ligadas à diversidade e à atividade metabólica de microrganismos 

na natureza (Lovelock, 1988; Stolz et al., 1989; Trüper, 1992). O papel destes

microrganismos na manutenção dos processos biológicos ainda é pouco 

conhecido. Sabe-se, contudo, que eles participam de processos ecológicos 

bastante importantes, tais como fotossíntese oxigênica, ciclagem de matéria 

orgânica, ciclos biogeoquímicos e manutenção da fertilidade e estrutura de solos 

(Hawksworth, 1991a,b; Stolz et al., 1989; Trüper, 1992).

O bioma Amazônia é considerado uma reserva da biodiversidade 

mundial, devido grande número de espécies vegetais e animais lá encontrados,

diversidade que também pode ser encontrada sob a superfície.

As comunidades de organismos do solo, incluindo as bactérias, os 

fungos, os protozoários e os animais invertebrados, são extremamente diversas. 

A diversidade microbiana pode ser maior do que aquelas dos invertebrados e, 

por isso, justificam-se os estudos filogenéticos e ecológicos usando-se métodos 

moleculares (Torsvik et al., 1996). O número de espécies de bactérias dos solos 

descritas na literatura vem crescendo nos últimos anos, em virtude do 

desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular, que possibilitam a 

análise de seqüências de DNA a partir de material genômico extraído 

diretamente do solo. As novas técnicas evidenciaram a enorme diversidade 

genética de bactérias presentes em apenas 1 grama de solo. 

Estima-se que em 1 g de solo ocorram entre 20 e 40 mil espécies 

bacterianas. Atualmente, estão descritas, no National Center for Biotechnology 

Information, 11.990 espécies de bactérias (NCBI, 2007). A diversidade 

biológica da comunidade dos organismos subsuperficiais, principalmente 
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microrganismos, geralmente é ignorada nos exames de biodiversidade de 

ecossistemas, podendo provocar resultados errôneos. 

Alguns fatores têm contribuído para a falta de conhecimento sobre a 

diversidade microbiana em amostras ambientais. Eles são, em grande parte, 

relacionados às limitações dos métodos tradicionalmente utilizados para o 

isolamento e o cultivo de microrganismos em laboratório (Palleroni, 1996). 

Dados derivados de estudos comparativos apontam para o fato de que apenas 

uma pequena fração dos microrganismos na natureza, entre 0,1% a 1%, 

dependendo do local onde habitam, seja cultivado pelo emprego de métodos 

microbiológicos convencionais (Amann et al., 1995).

Acredita-se que quando os ambientes são impactados, as mudanças na 

biodiversidade da subsuperfície seriam iguais àquelas ocorridas com as plantas, 

embora haja evidências de que a comunidade do solo pode ser mais resistente, 

funcionalmente, do que a da biota superficial (Giller et al., 1997). Quando ocorre 

a conversão de um ambiente para uma agricultura intensiva, a biodiversidade da 

superfície está sendo reduzida, com a intenção de aumentar a eficiência 

econômica do sistema (até ao extremo das monoculturas). Isso impacta a 

biodiversidade dos ecossistemas, assim diminuindo a capacidade biológica de 

auto-regulação dos mesmos, conduzindo à necessidade da substituição de 

funções biológicas por processos artificiais, com o uso de agroquímicos e de 

energia de fontes não renováveis. Efeitos equivalentes foram observados em 

pastagens intensivas (Lavelle et al., 1997). A sustentabilidade destes sistemas 

dependerá mais de fatores externos do que dos recursos biológicos internos.

Freqüentemente são feitas suposições quanto às conseqüências que a 

redução na diversidade da comunidade do solo, incluindo casos da extinção de 

espécies, poderia causar. A ocorrência de uma perda catastrófica nas funções do 

ecossistema, reduzindo a habilidade do mesmo em resistir aos “stress”, poderia 

conduzir a efeitos ambientais indesejáveis. Os cientistas começaram a
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quantificar as relações e causas entre (i) a composição, a diversidade e 

abundância de organismos do solo; (ii) a fertilidade de solo sustentada e a 

produção de colheita associada e (iii) os efeitos ambientais, incluindo a erosão 

do solo, as emissões de gases relacionados ao efeito estufa e ao seqüestro de 

carbono pelo solo (Giller et al., 1997; Lavelle et al., 1997; Swift et al., 1996). 

Conseqüentemente, as ações que enfocam diretamente a conservação da 

diversidade biológica, tanto abaixo quanto acima da superfície, trarão benefícios 

ambientais para o ecossistema e a paisagem, e em escalas globais. 

O conceito de qualidade do solo surgiu no final da década de 1970 e,

durante os 10 anos seguintes, esteve muito associado ao conceito de fertilidade 

(Karlen et al., 2003). Acreditava-se, por exemplo, que um solo quimicamente 

rico era um solo com alta qualidade, isto porque tinha a capacidade de prover a 

produção agrícola. Entretanto, a percepção de qualidade do solo evoluiu, 

principalmente nos últimos 10 anos, e, num entendimento mais amplo, percebe-

se que não basta apenas que o solo apresente alta fertilidade, mas também que

possua  boa estruturação e abrigue alta diversidade de organismos (Zilli et al., 

2003).

1.2.3 Diversidade de bactérias que nodulam leguminosas (BNL)

Organismos fixadores de nitrogênio, ou diazotróficos, podem ser 

encontrados entre os aeróbios, anaeróbios e anaeróbios facultativos e na maioria 

dos grupos filogenéticos representativos de bactéria e de Archaea. Apesar de 

representarem parcela relativamente pequena dos procariotos, esses organismos 

apresentam alta diversidade morfológica, fisiológica, genética e filogenética. 

Entre as proteobactérias encontram-se, por exemplo, Rhizobium, Sinorhizobium, 

Azorhizobium, Azospirillum spp., Beijerinckia spp., Acetobacter diazotrophicus, 

Derxia  e  Azotobacter. Entre as Archaea, fixadores estão presentes entre 

halófilos e metanogênicos. Também se encontram fixadores de N2 entre os 
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metilotróficos, celulolíticos e bactérias envolvidas no ciclo do enxofre, e até 

entre denitrificadores, que mediam justamente o processo inverso. A alta 

diversidade destes organismos garante não só a resiliência do importante 

processo que mediam em um determinado ecossistema, como também a sua 

ocorrência nos mais diferentes tipos de hábitats terrestres (Moreira & Siqueira, 

2002).

Várias espécies novas de Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium, vêm sendo descritas nos 

últimos anos, além da descoberta de outros gêneros de bactérias que 

anteriormente não eram citados como BNL (ex: Methylobacterium, por Sy et al., 

2001; Burkholderia, por Moulin et al., 2001; Ralstonia, por Chen et al., 2001;

Blastobacter, por van Berkun & Eardly, 2002; Devosia, por Rivas et al., 2002 e 

Ochrobactrum, por Trujillo et al., 2005). Isso reflete o número crescente de 

grupos de pesquisa envolvidos em estudos da diversidade de BNL e também o 

avanço tecnológico que permite a detecção de características discriminantes 

entre as espécies e, mais importante, a grande diversidade destes

microrganismos. Considerando-se os sistemas de agricultura sustentável como 

pré-requisito para a melhoria de qualidade de vida a curto, médio e longo prazos 

nos países tropicais, e a importância da fixação biológica de nitrogênio para a 

sustentabilidade dos agroecossistemas, percebe-se a grande relevância e o 

potencial benefício do entendimento e da exploração racional da diversidade de 

BNL.

Lima et al. (2005) verificaram elevada diversidade entre 46 estirpes de 

Bradyrhizobium isoladas de diferentes sistemas de uso da terra na Amazônia 

(monocultura, capoeira, pastagem, floresta e sistema agroflorestal). Por meio do 

perfil protéico total SDS-PAGE, fomaram-se 11 grupos, com 80% de 

similaridade. Estes autores observaram que diversos isolados diferiram das 
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espécies B. elkanii, B. japonicum e B. liaoningense, atualmente descritas e que 

podem representar espécies ainda não conhecidas.

Jesus et al. (2005) avaliaram o efeito dos sistemas de uso da terra 

(cultivo de mandioca, pupunheira e floresta de terra firme) da Amazônia 

Ocidental, sobre a diversidade fenotípica cultural de 257 bactérias que nodulam 

siratro (Macroptilium atropurpureum). Verificaram que o sistema de uso da 

terra influenciou na composição das bactérias que nodulam siratro e que áreas 

nas quais foi cultivada mandioca revelaram maior diversidade e riqueza de 

bactérias. 

A diversidade de BNL é ainda limitada devido à falta de 

conhecimentos sobre os microssimbiontes da grande maioria das espécies 

leguminosas. A capacidade das espécies leguminosas de formar relações 

simbióticas efetivas com BNL é desconhecida em cerca de 77% das espécies 

(11.200 espécies) desta família e, conseqüentemente, as características das 

espécies de BNL também são pouco conhecidas (Moreira et al., 2000). 

Entretanto, nas últimas décadas, têm sido extremamente importantes os estudos 

que revelaram grande diversidade de BNL até então desconhecida em coleções 

de cultura (Dupuy et al., 1994; Moreira et al., 1993).

Nos últimos anos, técnicas baseadas na análise de genes do 16S rDNA 

têm sido amplamente usadas na detecção, identificação, classificação e filogenia 

de bactérias, assim como de outros organismos vivos. A amplificação direta por 

PCR do 16S rRNA de amostras ambientais tem possibilitado o estudo da 

diversidade microbiana sem o cultivo dos organismos (Rappé & Giovannoni, 

2003). Woese (1987) iniciou o uso de genes ribossomais como “relógios 

moleculares” ou “cronômetros”, revolucionando a taxonomia bacteriana, de 

modo a baseá-la em características filogenéticas. Um relógio molecular ideal 

seria aquele que acumula trocas aleatórias de nucleotídeos a uma taxa constante, 

sendo o número de alterações usado para medir o tempo entre o ancestral 
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comum mais recente e organismos ou genes. Os genes ribossomais se tornaram 

bastante populares pelo fato de ocorrerem em todos os organismos e por 

possuírem a mesma função em todos eles; além disso, têm alto grau de 

conservação e grande número de cópias. O desenvolvimento da rápida técnica de 

amplificação do DNA (PCR- reação de polimerização em cadeia) e as técnicas 

de seqüenciamento têm consolidado o papel dos genes ribossomais na filogenia 

e, atualmente, milhares de seqüências do 16S rDNA estão disponíveis em 

bancos de dados. O 16S rDNA se tomou mais usado pelo seu menor tamanho 

(aproximadamente 1.500 nucleotídeos) (Woese, 1987).

Várias técnicas baseadas na amplificação de partes do DNA, aleatória 

ou específica, foram desenvolvidas com a descoberta do PCR e permitem uma 

melhor discriminação de isolados de BNL em diferentes ambientes. Como estas 

técnicas demandam equipamentos sofisticados e recursos financeiros elevados, 

são, geralmente, aplicadas a representantes obtidos de agrupamentos iniciais por 

características fenotípicas (Pereira, 2000).

De modo geral, os estudos relacionados à diversidade de BNL 

utilizam métodos fenotípicos, genéticos e simbióticos.

1.2.4 Fixação biológica de nitrogênio no feijoeiro

Um dos fatores mais limitantes à produtividade do feijoeiro é a baixa 

disponibilidade de nutrientes, sobretudo fósforo e nitrogênio, nos solos 

agrícolas. O N é o nutriente absorvido em quantidades mais elevadas pelo 

feijoeiro e, conseqüentemente, a sua deficiência é mais freqüente (Oliveira et.al., 

1996). A adição de nitrogênio na forma de fertilizantes é cara e, em muitos 

casos, ineficiente, principalmente devido às perdas do elemento causadas por 

práticas culturais inadequadas (Araújo, 1994).

Como muitas espécies leguminosas, o feijoeiro também é capaz de 

estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico, 
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podendo, assim, garantir parte de suas exigências em nitrogênio por meio do 

processo de fixação biológica. 

Existe um descrédito crônico na capacidade do feijoeiro em fixar 

nitrogênio atmosférico suficiente para expressar seu potencial produtivo quando 

em associação com BNL, recomendando-se, indistintamente, o uso de 

fertilizantes para a cultura. Entretanto, resultados de pesquisa apontam que é 

possível que a cultura do feijoeiro se beneficie, no campo, da fixação biológica 

de nitrogênio (Araújo, 1994) e o grande desafio que se apresenta é conseguir um 

manejo adequado dessa simbiose, visando aumentar a sua eficiência (Cassini & 

Franco, 1998).

Pode-se dividir as causas da baixa eficiência da fixação biológica do 

nitrogênio defendida por muitos entre dois elementos, os bióticos e os abióticos. 

Dentro dos elementos abióticos, pode-se verificar que o cultivo do 

feijoeiro no Brasil é freqüentemente realizado em terras ácidas e de baixa 

fertilidade, condições que agem negativamente sobre a mineralização da matéria 

orgânica e a produtividade (Diaz-Romeu et al., 1970; Malavolta, 1972). Sabe-se 

que a toxicidade por alumínio e manganês e as deficiências de cálcio, fósforo e 

micronutrientes são prejudiciais à simbiose (Lovato et al., 1985a;b). A título de 

exemplo, o molibdênio é um micronutriente que tem efeito marcante sobre a 

eficiência da simbiose (Franco & Day, 1990) e a calagem tem sido considerada 

uma prática suficiente para o suprimento do molibdênio para as culturas, por 

torná-lo disponível para as plantas, em conseqüência da elevação do pH do solo, 

que promove liberação de íons de Mo adsorvidos na superfície dos óxidos de 

ferro e alumínio (Hodgson, 1963; Leeper, 1970; Stout et al., 1951). Os teores de 

nitrogênio do solo podem também influenciar a simbiose. Teores muito baixos 

de nitrato no solo podem ser limitantes à atividade simbiótica (Franco & 

Döbereiner, 1968; Ruschel & Saito, 1977) e teores mais elevados também 

podem prejudicar a FBN. Rennie & Kemp (1983), testando diferentes variedades 
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de feijão, observaram significativa redução na quantidade de nitrogênio fixado 

mediante aplicação de 40 kg.ha-1 de nitrogênio. Mas, existem dados mostrando 

que um balanço adequado de nutrientes no solo pode aliviar os efeitos deletérios 

da fertilização com nitrogênio neste processo biológico, e aumentar 

significativamente as taxas de nitrogênio fixado pela planta (Tsai et al., 1993).

Além dos fatores nutricionais, a temperatura e a umidade também 

podem ser limitantes à simbiose BNL-leguminosas, em condições tropicais. O 

funcionamento dos nódulos de feijoeiro encontra seu ótimo entre 25°C e 30°C e 

é limitado por temperaturas do solo entre 30°C e 33°C (Hungria et al., 1985; 

Hernandez-Armenta et al., 1989; Pankhurst & Sprent, 1976; Piha & Munns, 

1987). Algumas pesquisas têm mostrado diminuição da FBN sob condições de 

seca (Durand et al., 1987; Sprent, 1976; Walsh, 1995).

Os elementos bióticos também exercem grande influência no sucesso 

da FBN. A simbiose BNL-hospedeiro depende da compatibilidade genética de 

ambos, e a planta hospedeira desempenha papel preponderante nos estágios 

iniciais da nodulação (Nutman, 1969; Nutman, 1981; Pereira & Bliss, 1987) 

como nos estágios finais. À época de formação das vagens, a planta diminui o 

fluxo de carboidratos para os nódulos, limitando a FBN (Lawn et al., 1974). 

Variedades de feijão com maior capacidade de manter a constância do fluxo de 

carboidratos para os nódulos têm se mostrado mais eficientes nesse processo de 

fixação (Adams et al., 1978; Graham & Halliday, 1976). 

Também existe dificuldade no estabelecimento de estirpes eficientes,

devido à alta promiscuidade do feijoeiro em relação ao microsimbionte, nesse 

sentido. Mercante et al. (1992) relataram que a falta de resposta do feijoeiro à 

inoculação é, muitas vezes, devido à presença de BNL nativos no solo, que 

nodulam o feijoeiro mesmo em áreas nas quais a cultura nunca havia sido 

implantada e apresentam baixa eficiência simbiótica.

A seleção do feijoeiro e seu cultivo em terras férteis pode ter realizado 
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uma seleção negativa, em relação à capacidade de nodulação e à fixação de 

nitrogênio em genótipos domesticados de feijão (Gentry, 1969; Gepts et al., 

1988; Kaplan, 1965; Pereira, 1990; Pereira & Bliss, 1987). Atualmente, tem se 

buscado uma maior variabilidade genotípica para as características de fixação 

biológica de nitrogênio nos genótipos selvagens de feijoeiro (Andriolo et al., 

1994). Bliss (1993) sugere que os programas de melhoramento levem em 

consideração a capacidade dos genótipos em nodular e fixar nitrogênio na 

presença de nitrato no solo.

O microsimbionte também exerce influência na eficiência da FBN. O 

inoculante brasileiro para o feijoeiro, durante muito tempo, foi produzido 

utilizando-se BNL das espécies Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli e 

Rhizobium etli. Algumas destas bactérias eram obtidas no exterior e testadas 

pelas instituições de pesquisa no Brasil (Straliotto, 2007). Atualmente, sabe-se 

que as estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli e R. etli estão sujeitas a um 

elevado grau de instabilidade genética (Flores et al., 1988; Soberón-Chaves et 

al., 1986), podendo perder sua eficiência simbiótica com certa facilidade.

Atualmente, as estirpes recomendadas como inoculantes comerciais de 

feijoeiro no Brasil contêm duas estirpes de R. tropici (CIAT899 (BR322) e 

BR520). Foi observado que estirpes da espécie Rhizobium tropici são mais 

resistentes a temperaturas elevadas que as estirpes de Rhizobium leguminosarum 

bv. phaseoli (Araújo et al., 1993; Goulart & Baldani, 1993; Oliveira et al., 1998; 

Raposeiras et al., 1998). Verificou-se maior competitividade de estirpes 

pertencentes a esta espécie na nodulação do feijoeiro sob condições elevadas de 

acidez (Vargas & Graham, 1989; Wolff et al., 1991). 

Em experimentos em vasos, a estirpe CIAT 899 mostrou-se mais 

competitiva em condições de baixo pH (Streit et al., 1995) e altas temperaturas 

(Oliveira & Graham, 1990). Em  campo, os resultados são variáveis, tendo 

apresentado baixa competitividade em solos do Havaí (Thies et al., 1992) e em 
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solos ácidos da Colômbia (Wolff et al., 1991), e alta competitividade em solo 

arenoso de baixa fertilidade no Brasil (Vlassak et al., 1996, 1997). Atualmente, é 

das estirpes utilizadas no inoculante comercial recomendado para o feijoeiro no 

Brasil.

Diante do exposto, vê-se que os pontos que limitam a baixa resposta à 

FBN pela cultura do feijão e que vêm sendo investigados e contornados pelos 

pesquisadores, seriam: instabilidade genética do microsimbionte, seleção 

inadequada do macrosimbionte, promiscuidade do macrosimbionte associada a 

ineficiências de populações nativa de microsimbionte e uso de solos 

inadequados ao estabelecimento da simbiose.

1.2.5 Projeto: Conservação e manejo sustentado da biodiversidade do solo

O projeto “Conservation and sustainable management of below 

ground biodiversity” (CSM-BGBD) foi submetido ao “Global Environment 

Facility” (GEF) em 16 de novembro de 1998 após o endosso dos pontos focais 

dos países participantes. O contrato com o Programa Ambiental das Nações 

Unidas (United Nations Environmental Programme – UNEP) foi assinado em 

agosto de 2002. O projeto está sendo conduzido em sete países: Brasil, Costa do 

Marfim, Índia, Indonésia, Quênia, México e Uganda, e seu objetivo é aumentar a 

consciência, o conhecimento e a compreensão sobre a diversidade biológica do 

solo (Below Ground Biodiversity - BGBD), importante para a produção agrícola 

sustentada em paisagens tropicais, pela demonstração de métodos para 

conservação e manejo sustentado. O projeto explora a hipótese de que, por 

manejo apropriado da biota acima e no solo, a conservação otimizada da 

biodiversidade para benefícios globais e nacionais pode ser alcançada em 

mosaicos de usos da terra com diferentes intensidades de manejo e, além disso, 

resultar em ganhos simultâneos para a produção agrícola sustentada (Moreira et 

al., 2005).
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Os grupos funcionais da biota do solo estudados no Brasil 

compreendem: macrofauna, incluindo minhocas, formigas, besouros e cupins, 

pestes (moscas de frutos), mesofauna, nematóides, nematóides entomo-

patogênicos, fungos antagonistas, fungos saprófitas, fungos patogênicos 

vegetais, fungos micorrízicos arbusculares, BNL e associativas. Em alguns dos 

outros seis países, além destes, foram estudados também fungos 

ectomicorrízicos Além do inventário dos organismos do solo, também realizou-

se o inventário ambiental (solos e vegetação) (Moreira et al., 2005).

As áreas de estudo estão circunscritas pelas coordenadas geográficas 

de 4°26’ de latitude Sul e 69°36’ de longitude Oeste, correspondendo a uma 

superfície descontínua de, aproximadamente, 54.000 m . Situam-se no município 

Benjamin Constant, noroeste do estado do Amazonas. Esta região, denominada 

de Alto Solimões, localiza-se na tríplice fronteira Brasil, Colômbia e Peru. As 

Janelas são áreas descontínuas de, aproximadamente, 9 ha, enumeradas de 1 a 6, 

das quais as Janelas 1 e 2 situam-se na comunidade de Guanabara II; as Janelas 

3, 4, e 5 na comunidade de Nova Aliança e a Janela 6 dista, aproximadamente, 2 

km do centro do município de Benjamin Constant, a sudeste do mesmo, e 1,9 

km do rio Javari, um tributário do rio Solimões, que serve de limite entre o 

Brasil e o Peru (Fidalgo et al., 2005).

Por seu difícil acesso, esta região permanece como uma das mais 

conservadas da Amazônia. A bacia do Alto Solimões é a terra de remanescentes 

de povos indígenas da Amazônia e um dos mais importantes “hotspots”, em 

termos de agrobiodiversidade (Moreira et al., 2005).

O tipo climático predominante é Af, segundo a classificação de 

Köppen, com temperatura e pluviosidade médias anuais de, respectivamente, 

25,7ºC e 2.562 mm. Cambissolos constituem os solos dominantes nas áreas 

estudadas, seguidos dos Gleissolos e Alissolos. Em comum, manifestam 

elevados e anormais teores de alumínio extraível, com valores que variam de 0,0 
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a 14,6 cmolc/kg de solo em superfície e de 0,0 a 25,2 cmolc/kg de solo em 

profundidade, podendo ou não apresentar elevados conteúdos de Ca e Mg, com 

valores médios em superfície de, respectivamente, 4,6 e 1,4 cmolc/kg de solo. A 

despeito do elevado conteúdo de Al extraído por KCl 1N, que pode ou não estar 

relacionado com a atividade do elemento em solução, a pequena profundidade 

do solum, os elevados teores de silte e a presença de filossilicatos 2:1 

evidenciam sua maior jovialidade em relação à grande maioria dos solos de terra 

firme já descritos e mapeados na bacia Amazônica. Estes fatores influenciam 

sobremaneira suas propriedades morfológicas, químicas, físicas e biológicas, 

bem como seu comportamento em relação aos diferentes usos e práticas de 

manejo. (Coelho et al., 2005)

Fidalgo et al. (2005) caracterizaram, quanto à cobertura vegetal e uso 

atual, os sistemas de uso da terra (SUT) estudados como sendo: floresta tropical 

(neste trabalho denominada floresta primária - FP), sub-região dos baixos platôs 

da Amazônia (Brasil, 1977); floresta secundária em estágio avançado de 

regeneração (capoeira Velha - CV) com mais de cinco anos de formação, após 

ter sido área de cultivo; floresta secundária em estágio inicial de regeneração 

(capoeira nova - CN) com menos de 5 anos de formação, também após ter sido 

área de cultivo; agricultura (AG), áreas de cultivos agrícolas anuais (mandioca, 

milho, cana-de-açúcar e abacaxi) e semiperenes (banana); agrofloresta (AF) 

caracterizada por ter grande parte formada regeneração espontânea de espécies 

florestais secundárias, além do enriquecimento de espécies por meio do plantio 

de mudas de interesse econômico, como cupuaçu (Theobroma grandflorum), 

pupunha (Bactris gassipae), banana, abacaxi, café e outras (essas áreas foram 

desflorestadas no período de 1979 a 1983 e cultivadas com banana e mandioca; 

os sistemas agroflorestais foram formados logo após os primeiros ciclos de 

cultivo, no período de 1980 a 1984); pastagem (P), área restrita à cidade de 

Benjamin Constant, implantada em 1970, com capim-imperial (Axonopus 
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scoparius), o qual, após o declínio, aproximadamente onze anos de implantação, 

foi substituído por Brachiaria brizantha, B. humidicola e grama batatais 

(Paspalum notatum flugge), apresentando atualmente espécies invasoras. A 

reforma das pastagens é realizada por meio do plantio de mudas em cova. As 

capinas são realizadas três vezes ao ano, com facão, enxada e machado. Em 

todos os SUTs não são aplicados corretivos, fertilizantes e defensivos para o 

controle de pragas e não existe registro de utilização de inoculantes de bactérias 

que nodulam leguminosas.
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RESUMO

BARBERI, Alexandre. Ocorrência e eficiência de populações de bactérias que 
nodulam feijão (Phaseolus vulgaris L.) em solos sob diferentes sistemas de uso 
da terra na Amazônia Ocidental. In:_______ Diversidade e eficiência de 
bactérias que nodulam feijoeiro de diferentes sistemas de uso da terra na 
Amazônia Ocidental.  2007. Cap. 2, p. 28-59. Tese (Doutorado em Solos e 
Nutrição de Plantas) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG1.

Diversas são as razões para o baixo rendimento do feijoeiro (Phaseolus 
vulgaris L.), mas uma das mais importantes é devido à condições limitantes em 
nitrogênio. A fixação biológica de nitrogênio pode contornar os inconvenientes 
da aplicação do nitrogênio mineral, tornando o processo de produção menos 
prejudicial ao meio ambiente, permitindo ao agricultor ser menos dependente de 
produtos externos a sua propriedade, gerando uma produção mais sustentável. O 
presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorrência de populações edáficas 
de bactérias que nodulam leguminosas (BNL), bem como a sua eficiência na 
fixação biológica de nitrogênio em associação com feijão e suas relações com os 
atributos do solo em região da Amazônia Ocidental, em diferentes sistemas de 
uso da terra. Coletaram-se amostras de solo, na camada de 0-20 cm, em 98 
pontos distribuídos nos seguintes sistemas de uso da terra (SUT): 30 pontos na 
capoeira nova (CN), 10 na capoeira velha (CV), 17 na floresta primária (FP), 13 
em pastagem (P), 18 na agricultura (AG) e 10 em agrofloresta (AF). O feijoeiro 
capturou bactérias que formam nódulo em 58% das unidades amostrais, tendo as 
menores porcentagens de unidades amostrais noduladas sido encontradas nos 
SUTs floresta primária, capoeira nova e agricultura e as maiores nos SUTs 
agrofloresta, pastagem e capoeira velha. Concluiu-se que: existem populações de 
bactéria fixadoras de nitrogênio que nodulam feijão presentes em solos sob 
diferentes SUTs na Amazônia Ocidental. As populações nativas de bactérias que 
formam nódulos no feijoeiro dos diversos SUTs, inoculadas por meio de 
suspensões de solo, foram ineficientes. A população de bactérias que nodulam 
leguminosas do SUT pastagem foi a que possibilitou maior acúmulo de 
nitrogênio na parte aérea em associação com o feijoeiro. O único SUT que se 
diferenciou dos demais pelas análises de variáveis canônicas foi a pastagem, 
provavelmente, devido à diferenças entre atributos edáficos. As variáveis que 
apresentaram maior correlação com as variações ocorridas no experimento 
foram: o acúmulo de nitrogênio, para as relativas à nodulação e ao crescimento 
do feijoeiro, e o teor de ferro do solo, para os atributos edáficos.
___________________
1Orientadora: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA.
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ABSTRACT

BARBERI, Alexandre. Occurrence and Efficiency of Populations of Bacteria 
that Nodulating Common Bean (Phaseolus vulgaris L.) in Soil under Different 
Land Use Systems in the Amazonian Occidental In:_______ Diversity and 
Efficiency of Bacteria Nodulating Common Beans from Different Land Use 
Systems in the Western Amazon region. 2007. p. 28-59 Thesis (Doctorate in 
Soils e Plants Nutrition) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, 
Brazil1.

Many are the reasons for the low income of the common bean 
(Phaseolus vulgaris L.), but one of major limiting factor is nitrogen. The 
biological nitrogen fixation may replace nitrogen fertilizers, with economic and 
ecological advantages, to the farmers, turning them less dependent of external 
inputs, generating more sustainable yields. The present work aimed to evaluate 
the occurrence of soil bacterial populations nodulating common beans, as well as 
their efficiencies in the biological nitrogen fixation and their  relationships with 
soil attributes, from different land use systems in western Amazon region. Soil 
samples were collected at the layer 0-20 cm,in 98 points dsitributed in the 
following land use systems (LUS): 30 points in the young secondary forest 
(CN), 10 in the old secondary forest (CV), 17 in the pristine forest (FP), 13 in 
pasture (p), 18 in agriculture (AG) and 10 in agroforestry (AF), all with 3 
replicates. The common bean captured bacteria that form nodule in 58% of the 
units samples, being the small percentage of nodulating units found in the LUSs 
FP, CN and AG and the highest in AF, P and CV. Nitrogen –fixing Bacterial 
populations nodulating common beans occurred  in soils under all LUSs in . The 
native populations nodulating common beans of diverse the LUSs, were 
inefficient in promoting plant growth. The populations of LUS P presented the 
highest shoot N-content The only LUS different from the others by the  analyzis 
of canonic variables was pasture, probably, due to differences among soils 
attributes. The biological variable that presented highest correlation with the 
variations occurred in the experiment were: shoot N-content and soil iron 
content.

1Adviser:: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA
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2.1 INTRODUÇÃO

Entre as leguminosas, o feijão (Phaseolus vulgaris L.) é,

reconhecidamente, a de maior importância social, já que é a principal fonte de 

proteína das famílias. No Brasil, são cultivados, anualmente, mais de 4.225.000 

ha (Conab, 2006) de feijão, a maioria em áreas de pequenas dimensões e com 

rendimento muito baixo. Diversas são as razões para este baixo rendimento, 

porém, a mais importante é a dificuldade de investimento dos pequenos 

produtores. Cerca de 71% (Oliveira & Teixeira, 2005) do feijão cultivado no 

Brasil provém de pequenos agricultores, que utilizam pouca tecnologia.

A utilização de fertilizantes, principalmente fontes de fósforo e 

nitrogênio, poderia melhorar estes rendimentos, mas, além do alto custo, alguns 

nutrientes, como o nitrogênio, podem ser poluidores em potencial e têm,

aproximadamente, 50% de eficiência (Peoples et al., 1995a,b; Cassman et al.,

2002), o que força o agricultor a aplicar doses elevadas do mesmo. 

A fixação biológica de nitrogênio pode contornar os inconvenientes da 

aplicação do nitrogênio mineral, tornando o processo de produção menos 

impactante ao meio ambiente, deixando o agricultor menos dependente de 

produtos externos à sua propriedade e gerando uma produção mais sustentável, 

além do baixo custo comparado à adubação mineral.

O feijoeiro, em relação à associação com bactérias formadoras de 

nódulos, é considerado uma planta promíscua, podendo associar-se 

simbioticamente com diversas espécies de bactérias que incluem: Rhizobium 

leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici,  R. gallicum, R. giardinii, R. etli, R. 

mongolense, R. yanglingense, Sinorhizobium fredii, S. americanum, 

Mesorhizobium. loti e M. huakuii (Moreira & Huising, 2004).

De modo geral, as populações nativas de BNL são muito competitivas 

pelos sítios de infecção nas raízes das plantas hospedeiras, mas, freqüentemente,
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apresentam baixa eficiência simbiótica, limitando a produtividade das 

leguminosas (Berg et al., 1988; Keyser et al., 1984)

Diversos trabalhos têm demonstrado que a eficiência destas 

associações pode variar, dependendo tanto da espécie de bactéria como da 

variedade de feijão (Andriolo et al., 1994; Centro Internacional de Agricultura 

Tropical, 1975; Franco, 1993; Kipe-Nolt et al., 1992; Singh et al., 1991)

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorrência de 

populações edáficas de bactérias formadoras de nódulo, bem como a sua 

eficiência na fixação biológica de nitrogênio, em associação com feijão 

(Phaseolus vulgaris L.) e suas correlações com os atributos do solo na região da 

Amazônia Ocidental, em diferentes sistemas de uso da terra.

2.2 MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho faz parte do projeto Conservation and Sustainable 

Management of Below-Ground Biodiversity e as áreas estudadas estão 

localizadas em uma das comunidades indígenas contempladas pelo projeto. O 

local situa-se a, aproximadamente, 1.100 km a oeste de Manaus, no município 

de Benjamin Constant e está localizado às margens do Rio Solimões, no 

noroeste do estado do Amazonas, no limite da tríplice fronteira Brasil, Colômbia 

e Peru. Esta é uma área remanescente de povos indígenas e é um dos mais 

importantes “hotspots”, em termos de agrobiodiversidade (Moreira et al., 2005).

Não há estradas disponíveis para o acesso ao local, o qual é realizado 

por meio de barco ou avião. As comunidades indígenas estão organizadas em 

associações, interagindo com pesquisadores desde 1995, por meio do Projeto de 

Desenvolvimento Sustentado do Alto Solimões (Prodesas), praticando 

agricultura de pequena escala, agrofloresta e extrativismo vegetal.
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As áreas avaliadas estão localizadas nas comunidades de Benjamin 

Constant, Nova Aliança e Guanabara II, que existem há 22 anos e são formadas 

por representantes dos índios Ticuna, algumas delas constituem reservas da 

Funai desde o segundo semestre de 2003. 

As áreas amostradas (Janelas) são áreas descontínuas de,

aproximadamente, 9 ha, enumeradas de 1 a 6. As Janelas 1 e 2 situam-se na 

comunidade de Guanabara II, as Janelas 3, 4, e 5 na comunidade de Nova 

Aliança e a Janela 6 dista, aproximadamente, 2 km do centro do município de 

Benjamin Constant, a sudeste do mesmo, e a 1,9 km do rio Javari, um tributário 

do rio Solimões, que serve de limite entre  Brasil e  Peru (Fidalgo et al., 2005).

As amostras de solo foram coletadas de cinco diferentes sistemas de 

uso da terra. As localizações, a identificação de culturas e os croquis de campo 

destas áreas (janelas) nas comunidades estão apresentados no Anexo 1. 

Coletaram-se 98 amostras de solo, na camada de 0-20 cm, utilizando-

se trado de rosca, distribuídos em 30 pontos na capoeira nova (CN), floresta 

secundária em estágio inicial de regeneração com menos de 5 anos de formação, 

após ter sido área de cultivo; 10 pontos na capoeira velha (CV), floresta 

secundária em estágio avançado de regeneração com mais de cinco anos de 

formação, após ter sido área de cultivo; 17 pontos na floresta primária (FP), 

floresta tropical da sub-região dos baixos platôs da Amazônia (Brasil, 1977); 13 

pontos na pastagem (P), área implantada em 1970 com capim-imperial 

(Axonopus scoparius), que, após declínio, aproximadamente onze anos da sua

implantação, foi substituído por Brachiaria brizantha, B. humidicola e grama 

batatais (Paspalum notatum flugge), apresentando atualmente espécies 

invasoras; 18 na agricultura (AG), áreas de cultivos agrícolas anuais (mandioca, 

milho, cana-de-açúcar e abacaxi) e semiperenes (banana); e 10 na agrofloresta 

(AF), formada por regeneração espontânea de espécies florestais secundárias, 

além do enriquecimento de espécies por meio do plantio de mudas de interesse 
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econômico, como cupuaçu (Theobroma grandflorum), pupunha (Bactris 

gassipae), banana, abacaxi, café e outras. Essas áreas foram desflorestadas no 

período de 1979 a 1983 e cultivadas com banana e mandioca, tendo os sistemas 

agroflorestais sido formados logo após os primeiros ciclos de cultivo, no período 

de 1980 a 1984. A caracterização das áreas de estudo encontra-se em Fidalgo et 

al. (2005).

Na primeira janela, foram coletados 13 pontos; na segunda, 19 pontos; 

na terceira, 11 pontos; na quarta, 16 pontos; na quinta, 21 pontos e na sexta, 18 

pontos. As análises química e física dos solos encontram-se em Nóbrega (2006) 

sendo as médias dos valores apresentadas na Tabela 1.

Em nenhuma das áreas houve introdução de estirpes exóticas por meio

da inoculação. A coleta das amostras de solos seguiu normas instituídas pelo 

projeto, sendo iguais para todos os países envolvidos. A descrição detalhada 

desta encontra-se em Moreira & Huising (2004) (ver também 

www.biosbrasil.ufla.br).

Cada amostra composta, representante do ponto georreferenciado, 

constituiu-se de 12 amostras simples, coletadas à profundidade de 0-20cm. As 

amostras simples foram coletadas nos raios de 3 a 6 m do ponto principal, 

conforme esquema representado na Figura 1.
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TABELA 1 Características químicas dos solos amostrados nos diferentes 

sistemas de uso da terra (SUTs)

SUT FP P AF AG CN CV
pH 4,5 5,2 4,9 5,4 4,9 4,6
S 7,2 6,0 22,9 5,5 6,9 22,4
P 4,0 2,8 4,5 4,4 3,6 3,8
P-rem 10,2 11,2 14,4 17,9 14,2 11,4
K+ 62,8 40,4 62,8 94,5 76,4 56,1
Ca2+ 3,8 2,2 7,3 8,9 6,1 4,0
Mg2+ 2,0 1,4 2,1 2,5 2,5 1,7
Al3+ 5,7 2,8 2,5 1,7 3,0 5,2
H+Al 22,1 12,8 12,4 8,2 13 19,9
SB 6,0 3,8 9,6 11,7 8,8 5,8
t 11,7 6,6 12,1 13,3 11,9 11,1
T 28,1 16,6 22,0 19,9 21,8 25,7
V % 22,3 24,2 43,9 61,6 43,6 26,9
M % 49,4 42,5 21,4 12,8 25,3 51,9
MO 1,7 1,6 1,8 1,9 1,9 1,7
Zn 6,5 7,7 5,2 7,0 6,7 3,6
Fe 190 471,8 136,7 97,3 157,6 126,2
Mn 70,0 40,5 58,0 70,1 53,9 56,4
Cu 1,5 1,9 2,0 1,4 2,0 1,4
B 0,3 0,1 0,4 0,4 0,2 0,1
Areia % 13,6 28,2 13,6 22,4 22,0 13,2
Silte % 44,1 39,2 47,4 39,8 41,9 47,3
Argila % 42,3 32,6 39,0 37,8 36,1 39,5
Média dos valores para os números de pontos de coleta em cada SUT: 10 pontos na agrofloresta 
(AF); 18 na agricultura (AG); 17 na floresta primária (FP); 10 na capoeira velha (CV); 30 na 
capoeira nova (CN) e 13 na pastagem (P). Para os resultados de análises de: pH em água; S:
enxofre, em ppm; P: fósforo, em ppm; K: potássio, em ppm; Ca: cálcio, em meq/100cc; Mg:
magnésio, em meq/100 cc; Al: alumínio, em meq/100cc; H + Al: hidrogênio + alumínio, em 
meq/100cc; SB: soma de bases trocáveis, em meq/100cc;  t: CTC efetiva, em meq/100cc; T: 
CTC em pH 7; V: saturação de bases da CTC a pH 7; m: saturação de Al da CTC efetiva, em 
porcentagem (%); MO: matéria orgânica, em porcentagem (%); P: remanescente, em ppm; Zn:
zinco, em ppm; Fé: ferro, em ppm;  Mn: manganês, em ppm;  Cu: cobre, em ppm; B: boro, em 
ppm (Nóbrega, 2006).
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FIGURA 1  Esquema de coleta das amostras de solo. O ponto do centro do 
círculo foi georreferenciado. Os 12 pontos em negrito representam 
as amostras simples.

A serrapilheira foi retirada antes da coleta das amostras e os 

instrumentos de coleta foram flambados, antes e após a coleta de diferentes 

amostras compostas, para evitar a contaminação entre amostras e com as BNL 

exóticas. Cerca de 300g de cada amostra composta foram destinados para a 

análise microbiológica e 200g para a análise das características físicas e 

químicas do solo. As amostras destinadas à análise microbiológica foram 

acondicionadas em sacos plásticos estéreis e armazenadas em recipientes de 

isopor, para conservação e levadas, o mais rápido possível, para o laboratório, 

onde foram conservadas a 4ºC. Estas amostras foram utilizadas para o 

isolamento de BNL e de outros grupos de microrganismos.

A planta-isca utilizada foi o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L), cultivar 

Talismã, de grão tipo carioca, lançada em 2002, que possui resistência à 

antracnose e ao vírus do mosaico comum e é moderadamente resistente à 

mancha-angular (Ramalho et al., 2002).

Para a avaliação da ocorrência e da eficiência das populações de BNL 

conduziu-se, durante os meses de agosto a outubro de 2004, durante 45 dias, um 

experimento em vasos Leonard (Vincent, 1970), seguindo os métodos 

padronizados instituídos no projeto para todos os países envolvidos (Moreira & 

Huising, 2004), no Laboratório de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA.
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O delineamento estatístico foi o inteiramente casualizado (DIC), 

desbalanceado. Os tratamentos foram: os cinco sistemas de uso da terra 

(capoeira nova, capoeira velha, floresta primária, pastagem, agricultura e 

agrofloresta) com 30, 10, 17, 13, 18 e 10 repetições, respectivamente e quatro 

tratamentos testemunhas: dois sem inoculação (uma com adição de N mineral e 

outra sem N mineral) e duas com inoculação (1 ml por semente de um caldo de 

cultivo de estirpes CIAT899 (BR322) e UFLA 02100, para a verificação da 

ausência de contaminação e para comparações com as plantas inoculadas) com 

três repetições laboratoriais cada.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de Leonard 

inoculados com 1 mL da suspensão de solo da diluição 10-1 de cada um dos 98 

pontos da coleta. O nitrogênio, quando aplicado, foi em quatro parcelas, a 

intervalos de 7 dias, totalizando 280 mg de N por vaso, na forma de NO3NH3.

A escolha das estirpes deveu-se ao fato de a primeira (CIAT899) ser 

recomendada como inoculante comercial e a segunda (UFLA02100) por ser uma 

estirpe isolada da Amazônia que tem mostrado boa eficiência em experimentos 

(Soares et al., 2006). 

Realizaram-se as diluições de solo em solução salina 0,55% (10 g de 

solo com base no peso seco: 90 mL solução salina esterilizada) misturadas em 

agitadores horizontais durante 30 minutos a 220 rpm.

Os vasos de Leonard foram compostos por duas partes. A parte 

superior continha uma mistura 1:1 de areia (250 mL) e vermiculita (250mL), e a 

inferior continha solução nutritiva de Jensen modificada (K2HPO4 0,2 g L-1; 

MgSO47H2O 0,2 g L-1, NaCl 0,2 g L-1, CaHPO4 1 g L-1, FeCl3.6H2O 0,1 g L-1; 

H3BO3 2,86 mg L-1; MnSO4.4H2O 2,03 mg L-1; ZnSO4.7H2O 0,22 mg L-1; 

CuSO4.5H2O 0,08 mg L-1 e Na2MoO4.H2O 0,09 mg L-1) diluída quatro vezes, 

autoclavada, por 30 minutos, a 1,5 kg.cm-2 e a 127°C. Após o preparo, os vasos 

foram autoclavados por uma hora, à pressão de 1,5 kg.cm-2 e a 127°C.
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As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente com 

etanol 70% por 1 segundo e hipoclorito de sódio a 1,5%, por 4 minutos. Em 

seguida, foram lavadas seis vezes, com água destilada esterilizada. Foram, então,

semeadas quatro sementes por vaso e, posteriormente, foi feita a inoculação com 

as suspensões provenientes das diluições, colocando-se 1 mL junto a cada 

semente. Também foi colocada, sobre a superfície do vaso, uma fina camada de 

mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina (proporção de 5:1:0,015, 

respectivamente), com a finalidade de evitar possíveis contaminações. 

Para a composição dos tratamentos controles inoculou-se 1 mL de 

meio 79 semi-sólido com a estirpe na fase log de seu crescimento apresentando,

aproximadamente, 108 células por semente (quatro dias de cultivo a 28ºC) em 

cada semente.

A solução nutritiva dos vasos foi reposta periodicamente com solução 

autoclavada. Decorridos três a cinco dias após a germinação, foi feito o desbaste, 

deixando-se somente uma planta por vaso. As plantas foram colhidas por 

ocasião do florescimento, para a determinação da nodulação (contagem de 

nódulos e matéria seca dos mesmos), da matéria seca da parte aérea e do

nitrogênio total da parte aérea, além do isolamento das bactérias nativas 

presentes nos nódulos.

O teor de nitrogênio total foi avaliado pelo método semimicrokjedahl, 

de acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na 

matéria seca da parte aérea. O N acumulado na parte aérea foi calculado 

multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N. 

De cada unidade amostral foram selecionados doze nódulos 

aleatoriamente para isolamento posterior, sendo incluídos no cálculo de número 

de nódulos por planta e não fizeram parte da variável matéria seca de nódulos 

por planta.
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Após efetuada a colheita, foram avaliadas as seguintes variáveis: 

número de nódulos por planta (N° N); matéria seca de nódulos por planta 

(MSN); matéria seca da parte aérea por planta (MSPA); teor (%N) e acúmulo de 

N na MSPA (ACM N) (Sarruge & Haag, 1979). A eficiência relativa (ER) de 

cada parcela foi calculada pela seguinte expressão:

2.2.1 Análise dos dados

Todos os dados foram submetidos à análise de variância, empregando-se

o sistema de análise estatística Sisvar, versão 4.0 (Ferreira, 2000). As médias dos 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade 

e os valores das variáveis número de nódulos por planta (N° N) e matéria seca 

de nódulos por planta (MSN) foram transformados pela formula (X+0,5) ^ 0,5. 

Utilizando-se os dados de variáveis das plantas (número de nódulos por 

planta (N° N); matéria seca de nódulos por planta (MSN); matéria seca da parte 

aérea por planta (MSPA); teor (%N) e acúmulo de N na MSPA (ACM N) e 

eficiência relativa (ER)) e atributos edáficos (P, K, Ca, Mg, H+Al, Al, m, T, 

CTC, P rem, Zn, Fe, B, SB, t, Mn, Cu, S, matéria orgânica, areia, argila) 

fornecidos por Nóbrega (2006), foi realizada a análise de variância multivariada 

conjunta (MANAVA). Utilizou-se, para isso, o programa SAS. Para testar a 

hipótese de igualdade dos efeitos de tratamento, foi adotado o critério de Wilks. 

A significância do teste foi atribuída à existência de divergência entre os 

tratamentos. A análise de correlação canônica, realizada na matriz dos resíduos, 

foi proveniente de um modelo inteiramente casualizado multivariado, em que se 
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realizou a correlação entre o grupo formado pelos atributos edáficos e o grupo 

formado pelas variáveis das plantas de feijão.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

2.3.1 Comparação dos SUT de coleta nas diversas variáveis, avaliados para 

amostras coletadas na Amazônia Ocidental

Na Tabela 2 são apresentadas as médias das diversas variáveis em 

cada SUT e tratamentos testemunha, comparadas pelo teste de médias de Scott-

Knott (p<0,05). Verificam-se os maiores valores para teor de nitrogênio e 

acúmulo de nitrogênio no SUT pastagem, respectivamente, 1,87% e 2,44 mg. 

Estes valores refletem provavelmente os menores valores encontrados para

população de BNL no SUT Floresta Primária e a maior população ativa no SUT 

Pastagem, indicados pelo número de nódulos, embora este não tenha tido 

diferenças significativas. Quanto às demais variáveis, todos os SUTs 

apresentaram valores iguais. Entre as testemunhas inoculadas, a estirpe 

UFLA02100 foi a que apresentou maior acúmulo de nitrogênio, 6,63 mg, sendo 

inferior apenas à testemunha que recebeu nitrogênio mineral. Estes resultados 

indicam a ineficiência das populações de BNL em todos os SUTs.

As médias das variáveis relativas à nodulação, ao número de nódulos 

e à matéria seca de nódulos, nos tratamentos testemunhas inoculadas, 

apresentaram resultados similares aos encontrados por outros pesquisadores 

(Hungria et al., 2000; Oliveira et al., 2004).
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TABELA 2 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), teor de 
nitrogênio (%N), acúmulo de nitrogênio (ACM N) e eficiência 
relativa (ER), nos diferentes sistemas de uso da terra (SUT), na 
Amazônia Ocidental

SUT N° N MSN MSPA %N ACM N ER
Unidade uni mg mg % mg %
AF1 83,10 b 21,60 b 975 c 1,36 b 1,56 d 36,90 c
CN2 45,07 b 29,42 b 895 c 1,33 b 1,28 d 33,84 c
CV3 80,70 b 29,73 b 780 c 1,63 b 1,37 d 29,46 c
FP4 5,94 b 4,00 b 663 c 1,34 b 0,89 d 25,08 c
P5 78,33 b 47,79 b 1095 c 1,87 a 2,44 c 41,38 c
AG6 38,37 b 16,57 b 755 c 1,41 b 1,16 d 28,63 c
T021007 238,67 a 86,67 a 2637 b 2,57 a 6,63 b 99,67 b
T8998 337,00 a 130,33 a 1907 b 2,17 a 3,95 c 72,00 b
Tabsol9 0,00 b 0,00 b 640 c 0,67 b 0,40 d 24,33 c
Tnitro10 0,00 b 0,00 b 7300 a 1,60 b 11,65 a 276,67 a
MÉDIA11 52,70 25,50 941 1,47 1,55 35,60
CV12 (%) 130,06* 138,35* 71,75* 47,48* 120,82* 71,85*

AF1 agrofloresta; CN2 capoeira nova; CV3 capoeira velha; FP4 floresta primária; P5 pastagem; AG6

agricultura; T021007 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8998 testemunha inoculada 
com estirpe CIAT899; Tabsol9 testemunha absoluta; Tnitro10 testemunha com nitrogênio; 
MÉDIA11 média geral; CV12 coeficiente de variação pela ANAVA. Letras diferentes na coluna 
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), * Significância estatística análise de variância 
(α = 0,01).

2.3.2 Porcentagem de vasos de Leonard nodulados para cada SUT

Dos 98 pontos amostrados, 41 não apresentaram nodulação em 

nenhuma de suas unidades amostrais, sendo encontrada uma porcentagem de 

nodulação geral de 58% de unidades amostrais noduladas. Dentre os sistemas de 

uso da terra, a floresta primária a capoeira nova e a agricultura foram os que 

apresentaram menor porcentagem de unidades amostrais noduladas. Os 

resultados da floresta primária corroboram os encontrados por outros 
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pesquisadores (Jordan, 1989; Snedaker, 1980; Sprent, 1987; Thielen-Klinge, 

1997). A floresta primária é considerada um sistema em estado de equilíbrio, em 

que a entrada e a saída de nutrientes é mínima. Assim, devido ao alto custo 

energético da mantença da simbiose (Burris & Roberts, 1993; Lynch & Whipps, 

1990) e à disponibilidade de nitrogênio no sistema, ocorre a diminuição da 

nodulação (Chalk, 2000) e a conseqüente diminuição da população de BNL 

(Figura 2).

FIGURA 2 Porcentagem de unidades amostrais que apresentaram nódulos nos 
diferentes sistemas de uso da terra de um total de 90 unidades 
amostrais na capoeira nova; 30, na capoeira velha; 51, na floresta 
primária; 39, em pastagem; 54, na agricultura e 30, na 
agrofloresta.

Os sistemas agrofloresta, pastagem e capoeira velha foram os que 

obtiveram maior porcentagem de unidades amostrais noduladas. Estes resultados 

demonstram que estes sistemas, provavelmente, apresentam populações de BNL 
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maiores e mais ativas. Gorham et al. (1979) e Thielen-Klinge (1997), citados por 

Gehring (2003), postularam um máximo da fixação biológica de nitrogênio na 

sucessão ‘inicial’ ou ‘média’, em conseqüência de uma alta demanda por 

nitrogênio, acompanhada por uma disponibilidade elevada de luz e fósforo como 

as mais importantes limitações.

Verificou-se também alta porcentagem de nodulação no sistema 

pastagem. Isso, provavelmente, está relacionado ao melhor ambiente promovido 

pelo sistema radicular das gramíneas que, devido à constante regeneração, 

mantém uma rizosfera mais rica em nutriente e, conseqüentemente, mais 

propícia à mantença da população de FBN em estado saprofítico.

2.3.3 Análise multivariada dos dados

Constatou-se diferença significativa entre os tratamentos. Os valores de 

coeficiente parcial de correlação residual, para as correlações que apresentaram 

significância com as variáveis das plantas. são apresentados na Tabela 3. As 

variáveis número de nódulos (N° N), matéria seca de nódulos (MSN), matéria 

seca da parte aérea (MSPA), teor de nitrogênio (%N) e acúmulo de nitrogênio 

(ACM N) se correlacionaram entre si positivamente. A variável N° N

correlacionou-se positivamente com os teores de manganês (Mn) e enxofre (S). 

A variável MSN apresentou correlação negativa com CTC a pH natural do solo 

(t) e positiva com teor de ferro (Fe). O teor de nitrogênio na parte aérea não se 

correlacionou com nenhum atributo edáfico (Tabela 3).
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TABELA 3  Valores de coeficiente parcial de correlação residual e significância, 
das variáveis de planta: número de nódulos (N° N), matéria seca 
de nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), teor de 
nitrogênio (%N), acúmulo de nitrogênio (ACM N) e atributos 
edáficos: CTC no pH natural (t), ferro (Fe), manganês (Mn), 
cobre (Cu), boro (B), enxofre (S) e as variáveis de planta, para 
as diferentes localidades de amostragem na Amazônia 
Ocidental.

Variáveis N° N MSN MSPA %N ACM N
T -0,08ns -0,20* -0,13ns 0,06ns -0,10ns

Fe 0,07ns 0,27** 0,34** 0,03ns 0,39**
Mn 0,22* 0,15ns 0,07ns 0,10ns 0,06ns

Cu -0,02ns 0,01ns 0,08ns -0,14ns 0,00ns

B 0,13ns 0,20ns 0,28** 0,17ns 0,34**
S 0,36** 0,12ns 0,24* 0,10ns 0,16ns

NN 1,00 0,79** 0,65** 0,29** 0,56**
PNMG 0,79** 1,00 0,81** 0,27** 0,72**
PMSG 0,65** 0,81** 1,00 0,35** 0,88**
TN 0,29** 0,27** 0,35** 1,00 0,64**
ANMG 0,56** 0,72** 0,88** 0,64** 1,00

* significativo, com probabilidade de erro menor que 5%
** significativo, com probabilidade de erro menor que 1%.
ns não significativo 

Diversos estudos verificaram que maiores teores de cálcio no solo 

aumentaram a nodulação (Andrade et al., 2002; Jesus, 2005; Philip et al., 1995;

Poolpipatana & Hue, 1994; Reid, 1996) e que altos teores de alumínio e valores 

baixos de pH são prejudiciais à nodulação (Andrade et al., 2002; Grewal & 

Williams, 2003). Mas, esses resultados não puderam ser confirmados no 

presente estudo, já que as correlações com teores de cálcio e alumínio e valores 

de pH não foram significativas. Os resultados relativos ao pH e aos teores de

alumínio encontrados podem ser esclarecidos por estudos realizados em alguns 

solos da Amazônia com altos teores de alumínio extraível, os quais verificaram 

que as plantas não apresentavam sintomas de toxidez, nem queda de 
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produtividade (Gamma & Kiehl, 1999). Nestes solos, o teor de alumínio 

extraível encontrado não tem correlação com o alumínio disponível na solução 

do solo (Marques et al., 2002; Scrocht et al., 2000). 

Vincent (1980) relata que o boro tem papel estável no sistema vascular,

que permite um transporte de duas vias entre o nódulo e a planta. Cakmak & 

Römheld (1997) afirmam que a atividade da nitrogenase é sensível à deficiência 

de boro e o seu papel relaciona-se à manutenção dessa atividade. Verificou-se 

correlação positiva entre o teor de boro (B) e ferro (Fe), e as variáveis MSPA e 

ACM N.

Na Tabela 4 são apresentados os dados das avaliações de contrastes dos 

diversos sistemas de uso da terra pelas variáveis das plantas. 

Na variável %N, ocorreu contraste significativo unicamente para AG 

“versus” P. Para as variáveis MSPA e ACM N, não ocorreu contraste 

significativo. Na variável N° ISO e MSN ocorreu contraste significativo para FP 

“versus” os demais. Este resultado confirma o que foi apresentado 

anteriormente, em que a porcentagem de unidades amostrais noduladas foi 

menor para o SUT floresta primária.

Estes resultados, possivelmente, devem-se à baixa densidade de 

populações de BNL em áreas de floresta primária Nessas condições, coexistem 

com a grande diversidade de outros microrganismos edáficos (Borneman & 

Triplett, 1997), diminuindo o tamanho de sua população. Alem disso o baixa 

requerimento por N, torna a simbiose desnecessária e de elevado custo para o 

hospedeiro, levando ao desestímulo da mesma, que pode condicionar as BNL a 

se adaptarem às condições saprofíticas. (Moreira & Franco, 1994). Resultados 

semelhantes, em florestas clímax na Amazônia, já foram encontrados por 

Bonetti et al. (1984), Jesus et al. (2005), Magalhães et al. (1982), Moreira et al. 

(1992) e Nóbrega (2006).
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TABELA 04 Contrastes entre floresta primária (FP), agricultura (AG), pastagem 
(P), agrofloresta (AF), Capoeira nova e velha (CN e CV) das 
variáveis: número de nódulos (N° N), matéria seca de nódulos 
(MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), teor de nitrogênio 
(%N) acúmulo de nitrogênio (ACM N) estimador (EST), erro 
padrão (Erro), t calculado e probabilidade do t calculado.

N° N EST Erro t Pr > |t|
FP vs demais -299,08 112,16 -2,67 0,01**
AG e P vs FP e CN e CV 185,76 126,82 1,46 0,15ns

AG vs P 12,00 34,81 0,34 0,73 ns

AF vs CV e CN -57,06 49,35 -1,16 0,25 ns

CV vs CN 35,63 30,22 1,18 0,24 ns

MSN EST Erro t Pr > |t|
FP vs demais -126,15 60,14 -2,10 0,04*
AG e P vs FP e CN e CV 66,18 68,00 0,97 0,33 ns

AG vs P -23,89 18,67 -1,28 0,20 ns

AF vs CV e CN -28,56 26,46 -1,08 0,28 ns

CV vs CN 0,31 16,20 0,02 0,98 ns

MSPA EST Erro t Pr > |t|
FP vs demais -1,18 0,74 -1,59 0,12 ns

AG e P vs FP e CN e CV 1,27 0,84 1,52 0,13 ns

AG vs P -0,14 0,23 -0,61 0,55 ns

AF vs CV e CN -0,14 0,33 -0,43 0,67 ns

CV vs CN -0,11 0,20 -0,58 0,57 ns

%N EST Erro t Pr > |t|
FP vs demais -0,92 0,76 -1,21 0,23 ns

AG e P vs FP e CN e CV 0,85 0,86 0,99 0,32 ns

AG vs P -0,53 0,23 -2,26 0,03*
AF vs CV e CN -0,11 0,33 -0,34 0,73 ns

CV vs CN 0,30 0,20 1,47 0,14 ns

ACM N EST Erro t Pr > |t|
FP vs demais -3,34 2,10 -1,59 0,12 ns

AG e P vs FP e CN e CV 4,25 2,38 1,79 0,08 ns

AG vs P -0,91 0,65 -1,40 0,17 ns

AF vs CV e CN -0,30 0,92 -0,32 0,75 ns

CV vs CN 0,09 0,57 0,15 0,88 ns

ns - teste não significativo,  * e ** teste significativo, a 5% e a 1%  de significância, 
respectivamente.

Para a análise conjunta das variáveis dos diversos SUTs estudados,

realizou-se uma análise de variáveis canônicas principais, todas as variáveis 
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estudadas (crescimento e nodulação de plantas e atributos edáficos) e duas 

adicionais, uma com variáveis de crescimento e nodulação de plantas e outra 

com variáveis de atributos edáficos. Na análise principal, as duas primeiras 

variáveis canônicas apresentaram correlação de 0,914 e 0,786 com a variação 

geral dos dados, respondendo por 57,14% e 18,15% desta variação 

respectivamente. Os coeficientes canônicos padronizados das variáveis relativas 

a crescimento e nodulação de plantas encontram-se na Tabela 5 e expressam o 

quanto cada variável contribui na variação da variável canônica. Verifica-se que 

a variável acúmulo de nitrogênio (ACM N) foi a que mais influenciou na 

variável canônica 1 (C1) e que o número de nódulos (N° N) foi o que mais 

influenciou a variável 2 (C2).

TABELA 5  Coeficiente canônico padronizados entre as variáveis canônicas 
independentes C1 e C2 da análise principal com as variáveis: 
número de nódulos (N° N), matéria seca de nódulos (MSN), 
matéria seca da parte aérea (MSPA), teor de nitrogênio (%N) e 
acúmulo de nitrogênio (ACM N)

Variável C1 C2
N° N -0,209458 -0,893809
MSN 0,125204 0,283976
MSPA -0,618740 0,093068
%N -0,513737 0,312066
ACM N 1,009750 0,039816

Com a intenção de identificar sistemas de uso da terra com 

comportamentos distintos ou iguais aos demais, elaboraram- se três diagramas de 

ordenação dos sistemas de uso da terra pelos valores individuais das duas 

variáveis canônicas. No primeiro diagrama (Planta + Solo), utilizaram-se todos 

os valores das variáveis relativas ao crescimento e à nodulação de plantas e os 

atributos edáficos; no segundo (Planta), somente variáveis relativas ao 

crescimento e à nodulação de plantas e, no terceiro (Solo), atributos edáficos 

(Figura 3). 
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FIGURA 3 Diagramas de ordenação das variáveis canônicas independentes (C1 
e C2) dos diferentes sistemas de uso da terra avaliados: agrofloresta 
(AF); agricultura (AG); floresta primária (FP); capoeira velha (CV); 
capoeira nova (CN) e pastagem (P). Acima, ordenação com todas as 
variáveis (crescimento e nodulação de plantas e atributos edáficos);
abaixo, à esquerda, ordenação somente de variáveis relativas a 
crescimento e nodulação de plantas e abaixo à direita, ordenação por 
variáveis de atributos edáficos.
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O SUT pastagem (P) se diferenciou dos demais SUT no diagrama Planta 

+ Solo. Pela análise dos diagramas Planta e Solo, pode-se concluir que a 

diferença encontrada, no primeiro diagrama, do SUT pastagem, provavelmente,

está relacionada a diferenças entre atributos edáficos, pois, no diagrama Planta,

todos os SUT apresentaram comportamento semelhante.

2.3.4 Correlação canônica entre atributos edáficos e variáveis relacionadas 

ao crescimento e à nodulação das plantas

Com a intenção de avaliar as correlações existentes entre as variáveis 

avaliados e os atributos edáficos, realizou-se uma análise de correlação 

canônica.

Segundo o teste de hipóteses, apenas o primeiro par canônico apresenta 

significância a 1 %. Este par canônico (V1W1) responde por 74,35% das 

variações das variáveis estudadas.

Nas Tabelas 9 e 10 são apresentadas as correlações encontradas para os 

variáveis avaliadas de crescimento e nodulação e os atributos do solo com as 

suas variáveis canônicas.

Para as variáveis avaliadas de crescimento e nodulação e suas variáveis 

canônicas, a maior correlação encontrada foi para acúmulo de nitrogênio (ACM 

N), com 61% de correlação com a variável canônica  relativa a crescimento e 

nodulação de plantas V1, significando que a variável ACM N é responsável por 

grande parcela das variações encontradas na variável canônica V1 (Tabela 6). 

Para os atributos do solo e suas variáveis canônicas, o que apresentou 

maior correlação foi o teor de ferro (Fe), com 71%, com a variável canônica W1 

(Tabela 7).
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TABELA 6 Correlação das variáveis canônicas relacionadas às variáveis de 
crescimento e nodulação das plantas de feijão (número de 
nódulos (N° N), matéria seca de nódulos (MSN), matéria seca 
da parte aérea (MSPA), teor de nitrogênio (%N) e acúmulo de 
nitrogênio (ACM N) com as mesmas variáveis.

Variáveis V1 V2 V3 V4 V5
N° N -0,16 0,80 0,29 -0,08 0,49
MSN 0,30 0,61 -0,04 0,03 0,73
MSPA 0,47 0,68 0,17 0,42 0,33
%N 0,12 -0,17 0,80 0,28 0,49
ACM N 0,61 0,44 0,50 0,20 0,38

TABELA 7  Correlação das variáveis canônicas relacionadas às variáveis dos 
atributos edáficos com as mesmas variáveis.

Atributos W1 W2 W3 W4 W5
pH 0,04 -0,21 0,23 0,36 -0,01
P -0,25 0,17 0,42 -0,39 -0,17
K -0,06 -0,55 0,27 0,16 -0,19
Ca -0,12 -0,06 0,37 0,33 -0,09
Mg -0,16 -0,21 0,33 0,14 -0,23
Al -0,04 0,02 -0,21 -0,37 -0,29
Hal -0,07 0,04 -0,21 -0,35 -0,26
SB -0,14 -0,12 0,40 0,30 -0,13
t -0,19 -0,12 0,32 0,08 -0,36
CTC -0,15 -0,04 -0,04 -0,26 -0,34
V -0,09 -0,04 0,31 0,35 0,05
m 0,03 0,11 -0,26 -0,42 -0,21
MO 0,09 0,22 0,00 0,04 -0,09
P rem 0,10 0,06 0,11 0,35 0,13
Zn 0,06 -0,17 0,27 -0,26 -0,14
Fe 0,71 0,25 0,03 -0,20 0,03
Mn -0,18 0,16 0,14 -0,07 0,44
Cu 0,06 0,16 -0,26 0,23 -0,28
B 0,38 0,20 0,37 0,07 0,10
S -0,28 0,54 0,48 0,33 -0,16
areia 0,28 0,08 0,02 0,17 0,18
argila -0,08 -0,21 0,12 -0,01 -0,06
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Nas Tabelas 8 e 9 são apresentadas as correlações cruzadas entre as 

variáveis avaliadas de crescimento e nodulação das plantas de feijão com as 

variáveis canônicas relativas aos atributos do solo e as correlações dos atributos 

do solo com as variáveis canônicas relativas às variáveis avaliadas de 

crescimento e nodulação.

Verifica-se que a maior correlação entre a variável canônica relativa a 

atributos edáficos (W1) e as variáveis relativas a crescimento e nodulação de 

plantas encontrada foi para a variável acúmulo de nitrogênio (ACM N), com um 

valor de 46% (Tabela 8).

TABELA 8  Correlação das variáveis canônicas relacionadas às variáveis dos 
atributos edáficos com as variáveis de crescimento e nodulação 
das plantas de feijão. 

Variáveis W1 W2 W3 W4 W5
N° N -0,12 0,57 0,13 -0,04 0,20
MSN 0,22 0,43 -0,02 0,01 0,29
MSPA 0,35 0,48 0,08 0,18 0,13
%N 0,09 -0,12 0,37 0,12 0,20
ACM N 0,46 0,31 0,23 0,09 0,15

Para a correlação entre variáveis canônicas relacionadas às variáveis de 

crescimento e nodulação das plantas de feijão com as variáveis dos atributos 

edáficos, a variável que apresentou maior correlação entre os atributos edáficos 

foi o teor de ferro (Fe), com 53% de correlação (Tabela12)

O ferro é um micronutriente chave para os seres vivos, pois está

envolvido em diversas reações de oxirredução, sendo necessário para a síntese 

de clorofila e para a divisão celular, sendo um nutriente imóvel em plantas. Nos 

diazotróficos, é componente da leghemoglobina (proteína que conduz oxigênio) 

e da nitrogenase (enzima encarregada da “quebra” do N2). Os estados de 

oxidação dos compostos do ferro variam de II a VI; os mais comuns são os 
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estados II e III. Em solos, os mais encontrados estão na forma de III, forma 

oxidada de baixa solubilidade em água. Esta forma é indisponível aos seres 

vivos. Assim, maiores teores de ferro podem aumentar a disponibilidade do 

elemento aos seres vivos, contribuindo para o estabelecimento da simbiose.

TABELA 09  Correlação das variáveis canônicas relacionadas às variáveis de 
crescimento e nodulação das plantas de feijão com as variáveis 
dos atributos edáficos.

Atributos V1 V2 V3 V4 V5
pH 0,03 -0,15 0,11 0,15 0,00
P -0,18 0,12 0,19 -0,17 -0,07
K -0,05 -0,39 0,13 0,07 -0,08
Ca -0,09 -0,04 0,17 0,14 -0,04
Mg -0,12 -0,15 0,15 0,06 -0,09
Al -0,03 0,02 -0,10 -0,16 -0,12
HAl -0,05 0,03 -0,10 -0,15 -0,10
SB -0,10 -0,08 0,19 0,13 -0,05
t -0,14 -0,09 0,15 0,03 -0,14
CTC -0,11 -0,03 -0,02 -0,11 -0,14
V -0,07 -0,03 0,14 0,15 0,02
m 0,03 0,08 -0,12 -0,18 -0,08
MO 0,07 0,15 0,00 0,02 -0,04
PRE 0,08 0,04 0,05 0,15 0,05
Zn 0,05 -0,12 0,13 -0,11 -0,05
Fe 0,53 0,18 0,02 -0,08 0,01
Mn -0,13 0,11 0,07 -0,03 0,18
Cu 0,05 0,11 -0,12 0,10 -0,11
B 0,28 0,14 0,17 0,03 0,04
S -0,21 0,38 0,22 0,14 -0,06
areia 0,21 0,06 0,01 0,07 0,07
argila -0,06 -0,15 0,06 -0,01 -0,03
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2.4 CONCLUSÕES

Existem populações de bactéria fixadoras de nitrogênio, que nodulam 

feijão (Phaseolus vulgaris L.), presentes em solos sob diferentes sistemas de uso 

da terra na Amazônia Ocidental.

O feijoeiro capturou bactérias que formam nódulo em 58% das unidades 

amostrais. As menores porcentagens de unidades amostrais noduladas foram 

encontradas nos sistemas de uso da terra floresta primária, capoeira nova e 

agricultura e as maiores nos sistemas de uso da terra agrofloresta, pastagem e 

capoeira velha.

As populações nativas de bactérias que formam nódulo com o feijoeiro 

dos diversos sistemas de uso da terra, aqui estudadas, apresentaram-se

ineficientes.

A população de bactérias que nodulam leguminosas do sistema de uso 

da terra pastagem foi a que possibilitou maior acúmulo de nitrogênio em 

associação com o feijoeiro, dentre todas as populações dos sistemas de uso da 

terra analisadas.

O único sistema de uso da terra que se diferenciou dos demais pelas 

análises de variáveis canônicas foi o pastagem, provavelmente, devido à

diferença entre seus atributos edáficos.

As variáveis que apresentaram maior correlação com as variações 

ocorridas no experimento foram, para variáveis relativas à nodulação e ao 

crescimento do feijoeiro, o acúmulo de nitrogênio e, para atributos edáficos, o 

teor de ferro do solo.
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RESUMO

BARBERI, Alexandre. Diversidade fenotípica de bactérias que nodulam feijão 
(Phaseolus vulgaris L.) em solos submetidos a diferentes sistemas de uso da 
terra na Amazônia Ocidental. In: _______. Diversidade e eficiência de 
bactérias que nodulam feijoeiro de diferentes sistemas de uso da terra na 
Amazônia Ocidental. 2007. Cap. 3, p. 60-86. Tese (Doutorado em Solos e 
Nutrição de Plantas) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.1

Os objetivos deste trabalho foram quantificar e avaliar a diversidade 
fenotípica de bactérias que nodulam leguminosas (BNL) e que podem fixar 
nitrogênio em simbiose com feijão, em solos submetidos a diferentes sistemas de 
uso da terra (SUT), na Amazônia Ocidental. Coletaram-se amostras de solo na 
camada de 0-20 cm,  em 98 pontos distribuídos da seguinte forma: 30 pontos 
amostrados no SUT capoeira nova (CN), 10 na capoeira velha (CV), 17 na 
floresta primária (FP), 13 em pastagem (P), 18 na agricultura (AG) e 10 em 
agrofloresta (AF). Em nenhuma das áreas houve introdução de estirpes exóticas, 
por meio da inoculação. Para a captura de BNL, instalou-se um experimento em 
vasos de Leonard, onde as plantas-isca de feijoeiro foram inoculadas com 
suspensões das amostras de solos dos pontos amostrados. No total, foram 
encontrados 930 isolados sendo 52 isolados oriundos da FP, 64 na CV, 156 na 
AF, 163 na AG, 224 na P e 271 na CN. Por meio do dendrograma construído 
com base nas características culturais e analisado a 100% de similaridade 
obtiveram-se os grupos culturais e procedeu-se a análise de diversidade, que 
foram agrupados em 40 grupos culturais. Concluiu-se que: existe diferença entre 
os sistemas de uso da terra quanto à distribuição dos grupos fenotípicos dos 
isolados. Ocorreu predominância de isolados de crescimento rápido e que 
acidificam o meio em todos os sistemas de uso da terra. O sistema de uso da 
terra agrofloresta foi o que apresentou maior número de grupos culturais. A 
maior diversidade, indicada pelo índice de Shannon e o maior índice de riqueza 
de Chao2, foi encontrada no sistema de uso da terra capoeira nova e a menor 
diversidade foi encontrada no sistema de uso da terra floresta primaria.

___________________
1Orientadora: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA.
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ABSTRACT

BARBERI, Alexandre. Phenotypic Diversity of Bacteria that Nodulating 
Common Bean (Phaseolus vulgaris L.) in Soil Submitted the Different Land Use 
Systems in the Amazonian Occidental. In: ______. Diversity and Efficiency of 
Bacteria Nodulating Common Beans from Different Land Use Systems in 
the Western Amazon region. 2007. p. 60-86. Thesis (Doctorate in Soils e 
Plants Nutrition) – Federal Univesity of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.1

The objective of this work was: to quantify and to evaluate the 
phenotypic diversity of Leguminosae nodulating bacteria (BNL) that can fix 
nitrogen in symbiosis with common beans from different land use systems 
(LUS) in the western Amazon region. Soil samples were collected at 0-20 cm 
depth, in 98 points distributed as following: 30 points in the young secondary 
forest (CN), 10 in the old secondary forest (CV), 17 in the pristine forest (FP), 
13 in pasture (P), 18 in agriculture (AG) and 10 in agroforestry (AF). Exotic 
strains were never introduced in none of the areas by inoculation. The 
experiment was carried out in  Leonard jars and plants of the trap species were 
inoculated with soil suspensions from all sampling points. Isolates  930 isolates 
were obtained, being  52 from FP, 64 from CV, 156 from AF, 163 from AG, 224 
from P and 271 from CN. A dendrogram were constructed based on cultural 
characteristics and 40 groups were obtained at 100% similarity. Differences 
among LUS were observed regarding the distribution of the phenotypic groups. 
Fast growing isolates acidifying the medium predominated in all the land use 
systems. Agroforestry presented the highest number of cultural groups. The 
highest diversity, indicated by the Shannon and Chao2 indexes, was found in the 
young secondary forest and the lowest diversity was found in the forest pristine.

1Adviser:: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA
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3.1 INTRODUÇÃO

A sustentabilidade de um ecossistema é reflexo de sua resiliência 

(conceito deslocado da física, significando a propriedade de alguns materiais de 

acumular energia, quando exigidos e estressados, e voltar ao seu estado original,

sem qualquer deformação (Ferreira, 1999)). A resiliência expressa a capacidade 

que tem um ecossistema em manter seus processos ativos (degradação de 

matéria orgânica, respiração, etc.), mesmo quando é impactado por algum 

desequilíbrio.

A resiliência está apoiada em dois pilares: a redundância funcional e a 

biodiversidade. Quanto maior for a biodiversidade, maiores as chances de um 

ecossistema possuir redundância funcional, contendo espécies que são capazes 

de substituir funcionalmente espécies importantes. Isso significa que quanto 

maior o número de espécies, maior será o número de relações fracas entre os 

componentes do ecossistema, diminuindo a importância relativa de interações 

fortes que podem desestabilizar o sistema, caso sejam significativamente 

perturbadas (Mccann, 2000).

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) atmosférico é um dos mais 

importantes processos biológicos para a manutenção da vida na Terra, pois 

contribui com cerca de 50% do nitrogênio total requerido por sistemas agrícolas 

e naturais (Galloway & Cowling, 2002).

A FBN somente pode ser realizada por organismos que possuem um 

complexo sistema enzimático para este fim, e somente um grupo seleto de 

procariontes o possui: os diazotróficos. Dentro destes grupo, existem organismos 

de vida livre e simbióticos, como é o caso das bactérias que nodulam 

leguminosas (BNL).

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) mostra-se bastante promissor em 

estudos de diversidade de BNL, principalmente com espécies que possuem 
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crescimento rápido em meio de cultura, devido a sua promiscuidade em 

estabelecer associação simbiótica com estas espécies.

Atualmente, são descritas diversas espécies de bactérias que formam 

nódulos com o feijoeiro. Entre elas incluem-se: Rhizobium leguminosarum bv. 

phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium tropici (Martínez-Romero et al., 1991), 

Rhizobium etli bv. phaseoli (Segovia et al., 1993), Rhizobium gallicum bvs. 

gallicum e phaseoli (Amarger et al., 1997), Rhizobium giardinii bvs. giardinii e 

phaseoli (Amarger et al., 1997), R.(Sinorhizobium) fredii (Scholla & Elkan, 

1984), Mesorzhizobium loti (Jordan, 1984) e Mesorzhibium huahuii (Chen et al., 

1991). No Brasil, três espécies distintas de BNL são de reconhecida importância 

ecológica como simbiontes do feijoeiro: R. leguminosarum bv. phaseoli, R. etli e 

R. tropici (Straliotto & Rumjanek, 1999).

Características culturais referentes ao tempo de aparecimento das 

colônias isoladas e quanto à modificação do pH do meio são indicadoras da 

presença de diferentes gêneros entre os grupos de isolados (Moreira, 1991). 

Rhizobium (Frank, 1889) e Sinorhizobium (Chen et al., 1988) são gêneros de 

crescimento rápido, ou seja, tempo de aparecimento de colônias isolados de 2 a 

3 dias. Produzem reação ácida no meio de cultura, mas, em alguns casos, podem 

não produzir modificação visível do pH. Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) tem 

crescimento de rápido a intermediário, 3 a 5 dias, e pode ter também reação 

ácida ou não produzir modificação do pH no meio. Allorhizobium (de Lajudie et 

al., 1998) tem crescimento rápido, de 1 a 2 dias. Azorhizobium (Dreyfus et al., 

1988) tem crescimento de rápido a intermediário, de 3 a 4 dias e produz reação 

alcalina no meio. Bradyrhizobium (Jordan, 1984) é de crescimento lento a muito 

lento, 6 a mais de 10 dias, e produz reação alcalina no meio. Burkholderia

(Moulin et al., 2001) tem crescimento rápido e pode tanto ter reação ácida 

quanto alcalina no meio (Moreira & Siqueira, 2006).
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A Floresta Amazônica se mostra altamente dependente dos processos 

biológicos, já que está estabelecida sobre solos pobres, o que a torna dependente 

dos processos de ciclagem de nutrientes existentes que ocorrem na região. 

Assim, o conhecimento da modificação da estrutura das populações de BNL em 

relação aos sistemas de uso da terra (SUTs) pode fornecer subsídios para o 

manejo sustentável dos solos, pois estas são indicadoras sensíveis da alteração 

do manejo dos mesmos (Ballard et al., 2004; Kaschuk, et al., 2006; Melloni et 

al., 2006). Além disso, pode possibilitar a captura de estirpes que tolerem 

condições edafo-climáticas adversas. 

Este trabalho foi realizado utilizando características fenotípicas de 

isolados, que é um método rápido, barato e não destrutivo, para avaliar a 

biodiversidade de isolados de bactérias e faz parte do projeto “Conservation and 

Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity”, financiado pelo

Global Environment Facility (GEF) e implementado pelo “United Nations 

Environment Programme (UNEP)”, que está sendo executado em sete países: 

Brasil, Costa do Marfim, Índia, Indonésia, Quênia, México e Uganda. O objetivo 

é o de despertar a consciência e a compreensão sobre a biodiversidade do solo, 

importante para a produção agrícola sustentada em áreas tropicais, por meio da 

demonstração de métodos para a conservação e o manejo sustentado (Projeto 

GF/2715-02).

Neste contexto, os objetivos específicos deste trabalho foram quantificar 

e avaliar a diversidade fenotípica de bactérias que nodulam leguminosas e que 

podem fixar nitrogênio em simbiose com feijão (Phaseolus vulgaris L.), em 

solos sob diferentes sistemas de uso da terra, na Amazônia Ocidental.
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS

3.2.1 Amostragem do solo, captura e isolamento de bactérias que nodulam 

leguminosas através de planta isca.

Na primeira quinzena de março de 2004 (período úmido e com maior 

intensidade pluviométrica), coletaram-se 98 amostras de solo na camada de 0-20 

cm, utilizando-se trado de rosca. A caracterização das vegetações das áreas de 

estudo encontra-se em Fidalgo et al. (2005) e totalizaram 30 pontos amostrados 

na capoeira nova (CN), floresta secundária em estágio inicial de regeneração 

com menos de 5 anos de formação, após ter sido área de cultivo; 10 pontos na 

capoeira velha (CV), floresta secundária em estágio avançado de regeneração 

com mais de cinco anos de formação, após ter sido área de cultivo; 17 pontos na 

floresta primária (FP), floresta tropical da sub-região dos baixos platôs da 

Amazônia (Brasil, 1977); 13 pontos na pastagem (P), área implantada em 1970 

com capim-imperial (Axonopus scoparius) que, após declínio, aproximadamente 

onze anos decorridos da implantação, foi substituído por Brachiaria brizantha, 

B. humidicola e grama batatais (Paspalum notatum flugge), apresentando 

atualmente espécies invasoras; 18 na agricultura (AG), áreas de cultivos 

agrícolas anuais (mandioca, milho, cana-de-açúcar e abacaxi) e semiperenes 

(banana); e 10 na agrofloresta (AF), formada por regeneração espontânea de 

espécies florestais secundárias, além do enriquecimento de espécies por meio do 

plantio de mudas de interesse econômico como cupuaçu, pupunha, banana, 

abacaxi, café e outras, áreas que foram desflorestadas no período de 1979 a 1983 

e cultivadas com banana e mandioca, tendo os sistemas agroflorestais sido

formados logo após os primeiros ciclos de cultivo, no período de 1980 a 1984. 

Em nenhuma das áreas houve introdução de estirpes exóticas por meio da 

inoculação. A coleta das amostras de solos seguiu normas instituídas pelo

projeto, sendo iguais para todos os países envolvidos. Descrição detalhada desta 
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encontra-se em Moreira & Huising (2004). As análises química e física dos 

solos encontram-se em Nóbrega (2006), sendo as médias dos valores 

encontrados apresentadas na Tabela 1.

TABELA 01 Características químicas dos solos amostrados nos diferentes 
sistemas de uso da terra. (SUTs)

SUT FP P AF AG CN CV
pH 4,5 5,2 4,9 5,4 4,9 4,6
S 7,2 6,0 22,9 5,5 6,9 22,4
P 4,0 2,8 4,5 4,4 3,6 3,8
P-rem 10,2 11,2 14,4 17,9 14,2 11,4
K+ 62,8 40,4 62,8 94,5 76,4 56,1
Ca2+ 3,8 2,2 7,3 8,9 6,1 4,0
Mg2+ 2,0 1,4 2,1 2,5 2,5 1,7
Al3+ 5,7 2,8 2,5 1,7 3,0 5,2
H+Al 22,1 12,8 12,4 8,2 13 19,9
SB 6,0 3,8 9,6 11,7 8,8 5,8
t 11,7 6,6 12,1 13,3 11,9 11,1
T 28,1 16,6 22,0 19,9 21,8 25,7
V % 22,3 24,2 43,9 61,6 43,6 26,9
M % 49,4 42,5 21,4 12,8 25,3 51,9
MO 1,7 1,6 1,8 1,9 1,9 1,7
Zn 6,5 7,7 5,2 7,0 6,7 3,6
Fe 190 471,8 136,7 97,3 157,6 126,2
Mn 70,0 40,5 58,0 70,1 53,9 56,4
Cu 1,5 1,9 2,0 1,4 2,0 1,4
B 0,3 0,1 0,4 0,4 0,2 0,1
Areia % 13,6 28,2 13,6 22,4 22,0 13,2
Silte % 44,1 39,2 47,4 39,8 41,9 47,3
Argila % 42,3 32,6 39,0 37,8 36,1 39,5
Média dos valores para os números de pontos de coleta em cada SUT: 10 pontos na agrofloresta 
(AF); 18 na agricultura (AG); 17 na floresta primária (FP); 10 na capoeira velha (CV); 30 na 
capoeira nova (CN) e 13 na pastagem (P). Para os resultados de análises de: pH em água; S:
enxofre, em ppm; P: fósforo, em ppm; K: potássio, em ppm; Ca: cálcio, em meq/100cc; Mg:
magnésio, em meq/100 cc; Al: alumínio, em meq/100cc; H + Al: hidrogênio + alumínio, em 
meq/100cc; SB: soma de bases trocáveis, em meq/100cc;  t: CTC efetiva, em meq/100cc; T: 
CTC em pH 7; V: saturação de bases da CTC a pH 7; m: saturação de Al da CTC efetiva, em 
porcentagem (%); MO: matéria orgânica, em porcentagem (%); P: remanescente em ppm; Zn:
zinco, em ppm; Fe: ferro, em ppm;  Mn: manganês, em ppm;  Cu: cobre, em ppm; B: boro, em 
ppm (Nóbrega, 2006).



68

Para a avaliação da ocorrência, eficiência relativa e captura das 

populações de BNL, conduziu- se, durante o período de agosto a outubro de 

2004, por 45 dias, um experimento em casa de vegetação do Laboratório de 

Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, com a utilização do feijoeiro (Phaseolus 

vulgaris L.), como planta isca. Foi utilizada a cultivar Talismã, de grão tipo 

carioca (Ramalho et al., 2002), e vasos Leonard (Vincent, 1970), inoculados 

com soluções de solo dos pontos amostrados, em concentração de 10-1, seguindo 

os métodos padronizados instituídos no projeto para todos os países envolvidos 

(Moreira & Huising, 2004).

Decorridos 45 dias de crescimento, as plantas foram colhidas e suas 

raízes lavadas, sendo retirados seus nódulos por destacamento manual. Doze 

nódulos de cada planta-isca, quando presentes, foram utilizados para o 

isolamento das BNL, pois ficaria inviável o isolamento de todos os nódulos 

existentes.

Estes nódulos foram, primeiramente, imersos em álcool etílico 95%, 

por 30 segundos, com o objetivo de quebrar a tensão superficial e,

posteriormente, imersos em H2O2, por 1 minuto, para a desinfestação superficial 

do nódulo e, depois, lavados seis vezes em água esterilizada, para a retirada do 

H2O2. Os nódulos foram, então, esmagados com o auxílio de uma pinça 

devidamente esterilizada, em placas contendo meio de cultura 79 (Fred & 

Waksman, 1928) com azul de bromotimol, como indicador de pH. O material 

interno foi espalhado nas placas em forma de estrias compostas, para a obtenção 

de colônias isoladas (Vincent, 1970).

Após a purificação dos isolados, estes foram transferidos para tubos com 

meio sólido 79, armazenados a 4°C, em tubos rosqueáveis de plástico e também 

em meio líquido, acrescidos de glicerol 20% e armazenados a -80°C. 

As características culturais avaliadas para cada isolado foram: taxa de 

crescimento, medida pelo tempo de aparecimento de colônias isoladas (rápido -
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2 a 3 dias; intermediário - 4 a 5 dias; lento - 6 a 10 dias; muito lento>10 dias); 

diâmetro médio das colônias isoladas; modificação do pH do meio (acidificação, 

alcalinização e neutralização), conforme Moreira (1991), alterado pela inclusão 

muito lenta e, ainda, forma do bordo (circular, irregular; inteira, ondulada); 

elevação do bordo (lente, convexo, plano), superfície (lisa, concêntrica), 

produção (escassa, pouca, moderada, abundante) e consistência (elástica, 

gomosa, butírica, aquosa) de muco, absorção de indicador (azul de bromotimol), 

transmissão de luz (opaco, brilhante, translúcido) e coloração das colônias 

(branco, creme, amarelo e laranja), conforme Jesus (2004). Com exceção da 

característica tempo, em dias, para visualização das colônias, as demais foram 

avaliadas após 5, 8, 12 e 15 dias de aparecimento das colônias isoladas, para os 

isolados de crescimento rápido, intermediário, lento e muito lento, 

respectivamente.

Características culturais referentes ao tempo de aparecimento das 

colônias isoladas e quanto à modificação do pH do meio foram utilizadas como 

análise preliminar da diversidade de BNL

3.2.2  Análise dos dados

Uma matriz binária dos dados de características culturais de cada isolado 

foi montada para formar os agrupamentos. Utilizaram-se todas as características 

culturais avaliadas, tendo, para cada característica, sido atribuído valor 1 ou 0, 

indicando presença ou ausência da mesma. O dendrograma foi construído pelo 

método UPGMA (método da média aritmética não ponderada), com a utilização 

do coeficiente de Jaccard, com o programa estatístico NTSYS, 2002 (Numerical 

Taxonomic and Multivariate Analysis System, version 2.0, Applied Biostatistics, 

New York). 
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Os grupos culturais formados a 100% de similaridade, todas as 

características idênticas, foram utilizados no cálculo do índice de diversidade de 

Shannon e na análise de rarefação, com o auxílio do programa EstimateS, versão 

7.5 (Colwell, 2006). Por meio dele é possível contabilizar a riqueza de tipos 

culturais e também estimá-la pelo índice de riqueza Chao 2 (Chao, 1987), dado 

pela expressão: 

em que S representa o número de tipos culturais observados, L é o número de 

tipos culturais que ocorrem somente em uma amostra (espécies únicas) e M 

corresponde ao número de tipos culturais que ocorrem em somente duas 

amostras. O programa selecionou os isolados ao acaso, de modo a constituir 

amostras de um até o número total de isolados, tendo os dados sido aleatorizados 

mil vezes Foram construídas curvas com a variação do índice Chao 2 e de 

Shannon, em função do número de amostras (esforço de amostragem). O 

programa também calculou o número de Singletons (grupos com apenas um 

indivíduo), Doubletons (grupos com apenas dois indivíduos), Uniques (grupos 

que ocorrem em apenas uma amostra) e Duplicates (grupos que ocorrem em 

apenas duas amostras) (Colwell & Coddington, 1994). Também realizou-se uma 

análise de correlação entre  o número de isolados por SUT e o número de grupos 

por SUT, por meio do software Excel.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.3.1 Isolamento e caracterização cultural de bactérias que nodulam 

leguminosas

No total, foram encontrados 930 isolados, sendo a distribuição por SUTs 

apresentada na Figura 1. Os valores apresentados são provenientes dos nódulos 

totais que foram encontrados em cada SUT, respectivamente: 4056 no SUT 

capoeira nova (CN); 3055 na pastagem (P); 2493 na agrofloresta (AF); 2421 na 

capoeira velha (CV); 2072 na agricultura (AG)  e 303 na floresta primária (FP).
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FIGURA 1 Distribuição dos diversos isolados encontrados pelos seguintes 
sistemas de uso da terra: capoeira nova (CN), capoeira velha (CV), 
floresta primária (FP), pastagem (P), agricultura (AG) agrofloresta 
(AF) dos pontos amostrados para sua coleta, na região da 
Amazônia Ocidental

Dos 930 isolados, apenas um, encontrado no SUT agrofloresta, 

apresentou crescimento rápido e reação alcalina ao meio. Dois isolados 

Total de 930 isolados
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apresentaram crescimento lento e reação alcalina ao meio e foram encontrados 

no SUT agricultura. Outros 91 isolados apresentaram crescimento rápido e 

reação neutra ao meio, enquanto que 836 apresentaram crescimento rápido e 

reação ácida ao meio, sendo encontrados nos diversos SUTs. Estes resultados 

corroboram os resultados encontrados por Jesus et al. (2005), Nóbrega (2006) e 

Pereira (2000). A distribuição destes isolados nos diversos SUTs, de acordo com 

seu tempo de crescimento e reação do indicador de pH do meio é apresentada na 

Figura 2. 

Verificou-se distribuição similar entre os SUTs: capoeira nova e 

pastagem, agrofloresta e agricultura, floresta primária e capoeira velha.

FIGURA 2 Distribuição dos diversos tipos de isolados classificados pela 
velocidade de crescimento e reação do indicador do meio nos 
seguintes sistemas de uso da terra: capoeira nova (CN), capoeira 
velha (CV), floresta primária (FP), pastagem (P), agricultura (AG) 
agrofloresta (AF) dos pontos amostrados para sua coleta, na 
região da Amazônia Ocidental
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O número de pontos que nodularam nos diversos SUTs foram: 16, no 

SUT capoeira nova (CN); 16, na capoeira velha (CV); 7, na floresta primária 

(FP); 11, na pastagem (P); 10, na agricultura (AG) e 7, na agrofloresta (AF). 

Dividindo-se o número de isolados por SUT pelo número de pontos que 

nodularam pode-se encontrar a média de isolados por pontos que nodularam em 

cada SUT. Esta média foi de: 17, no SUT capoeira nova (CN); 4, na capoeira 

velha (CV); 9, na floresta primária (F); 20, na pastagem (P); 16, na agricultura 

(AG) e 22, na agrofloresta (AF). Verificaram-se os menores valores de médias 

nos SUTs capoeira velha e floresta primária, os quais também apresentaram 

menores valores para o número de isolados. Isso se deveu, provavelmente, ao 

maior equilíbrio dos ecossistemas, diminuindo a necessidade de entrada de 

nutrientes de fora do ciclo estabelecido. 

Tais resultados corroboram os encontrados por Bonetti et al. (1984),

Jesus et al. (2005), Magalhães et al. (1982), Moreira & Franco (1994), Nóbrega 

(2006) e Pereira (2000), que encontraram baixa densidade de nódulos e 

populações de BNL em florestas  da Amazônia. Há vários relatos de que nódulos 

são raramente encontrados em floresta primária de terra firme (Bonetti et al., 

1984; Magalhães et al., 1982; Moreira et al., 1992; Sylvester-Bradley et al., 

1980). Contudo, isso não significa que BNL não estejam presentes, mas, deve-se 

às condições desfavoráveis à nodulação como, por exemplo, a presença de 

nitrogênio pela ciclagem da serrapilheira (Magalhães et al., 1982). 

O SUT capoeira nova foi o que apresentou maior número de isolados, 

seguido pelo SUT pastagem. Estes resultados expressam, provavelmente, o 

maior desequilíbrio destes sistemas, mostrando a necessidade de introdução de 

nutrientes de fora do ambiente para o equilíbrio dos mesmos.

Verificou-se grande similaridade entre os SUT agrofloresta e 

agricultura, tanto na distribuição do número de isolados quanto aos diversos 

tipos de isolados classificados. Estes SUTs se posicionaram em relação aos 
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outros SUTs de forma intermediária, provavelmente, por estarem em um estado 

mediano de equilíbrio.

Segundo a literatura (Chen et al., 1988; Dreyfus et al., 1988; Frank, 

1889; Jarvis et al., 1997; Jordan, 1984; de Lajudie et al., 1998; Moreira, 1991; 

Moreira & Siqueira, 2006), os isolados que apresentaram crescimento rápido e 

acidificaram o meio podem pertencer aos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium,

Mesorhizobium, Allorhizobium ou Burkholderia; os que apresentaram 

crescimento rápido e reação neutra podem pertencer aos gêneros Rhizobium,

Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium; os que apresentaram 

crescimento lento e reação alcalina do pH do meio podem pertencer ao gênero

Bradyrhizobium. Os que apresentaram crescimento rápido e reação alcalina ao 

meio podem ser indicativos do gênero Azorhizobium.

3.3.2 Agrupamento e diversidade dos isolados de BNL

Para avaliar a riqueza de isolados, 33 características culturais foram 

analisadas por meio de um dendograma, determinando os grupos formados a

100% de similaridade. Foram encontrados 40 grupos culturais. Na Figura 3 são

apresentados o dendograma de similaridade dos 40 grupos e o número de 

isolados agrupados em cada um deles.
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FIGURA 3 Dendograma com grupos culturais e entre parênteses, número de 
isolados agrupados a 100% de similaridade para isolados obtidos 
como a planta isca feijão (Phaseolus vulgaris L.), para todos os 
pontos amostrados nos diferentes sistemas de uso da terra, na região 
da Amazônia Ocidental.
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A distribuição do número de grupos por SUT foi desigual, tendo o SUT 

que apresentou maior número de grupos sido o agrofloresta, com 20 grupos 

diferentes, seguido pelo SUT agricultura, com 18. Estes dados se devem,

provavelmente, à maior diversidade de espécies vegetais existentes nestes SUT, 

aliada à necessidade de introdução de nutrientes externos a estes, estimulando a 

nodulação no mesmo. O SUT que apresentou menor número de grupos culturais 

foi o capoeira velha, com 6 grupos. Estes dados encontram-se na Figura 4.
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FIGURA 4 Distribuição do número de grupos culturais nos diferentes sistemas 
de uso da terra, na região da Amazônia Ocidental

 Com o cálculo de correlação entre número de isolados e grupos 

culturais encontrados em cada SUT, encontrou-se um valor de 32%. Este baixo 

valor de correlação demonstra que, provavelmente, o maior ou o menor número 

de isolados de um SUT não reflete um maior ou menor número de tipos 

culturais, sendo este  reflexo das características do SUT em estudo.



77

Por meio do cálculo do índice de diversidade de Shannon e na análise de 

rarefação foi possível contabilizar a riqueza de tipos culturais observada e 

também estimá-la por meio do índice riqueza Chao 2 (Chao, 1987). Os 

resultados encontram-se na Tabela 1.

TABELA 01  Riqueza de grupos fenotípicos culturais de bactérias que nodulam 
e leguminosas isoladas de feijão (Phaseolus vulgaris L.). 

Amostras CN(1) CV(2) FP(3) P(4) AG(5) AF (6)

Pontos coletados 30 10 17 13 18 10
Pontos com isolados 16 7 6 11 10 7
Isolados obtidos 271 64 52 224 163 156
Espécies observadas 16 6 14 10 18 20
Isolados estimados 255,1 85,6 55,9 226,6 151,6 158,0
Riqueza de grupos* 15 4 6 11 10 7
Singletons 0,28 0,13 0,06 0,18 0,08 0,06
Doubletons 1,55 0,27 0,46 1,09 0,20 0,18
Uniques 2,68 1,98 1,13 2,89 1,03 0,37
Duplicates 2,73 1,67 1,17 2,17 1,29 0,7
Chao 2** 15,14 6,68 5,76 12,56 9,69 6,67
Shannon 2,38 1,45 1,51 1,7 2,11 1,87

(1) Capoeira nova (CN). (2) Capoeira velha (CV). (3) Floresta primária (FP). (4) Pastagem (P). (5)

Agricultura (AG). (6) Agrofloresta (AF).* Riqueza observada. ** Riqueza estimada

Os maiores valores de número de isolados estimados, riqueza de grupos 

observada e estimada (Chao 2) e diversidade (Shannon) foram os do SUT 

capoeira nova. Os SUTs floresta primária e capoeira velha foram os que 

apresentaram menores índices de diversidade e número de isolados obtidos e 

estimados.

Os números de Singletons, Doubletons, Uniques e de Duplicates foram 

maiores no SUT capoeira nova, seguido pelo SUT pastagem (Tabela 1), 

resultados que refletem, provavelmente, o estímulo destes SUTs à sustentação de 

grupos de isolados mais raros.

Na Figura 5 é apresentada a variação do índice Chao 2 (riqueza 

estimada) em função do número de unidades amostrais coletadas (esforço de 
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amostragem) em solos sob diferentes SUTs. Sabe-se que o número de espécies 

ou grupos taxonômicos encontrados em uma área aumenta com o aumento do 

tamanho das amostras ou da intensidade de amostragem (Magurran, 1987). 

Verifica-se que, para a maioria dos SUTs, o número de unidades amostrais foi 

suficiente na coleta das diversas espécies de BNL dos locais de amostragem, já 

que a distribuição dos pontos tende a um patamar com máxima riqueza 

estimada. Apenas no SUT pastagem este comportamento não se confirmou, 

mostrando que, possivelmente, maior número de unidades amostrais poderia 

levar à coleta de um número maior de espécies. Resultados similares foram 

encontrados por Nóbrega (2006).
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FIGURA 5 Variação do índice Chao 2 (Riqueza estimada), em função do 
número de unidades amostrais coletadas (esforço de amostragem) 
em solos sob agrofloresta (AF), agricultura (AG) capoeira nova 
(CN), floresta primária (FP), pastagem (P) e capoeira velha (CV),
na região da Amazônia Ocidental
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Definir diversidade é complexo, pois essa é composta por dois 

elementos principais: a variação e a abundância de espécies. O índice de 

diversidade de Shanonn é um dos mais usados para indicar a diversidade das 

espécies, pelo fato de combinar o número de espécies presentes e a densidade 

relativa da espécie em um único valor (Daniel, 2004). Na Figura 6 são 

apresentados os valores de Shannon (H’) para os isolados de BNL, em função do 

número de amostras coletadas (esforço de amostragem) nos solos sob diferentes 

SUTs estudados. Verificou-se que, em todos os SUTs, a curva tende a se tornar 

assíntotas (paralelas ao eixo X). Este resultado mostra que o número de pontos 

amostrados foi suficiente para a obtenção dos valores próximos aos valores 

máximos do índice de Shannon. O maior valor do índice de Shannon foi obtido 

no SUT capoeira nova, seguido do SUT agricultura. Pode-se notar também que 

os SUTs pastagem, capoeira velha e agrofloresta tiveram resultados 

semelhantes, só diferindo em relação ao número de unidades amostrais para cada 

SUT. O menor valor do índice de Shannon foi encontrado no SUT floresta 

primária. Estes resultados corroboram os encontrados por Jesus (2004) que, 

estudando sistemas de uso da terra e BNL, também encontrou valores menores 

de Shannon em floresta primária.
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FIGURA 6 Valores de Shannon (H’) para os isolados de BNL em função do 
número de amostras coletadas (esforço de amostragem) em solos 
sob agrofloresta (AF), agricultura (AG) capoeira nova (CN), 
floresta primária (FP), pastagem (P) e capoeira velha (CV), na 
região da Amazônia Ocidental
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3.4 CONCLUSÕES

Existe diferença entre os sistemas de uso da terra quanto à distribuição 

dos grupos fenotípicos dos isolados capturados na Amazônia Ocidental.

No total, encontraram-se 930 isolados, que foram agrupados em 40 

grupos culturais, diferenciados por suas características fenotípicas.

Ocorreu predominância de isolados de crescimento rápido e que 

acidificam o meio em todos os sistemas de uso da terra.

O sistema de uso da terra agrofloresta foi o que apresentou maior 

número de grupos culturais.

A maior diversidade, indicada pelo índice de Shannon e o maior índice 

de riqueza de Chao2 foram encontrados no sistema de uso da terra capoeira nova 

e a menor diversidade foi encontrada no sistema de uso da terra floresta 

primária.
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RESUMO

BARBERI, Alexandre. Eficiência simbiótica e diversidade genética de bactérias 
que nodulam o feijoeiro em solos sob diferentes sistemas de uso da terra na 
Amazônia Ocidental. In:______. Diversidade e eficiência de bactérias que 
nodulam feijoeiro de diferentes sistemas de uso da terra na Amazônia 
Ocidental. 2007. Cap. 4, p. 87-118. Tese (Doutorado em Solos e Nutrição de 
Plantas) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.1

O feijão representa uma importante fonte protéica na dieta humana dos 
países em desenvolvimento das regiões tropicais e subtropicais. Os países em 
desenvolvimento são responsáveis por 86,7% do consumo mundial. Um dos 
fatores mais limitantes à produtividade do feijoeiro é a baixa disponibilidade de 
nutrientes, sobretudo fósforo e nitrogênio, e estirpes eficientes de bactérias que 
nodulam leguminosas (BNL) podem suprir esta deficiência. Há evidências da 
existência de grande diversidade de BNL na região Amazônica. Diante disso, o 
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência simbiótica de isolados 
de BNL em fixarem nitrogênio em simbiose com feijoeiro (Phaseolus vulgaris 
L.), em solo sob diferentes sistemas de uso da terra (SUTs) na Amazônia 
Ocidental e sua diversidade genética, a partir de um total de 930 isolados, 
distribuídos nos seguintes SUTs: 271 isolados capturados do SUT capoeira nova 
(CN), 64 na capoeira velha (CV), 52 na floresta primária (FP), 224 em pastagem 
(P), 163 na agricultura (AG) e 156 em agrofloresta (AF). Estes isolados 
pertenciam a 40 diferentes grupos fenotípicos. Foram realizados sorteios 
repetidos de um isolado de cada grupo fenotípico e de cada SUT, com o objetivo 
de selecionar isolados que foram testados em dois experimentos para sua 
autenticação e verificação de eficiência. Ao final, em 31 isolados autenticados 
sequenciou se o gene 16S rDNA. No total, foram testados 260 isolados, tendo 
80% deles sido autenticados, ou seja, nestes verificou-se sua capacidade de 
nodulação. Concluiu-se que ocorreu diferença entre a eficiência relativa dos 
isolados, independentemente dos sistemas de uso da terra de origem. As 
eficiências relativas dos isolados autenticados, quando agrupados pelos sistemas 
de uso da terra de origem, foram iguais entre si e superiores à testemunha 
absoluta, indicando que estas populações puras são eficientes. As seqüências de 
16S rDNA, mostraram predominância de isolados com alta similaridade genética 
com espécies dos gêneros Burkholderia, Pseudomonas e Paenibacillus.

___________________
1Orientadora: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA.
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ABSTRACT

BARBERI, Alexandre. Symbiotic Efficiency and Genetic Diversity of Bacteria 
that Nodulating the Common Bean in Soil under Different Land Use Systems in 
the Amazonian Occidental. In: ______. Diversity and Efficiency of Bacteria 
Nodulating Common Beans from Different Land Use Systems in the 
Western Amazon region. 2007. p. 87-118. Thesis (Doctorate in Soils e Plants 
Nutrition) – Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil.1

The common bean is an important protein source in the human diet of 
the tropical and subtropical developing countries. The developing countries are 
responsible for 86,7% of the world-wide consumption. One of the factors 
limiting common beans productivity  is the low availability of nutrients, mainly 
phosphorus and nitrogen. Thus, efficient strains of bacteria nodulating legumes 
(BNL) can supply this deficiency. There is evidence of great diversity of BNL in 
the Amazon region. The objective of the present study was to evaluate the 
symbiotic efficiency in fixing nitrogen of bacteria nodulating common bean 
(Phaseolus vulgaris L.) from different land use systems (LUSs) in the western 
Amazon region and their genetic diversity. 930 isolates were distributed in the 
LUS as following: 271 from the young secondary forest LUS (CN), 64 from the 
old secondary forest (CV), 52 from the pristine forest (FP), 224 from pasture (P), 
163 from agriculture (AG) and 156 from agroforestry (AF). These isolates 
belonged to 40 different phenotypic groups. Isolates from each group were 
selected randomly for authentication and efficiency experiments. 16 SrDNA 
gene was sequenced in 31 authenticated isolates. Eighty percent of 260 isolates 
were authenticated, i.e., they induced nodulation in the original host-siratro. 
Difference in the relative efficiency occurred among the isolates, with no 
relationship with the LUSs. The relative efficiencies of the authenticated isolates 
when grouped by LUSs of origin were similar and superior to the control 
without inoculation, therefore being considered efficient. 16 S rDNA sequences 
were predominantly similar to species of genera Burkholderia, Pseudomonas 
and Paenibacillus.

1Adviser:: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA
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4.1 INTRODUÇÃO

O feijão representa importante fonte protéica na dieta humana dos países 

em desenvolvimento das regiões tropicais e subtropicais. No Brasil, é um dos 

componentes básicos da dieta alimentar da população e importante fonte de 

proteína para as classes economicamente menos favorecidas. As Américas 

respondem por 43,2% do consumo mundial, seguidas pela Ásia (34,5%), África 

(18,5%), Europa (3,7%) e Oceania (0,1%). Os países em desenvolvimento são 

responsáveis por 86,7% do consumo mundial. No Brasil, o consumo per capita, 

na década de 1970, era de 18,5 kg.hab-1 ano-1; já em 2002, baixou para 16,3 

kg.hab-1 ano-1 (Wander, 2005).

Um dos fatores mais limitantes à produtividade do feijoeiro é a baixa 

disponibilidade de nutrientes, sobretudo fósforo e nitrogênio, nos solos 

agrícolas. A adição de nitrogênio na forma de fertilizantes é cara e, em muitos 

casos, ineficiente, principalmente devido às perdas do elemento causadas por 

práticas culturais inadequadas (Araújo, 1994).

De modo geral, a baixa produtividade média dessa cultura está ligada ao 

fato de ser, em boa parte, uma cultura de subsistência cujos produtores não 

dispõem de recursos para utilização de fertilizantes, normalmente necessários. 

Desse modo, é gerada uma cadeia de deficiências nutricionais que, associada à 

suscetibilidade a pragas e doenças, vem promovendo a estagnação da produção 

nos atuais patamares (Cassini & Franco, 1998).

Estas características da cultura do feijão poderiam ser amenizadas pelo 

uso de uma tecnologia barata e de pouco impacto ao meio ambiente: a fixação 

biológica de nitrogênio. Mas, existe um descrédito crônico na capacidade de o 

feijoeiro fixar nitrogênio atmosférico suficiente para expressar seu potencial 

produtivo quando em associação com o BNL, recomendando-se indistintamente, 

o uso de fertilizantes para a cultura. Entretanto, resultados de pesquisa apontam 
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ser possível a cultura do feijoeiro se beneficiar, no campo, da fixação biológica 

de nitrogênio (Araújo, 1994) e o grande desafio que se apresenta é conseguir um 

manejo adequado dessa simbiose, visando aumentar a sua eficiência (Cassini & 

Franco, 1998).

No entanto, estirpes selecionadas em laboratório e casa de vegetação 

podem não alcançar o máximo potencial de fixação no campo, devido, entre 

outros fatores, à competição com a população nativa estabelecida do solo  que,

normalmente, é ineficiente e adaptada às condições ambientais locais. Por esta 

razão, reveste-se da maior importância o estudo de densidade e da diversidade 

da população de BNL nativas (Pereira, 2000).

Embora a pesquisa tenha mostrado que as BNL podem tornar as plantas 

menos dependentes da aplicação de fertilizantes nitrogenados e fosfatados, 

fatores do solo predominantes na Amazônia, como pH ácido (Bonetti et al., 

1984) e alta concentração de alumínio tóxico (Cochrane & Sanchez, 1982),

podem diminuir a população desses microrganismos no solo (Wood, 1995). No 

entanto, alguns isolados apresentam mecanismos de tolerância a esses fatores 

(Watkin et al., 2000).

Há evidências da existência de grande diversidade de BNL na região 

Amazônica (Moreira et al., 1993), sendo possível que estirpes nativas possam 

ser mais adaptadas às características adversas dos solos, tornando a região fonte 

de novas estirpes, com potencial para superar fatores críticos.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência 

simbiótica de isolados de bactérias que fixam nitrogênio, sob condições axênicas 

controladas em simbiose com feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) advindas de solos 

sob diferentes sistemas de uso da terra na Amazônia e avaliar sua diversidade 

genética.
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS

4.2.1 Amostragem, captura por meio de planta isca e isolamento de 

bactérias que nodulam leguminosas (BNL)

Os isolados foram obtidos pelo método de inoculação de planta isca, 

feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), com suspensões de 98 amostras de solo,

coletadas na camada de 0-20 cm, utilizando-se trado de rosca. No total, foram 30 

pontos amostrados na capoeira nova (CN), na floresta secundária em estágio 

inicial de regeneração com menos de 5 anos de formação, após ter sido área de 

cultivo; 10 pontos na capoeira velha (CV), floresta secundária em estágio 

avançado de regeneração com mais de cinco anos de formação, após ter sido 

área de cultivo; 17 pontos na floresta primária (FP), floresta tropical da sub-

região dos baixos platôs da Amazônia (Brasil, 1977); 13 pontos na pastagem (P), 

área implantada em 1970 com capim-imperial (Axonopus scoparius) que, após 

declínio, aproximadamente onze anos decorridos da implantação, foi substituído 

por Brachiaria brizantha, B. humidicola e grama batatais (Paspalum notatum 

flugge), apresentando atualmente espécies invasoras; 18 na agricultura (AG), 

áreas de cultivos agrícolas anuais (mandioca, milho, cana-de-açúcar e abacaxi), 

e semiperenes (banana); e 10 na agrofloresta (AF), formada por regeneração 

espontânea de espécies florestais secundárias, além do enriquecimento de 

espécies por meio do plantio de mudas de interesse econômico, como cupuaçu

(Theobroma grandflorum), pupunha (Bactris gassipae), banana, abacaxi, café e 

outras. Essas áreas foram desflorestadas no período de 1979 a 1983 e cultivadas 

com banana e mandioca, tendo os sistemas agroflorestais sido formados logo 

após os primeiros ciclos de cultivo, no período de 1980 a 1984. Em nenhuma das 

áreas houve introdução de estirpes exóticas por meio da inoculação. 
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A descrição detalhada da coleta das amostras de solos, seguindo as 

normas instituídas do projeto para todos os países envolvidos encontra-se em 

Moreira & Huising, 2004 (ver também www.biosbrasil.ufla.br). A 

caracterização das áreas de estudo encontram-se em Fidalgo et al. (2005). As 

áreas compreendem as comunidades de Guanabara II e de Nova Aliança e da 

cidade de Benjamim Constant, situadas a, aproximadamente. 1.100 km a oeste 

de Manaus, na base do Rio Solimões. Após o destacamento manual, 12 nódulos 

das raízes de cada planta-isca foram utilizados para o isolamento das BNL. A 

descrição detalhada dos tratamentos e da coleta das amostras de solos, assim 

como da caracterização das áreas de estudo e de diversidade fenotípica dos 

isolados de BNL, encontram-se nos capítulos 2 e 3.

4.2.2 Autenticação e eficiência de isolados de BNL por meio da inoculação 

no hospedeiro de origem

No experimento de captura foram obtidos 930 isolados, distribuídos em 

40 grupos, de acordo com suas características culturais. Neles foi feita uma 

seleção de isolados que contemplassem representantes de todos os grupos e de 

todos os sistemas de uso da terra (SUT). Então, foram realizados sorteios de um 

isolado de cada grupo por cada SUT, até completar um total de 82 isolados, que 

foram testados no primeiro experimento e mais 178 isolados, que foram testados 

no segundo experimento. Foram montados dois experimentos, devido a 

limitações de espaço.

Em casa de vegetação do Laboratório de Microbiologia do Solo, no

Departamento de Ciências do Solo da Universidade Federal de Lavras, foram 

montados os experimentos: de maio a julho de 2006, em garrafas de vidro âmbar 

(350 mL), objetivando verificar a capacidade de 260 isolados nodularem no 

hospedeiro de onde havia sido isolado, o feijão, tendo sido utilizada a cultivar 
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Talismã, de grão tipo carioca, lançada em 2002 (Ramalho et al., 2002). Para a 

montagem das garrafas, foram utilizados papel de filtro, fita adesiva e papel 

alumínio. O papel de filtro foi cortado de forma a apresentar a mesma altura da 

garrafa para servir como suporte às raízes. Posteriormente, estas foram 

autoclavadas, por 60 minutos, a uma pressão de 1,5 kg/cm2, a 127°C, com papel 

de filtro mais a solução nutritiva de Jensen modificada (K2HPO4 0,2 g L-1; 

MgSO47H2O 0,2 g L-1, NaCl 0,2 g L-1, CaHPO4 1 g L-1, FeCl3.6H2O 0,1 g L-1; 

H3BO3 2,86 mg L-1; MnSO4.4H2O 2,03 mg L-1; ZnSO4.7H2O 0,22 mg L-1; 

CuSO4.5H2O 0,08 mg L-1 e Na2MoO4.H2O 0,09 mg L-1), diluída quatro vezes.

 As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente com 

etanol a 70%, por 1 segundo e hipoclorito de sódio a 1,5%, por 4 minutos. Em 

seguida, foram lavadas seis vezes com água destilada esterilizada. 

Posteriormente, foram imersas em água estéril por 2 horas e, posteriormente, 

colocadas em placas de Petri com algodão umedecido (autoclavado) e mantidas,

por 12 horas, em câmara de crescimento a 28oC. Deste lote, vinte sementes 

também foram colocadas em meio de cultura sólido 79, para a verificação de 

possíveis contaminações. As sementes pré-germinadas foram inseridas

manualmente no orifício da garrafa, com auxílio de uma pinça. A boca da 

garrafa ficou protegida com papel alumínio. O primeiro experimento foi 

constituído de 87 tratamentos, sendo 82 isolados, mais dois controles positivos, 

constituídos pela inoculação de 2 estirpes de referência (CIAT899 (BR322) e 

UFLA02100) e mais dois controles negativos (um com nitrogênio 140 mg de N 

e uma testemunha geral). O segundo foi constituído de 183 tratamentos, sendo 

178 isolados mais os controles.

Os dois experimentos foram instalados em casa de vegetação, 

utilizando-se delineamento inteiramente casualizado, ambos com três repetições 

por tratamento. Para a composição dos tratamentos, inoculou-se 1 mL de meio 

79 semi-sólido com os isolados na fase log de seu crescimento (quatro dias de 
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cultivo a 28ºC), em cada semente. Nos controles sem inoculação e sem adição de 

nitrogênio, foi inoculado apenas 1 mL de meio 79 semi-sólido sem inóculo e, no 

controle com N mineral, aplicaram-se 140 mg de N (NH4NO3) na solução 

nutritiva, no dia do plantio.

As plantas foram colhidas 30 dias após germinação, para a

determinação da matéria seca da parte aérea e a avaliação do número e do peso 

de nódulos secos. Após o destacamento manual, os nódulos das raízes foram 

contados e, assim como a parte aérea, foram acondicionados em sacos de papel e 

levados para estufa de circulação forçada (65ºC a 70ºC) até peso constante, para 

a determinação do peso da matéria seca. A eficiência relativa de cada tratamento 

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

ER=((MSPAinoculada) / (MSPAcomN))X100

em que: ER – eficiência relativa; MSPA inoculada – matéria seca da parte aérea 

da planta inoculada; MSPA com N – matéria seca da parte aérea da planta com 

N mineral.

4.2.3 Análise dos dados

Todos os dados foram submetidos à  análise de variância, empregando-

se o sistema de análise estatística Sisvar, versão 4.0 (Ferreira, 2000). As médias 

dos tratamentos para os dados de número de nódulos (N° N) e matéria seca de 

nódulos (MSN) foram transformados pela expressão (X+0,5) ^ 0,5 e as médias 

de todos os dados foram comparadas, pelo teste de Scott-Knott,  a 5% de 

probabilidade.

4.2.4. Amplificação e seqüenciamento do gene 16S do RNA ribossomal

Do total de isolados autenticados, 60 foram escolhidos para representar 

os grupos culturais (capitulo 3) e foram crescidos em meio 79. Colônias isoladas 
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foram retiradas e colocadas em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL de água 

ultrapura estéril e aquecidos, por 10 minutos, a 95°C. Uma alíquota de 10 µL foi 

utilizada para a reação em cadeia da polimerase (PCR), para um volume final de 

50 µL por reação. As quantidades de reagentes utilizados na PCR são 

apresentadas na Tabela 1.

TABELA 01 Quantidades e concentrações dos reagentes utilizados na reação em 
cadeia da polimerase (PCR) para um total de 50 µL.

Componentes Volume em µL
Solução DNA extraído 10,00
“Master mix” por tubo 40,00
            Água estéril 25,10
            Tampão PCR 1X 5,00
            MgCl2 (25 mM) 2,50
            DNTPs (10mM) 5,00
            Iniciador 27F (10 µM) 1,00
            Iniciador 1492R (10 µM) 1,00
           Taq polymerase (5 U µL-1) 0,40

A reação de amplificação foi realizada no termociclador Eppenbdorf 

Mastercycle®, Alemanha. As temperaturas do ciclo de amplificação foram: de 

desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturação (94°C por 

40 segundos); de anelamento (55°C por 40 segundos); de extensão (72°C por 1,5 

minuto) e de extensão final de 72° por 7 minutos. A reação de PCR do 16S 

rDNA  (50 µL) foi corrida em gel de agarose 1% (p/v), com tampão TAE e,

depois, corada em brometo de etídeo (5 µg mL-1). As amostras foram congeladas 

e liofilizadas e enviadas para a empresa Macrogen, República da Coréia, para a 

realização do seqüenciamento, o qual foi realizado utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores 27F. As seqüências obtidas foram comparadas às 

existentes no banco de dados GenBank (NCBI, 2007), para a possível 

identificação das espécies.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.3.1 Autenticação e eficiência simbiótica de isolados de BNL por meio da 

inoculação no hospedeiro de origem

4.3.1.1 Primeiro experimento

Dentre os 82 isolados testados, 47 apresentaram nodulação e 35 não 

apresentaram nodulação. Estes, possivelmente, são isolados de bactérias que não 

nodulam leguminosas.

Quanto à eficiência relativa (ER), dos 47 isolados que nodularam, 4,26% 

obtiveram ER superior, 59,57% obtiveram ER similar e 36,17% obtiveram ER 

inferior ao tratamento inoculado com a estirpe CIAT899. Os isolados 17AIIF1 e 

81IIF4, representantes dos grupos 10 e 01, respectivamente, apresentaram 

resultados médios, em todas as variáveis, superiores aos tratamentos testemunha 

inoculados e similares aos encontrados para as testemunhas que receberam 

adubação mineral de nitrogênio, tornando-se isolados potenciais para futuros 

estudos de seleção de estirpes inoculantes para feijão.

Não foi possível comparar os resultados de matéria seca da parte aérea 

com resultados de literatura, pois o método de cultivo foi empregado para esta 

espécie pela primeira vez. Mas, observou-se bom desenvolvimento das plantas e 

dos nódulos.

Resultados de peso da matéria seca de nódulos superiores aos obtidos 

pelos tratamentos inoculados foram encontrados em 33 isolados, mas estes 

resultados não refletiram em aumento da eficiência relativa, provavelmente, por 

possuírem nódulos menos eficientes que a testemunha inoculada.
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O tratamento testemunha inoculado com a estirpe UFLA02100 não 

apresentou bom desenvolvimento, e seus resultados para eficiência relativa não 

foram diferentes dos da testemunha absoluta sem inoculação e sem nitrogênio.

Na Tabela 2 são apresentados os valores médios das variáveis 

avaliadas em relação aos grupos culturais dos isolados testados. Observou-se 

que apenas três grupos culturais com isolados testados (27, 30 e 40) tiveram 

resultados médios de crescimento das plantas (matéria seca da parte aérea e 

eficiência relativa) similares ao tratamento com estirpe teste CIAT899, tendo os 

outros tratamentos apresentado resultados similares ao tratamento testemunha 

absoluta. Com relação à nodulação (número de nódulos e matéria seca de 

nódulos), sete grupos (01, 13, 14, 15, 20, 30 e 40) tiveram médias maiores que 

os tratamentos testemunha inoculados.

Quanto à eficiência relativa (ER), dos 19 grupos que nodularam, 

10,53% obtiveram médias iguais e 89,47%, inferiores ao tratamento inoculado 

com a estirpe CIAT899 (Tabela 2).

TABELA 2 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiência 
relativa (ER) para os diferentes grupos culturais de isolados de BNL 
testados no primeiro experimento, obtidos dos solos em diferentes 
SUTs da Amazônia Ocidental

Grupos N° N MSN MSPA ER
Unidades uni mg mg %
G01 100,10 a 37,70 a 218,85 c 51,70 c
G03 36,33 b 15,83 c 137,17 c 32,40 c
G04 59,83 a 14,00 c 126,67 c 29,92 c
G05 85,67 a 16,67 b 209,00 c 49,37 c
G06 74,83 a 33,17 b 218,17 c 51,54 c
... continua ...
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TABELA 2, Cont.
Grupos N° N MSN MSPA ER
Unidades uni mg mg %
G07 75,44 a 22,33 b 216,56 c 51,16 c
G08 25,83 b 7,33 c 120,83 c 28,55 c
G09 42,17 a 20,00 b 153,67 c 36,30 c
G10 39,81 b 14,59 c 179,37 c 42,37 c
G11 74,67 a 22,83 b 171,67 c 40,55 c
G12 67,67 a 21,33 b 233,67 c 55,20 c
G13 79,33 a 44,33 a 127,00 c 30,00 c
G14 55,17 a 22,67 b 194,67 c 45,98 c
G15 218,00 a 40,00 a 194,33 c 45,91 c
G16 0,00 b 0,00 c 119,00 c 28,11 c
G17 119,33 a 50,33 a 177,33 c 41,89 c
G19 66,33 a 19,00 b 171,00 c 40,39 c
G20 110,67 a 56,33 a 151,67 c 35,83 c
G21 0,00 b 0,00 c 108,67 c 25,67 c
G23 0,00 b 0,00 c 155,00 c 36,61 c
G26 0,00 b 0,00 c 193,33 c 45,67 c
G27 0,00 b 0,00 c 251,33 b 59,37 b
G29 0,00 b 0,00 c 145,33 c 34,33 c
G30 138,67 a 63,33 a 305,67 b 72,20 b
G31 0,00 b 0,00 c 176,00 c 41,57 c
G34 0,00 b 0,00 c 160,33 c 37,88 c
G35 0,00 b 0,00 c 135,00 c 31,89 c
G36 0,00 b 0,00 c 158,33 c 37,40 c
G37 0,00 b 0,00 c 179,33 c 42,36 c
G38 0,00 b 0,00 c 159,67 c 37,72 c
... continua ...
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TABELA 2, Cont.
Grupos N° N MSN MSPA ER
Unidades uni mg mg %
G40 107,67 a 52,67 a 266,00 b 62,84 b
T021001 28,00 b 4,00 c 97,00 c 22,91 c
T8992 63,33 a 18,00 b 293,00 b 69,21 b
Tabsol3 0,00 b 0,00 c 122,67 c 28,98 c
Tnitro 4 0,00 b 0,00 c 425,33 a 100,47 a
MÉDIA5 66,40 24,36 197,72 46,71
CV6 (%) 70,42* 62,27* 36,75* 36,75*
T021001 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8992 testemunha inoculada com estirpe 
CIAT899; Tabsol3 Testemunha absoluta Tnitro4 Testemunha com nitrogênio dose de 140mg de N; 
MÉDIA5 Média geral; CV6 Coeficiente de variação pela ANAVA. Letras diferentes na coluna 
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) * Significância estatística da análise de 
variância (α = 0,01)

Na Tabela 3 são apresentadas as médias das variáveis em função dos 

sistemas de uso da terra de origem dos isolados. Verificou-se que não ocorreu 

diferença entre os  sistemas de uso da terra para as variáveis de crescimento de 

planta (matéria seca parte aérea e eficiência relativa), ficando seus valores 

intermediários entre a testemunha absoluta e a testemunha inoculada com a 

estirpe CIAT899. Já para as variáveis de nodulação (número de nódulos, matéria 

seca de nódulos), os sistemas de uso da terra agrofloresta, capoeira nova, 

capoeira velha e pastagem foram melhores, igualando-se ao tratamento 

testemunha inoculada com estirpe CIAT899.
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TABELA 3 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiência 
relativa (ER) para os diferentes sistemas de uso da terra (SUT),
obtidos dos solos na Amazônia Ocidental.

SUTS N° N MSN MSPA ER

Unidades un mg M g %

AF1 67,74 a 20,96 a 192,39 c 45,45 c

CN2 88,78 a 35,16 a 194,16 c 45,86 c

CV3 74,93 a 31,85 a 211,56 c 49,97 c

FP4 30,48 b 13,73 b 164,94 c 38,96 c

P5 111,10 a 41,77 a 226,56 c 53,52 c

AG6 35,90 b 10,10 b 172,33 c 40,71 c

T021007 28,00 a 4,00 b 97,00 d 22,91 d

T8998 63,33 a 18,00 a 293,00 b 69,21 b

Tabsol9 0,00 b 0,00 b 122,67 d 28,98 d

Tnitro10 0,00 b 0,00 b 425,33 a 100,00 a

MÉDIA11 66,40 24,36 197,72 46,71

CV12 (%) 76,74* 68,02* 38,18* 38,18*
AF1 Agrofloresta CN2 Capoeira nova; CV3 Capoeira velha FP4 Floresta P5 Pastagem; AG6

Agricultura; T021007 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8998 testemunha 
inoculada com estirpe CIAT899; Tabsol9 Testemunha absoluta Tnitro10 Testemunha com 
nitrogênio dose 140 mg de N; MÉDIA11 Média geral; CV12 Coeficiente de variação pela ANAVA 
Letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) * Significância 
estatística da análise de variância (α = 0.01)

Estes resultados não corroboram os encontrados no experimento de 

populações do segundo capítulo desta tese, no qual as médias das ER das 

populações foram iguais à média da testemunha absoluta. Este aumento de 

eficiência pode ter ocorrido pelo aumento da densidade inoculada dos isolados 

neste experimento ou pela existência de organismos antagônicos nas soluções do 

solos utilizados no segundo capítulo.
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4.3.1.2 Segundo experimento

Dos 178 isolados autenticados, 162 apresentaram nodulação, tendo 73 

mostrado eficiência relativa similar à dos tratamentos testemunha inoculados 

com as estirpes CIAT899 e UFLA02100, representando 45% dos isolados que 

nodularam. Provavelmente, são isolados potenciais para futuros estudos de 

estirpes a serem indicadas como inoculante comerciais para a cultura do feijão. 

Os valores médios das variáveis destes isolados estão apresentados na Tabela 4. 

Do total, apenas 16 isolados testados não nodularam.

Ocorreu predominância de 62% de isolados do grupo 01, entre os 

isolados de maior eficiência relativa. Entre os de baixa eficiência, esta 

predominância foi menor (37%).

TABELA 4 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiência 
relativa (ER) para os diferentes isolados que obtiveram ER similar á 
da testemunha inoculada com estirpe CIAT899, obtidos dos solos da 
Amazônia Ocidental.

Isolados N° N MSN MSPA ER
Unidades un mg mg %
04IIIF1II 57,00 b 28,00 b 237,33 a 52,86 a
04IIIF2II 32,00 b 8,67 c 235,67 a 52,49 a
04IIIF7II 274,33 a 75,67 a 270,33 a 60,21 a
04IIIF8II 111,67 a 55,00 a 268,00 a 59,69 a
08IIF11 191,00 a 54,00 a 232,67 a 51,82 a
17IF4II 70,00 b 46,67 a 220,33 a 49,07 a
18IF7 153,00 a 67,67 a 300,67 a 66,96 a
18IIIF6I 55,33 b 32,00 b 253,00 a 56,35 a
21IF2I 62,67 b 38,33 b 234,00 a 52,12 a
… continua …
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TABELA 4, Cont.
Isolados N° N MSN MSPA ER
Unidades um mg mg %
22IIF5II 80,67 b 47,33 a 249,33 a 55,53 a
22IIF8II 77,67 b 26,33 b 249,00 a 55,46 a
24AIF12 97,67 a 39,67 a 226,67 a 50,48 a
24AIIF3 95,67 a 51,33 a 306,00 a 68,15 a
24IIF2II 77,00 b 35,67 b 225,00 a 50,11 a
27IF12 60,67 b 44,00 a 221,00 a 49,22 a
27IF6 76,00 b 46,33 a 259,00 a 57,68 a
27IF9 119,33 a 19,00 b 266,67 a 59,39 a
27IIF2 92,67 a 59,33 a 274,33 a 61,10 a
27IIF3 86,33 a 44,33 a 318,00 a 70,82 a
29IF5 95,67 a 47,33 a 278,67 a 62,06 a
29IF6I 65,67 b 48,67 a 257,33 a 57,31 a
29IIF12II 76,67 b 30,67 b 347,00 a 77,28 a
29IIIF6I 110,33 a 46,67 a 238,33 a 53,08 a
30IIF10 77,00 b 47,67 a 246,33 a 54,86 a
31IF10I 61,33 b 42,67 a 284,67 a 63,40 a
31IIIF2I 121,33 a 51,67 a 300,00 a 66,82 a
32IIF3II 91,00 a 38,33 a 249,00 a 55,46 a
32IIF4II 73,00 b 33,67 b 232,00 a 51,67 a
32IIF5 88,67 a 48,00 a 282,67 a 62,96 a
32IIF7 108,67 a 35,67 b 263,00 a 58,57 a
32IIF8 78,33 b 45,33 a 298,33 a 66,44 a
49IIF7II 95,00 a 53,67 a 237,67 a 52,93 a
63IIF4II 59,00 b 42,67 a 286,67 a 63,85 a
70IIIF3 105,00 a 44,33 a 265,33 a 59,09 a
71AIF5 63,33 b 38,00 a 241,33 a 53,75 a
71AIIF6 75,67 b 50,00 a 222,33 a 49,52 a
80IIF4 111,00 a 49,67 a 251,67 a 56,05 a
81IIF10II 74,00 b 48,00 a 278,33 a 61,99 a
81IIF9II 88,00 a 47,00 a 313,33 a 69,78 a
85IIF10II 101,67 a 46,33 a 262,00 a 58,35 a
... continua ...
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TABELA 4, Cont.
Isolados N° N MSN MSPA ER
Unidades um mg mg %
85IIF5 87,00 a 48,33 a 261,00 a 58,13 a
85IIF8 87,67 a 36,00 b 246,00 a 54,79 a
85IIF9I 109,33 a 46,33 a 255,00 a 56,79 a
88AIIF4 63,67 b 36,33 b 221,67 a 49,37 a
88AIIF6 45,67 b 33,00 b 311,00 a 69,27 a
88AIIF8 76,67 b 25,00 b 250,33 a 55,75 a
88AIIIF10 70,67 b 33,67 b 247,33 a 55,08 a
89IIF3I 63,33 b 39,00 a 258,67 a 57,61 a
89IIF3II 67,00 b 29,33 b 237,00 a 52,78 a
93IIIF6 63,67 b 47,00 a 265,00 a 59,02 a
95IF2 74,00 b 42,33 a 242,00 a 53,90 a
95IIF12 62,33 b 30,00 b 306,00 a 68,15 a
96IF11I 67,33 b 40,67 a 272,67 a 60,73 a
96IF11II 96,33 a 40,67 a 275,67 a 61,40 a
96IF1II 86,33 a 44,00 a 250,33 a 55,75 a
96IF2I 96,33 a 44,67 a 302,00 a 67,26 a
96IF4I 71,67 b 48,00 a 231,00 a 51,45 a
96IF5I 62,33 b 44,67 a 248,67 a 55,38 a
96IF6I 121,00 a 43,00 a 333,33 a 74,24 a
96IF7II 82,33 a 48,33 a 224,67 a 50,04 a
96IF8I 47,00 b 32,00 b 284,67 a 63,40 a
96IIF4I 54,00 b 41,00 a 227,00 a 50,56 a
96IIF4II 95,33 a 45,00 a 246,00 a 54,79 a
96IIF5II 102,33 a 34,33 b 242,00 a 53,90 a
96IIF6II 81,00 b 33,67 b 289,67 a 64,51 a
96IIF7II 103,67 a 54,00 a 285,67 a 63,62 a
96IIIF10II 97,00 a 49,33 a 237,67 a 52,93 a
96IIIF11 91,00 a 36,67 a 220,33 a 49,07 a
96IIIF2II 105,00 a 27,00 b 223,67 a 49,82 a
96IIIF6II 55,67 b 36,67 a 275,00 a 61,25 a
... continua ...



105

TABELA 4, Cont.
Isolados N° N MSN MSPA ER
Unidades un mg mg %
96IIIF7I 84,67 a 49,67 a 328,67 a 73,20 a
96IIIF7II 68,00 b 42,33 a 271,33 a 60,43 a
96IIIF9II 58,00 b 40,33 a 297,67 a 66,30 a
T021001 61,33 b 25,33 b 188,67 b 42,02 b
T8992 69,67 b 35,97 b 261,17 a 58,17 a
Tabsol3 0,00 d 0,00 d 112,00 b 24,94 b
Tnitro4 0,00 d 0,00 d 449,00 a 100,00 a
MÉDIA5 70,74 32,04 212,56 47,34
CV6 (%) 24,53* 21,60* 34,06* 34,06*
T021001 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8992 testemunha inoculada com estirpe 
CIAT899; Tabsol3 Testemunha absoluta Tnitro4 Testemunha com nitrogênio dose 140 mg de N; 
MÉDIA5 Média geral; CV6 Coeficiente de variação pela ANAVA. Letras diferentes na coluna 
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) * Significância estatística análise de variância 
(α = 0.01).

Na Tabela 5 são apresentados os valores médios, em função dos 

grupos culturais dos isolados testados. Verificou-se que apenas quatro grupos 

culturais com isolados testados (02, 05, 22 e 25) tiveram médias de crescimento 

das plantas (matéria seca da parte aérea e eficiência relativa) similares às do 

tratamento com a estirpe CIAT899; os outros tratamentos apresentaram 

resultados similares ao tratamento testemunha absoluta.



106

TABELA 05 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiência 
relativa (ER), para os diferentes grupos culturais de isolados de 
BNL da coleta, obtidos dos solos da Amazônia Ocidental.

Grupos N° N MSN MSPA ER
Unidades un mg mg %
G01 74,71 a 36,11 a 223,84 c 49,85 c
G02 111,67 a 55,00 a 268,00 b 59,69 b
G03 73,25 a 25,00 a 206,19 c 45,92 c
G04 57,61 a 29,22 a 217,39 c 48,42 c
G05 76,50 a 38,50 a 252,58 b 56,25 b
G06 53,87 a 23,60 a 183,27 c 40,82 c
G07 61,37 a 28,67 a 195,73 c 43,59 c
G08 121,00 a 38,67 a 217,40 c 48,42 c
G09 65,81 a 31,86 a 186,24 c 41,48 c
G10 75,12 a 31,24 a 203,29 c 45,28 c
G11 68,02 a 30,43 a 189,05 c 42,10 c
G12 0,00 b 0,00 b 126,17 c 28,10 c
G14 65,50 a 36,00 a 200,33 c 44,62 c
G16 85,00 a 36,67 a 194,00 c 43,21 c
G18 43,00 a 21,00 a 112,00 c 24,94 c
G22 95,67 a 51,33 a 306,00 b 68,15 b
G24 66,00 a 24,33 a 163,00 c 36,30 c
G25 119,33 a 19,00 a 266,67 b 59,39 b
G32 61,67 a 12,33 a 158,33 c 35,26 c
G33 0,00 b 0,00 b 159,67 c 35,56 c
G35 90,83 a 31,75 a 205,67 c 45,81 c
G39 83,33 a 55,33 a 186,00 c 41,43 c
T021001 61,33 a 25,33 a 188,67 c 42,02 c
T8992 69,67 a 35,97 a 261,17 b 58,17 b
Tabsol3 0,00 b 0,00 b 112,00 c 24,94 c
Tnitro4 0,00 b 0,00 b 449,00 a 100,00 a
MÉDIA5 70,74 32,04 212,56 47,34
CV6 (%) 38,70* 37,50* 37,08* 37,08*
T021001 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8992 testemunha inoculada com estirpe 
CIAT899; Tabsol3 Testemunha absoluta Tnitro4 Testemunha com nitrogênio dose 140 mg de N; 
MÉDIA5 Média geral; CV6 Coeficiente de variação pela ANAVA. Letras diferentes na coluna 
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) * Significância estatística análise de variância 
(α = 0,01).



107

Pelos dados da Tabela 6 pode-se verificar que todos os sistema de uso da 

terra  apresentaram valores médios similares, tanto para nodulação (número de 

nódulos e matéria seca de nódulos) quanto para crescimento das plantas (matéria 

seca da parte aérea e eficiência relativa), que, neste caso, foram similares às 

médias das testemunhas inoculadas.

TABELA 6 Valores médios de número de nódulos (N° N), matéria seca de 
nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e eficiência 
relativa (ER), para os diferentes sistemas de uso da terra (SUT),
obtidos dos solos na Amazônia Ocidental.

SUTS N° N MSN MSPA ER
Unidades uni mg mg %
AF1 67,81 a 28,39 a 196,85 b 43,84 b
CN2 72,23 a 31,77 a 206,52 b 46,00 b
CV3 61,93 a 32,07 a 229,44 b 51,10 b
FP4 90,00 a 34,72 a 198,42 b 44,19 b
P5 76,27 a 37,14 a 225,45 b 50,21 b
AG6 65,33 a 29,02 a 204,88 b 45,63 b
T021007 61,33 a 25,33 a 188,67 b 42,02 b
T8998 69,67 a 35,97 a 261,17 b 58,17 b
Tabsol9 0,00 b 0,00 b 112,00 c 24,94 c
Tnitro10 0,00 b 0,00 b 449,00 a 100,00 a
MÉDIA11 70,74 32,04 212,56 47,34
CV12 (%) 40,55* 39,28* 37,57* 37,57*

AF1 Agrofloresta CN2 Capoeira Nova;CV3 Capoeira Velha F4 Floresta P5 Pastagem; AG6

Agricultura; T021007 testemunha inoculada com estirpe UFLA02100; T8998 testemunha 
inoculada com estirpe CIAT899; Tabsol9 Testemunha absoluta Tnitro10 Testemunha com 
nitrogênio dose de 140 mg de N; MÉDIA11 Média geral; CV12 Coeficiente de variação pela 
ANAVA Letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) * 
Significância estatística da análise de variância (α = 0,01)

Estes resultados corroboram os encontrados no primeiro experimento e 

também contradizem os encontrados no experimento de populações do segundo 

capítulo desta tese, em que as médias das ER das populações foram iguais à

média da testemunha absoluta. Este aumento de eficiência, como dito 

anteriormente, pode ter ocorrido pelo aumento da densidade inoculada dos 
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isolados neste experimento ou pela existência de organismos antagônicos à 

simbiose nas soluções do solos utilizados no segundo capítulo.

4.3.2 Amplificação e seqüenciamento do gene 16S do DNA ribossomal

De um total de 60 isolados de BNL, selecionados para amplificação 

parcial do gene 16S rDNA, 31 isolados foram amplificados com sucesso. Os 

resultados do número de pares de bases para os isolados representantes dos 

grupos, os respectivos gêneros, a porcentagem de similaridade e o número do 

acesso encontram-se na Tabela 7.

Pode-se verificar coerência entre os dados obtidos, pois existe repetição 

de gêneros dentro dos grupos separados por características fenotípicas.

De acordo com sugestões de classificação de procariotos atuais, a linha 

de corte para similaridade genética entre espécies é de 97,5% (Stackebrandt & 

Goebel, 1994), assim, os isolados 25IIF10, 30IIF12, 81IIF10I, 71AIIF5, 

04IIIF7I, 04IIIF6, 17AIIIF3II, 95IIF12, 70IF7, 96IIF1II e 04IIIF8II devem ser 

desconsideradas quanto à sua similaridade com os gêneros/espécies encontrados 

no GeneBank, sendo, possivelmente, de espécies que ainda não foram inseridas 

no mesmo.

Seis isolados foram geneticamente similares às espécies do gênero

Burkholderia; cinco, ao gênero Pseudomonas e três, ao gênero Paenibacillus. 

Resultados similares foram encontrados por outros pesquisadores em isolados de 

feijão do sul de MG (Moreira, comunicação pessoal).
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TABELA 7 Seqüenciamento encontrados no GenBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/BLAST/) do gene 16 s rDNA mais similar a cada isolado 
representante dos grupos culturais (G) com seus respectivos: SUT, tipo 
cultural, números de pares de bases (pb), gêneros/ssp, % de similaridade
e o número do acesso (NA).

G Isolados SUT1 Tipo2 pb Microrganismo % NA
1 04IF1 F RH 849 Burkholderia sp. 99 AY568514.1
1 85IIF8 P RH 849 Burkholderia sp. 99 DQ777739.1
1 96IIF1II P RH 906 Uncultured bacterium  89* AY568840.1
2 04IIIF8II F RH 844 Pseudomonas mosselii 97* DQ073452.1
3 08IIF10I F RN 851 Pseudomonas sp. 99 AY837753.1
3 30IIF11 CN RH 855 Pseudomonas plecoglossicida 99 DQ140382.1
4 32IIIF2II AG RH 851 Paenibacillus sp. 99 AB042938.1
4 18IIIF6II AG RH 854 Paenibacillus sp. 99 AB042938.1
5 95IIF12 P RN 851 Enterobacter aerogenes 88* AY335554.1
5 70IF7 CN RN 852 Bacterium 97* AY822522.1
6 31IIF8II CN RH 845 Burkholderia sp. 100 DQ777739.1
6 95IIF3II P RH 854 Pseudomonas sp. 100 AY303288.1
7 94IIIF4II P RN 853 Brevibacillus reuszeri 99 AB112715.1
7 22II5FI AF RN 854 Pseudomonas mosselii 99 DQ837709.1
7 44AIF12I AG RN 853 Burkholderia sp. 100 CP000150.1
7 21IF3II AG RN 856 Flexibacter sp. 98 AY238335.1
8 04IIIF7I F RN 848 Bacterium 97* AY822513.1
8 04IIIF6 F RN 821 Paenibacillus sp. 81* AB042938.1
9 17AIIIF3II AF RH 785 Rhizobium gallicum 94* MEQRR16S 

10 29IIF12II CN RH 844 Bacterium 99 AY345398.1
10 29IIF12I CN RH 856 Pseudomonas sp. 99 AY756059.1
10 49IIF7II AG RH 849 Burkholderia sp. 99 AY839565.1
11 71AIIF5 CN RH 954 Clostridium sp. 88* DQ675453.1
12 44AIF9 AG RN 861 Burkholderia sp. 99 CP000150.1
13 37IF1 CN RN 841 Bacterium 8-gw1-10 98 DQ990038.1
14 81IIF10I CV RN 841 Uncultured soil bacterium 85* DQ378194.1
15 24AIIF4 AF ROH 854 Ralstonia sp. 99 D88009.1
16 94IF1 P RN 851 Uncultured bacterium 99 AB255106.1
17 25IIF10 AF RN 855 Pseudomonas sp. 86* DQ219370.1
18 30IIF12 CN RH 793 Paenibacillus sp. 85* AY518676.1
19 30IIF5 CN RH 857 Paenibacillus pabuli 99 DQ412046.1
SUT1- Sistema de uso da terra (AG- Agricultura, AF- Agrofloresta, F- Floresta primária, CV Capoeira nova, CV Capoeira 
velha, P – Pastagem).Tipo2 - tipo cultural (RH: rápido ácido, ROH: rápido alcalino, RN: rápido neutro) * os isolados com 
asterisco não devem ser considerados similares aos gêneros/espécies encontradas no GenBank por possuírem similaridade 
inferior a 97,5%.



110

Depois do trabalho de Moulin et al. (2001), diversos são os estudos 

apresentados com nodulação de beta-Proteobacteria em leguminosas, como o 

gênero Burkholderia (Barrett & Parker, 2005; Caballero-Mellado et al, 2004; 

Moreira et al., 2002; Vandamme et al., 2003) e o gênero Ralstonia (Chen et al., 

2001; Verma et al., 2004).

Apesar da existência de trabalhos mostrando a existência de genes 

relacionados com a fixação biológica de nitrogênio nos gêneros Paenibacillus 

(Azevedo et al, 1995; Choo et al., 2003; Ma et al., 2007; Motta et al., 2004; 

Rodriguez-Diaz et al., 2005; Rosado et al., 1997; Teixeira et al., 2000; Zhao et 

al., 2006), Clostridium (Chen et al., 1986; Kasap & Chen, 2005; Leschine et al., 

1988; Tanaka et al., 1977), Pseudomonas (Desnoues et al., 2003; Postgate & 

Kent, 1987), poucos são os estudos encontrados sobre nodulação, sendo restritos 

a identificarem isolados de Pseudomonas como promotores de nodulação de 

plantas por actinomicetos do gênero Frankia (Knowlton & Dawson, 1983) e 

influenciando a nodulação de feijão (Grimes & Mount, 1984).

Zakhia et al. (2006) relatam que, em um estudo com isolados advindos 

de nódulos de leguminosas, verificou-se a ocorrência de diversos gêneros de 

bactérias, porém, quando autenticados em  M. atropurpureum (Siratro), os 

gêneros Paenibacillus, Inquilinus, Rhodopseudomonas, Paracraurococcus, 

Phyllobacterium, Ochrobactrum, Starkeya, Sphingomonas, Pseudomonas, 

Agromyces, Bosea, Microbacterium, Ornithinicoccus e Bacillus não 

apresentaram nodulação.

A espécie Rhizobium gallicum é descrita como BNL em feijão (Amarger 

et al, 1997). Quanto o gênero Enterobacter, alguns isolados deste já foram 

identificados em superfícies de nódulos de leguminosas e foram responsáveis 

pelo incremento da nodulação por Rhizobium huakuii bv. Renge (Xu et al., 

1994). Outros isolados foram identificados, como Brevibacillus reuszeri e



111

Flexibacter sp., gêneros com poucos relatos envolvidos com fixação de 

nitrogênio.

Estes resultados corroboram os encontrados por Pisa (2006) que,

estudando diversidade de BNL em feijão, também encontrou gêneros, como 

Burkholderia, Pseudomonas e Ralstonia.

Diante do exposto, constatou-se a alta diversidade de isolados 

encontrada no presente experimento, confirmando a promiscuidade da espécie 

Phaseolus vulgaris L. em estabelecer simbiose com diferentes espécies de 

bactérias que nodulam leguminosas. Salienta-se a ocorrência verificada de 

diversos gêneros de bactérias que ainda não foram relatados como sendo 

formadores de nódulos em leguminosas. Estes resultados, provavelmente,

aconteceram devido aos grandes avanços tecnológicos ocorridos na identificação 

genética de bactérias nos últimos anos.
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4.4 CONCLUSÕES

No total, foram autenticados 260 isolados, dos quais 80% apresentaram 

nodulação. 

Ocorreu diferença entre a eficiência relativa dos isolados, 

independentemente dos sistemas de uso da terra na Amazônia Ocidental.

As eficiências relativas dos isolados autenticados, quando agrupados 

pelos sistemas de uso da terra de origem, foram iguais, entre si e superiores à 

testemunha absoluta.

No seqüenciamento genético, ocorreu predominância de isolados com 

alta similaridade genética com os gêneros Burkholderia, Pseudomonas e

Paenibacillus.
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ANEXO 01 Croqui de campo das pontos amostradas.
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ANEXO 01 Croqui de campo das pontos amostradas (continuação).
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