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RESUMO

A degradacdo ambiental causada pela mineracadaeshd criacdo de
leis ambientais que obrigam as empresas mineradomagtigar os impactos
causados por essa atividade. A revegetacdo carsds/espécies de plantas é
uma técnica muito utilizada para a reabilitacdosdesareas. Entretanto, esse
processo é lento e limitado quando ocorre natura@spontaneamente. A
utilizacdo de espécies arbdreas leguminosas irtesileom estirpes de rizébios
€ uma alternativa indicada para a recuperacdo essaic vegetal de solos
impactados. O objetivo deste trabalho foi avaliadigersidade fenotipica,
genotipica e simbidtica de bactérias isoladas delné de mudas de espécies de
leguminosas arboreas utilizadas para a recupemed@reas degradadas pela
mineracdo, sendo elascacia farnesiana, Anadenanthera colubrina, Cldor
fairchildiana, Erythrina speciosa, Inga marginatdnga sessilis, Mimosa
caesalpiniifolia, Piptadenia gonoacanttesPlathymenia reticulata Através do
isolamento dos nodulos, foram obtidas 93 estirpesbactérias que foram
submetidas ao experimento de autenticacdo em smbiocom siratro
(Macroptilium atropurpureumn O experimento foi realizado em casa de
vegetacao em delineamento inteiramente casuali@id) com trés repeticdes
e conduzido por um periodo de 45 dias. Para varificdiversidade genética,
realizou-se a extracdo do DNA gendmico e o segaemaito parcial do gene
16S rRNA. Das 93 estirpes isoladas, foram sequéasia3, as quais sao
representantes de trés dos sete grupos culturaisados: RA (crescimento
rapido com acidificacdo do meio de cultura), RAkegcimento rapido com
alcalinizacdo do meio de cultura) e LAL (crescinoel@nto com alcalinizac&o
do meio de culura). Foram encontrados os géreihimobium, Bradyrhizobium,
Burkholderia,  Paenibacillus, Mesorhizobium,  Varioax, Bacillus,
Brevibacillus, Mucilaginibacter, Polaromonas, Dyll Pseudomonas,
Terriglobus e Sphingomona®los experimentos de autenticacdo, 33 % dos
isolados nodularam. Foi encontrada alta diversidgdeética, fenotipica e
simbidtica nos rizébios estudados.

Palavras-chave: Leguminosas arbdreas. Fixagcdo biolégica de nitriogé
Recuperacéo de areas degradadas.



ABSTRACT

The environmental degradation caused by mining ltesbuin the
creation of environmental laws which require mingampanies to mitigate the
impacts caused by this activity. Revegetation widhious plant species is a
techniqgue widely used for the rehabilitation of dbeareas. However, this
process is slow and limited, when it occurs nalyahd spontaneously. The use
of leguminous tree species inoculated with rhizbbiaains is an alternative
indicated for the recovery and plant successioimpicted soils. The objective
of this study was to evaluate the phenotypic, ggnotand symbiotic diversity
of bacteria isolated from seedling nodules of leiguoms tree species used for
the recovery of degraded areas by mining. They Aacia farnesiana,
Anadenanthera colubrina, Clitoria fairchildiana, ¥#hrina speciosa, Inga
marginata, Inga sessilis, Mimosa caesalpiniifolRiptadenia gonoacanthand
Plathymenia reticulataBy isolating the nodules, 93 strains of bacteviere
obtained and they were submitted to the authemdit&xperiment in symbiosis
with siratro (Macroptilium atropurpureum The experiment was carried out in a
greenhouse, in a completely randomized design (CRI) three replications,
and conducted for a period of 45 days. In ordevemify the genetic diversity,
the extraction of genomic DNA and the partial semireg of the 16S rRNA
gene was performed. From 93 strains isolated, 4% wequenced, which are
representatives of three of the seven culture grdapned: RA (rapid growth
with acidification of the culture medium), RAL (ridpgrowth with alkalinization
of the culture medium) and LAL (slow growth wittkalinization of the culture
medium). The generf@hizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Paeniblasi)
Mesorhizobium, Variovorax, Bacillus, BrevibacillusMucilaginibacter,
Polaromonas, Dyella, Pseudomonas, Terriglobasd Sphingomonaswere
found. In the authentication experiments, 33% efifvlated ones nodulated. A
high genetic, phenotypic and symbiotic diversityswiaund in the studied
rhizobia.

Keywords: Leguminous trees. Biological nitrogen fixation. Reery of
degraded areas.
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1 INTRODUCAO

A mineracao contribui significativamente para ogresso econdmico e
sécio-cultural do pais por disponibilizar a soc@&las recursos essenciais ao
seu desenvolvimento. Entretanto, suas atividadesopam consideravel
degradacdo ambiental, alterando intensamente a raneerada e as areas
vizinha, onde séao feitos os depdsitos de estéld eejeito. No final da década
de 80, foi criada uma legislacdo que obrigava apresas mineradoras a
minimizarem esses impactos pela revegetacdo dafateala (BRASIL, 1989).

Sob condicdes de degradacdo, a revegetacdo natarasolo é
extremamente limitada, podendo ndo ocorrer espeataente. Uma das causas
para essa limitacdo é o comprometimento da comdaiddcrobiana, que afeta
a disponibilidade de nutrientes para as plantasitiflvacdo de técnicas de
revegetacdo com espécies de leguminosas arbémadaidas com bactérias
fixadoras de nitrogénio (FBN) é uma alternativaepotalmente satisfatoria
para a reabilitacdo dessas areas.

A FBN contribui de forma significativa na recupgia dessas areas,
sobretudo no aumento da biomassa e na entraddradgéniio (N). (BROWN;
LUGO, 1994; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Além dissdgumas bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas de legumino$BENNL) apresentam
resisténcia a metais pesados (TRANNIN; MOREIRA; 3KERA, 2001,
MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; FERREIRA et al2013). Dessa
forma, a utilizacdo de BFNNL em simbiose com leqweas em areas
contaminadas com metais pesados é de grande imgarfara a recuperacao
desses ambientes.

A maioria das espécies de leguminosas arbérepiedis sdo capazes
de se associarem com BFNNL (FARIA et al. 1984, FARI987, 1999, 1995;
MOREIRA et al.,, 1992; SPRENT e PARSONS, 2000). éstusobre a



15

nodulagé@o de leguminosas arbdreas comecaram enosndasl anos 1960 com
a sele¢do de estirpes em resposta de camptirdesa caesalpiniaefoliauma
espécie nativa da Caatinga brasileira (DOBEREINE®G7). Estudos sobre
FBN em espécies de leguminosas tropicais no Brdsihsificaram-se desde o
inicio de 1980, que resultou na identificacdo deguamde ndmero de espécies
noduliferas, e de fatores bidticos e abi6ticos lqn#gam a nodulacdo e a FBN
(FARIA et al. 1984 , 1987, 1989, MOREIRA et al.,.929 MOREIRA et al.,
1993; MOREIRA e FRANCO, 1991; FRANCO e FARIA 1997).

A selecdo de estirpes de rizobio é de fundamémabrtancia, pois
alguns rizébios tém uma especificidade restrita pl@terminadas leguminosas.
E comum encontrar bactérias que tém uma elevadacicaple para FBN,
quando associado com uma dada leguminosa e sjmamesade nodular ou
fixar N com outras espécies (FRANCO e FARIA, 199%RIA et al., 1999 ).

No presente trabalho tem-se por objetivo avaliardigersidade
genotipica, fenotipica e simbidtica de bactériaduliteras que estabelecem
simbioses com mudas éeacia farnesiana, Anadenanthera colubrina, Clitori
fairchildiana, Erythrina speciosa, Inga marginatdnga sessilis, Mimosa
caesalpiniifolia, Piptadenia gonoacantke@lathymenia reticulataleguminosas
arbéreas pertencentes ao viveiro do CTF Migueldani{© de Tecnologia de
Ferrosos) da VALE S/A.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A mineragéo

A atividade de mineracdo é um dos setores bagieosconomia
brasileira que contribui significativamente parprogresso econémico e sécio-
cultural do pais. Considerada como uma atividadeutilalade publica, a
mineragdo disponibiliza a sociedade o0s recursosenesss ao seu
desenvolvimento, sendo responsavel pela produgdonatéria-prima para
diversos produtos que utilizamos cotidianamentesla geracdo de empregos
diretos, sendo portanto, uma atividade essencialpaida moderna (FARIAS e
GOMES, 2002; TAGLIANI, 2002).

O setor que conta com o numero de 8.870 mineradocalizadas por
todas as regibes do Pais (considerando tanto meedé concessao de lavra
quanto o regime de licenciamento), e que gerouxapemlamente 199 mil
empregos diretos, foi responsavel pela producaenalirbrasileira de US$ 44
bilhdes em 2013. No primeiro semestre de 2014 pesducdo registrou um
aumento de 9,57%, comparado ao mesmo periodo ¢ @01seja, obteve seu
melhor desempenho desde o ano de 2011, resultadgeacipalmente devido
ao aumento na producao de minérios de ferro (PN30,22011; IBRAM, 2014;
DNPM, 2014).

Com o investimento previsto de US$ 53,6 bilhdes jps anos de 2014
a 2018, o segmento alcanca uma posicdo de destaqueddstria mineral
mundial devido a contribuicdo de estados como M&G,3P, GO, BA, MS, SC,
entre outros, que sdo responsaveis por 48,2%; 3B3%; 3,6%; 2,3%; 1,6%;
1,0% e 8,3%, respectivamente, da producdo nad{phPM, 2014). O Pais € o
maior produtor mundial de nidbio, o 2° maior pragutle minério de ferro,

manganés e tentalita, o 3° de bauxita e rochasramiais, o 5° de cobre, caulim
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e estanho e o0 12° de ouro e zinco. Além disso, éambroduzimos aluminio,
niquel, fosfato, potassio, manganés, calcario, dianacarvdo e cromita
(IBRAM, 2012).

Em relacdo ao comércio exterior do setor minerdrasil € o maior
exportador de nidbio, o 2° maior exportador de miinéle ferro, manganés,
bauxita e tantalita, o 3° de grafite e 0 4° de aschrnamentais, além de também
exportar niquel, magnesita, caulim, estanho, veritdg cromo e ouro.

Entretanto, temos dependéncia externa de minesiatégicos como
carvao metallrgico, enxofre, potassio, fosfatamseraras. Importamos 91% do
potéssio e 51% do fosfato necessérios para a ifaldst fertilizantes brasileira
(IBRAM, 2012). No entanto, o saldo positivo rela@do a indistria de
mineragdo brasileira confirma a sua importanciadesenvolvimento social e

econdmico do Pais.

2.2 Impactos oriundos das atividades de mineracdo

Como em qualquer tipo de exploracdo natural, acragéio também
causa impactos negativos, sobretudo quando realizag@ maneira
indiscriminada. O fato de sua exploracdo ndo aduontia alternativa locacional
e causar a alteracao da estrutura fisica do termmpossibilitando o retorno das
condi¢cbes originais, sdo algumas das principaisstGae que despertam a
atencdo para as consequéncias dessa atividade se psssiveis impactos
negativos de ordem ambiental e social (TAGLIANIQO2D

Por ndo admitir uma alternativa locacional, comgracitado, a
exploracdo de minérios necessita do remanejamesntoocthunidades para a
realizacdo de suas atividades, fato esse respdnpéle éxodo de muitas
familias para outras regides, afetando, assim,no-dstar da populacéo local.

Além disso, a exposigéo aos residuos da mineragés mios solares (atividade
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diurna) favorecem o aparecimento de problemas regépos, alteracdes
dermatoldgicas e danos nas articulacdes nos méneina populagéo ao redor da
area explorada. Isso, somado a ocorréncia de a&egjemuitas vezes fatais,
devido a nao utlizacdo de equipamentos de protagdovidual (EPI),
caracterizam 0s principais impactos de cunho sod#alatividade mineira
(NASCIMENTO, 2012; PONTES et al., 2012).

Os impactos negativos de ordem ambiental relaniesa
principalmente a exploragédo de areas naturais, Gaimertura da cava, retirada
da vegetacgdo, escavacfes, movimentagdo de terdificacdo da paisagem
local e a geragdo de residuos e vém ganhando emp®rtlestaque, sobretudo
diante do atual panorama de desenvolvimento saswn{(SILVA, 2007;
NASCIMENTO, 2012). Os principais problemas ambientda exploracdo
mineira e que, muitas vezes, podem ser irrevessiseienquadram em cinco
categorias: poluicdo da agua, poluicdo do ar, gltuisonora, subsidéncia do
terreno, incéndios causados pelo carvado e rejeftdimativos (CPRM, 2002;
BACCI et. al., 2006).

A poluicdo da agua ocorre devido as substanoi@tablas e carreadas
ou contidas nos efluentes das areas de mineragi@ocdmo O6leos, graxa e
metais pesados. Esses Ultimos podem inclusiveimtisgaguas subterrdneas,
agravando o impacto provocado. Os sedimentos famssuspensdo podem
provocar a turbidez das aguas dos rios e reseinstédo entorno da area
explorada, comprometendo sua qualidade (MECHI e GARS, 2010;
NASCIMENTO, 2012). Além disso, ha a utilizacdo da grande volume de
agua durante as etapas da extracdo mineral, o gde gontribuir para a
escassez do recurso quando realizado de maneirssiiente.

A poluicdo atmosférica causada pela mineragéo-sevie suspenséo de
particulados durante os varios processos da exgdlordavra, beneficiamento e

transporte) e pela emissdo de gases gerados maagdes combustiveis, o que
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coloca o setor como responsavel pela maior fragdemissdes advindas de uso
de combustiveis fésseis (MECHI e SANCHES, 2010).itddu vezes, as
emissbes de gases do efeito estufa (GEE) e o conglemenergia mais
significativo ndo advém da extracdo mineral propeate dita, mas de outros
elos da cadeia de producdo, como exemplo, duraetéracdo do minério de
ferro, é na siderurgia que as emissdes gasosaemtias niveis mais elevados
(IBRAM, 2013).

Outros impactos negativos ao meio ambiente estSaceados a ruidos,
sobrepressdo acustica e vibragbes no solo asssciadooperagdo de
equipamentos, ao uso de explosivos no desmonteodsa r(sobrepressao
atmosférica, vibracdo do terreno, ultralancamemtdragmentos, fumos, gases,
poeira, ruido); e ao transporte e beneficiamentmih@rio (geracéo de poeira e
ruido), afetando, assim, os meios fisico, biétiemedpico. (BACCI, 2006).

A alteracdo do relevo pela extracdo mineral deverincipalmente a
abertura de grandes crateras de exploracdo qukaresuma remocdo do solo
superficial (maior fertilidade) e a exposicdo dados remanescentes aos
processos erosivos, 0s quais podem favorecer ceassento dos corpos d’agua
do entorno. Os solos dessa area terdo sua estaaypeejudicada, baixo teor de
matéria orgéanica, reducao de sua atividade bickdgicomprometimento de sua
vegetacao, muitas vezes, sem a possibilidade dmesggdo. Posteriormente,
ocorre 0 abandono das areas exploradas sem o dawigarimento das normas
ambientais (FRANCO et al., 1995; MECHI e SANCHE®1Q).

A mineracdo, apesar de ser entendida como caatisade
desenvolvimento, também influencia negativamente rmdinamica
socioeconémica e ambiental da sua &rea de instalRgfia que essas questdes
sejam solucionadas, € necessaria a reavaliagaolidiagppublica da industria

mineradora, objetivando um consenso dos intereseemis, ambientais e
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econbmicos, garantindo, assim, o desenvolvimenstestavel dessa atividade
(IBRAM, 2013; VIEIRA, 2011).

2.3 Legislacdo da mineragéo no Brasil

No Brasil, a atividade da mineracao é regulada Pelcreto Lei n® 227,
de 28/2/1967, também conhecido como Cadigo de Mgder. Portanto, existe
um conjunto de normas e regulamentacfes que camtral exploragdo e o
aproveitamento dos recursos minerais brasileimsjuais se dao por outorga de
direitos minerarios em distintos regimes legais. Bfwel federal, existem
diferentes 6rgdos que tém a responsabilidade diirdefs diretrizes e
regulamenta¢des, bem como atuar na concessadizigéa e cumprimento da
legislacdo mineral e ambiental para o aproveitamelas recursos minerais
(VIEIRA, 2011; IBRAM, 2013).

Em 2011, foi lancado o Plano Nacional de Mineragé80 (PNM —
2030), cujo principal objetivo é orientar a forngda de politicas de médio e
longo prazo que possam contribuir para que o seioeral seja um alicerce
para o desenvolvimento sustentavel. Para isso,ns&essarios mecanismos
legais para controle de atividades consideradasng@cto ou que sejam
poluidoras, entre os quais estdo: o licenciamentbiental, a avaliagdo de
impacto ambiental, o plano de controle ambiental eecuperacdo de areas
degradadas (PNM 2030, 2011; IBRAM, 2013).

Em relacdo a recuperacao da area mineira degradl&kcreto Federal
n® 97.632, de 10 de abril de 1989, tem como exigépincipal o Plano de
Recuperacio da Area Degradada (PRAD), que temlpjetivm estabelecer um
novo equilibrio dindmico na area comprometida, rideuma recuperacao de
seus processos biolégicos, de maneira que osamiatruidos apés a mineragao

proporcionem condi¢des para o desenvolvimento aeged plano de
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reabilitacao envolve a reposi¢do na sequéncianaligios materiais estéreis e do
saprolito na cava minerada, visando a reconstituigfogréafica e a cobertura
desses com o material solo (QUINONES et al., 2008).

Os impactos relacionados a biodiversidade da @rgaorada sao
complexos e geralmente duradouros, caracteristipas dificultam sua
observacéo, descricdo, avaliagdo e previsdo. Coestmente, ha apenas
previsdes genéricas de impactos, como a reducagméntacdo ou perda de
héabitats, a eliminacéo de individuos e populac@ea alteracdo da estrutura da
comunidade. Entretanto, a Politica Nacional de oMAmbiente, Lei n°
6.938/1981 e a Resolugdo Conama n° 01/1986 témfeintl® para uma
ampliacdo de incorporacdo de exigéncias legai®estoslos ambientais e essas,
em muitos casos, tém permitido conhecer melhorversidade biolégica das
areas exploradas (IBRAM, 2013).

2.4 Recuperacéo de areas degradadas

A revegetacdo constitui a forma mais aceita pacieger os solos
contra a degradacdo; entretanto, o sucesso doekestimento das plantas e
sucessdo depende do grau de preservacdo da qealitadolo, que esta
relacionado com as suas propriedades. Baixa fladidi, baixa retencado hidrica,
reducdo da atividade bioldgica e auséncia de batessmentes sao fatores que
limitam o crescimento vegetal, inviabilizando, agsa recuperacdo natural da
vegetacdo (BARTH, 1989; IBAMA, 1990; PARROTA; TURNBL, 1997).

Por isso, a maioria desses solos depende da @mteachatéria organica
e da sua decomposigdo, exigindo, assim, uma coeumichicrobiana viavel.
Portanto, a quantidade e diversidade dos microrisgws podem ser
consideradas um indicador sensivel da qualidad®ldgpara o restabelecimento

bem sucedido da sua vegetagdo (POWLSON et al.))198decomposicao da
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matéria organica é especialmente importante emns drapactadas, onde as
agregacdes de raizes das plantas rodeadas poficdapaochosas formam um
importante nicho microbiano (BURBANCK e PLATT, 1968HURE e
RAGSDALE, 1977). O papel das comunidades microlsiardo solo,
particularmente aqueles relacionados aos cicldd deP, sdo relevantes para a
avaliacdo de sua recuperacao (HERRICK, 2000; NA®BD4; GIL-SOTRES et
al., 2005; IZQUIERDO, 2005; SOURKOVA et al., 2005).

Com o intuito de explorar o potencial benéfico dosro-organismos na
recuperacdo de areas degradadas pela mineracéa-seda utilizacdo de uma
estratégia sustentavel e eficiente, como o culiedeguminosas em simbiose
com bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferaslejuminosas (BFNNL).
Esse tipo de associacdo contribui de forma sigtifia na recuperacéo dessas
areas, sobretudo no aumento da biomassa e naadedd. (BROWN; LUGO,
1994; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estudos mostrasuledos satisfatérios
na recuperacgédo dessas areas com a utilizacéo élgesspativas inoculadas com
rizébios e com fungos micorrizicos (MATIAS et &007; RAO, 2001).

Matias et al. (2009), utilizandBentrosema coriaceulf,eguminosae) e
Tibouchina multiflora(Melastomataceae), inoculadas com fungos midoodz
(FMA) e/lou uma estirpe de rizobio, para restaunaa area de extracdo de
minério de ferro, concluiram que a dupla inoculagéoeficiou o crescimento
das duas espécies vegetais, aumentando o N e Pmasba vegetal, o que
resultou em uma melhoria da disponibilidade deienies, na matéria organica
e na capacidade de retencao de agua do solo.

Melloni et al. (2006), ao estudarem a eficiéneia diversidade de
BFNNL em solos de mineracdo de bauxita em reaffidacom gramineas,
leguminosas herbaceas, bracatinga, espécies asbdaavas e eucalipto,
observaram que o impacto negativo da mineragdo iérma diversidade

fenotipica cultural de BFNNL do que na nodulacae plantas-isca utilizadas e
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gue a revegetacao contribuiu para aumentar a dieels dessas bactérias na
area, especialmente quando ocorreu a introducBmdminosas.

Ribeiro de Souza et al. (2012) estudaram o piatede mudas de
Mimosa caesalpiniaefoljéErythrina speciosa Schizolobium parahybpara a
revegetacdo de areas contaminadas com chumboaotu@odsi realizado em
vasos com solos contaminados com diferentes coacées de Pb.
M.caesalpiniaefoliafoi a Unica espécie que nao apresentou sintomERERS
de toxicidade, sendo, portanto, considerada commas tolerante as altas
concentracbes do metal, enquaito. speciosae S. parahybaapresentaram
tolerdncia moderada. Das trés espécies estudadas;aesalpiniaefoliaé
potencialmente indicada para a revegetacao de éwat@mminadas com Pb.

Ferreira, et al. (2013) avaliaram a eficiéncialsética de estirpes de
Cupriavidus necator em Mimosa caesalpiniaefolid_eucaena leucocephala
Mimosa pudicaem solos contaminados com metais pesados na s&gukn
aplicacdo de materiais inorganicos. Houve uma onelhda nodulacdo das
leguminosas que apresentaram aumentos signifisatieoteor de N da parte
aérea. O efeito do silicato de calcio resultou eampnproducdo de matéria seca
da parte aérea da planta, aumento no nimero déoséel@aumento na taxa de
fixacdo de N. Os autores concluiram que a combide&izoébios, leguminosas
e silicato de célcio pode representar um fator-etgara a remediacdo de areas
contaminadas por metais pesados.

Costa (2014) encontrou uma alta diversidade fpitati genética e
simbidtica de rizébios isolados de nédulos de mutiad 1l espécies arbdreas.
Algumas das estirpes isoladas possuem o poteraial gso como inoculante
para o siratro, pois apresentaram alta eficiérdédiva na fixagédo de nitrogénio.

Como ja& exposto, a utilizacdo de leguminosaedtais em simbiose
com estirpes de rizébio apresentam inimeras vamsagg recuperacdo de areas

degradadas pela mineracdo. No entanto, para quedidande recuperacado
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ocorra de maneira totalmente satisfatoria, € ideal as plantas utilizadas no
processo possuam condi¢Bes ideais para o seu dbgerento. Para isso, é
indicado o cultivo das mudas em viveiros, uma ez eferecem condi¢cdes
controladas de umidade, irrigacdo, luminosidadmpezatura, tipo de solo,
adubacéo, além de protecdo contra o vento e chovaentrole de doencas,

pragas e ervas daninhas, e principalmente, mabrdeespecializada.

2.5 Utilizacdo de leguminosas na recuperacao de asdegradadas

A familia Leguminosae é dividida em trés subfaasiliPapilionoideae,
Mimosoideae e Caesalpinoideae compreendendo um ralUesimado de
20.000 espécies e 730 géneros (APG Il, 2003; LEVRZ®5). Essa familia
possui espécies de todos os tipos de habitos,jauliaeas, herbaceas, arbustos
e arvores.

As leguminosas apresentam grande potencial péizacdio em diversos
setores da economia nacional, seja para forneaintEnprodutos alimenticios,
medicinais, ornamentais, forrageiras, apicolas,emadcortica, fibras, 6leo e
tanino, entre outros, seja para a incorporagao istanwas consorciados, no
reflorestamento de matas ciliares e na recuperdedreas degradadas. Além
disso, muitas dessas espécies sdo capazes ddezsabenbiose com as BNL,
promovendo, assim, a fixacdo bioloégica de N (FBN).

Uma das caracteristicas importantes dessa ag8oaaa formacéo de
nédulos nas raizes das leguminosas. Estima-semjuelacdo a capacidade de
nodular, aproximadamente 23% dessas espécies tesitimmestudadas, das
quais 88% dos géneros nodulam (FARIA, et al, 1988)REIRA e
SIQUEIRA, 2006). Estudos sobre nodulagdo e FBN isfmrtantes para o
conhecimento da diversidade de rizobio e posteritizacdo de leguminosas

fixadoras de B em sistemas florestais, agroflorestais, agrosibtigris, e em
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programas de recuperacdo de areas degradadas (RRARE&I al., 1993;
DUPUY et al., 1994; FRANCO et al., 1996; FRANCO AMIPELLO, 2002).

Leguminosas em simbiose com BFNNL tém sido empiEgana
restauracéo da fertilidade do solo em areas dedmad@ois mantém o0s niveis
adequados de N no solo, dispensando o uso dezfertiés nitrogenados que
podem exercer impactos sobre o meio ambiente (FRANCFARIA, 1997).

Espécies arbéreas corheucaena leucocephalAcaciaspp. elngaspp.
sdo capazes de fixar até 500, 200 e 35 kg.N.ha-Ilamespectivamente
(CARDOSO et al., 1992; FARIA, 1993). Além dissodpm contribuir para a
ciclagem de nutrientes de modo efetivo, uma vez cquenentam
significativamente a biomassa do solo, sendo aidpdd dessa geralmente
superior aquela proveniente de espécies nao legsasn (FRANCO e
CAMPELLO, 2002).

2.6 Caracteristicas gerais das mudas de leguminogatiizadas neste estudo

O Centro de Tecnologia de Ferrosos - CTF Miguel@ovale S/A se
localiza na Fazenda Rio do Peixe S/N, na Zona Rigainunicipio de Nova
Lima/MG. O empreendimento consiste em um conjustarddades que tem por
finalidade realizar ensaios de pesquisa e deseémamio e assessoramento
técnico as unidades minerarias locais da Vale.

Entre essas unidades, encontra-se um viveiro atugfio de mudas de
espécies agricolas, florestais e ornamentais pegatabelecimento da flora das
areas de atuacdo da mineradora. Tendo em vigiepogssos de compensacdo
ambiental impostos a VALE S.A., torna-se de fundataleimportancia a
manutencdo de um viveiro de mudas para fornecimeetogermoplasma,
material esse que auxiliard na recomposi¢éo de @legradadas e destinadas a

compensacdao ambiental. Além de produzir mudas iaropnte ditas, essas
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estruturas podem ainda ser depdésitos temporariomdieiduos de espécies
vegetais oriundos de processos de supresséo vegetple garante taxa de
sobrevivéncia desses individuos, aclimatacdo, adana sua sobrevivéncia
quando do ato de reintroducéo.
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Quadro 1 Caracteristicas gerais das espéciegumileosas em viveiro (Lorenzi, 2002).

Espécies Subfamilia Ocorréncia Nodulacao Aplicagbes
Acacia Madeira é utilizada na construcado civil, lenha,
. . . Pantanal Matogrossense, carvdo, etc. As raizes possuem aplicagBes
farnesiana(L.) Mimosoideae . P + S e ~
Willd Paraguai e Bolivia medicinais e parasiticidas. Flores sdo usadas no
paisagismo, como inseticidas e na perfumaria.
. . . Madeira é Util na construcdo civil, carpintarja,
Anadenanthera Maranhéo até Parana e ~ & -arpin
. . . lenha, carvao, etc. Usada em arborizacdo e em
colubrinavar. . . Goias, na floresta pluvial : . ! s
. - Mimosoideae : . + plantio em florestas mistas destinadas| a
cebil (Griseb.) situada em altitudes . <
. . recomposicdo de 4&reas degradadas | de
Reis superiores a 400 m =
preservacgéo.
Madeira é util na construcgéo civil, confec¢éo|de
Clitoria Amazonas, Para, Maranhdo brinquedos e caixotaria. A arvore é utilizada
A I e Tocantins na floresta para fins ornamentais, na arborizagdo urbapa e
fairchildiana Papilionoideae : - + "
pluvial amazénica de terrg rural e em reflorestamentos heterogéneos
R.A. Howard . . N L -
firme destinados a reconstituicdo da vegetacad de
areas degradadas de preservagdo permanente.
. . . Utilizada para fins ornamentais, na formagéo
Erythrina Espirito Santo e Minas P: . . :
. S ) < . de cerca viva defensiva e é recomendada para
speciosa Papilionoideag Gerias até Santa Catarina, ha + - . - N .
. A L plantios mistos destinados a recomposi¢caq de
Andrews floresta pluvial atlantica . ~
areas degradadas de preservagao permanente.
. Em todo o pais, também ngs Madeira usada na carpintaria, bem como para
Inga marginata . . . . c ] ~ T
Wild Mimosoideae| demais paises da América + lenha e carvdo. Pomares e ornamentacao
' do Sul e Central urbana.
Madeira é usada para tabuado em geral, forros,
. fabricacéo de fésforos e para lenha e carvap. E
- Sudeste do pais, na encosta . P
Inga sessilis . . . grande fixadora de N e é indicada para a
Mimosoideae Atlantica e em matas de + . A
(Vell.) Mart. composicdo de reflorestamentos heterogémeos

galerias do cerrado

destinados a recuperagdo e enriqueciment

D da

vegetacdo de areas degradadas.
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Madeira € (til para usos externos (moirdes, est

acas

postes, etc), lenha e carvdo. Folhagem pode ser
Mimosa Maranhdo e regido usada como forragem e a arvore pode ser Utjl no
caesalpiniifolia | Mimosoideae| Nordeste até a Bahia, ng paisagismo, na producdo de cerca viva defensiva,
Benth. caatinga além de ser ideal para reflorestamentos
heterogéneos destinados a recomposicdo de @reas
degradadas de preservagdo permanente.
A madeira é usada para acabamentos| da
Rio de Janeiro, Minas construgdo civil, producdo de brinquedps,
Piptadenia Gerais, Mato Grosso do embalagens, lenha e carvdo. Flores sdo meliferas.
gonoacantha Mimosoideae| Sul até Santa Catarina, Planta com carater pioneiro, de rapido
(Mart.) J.F. Macbr principalmente na floresta crescimento, é indispenséavel nos reflorestamentos
pluvial da encosta atlantica mistos destinados a recomposi¢cdo de &reas
degradadas de preservagdo permanente.
Madeira usada na marcenaria, laminas faquepdas

Plathymenia
reticulataBenth.

Mimosoideag)

Amapa até Goias, Mato
Grosso, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul e Sap
Paulo, no cerrado e camp
cerrado

[)

decorativas, acabamentos internos na construcéo

civil. A arvore é util no paisagismo. Plan
pioneira adaptada a terrenos pobres é 6tima

ta
para

plantios mistos destinados & recomposicao de Treas

degradadas de preservagao.
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2.7 Diversidade bacteriana

A variabilidade entre os organismos vivos é chamde diversidade
biolégica e pode ser avaliada por meio de niveiortdmicos ou por
caracteristicas genéticas ou fenotipicas (MOREIRBIQUEIRA, 2006). A
importancia da diversidade microbiana do solo estacionada a
sustentabilidade dos ecossistemas e pode ser emadad como indicadores
sensiveis das mudancas do solo por alteracdespmasée pela vegetacao
presente (BALLARD et al., 2004; GASTINE et al., 200KASCHUK et al.,
2006; KENNEDY, 1999).

Apesar de sua grande importancia, a diversidadeolioainda é pouco
conhecida e a principal razdo para isso é a difaclé no cultivo de micro-
organismos pelos métodos convencionais de labaatAZEVEDO, 1998b;
PACE, 1997). Estima-se que apenas cerca de 1%rdasismos do solo sejam
cultivaveis, sendo essa porcentagem atribuida acopmnhecimento sobre seus
requisitos nutricionais e a biologia de organisnpoesentes em diferentes
amostras ambientais (AMANN et al., 1995).

Entre as vantagens de um conhecimento aprofundsulve a
diversidade microbiana, esta a compreensao dasdarexercidas pelos micro-
organismos e de suas interacdes com outros comgsnda biodiversidade,
como, por exemplo, as plantas (ARAUJO et al.,200RAUJO et al., 2002;
GARBEVA et al.,, 2001; MARILEY e ARAGNO, 1999; SESSCH et al.,
2002). Diante disso, é necessdéria a utilizacaadeidas mais sofisticadas que
auxiliem no avanco desse conhecimento. Recentemigaigicas moleculares
tem sido uma nova ferramenta para identificacdodi@rsidade, melhor
classificacdo e descoberta de novas espécies (MORESIQUEIRA, 2006).

Isso se deve a utilizacdo de crondmetros molezulafRNA

ribossbmico), ou seja, moléculas universais altaeneonservadas com funcdes
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especificas e que foram estabilizadas ao longovdugdo, sendo o gene 16S
um dos mais utilizados para detectar as relac@es lesctérias (WOESE, 1991).
O gene 16S pode ser amplificado pela reacéo emiacdd polimerase
(PCR) e o produto da reacdo pode ser clonado pasaguoenciamento ou
sequenciado diretamente (WEISBURG et al.,, 1991saB®cnica pode ser
empregada com facilidade em estudos de diversielgdea analisar as relacdes
filogenéticas entre espécies de bactérias fixaddesitrogénio (LIMA et
al.,2009; GUIMARAES et al., 2012; COSTA et al.,2D1Bessa forma, tais
técnicas mostram-se eficientes na avaliagdo dargitileele da comunidade

microbiana.

2.8 Fixacdo biolégica de nitrogénio

O nitrogénio (N) é um elemento essencial & manutencdo dos
organismos vivos, sendo constituinte de compostdaisy tais como;
aminoacidos, acidos nucleicos, proteinas, entreéosutNos vegetais, esse
nutriente é exigido em grande quantidade devidouiipticidade de reacGes
guimicas e biolégicas nas quais o elemento estédhaedw. Entretanto, a
disponibilidade do M é restrita, pois, apesar de ser abundante da fammos
terrestre na forma de,Nessa forma nao é assimilavel para a maioria dos
organismos.

A fixacdo do nitrogénio € o processo pelo qualt@génio atmosférico
€ convertido em aménia e torna-se assimilavel pararganismos, podendo
ocorrer por meio de descargas elétricas na atnagstdravés da industria
guimica (processo de Haber-Bosch) e através déeasdgoldgicas mediadas
pela enzima nitrogenase presente em alguns prommriBntre os organismos
capazes de fixar o nitrogénio, um importante grépgormado pelas bactérias

fixadoras de nitrogénio noduliferas em legumind&&NNL), que estabelecem
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com essas plantas uma simbiose mutualistica, a s&) que ambos os
componentes sao beneficiados. As bactérias fornquamm as plantas o N
atmosférico em forma assimilavel e as plantas légosas fornecem para as
BFNNL carboidratos essenciais a manutencéo de stabwlismo.

Portanto, a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBNYonsiderada uma
importante simbiose edafica na agricultura sustehtd A simbiose é uma
relacdo mutuamente vantajosa entre dois ou masi@mos vivos. Na relacéo
simbiética, os organismos agem ativamente em ctmjoera proveito matuo, o
gue pode acarretar em especializagbes funcionasada espécie envolvida.
Determinadas bactérias e fungos presentes no adenpestabelecer associacéo
mutualistica com diferentes espécies vegetaisopcmmando, assim, vantagens
para ambos os organismos integrantes da relacaddRENRA e SIQUEIRA,
2006).

Quando o aporte de,Nos sistemas agricolas é realizado de maneira
biolégica em vez da utilizacdo de insumos oriundesprocessos quimicos
industriais, os beneficios provenientes da FBN @sce o mero aumento da
producao vegetal. A FBN evita problemas associadosso do N industrial, ja
gue a eficiéncia da absorcéo de N fornecido p&dgiZantes para as plantas é
baixa devido a facilidade com que esse pode satizatlo na forma de aménia
ou lixiviado na forma de nitrato, ou ainda sofresuitrificacdo, sendo perdido
na forma de B Além disso, esses fertilizantes sdo onerosos masd utilizados,
podem contribuir para o alto custo de producédocalg causar contaminacgéo
ambiental e contribuir para a emissdo de gasesnsapeis pelo efeito estufa
(CANTARELLA, 2007).

A adubacado quimica nitrogenada é totalmente suiuktipela FBN para
a cultura da soja no Brasil (MOREIRA e SIQUEIRA,08D Nesse caso, a
adubacdo foi substituida pela inoculagdo de bastémoduliferas em

leguminosas do géneRradyrhizobium proporcionado uma producgéo eficiente
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e responsavel. Com isso, fica evidenciada a impcidadessa simbiose na
agricultura moderna, que visa a uma otimizacdo dalygdo de maneira

sustentavel.
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Resumo -A degradacdo ambiental causada pela mineracadaesush
criacdo de leis ambientais que obrigam as empresesadoras a mitigar
0s impactos causados por essa atividade. A reagigetcom diversas
espécies de plantas é uma técnica bastante wiligach a reabilitacdo
dessas areas. Entretanto, esse processo € lantdaeld quando ocorre
natural e espontaneamente. Diante disso a utibzdedespécies arboreas
leguminosas inoculadas com estirpes de rizobiosma alternativa
indicada para a recuperagdo e sucessao vegetalateimpactados. O
objetivo deste trabalho foi de avaliar a diversaléehotipica, genotipica

e simbidtica de bactérias isoladas de nodulos dgamde espécies de
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leguminosas arbéreas utilizadas para a recupeEd@reas degradadas
pela mineracdo. Através do isolamento dos néduboant obtidas 93
estirpes de bactérias que foram submetidas ao gD de
autenticacdo em simbiose com siratkacroptilium atropurpureum O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo d¢@ ddm trés
repeticdbes e conduzido por um periodo de 45 diasa Rerificar a
diversidade genética realizou-se a extracdo do DgeéAOmico e o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Das 98estisoladas
foram sequenciadas 43, as quais sao representi@ntiess dos sete grupos
culturais formados: RA (crescimento rapido com ifica;do do meio de
cultura), RAL (crescimento rapido com alcalinizagiomeio de cultura)
e LAL (crescimento lento com alcalinizacdo do ma@éculura). Foram
encontrados o0s géneroRhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Paenibacillus, Mesorhizobium, Variovorax, Bacillu8revibacillus,
Mucilaginibacter, Polaromonas, Dyella, Pseudomonagyriglobus e
SphingomonasNos experimentos de autenticagcdo 33 % dos isslado
nodularam. Os resultados mostraram alta diversidgadética, fenotipica

e simbidtica.
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Termo para indexacdo: Leguminosas arboreas, fixdgéhbgica de
nitrogénio, recuperacdo de areas degradadas.
Abstract

The environmental degradation caused by mining ltegsuin the
creation of environmental laws which require mingampanies to mitigate the
impacts caused by this activity. Revegetation widlhious plant species is a
technique widely used for the rehabilitation of sheareas. However, this
process is slow and limited, when it occurs nalyeid spontaneously. The use
of leguminous tree species inoculated with rhizbbiaains is an alternative
indicated for the recovery and plant successioimpicted soils. The objective
of this study was to evaluate the phenotypic, ggiotand symbiotic diversity
of bacteria isolated from seedling nodules of leignoms tree species used for
the recovery of degraded areas by mining. They Awacia farnesiana,
Anadenanthera colubrina, Clitoria fairchildiana, #hrina speciosa, Inga
marginata, Inga sessilis, Mimosa caesalpiniifolRiptadenia gonoacanthand
Plathymenia reticulataBy isolating the nodules, 93 strains of bacteviere
obtained and they were submitted to the autheidit&xperiment in symbiosis
with siratro (Macroptilium atropurpureum The experiment was carried out in a
greenhouse, in a completely randomized design (CQRID) three replications,
and conducted for a period of 45 days. In ordeveofy the genetic diversity,

the extraction of genomic DNA and the partial semireg of the 16S rRNA
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gene was performed. From 93 strains isolated, 4@ wequenced, which are
representatives of three of the seven culture grdapned: RA (rapid growth
with acidification of the culture medium), RAL (ridpgrowth with alkalinization
of the culture medium) and LAL (slow growth wittkalinization of the culture
medium). The generf@hizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Paeniblasi)
Mesorhizobium, Variovorax, Bacillus, BrevibacillusMucilaginibacter,
Polaromonas, Dyella, Pseudomonas, Terriglobarsd Sphingomonaswere
found. In the authentication experiments, 33% efifvlated ones nodulated. A
high genetic, phenotypic and symbiotic diversityswiaund in the studied
rhizobia.

Keywords: Leguminous trees. Biological nitrogen fixation. Reery of

degraded areas.

Introducéo
A mineracdo é um dos setores béasicos da economia
brasileira responsavel por disponibilizar para @estade os recursos
essenciais para 0 seu desenvolvimento, contribuindo
significativamente para o progresso econémico @sédltural do
Pais. A atividade é responséavel pela producéo dériaaprima para

diversos produtos que utilizamos cotidianamenteela geragcéo de
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empregos diretos, sendo, portanto, importante pa@brevivéncia e
conforto da sociedade. Entretanto, essa atividadeacimpactos na
sua area de exploracdo, como a retirada da vegetaisando perda
da matéria organica do solo e consequente perdauwe nutrientes
(CAMPELLO, 1998).

O papel protetor da vegetacdo para o sdsuma importancia,
uma vez que reduz consideravelmente as chancesgiadd¢cédo do
mesmo. Por isso, a auséncia de uma alta diversidaydtal nas areas
impactadas demandara um programa de recuperac&adoaso
conceito de sustentabilidade ecologica, atentapdopmra a
biodiversidade, a ciclagem de nutrientes e o flde energia,
objetivando o resgate da produtividade daquele solo

Um solo produtivo é caracterizado por passuina alta
diversidade de espécies vegetais em um mesmo cubiv em
sucessdao, elevados niveis de matéria organicaeesitiade da vida
no solo, além da eficiéncia na utilizacdo de aguae nutrientes. As
primeiras técnicas dos programas de recuperacamvasadicdo de

mais matéria organica do que a quantidade minaddizPara isso, é

importante o uso de espécies que adicionem car@ne nitrogénio



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

54

(N,) ao sistema, além de fornecer material formadosedapilheira
com decomposicao (FRANCO et al., 2003).

O emprego de espécies arblreas leguminosasiladas com
bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas dgur@nosas
(BFNNL) é uma alternativa potencialmente satisfatopara a
revegetacao de areas degradadas pela mineracacddsnmaincipais
caracteristicas dessa simbiose € o aumento da $sareaa entrada de
N2 no sistema (BROWN e LUGO, 1994; MOREIRA e SIQUEIRA
2006).

A fixacdo biolégica de nitrogénio promoviplela simbiose entre
leguminosas arboreas e BFNNL pode ser maximizadarpa maior
diversidade dessas ultimas em areas degradadasvegnque s&o
capazes de se associarem com varias espécies umirlegas,
aumentando a resiliéncia dos processos microbmsgiaquele solo
(MELLONI et al., 2006; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006)Além
disso, algumas BFNLL possuem resisténcia a metasados,
podendo sua utilizacdo ser de grande importanci@ageracao de
areas contaminadas (TRANNIN et a.l, 2001; MATSUDA a,

2002; FERREIRA et al., 2013).
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O presente trabalho teve por objetivo aamlia diversidade
genotipica, fenotipica e simbiotica de BFNNL qudaleslecem
simbioses com mudas dé\cacia farnesiana, Anadenanthera
colubrina, Clitoria fairchildiana, Erythrina specga, Inga marginata,
Inga sessilis, Mimosa caesalpiniifolia, Piptadeng@noacanthae
Plathymenia reticulataleguminosas arboreas coletadas no viveiro do
CTF Miguelédo (Centro de Tecnologia de FerrososyAlBE S/A.

Material e métodos

Area de estudo e coleta de n6dulos de rizébios

As mudas das espécies arboreas foram coletadasve&ico do
Centro de Tecnologia de Ferrosos - CTF Migueldo \idde S/A,
localizado na Fazenda Rio do Peixe S/N, na ZonalRiar municipio de
Nova Lima/MG em 10 de outubro de 2014. Foram cditaluas mudas
de cada espécie arborea estudada, ou skgacia farnesiana,
Anadenanthera colubrina, Clitoria fairchildiana, fghrina speciosa,
Inga marginata, Inga sessilis, Mimosa caesalpitigfo Piptadenia
gonoacanthae Plathymenia reticulata Essas espécies arboreas foram
utilizadas por seu emprego em programas de reqfierde areas

degradadas e pela capacidade que algumas possuese dssociar
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eficientemente com algumas estirpes de género$-bNi&B, as quais tém
sido aprovadas como aptas para a producdo de ambesl| comerciais
(FRANCO e FARIA, 1997; FARIA e MELO, 1998; FARIAGUEDES;
1999; FARIA, 2000; FARIA e FRANCO, 2002; MAPA, 2011

O processo de retiradas dos nodulos radicularssndalas foi
realizado no Laboratério de Biologia, Microbiologia Processos
Biologicos do Solo (DCS) da Universidade FederalLderas (UFLA).
Foi utilizada apenas uma muda de cada espécieearboltetada, da qual
foram retirados seis nddulos que foram lavadoseposinente em agua
corrente e submetidos ao processo de isolamentestigzes.

Durante este processo, foram retiradas amostrasubstrato de
cultivo das mudas para analises quimica e fisioa.gEral, o substrato
apresentava pH tendendo a neutralidade e a ditadéete indicada pelos
valores das bases trocaveis e porcentagem dacgwla bases (Tabela

1).
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Tabela 1 Andlises quimicas e fisicas do substrattuttivo das mudas das espécies de leguminosasudies
provenientes do viveiro Centro de Tecnologia dedses - CTF Migueldo da Vale S/A.

pH K P c&' Mg Al%* H+Al SB t T Y m
----- mg/dn? - cmol/dni e —

A .farnesiana 6,0 58 22,93 3,6 1,2 0,2 4,04 4,95 5,15 8,99 55,053,88
A.colubrina 6,0 168 76,96 16,08 0,98 0 1,66 17,49 17,49 19,151,349 0
C.fairchildiana 7.4 36 3,21 1,6 1,2 0 1,49 2,89 2,89 4,38 66,03 0
E.specios 7,3 94 84,5¢ 15,2 0,7 0 1,07 16,14 16,14 17,21 93,7¢ 0
l.marginata 6,4 52 27,27 3,1 15 0 1,86 4,73 4,73 6,59 71,83 0
I.sessilis 6,5 82 121,14 15,23 1,08 0 1,07 16,52 16,52 17,593,92 0
M.caesalpiniifolia 4,2 90 26,05 1,13 0,32 1,2 5,05 1,68 2,88 6,73 9724, 41,67
P.gonoacanth 6,7 58 6,88 1k 1,2 0 1,4¢ 2,8t 2,8t 4,32 65,64 0
P.reticulata 5,7 52 9,62 1,77 1,3 0 1,66 3,2 3,2 4,86 65,91 0

M.O P-remr Zn Fe Mn Cu B S Argila Silte Areia

daglk¢ mgl/L mg/dn® dag/kg
A.farnesiana 1,75 19,58 1,16 80,73 29,54 0,07 0,5 44,93 46 3 51
A.colubrina 5,7¢ 9,91 4,2¢ 106,9¢ 259,97 0,62 0,17 31,31 46 26 28
C.fairchildiane 0,97 9,91 1,81 85,24 15, 0,8¢ 0,21 15,0¢ 46 22 32
E.speciosa 6,15 4,04 5,27 23,87 211,19 0,1 0,24 24,46 44 21 5 3
I.marginata 1,99 17,71 5,47 89,33 27,3 1,11 0,26 15,05 50 18 2 3
|.sessilis 3,84 10,6: 4,5¢ 70,86  211,9: 0,7¢ 0,12 27,31 44 13 43
M.caesalpiniifolia 0,65 10,63 1,54 35,72 21,89 0,78 0,08 28,07 52 20 28
P.gonoacantha 0,75 2,84 3,12 71,84 16,12 0,21 0,28 38,98 60 16 4 2
P.reticulata 1,29 10,99 6,04 60,67 17,4 0,9 0,06 38,98 62 15 23

Legenda:

pH em &gua; Ca — Mg — Al — Extrator: KCl — 1 mol.— Extrator — Fosfato monocalcio em &cido acético
SB = Soma de bases trocaveis P — Na — K — Fe—NIn — Cu — Extrator Mehlich 1

CTC (T) — Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,8 All— Extrator : SMP

m = indice de Saturacéio de Aluminio CTC (t) - Céghete de Troca Catibnica Efetiva

P-rem: Fosforo remanescente V = Indice de Saiorde Bases

Mat. Org. (MO) — Oxidagéo: Ner,O; 4N+H,SO, 10N B — Extrator Agua quente
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Isolamento e caracterizag&o cultural

Os nodulos retirados das espécies arboreas foamadds e
hidratados em agua destilada estéril, por 30 minuwRosteriormente, o0s
nédulos foram desinfestados superficialmente enooéletilico 95%
durante 30 segundos e em@d por trés minutos, em seguida foram
lavados em agua destilada estéril por seis vezese&entes utilizados
para a desinfestacdo (alcool,(4 e agua) dos nddulos foram trocados
para cada espécie e a agua da ultima lavagem é&gjuehda para
comprovar a eficacia do processo de desinfesta@donddulos foram
macerados em placas contendo meio de -cultura 79EOFR
WAKSMAN, 1928) e o liquido obtido foi espalhado éonma de estrias
compostas para a obtencéo de coldnias isoladas.

Os morfotipos observados foram plaqueados e padifis em
meio de cultura 79. Um total de 94 estirpes fordntidas e estocados em
meio 79 (liquido), mais glicerol 20% e armazenadt?@ e também em
agua destilada estéril a temperatura ambiente.

As estirpes foram avaliadas quanto as seguintexcteaisticas
culturais: taxa de crescimento avaliado pelo terdpoformacao de

colénias isoladas (1-3 dias, crescimento rapid®; dias, crescimento
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intermediario; 6-10, crescimento lento; mais de difls, crescimento
muito lento), alteracdo do pH do meio (acidificac@eutralizacdo e
alcalinizacdo); caracteristicas das coldnias: coenfe, branca, amarela
ou rosa); diametro das colénias (mm); borda (iateiondulada,
filamentosa, lobada ou denteada); forma (circularegular ou
puntiforme); elevacao (plana, lente, convexa, dikag- umbilicada ou
umbanada); superficie (lisa, rugosa ou papilosa@taldes Opticos
(transparente ou opaca); consisténcia da coloeiza(saquosa, gomosa,
butirica ou viscosa); producdo de exopolissacasidescassa, pouca,
moderada ou abundante) e absorgéo de corante.
Autenticacéo das estirpes

Para a avaliacdo da autenticacdo das estirpagiliaado o
siratro (Macroptilium atropurpureumpor ser uma planta hospedeira
promiscua que estabelece simbiose com bactériaglofias de
nitrogénio (BFN) de diversos géneros, con®hizobium e
Sinorhizobium(BROMFIELD e BARRAN, 1990; TRINICK et al.,
1991), Mesorhizobium e Bradyrhizobium (JORDAN, 1984),
Azorhizobium (FLORENTINO et al., 2009; GONCALVES e

MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., 2006)Burkholderia-subclasse
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B-proteobactéria  (MOULIN et al, 2001, SILVA, 2009,
CARVALHO, 2010) e Cupriavidus (FLORENTINO et al., 2009,
SILVA et al., 2012).

Foram instalados dois experimentos em casa detagége nos
dias 06/12/2014 e 10/12/2014 que possuiam 49 stitpes (tratamentos)
respectivamente, essa divisdo objetivou uma mettamipulacdo durante
a instalacdo dos mesmos garantindo assim uma edacpossibilidade
de contaminacdo. Em cada experimento foram adidamadois
tratamentos controle positivos (com baixo teor dmiNeral e inoculado
com as estirpes referéncia para o siratro, UFLR02-e SEMIA 656). O
controle positivo UFLA 04-0212, identificada corBoadyrhizobiumsp
possui comprovada eficiéncia em estabelecer simbamsn o siratro
(FLORENTINO et al.,, 2009) e a SEMIA 656 também @ecente ao
géneroBradyrhizobiumé estirpe aprovada como inoculante psratro
(Macroptilium atropurpureumy pelo MAPA. Além disso, dois
tratamentos sem inoculacao (negativos) também fadicionados nos
experimentos: um sem nitrogénio mineral (S/N) e utrao contendo
nitrogénio mineral (C/N) para comprovar a ausémeacontaminacéao e

para comparacao com as plantas inoculadas.
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As plantas foram cultivadas em tubetes de pq@lifgno com
capacidade volumétrica de 250 *cobntendo uma mistura de areia e
vermiculita na proporgédo de 1:1 (v:v) e adicionadducao nutritiva de
Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1950) esterilizada, almrdo com a
necessidade das plantas. Para a inoculacao, gesselecionadas foram
crescidas em meio “79” liquido sob agitacdo, pocaxele trés a sete dias
de acordo com a taxa de crescimento das estirpesmMplantadas duas
sementes de siratro por tubete e inoculado 1 méudpenséo bacteriana
na fase log em cada semente. Ap0s uma semana e gt feito o
desbaste restando apenas uma planta por tubete.

Nos tratamentos controle com baixo teor de N eimasulados, a
solucdo nutritiva de Hoagland utilizada continh265ng.L* de N, a qual
€ considerada uma dose de arranque para o prates$s@cao bioldgica
de nitrogénio. As seguintes quantidades de solugstoque foram
adicionadas em 4 L de 4gua: 0,1 mL de 114'¢\H,H,PO;; 0,6 mL de
101,11 g.[* KNOs; 0,4 mL de 236,16 gt Ca(NQ),.4H,0; 2 mL de
246,9 g.I* MgSQ,.7H,0; 3 mL de 87,13 gL K,SO,; 10 mL de 12,6
g.L* Ca(HP0Oy)2.H,0; 200 mL de 1,72 gt CasSQ.2H,0; 1 mL

FeEDTA e 1 mL de micronutrientes (2,86 m§.Hs;BOs; 2,03 mg.[*
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MnSO,.4H,0; 0,22 mg.r' ZnSQ.7H,0; 0,09 mg.r* NaMoO,.H,0;
0,08 mg.L"). No controle com teor de nitrogénio mineral (Mgal para o
desenvolvimento das plantas foi utilizada a solug&éloagland e Arnon
(1950) completa com 52,5 mg-de nitrogénio.

Os experimentos foram conduzidos por 45 dias em Bo@ trés
repeticdes e apos esse perido foi analisada angees®l auséncia de
nodulagao.

Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estipbacterianas

Um total de 42 estirpes foram submetidas ao setpraento
parcial do gene 16S rRNA. Para isso, foi realizadaxtracdo do DNA
gendmico das estirpes pelo método de lise alcalomao descrito por
Niemann et al. (1997), a partir de células de calpura, cultivadas de
trés a sete dias em meio de cultura 79 (FRED e WAKIS, 1928). Para
a amplificacdo do gene 16S rRNA foram utilizados pees de
oligonucleotideos iniciadores primers 27F
GAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)
(LANE, 1991). Aliquotas de gL do templatede DNA foram utilizadas
para 50uL de reacdo de PCR. O volume final dos reagentesgagéao

foram: 5uL de tampé&o KCI para PCR (10X),u& dNTP Mix (0,2 mM
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de cada), 4L (2,5 mM) de MgCJ, 1 uL de cadgrimer (10 uM), 0,4 uL
(5U pL™) deTagDNA Polimerase e &gua estéril ultra pura para
completar o volume da reacdo. A reacao de ampjdizcdoi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercyilatas seguintes condices:
desnaturacéo inicial de 94°C por 5 minuntos, 3®<€ide desnaturacéo
(94°C por 40 segundos), anelamento (55°C por 40nseg), extensao
(72°C por 1 minuto e 30 segundos) e uma extengsab de 72°C por 7
minutos. Os produtos amplificados foram separadosgel de agarose
1% e visualizados sob luz UV. Os produtos de PGBnficenviados para
0 Laboratério da Macrogen (Coréia), para purificacée
sequenciamento. A qualidade das sequéncias foraha@das com uso do
programa BioNumerics, versdo 7.1 (Applied Mathssthky TX, EUA) e
posteriormente foram submetidas ao programa BLA@Bthesda, MD,
EUA) (ALTSCHUL et al.,, 1997), para comparacdo coeylgncias
similares depositadas no banco de dados do GenBari¥ational Center

for Biotechnology Information (NCBI).
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Resultados e discussao

Isolamento e caracterizagéo cultural

Foram obtidas 93 estirpes bacterianas a partisalamento dos
nédulos das nove espécies arbOreas estudadas. Heotados seis
nédulos de cada espécie arbérea e obtidas seigesstios nédulos de
Anadenanthera colubrinasete dePiptadenia gonoacanthaoito de
Acacia farnesianae de Mimosa caesalpiniifolia,nove de Clitoria
fairchildiana e delnga marginata,11 delnga sessilis17 deErythrina
speciosa 18 dePlathymenia reticulata

Das 93 estirpes obtidas 75 % apresentaram crasmapido,
13 % crescimento intermediario e 12 % crescimestol Em relacdo a
alteracdo do pH do meio de cultura, 58 % das estiggidificaram, 17 %
mantiveram neutro e 25 % alcalinizaram. Caracteastdo tempo de
crescimento e da reacdo do indicador de pH do ndeiocultura,
permitiram a formacdo de sete grupos culturaisufigidl). As espécies
arbéreas que apresentaram maior diversidade dufanam Erythrina
speciosae Plathymenia reticulataalém de maior nimero de estirpes

(Figura 2).
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293 A maioria das estirpes acidificou o meio de calt(68%),
294  apresentou coloragdo amarela, forma circular, bamntiira, moderada
295 producdo de exopolissacarideo, consisténcia de amaéssirica e
296 absorveram indicador (Figura 3).
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Figura 1. Estirpes isoladas dos nédulos das espécies ashdlistribuidas em
sete grupos culturais baseados no tempo de cregoimeeacdo do pH do meio
de cultura: crescimento rapido com acidificacaorgdo (RA), sem alteracdo do
pH do meio (RN) e alcalinizando o meio (RAL); ciiesento intermediario sem
modificar o pH do meio (IN) e com alcalinizacédo meio (IAL); crescimento

lento sem modificar o pH do meio (LN) e com aldakigdo do meio (LAL).
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Acacia farnesiana Anadenanthera colubrina Clitoriafairchiidiana
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Figura 2: Numero de estirpes isoladas das espécies arbagrapadas

por  tipos culturais baseados no tempo de crestimeralteracdo do
pH do meio de cultura: crescimento rapido com iicatdo do meio
(RA), sem alteracdo do pH do meio (RN) e alcadindo o meio (RAL);
crescimento intermediario sem modificar o pH doom@N) e com
alcalinizacdo do meio (IAL); crescimento lento seradificar o pH do

meio(LN) e com alcalinizacdo do meio (LAL).
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Figura 3: Distribuicdo de todas as estirpes isoladas dakiloé das
espécies arboreas baseada nas caracteristicasaisulpH, cor, forma,
borda, EPS ( Producdo de exopolissacarideo), CliGhgisténcia da

massa da colbnia) e absorcao de corante.
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Autenticacao das estirpes

Nos experimentos de autenticacdo das 93 estigpatiadas
apenas 32 estirpes foram capazes de estabeled@osentom o siratro.
N&o houve formacdo de nddulos nos controles negatie nodulacéo
(com nitrogénio e sem nitrogénio), o que indica q® ocorreu
contaminacdo nos experimentos. Os controles positde nodulacao
utiizados, UFLA 04-212 e Semia 656, nodularam raimente,
concordando com trabalho anterior (FLORENTINO et 2009). Na
tabela 2 estd representada a nodulacdo do simdaulado com as

estirpes isoladas dos nodulos das espécies arboreas
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351 Tabela 2 Autenticacdo de 93 estirpes de bactérias quantodilacdo de

352 siratro, isoladas de nédulos de mudas de espéoessthis cultivadas em

353 viveiro no Centro de Tecnhologia de Ferrosos - CTi§udlao da Vale S/A.
Isolados Nodulacdo Isolados Nodulacdo Isolados Nddgédo

01-1002 + 01-1034 + 01-1065
01-1003 - 01-1035 + 01-1066 -
01-1004 - 01-1036 - 01-1067 +
01-1005 - 01-1037 - 01-1068 -
01-1006 - 01-1038 + 01-1069 -
01-1007 - 01-1039 + 01-1070 -
01-1008 - 01-1040 + 01-1071 -
01-1009 - 01-1041 - 01-1072 -
01-1010 + 01-1042 + 01-1073 -
01-1011 - 01-1043 + 01-1074 -
01-1012 - 01-1044 + 01-1075 -
01-1013 - 01-1045 + 01-1076 -
01-1014 - 01-1046 + 01-1077 -
01-1015 - 01-1047 - 01-1078 -
01-1016 - 01-1048 - 01-1079 -
01-1017 - 01-1049 - 01-1080 -
01-1018 - 01-1050 - 01-1081 -
01-1019 + 01-1051 - 01-1082 -
01-1020 - 01-1052 - 01-1084 -
01-1022 - 01-1053 - 01-1085 +
01-1023 - 01-1054 + 01-1086 -
01-1024 - 01-1055 - 01-1094 +
01-1025 - 01-1056 + 01-1095 +
01-1026 + 01-1057 - 01-1096 +
01-1027 - 01-1058 - 01-1097 -
01-1028 - 01-1059 - 01-1098 +
01-1029 + 01-1060 - 01-1099 +
01-1030 + 01-1061 - 01-1100 +
01-1031 + 01-1062 - 01-1101 +
01-1032 + 01-1063 - 01-1102 -
01-1033 + 01-1064 - 01-1103 +
354
355

356
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357 O siratro estabeleceu simbiose com estirpes iselddanddulos
358 de Acacia farnesiana, Anadenanthera colubrina, Cligofairchildiana,
359 Erythrina speciosa, Inga sessilis, Mimosa caesdlpiia, Piptadenia
360 gonoacanthae Plathymenia reticulatapu seja, oito das nove espécies
361 arbdreas estudadas. As estirpes isoladas da es$pgaienarginatando
362 foram autenticadas em siratro. As estirpes isoldd&Ssythrina speciosa
363 e Plathymenia reticulataforam as que obtiveram maior frequéncia na
364 nodulacdo do siratro, seguidas pelas estirpes dsslade Clitoria
365 fairchildiana.

366 O siratro estabeleceu simbiose com estirpes déts grupos
367 culturais encontrados nesse trabalho, s&o elesRRIA,RAL, IN, IAL,
368 LN e LAL. Resultados de alta diversidade culturaio os obtidos no
369 presente trabalho tém sido relatados na literaflESUS et al., 2005;
370 FLORENTINO et al.,2009). Algumas das estirpes santds do siratro
371 pertencentes aos grupos culturais RA e LAL foraentificadas como
372 pertencentes aos génerdthizobium (RA), Bradyrhizobium (LAL),
373 Mesorhizobium (RA), Burkholderia (RA) e Paenibacillus (RA),
374 resultado este que confirma a promiscuidade ddastap(LIMA et al.,

375 2009; SILVA et al., 2012).
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A baixa taxa de nodulacdo obtida nos experimentes
autenticacdo pode ser explicada por alguns fatorgsrtantes. Durante
o isolamento, todas as estirpes oriundas dos n&dolam isoladas,
obtendo-se, portanto, estirpes simbidticas e nabiéticas. Ha registros
na literatura com situacdo semelhante onde a maidais estirpes
isoladas de nddulos ndo foi autenticada em ouspécees vegetais ou
nos hospedeiros de origem (DE LAJUDIE et al., 199%t al., 2008).

Outra possivel explicacdo para a baixa nodulac&@uet essas
estirpes ndo foram inoculadas nas suas espéciesgden, ou seja, de
onde foram isoladas, sugerindo assim, certa espdadfle dessas
bactérias com seu hospedeiro original (MOREIRA@LEEIRA, 2006).

A baixa taxa de nodulacdo encontrada nos resultatis
experimentos de autenticacdo e de eficiéncia pste eelacionada as
altas temperaturas registradas na casa de vegeta#de o periodo em
gue os mesmos foram instalados. A temperatura nédk@ma registrada
no interior da estufa foi de 43° C. Essas condigies/avelmente
afetaram a infeccdo de algumas estirpes. Contugosgivel inferir que

as estirpes que nodularam sao tolerantes a alfzetatara, caracteristica
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394 positiva uma vez que um dos critérios nos estadgoselecado de estirpes
395 é que sejam competitivas em condi¢Bes de estresse.

396 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

397 Das 93 estirpes de bactérias isoladas dos nédia®snudas de
398 leguminosas estudadas, 43 foram sequenciadas, ass OsBO
399 representantes de trés dos sete grupos cultunagdos (RA, RAL e
400 LAL). As sequéncias obtidas variaram de 319 a JpH08s de bases, com
401 similaridade de 91 % a 100 % com as sequénciastipes depositadas
402 no GenBank.

403 Os resultados obtidos pelas anélises das sequémnagisaram que
404  houve diversidade de géneros de BFNNL, além dapegasde estirpes de
405 géneros considerados ndo noduliferos. Das 43 estspquenciadas, 12
406 foram identificadas como pertencentes ao géRdriaobium nove como
407  Bradyrhizobium,cinco comoPaenibacillus quatro comaBurkholderig
408 trés comoMesorhizobiume dois comad/ariovorax Os género8acillus,
409 Brevibacillus, Mucilaginibacter, Polaromonas, Dyell Sphingomonas
410 Pseudomonas Terriglobusforam representados por apenas uma estirpe

411 (Tabela 3)
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412 Tabela 3 ldentificagcdo de estirpes com base nas sequédoidsS rRNA mais similares encontradas no
413 GenBank. Os isolados sédo oriundos de diferenteiciespde leguminosas arboreas cultivadas em vineiro
414 Centro de Tecnologia de Ferrosos - CTF Miguelavala S/A.

Hospedeiro de  Cédigos$? Cadigo Grupo$® B9 Sequéncia mais similar encontrada no GenBank
origem isolados ~ UFLA  Nodulagd®  culturais Espécie Si Acesso
A. farnesiana E3B1 01-1060 - RAL 781 Mucilaginibacter sp. 99 HM204922.1
A. farnesiana E3b2 01-1056 + RA 75% Rhizobium sp. 100 HMA486519.1
A. farnesiana E3a 01-1057 - RA 101¥+  Pseudomonasp. 99 EU143651.1
A. colubrina AVda 01-1084 - RA 659~ Burkholderiasp. 100 JQ316419.1
A. colubrina AV6b 01-1086 - RAL 803***  Dyellasp. 99 JX173884.1
A. colubrina AV5a 01-1080 - RA 518 Rhizobiunsp. 99 KM926553.1
A. colubrina AVla 01-1082 - RA 554+ Paenibacillussp. 99 EF612325.1
A. colubrina AV6a 01-1083 ND RA 319+ Sphingomonasp. 99 HEGS75948.1
C. fairchildiana S3b2 01-1096 + LAL 765 Bradyrhizobiunsp. 99 KF114645.1
C. fairchildiana S5b 01-1102 - RA 691 Brevibacillussp. 99 EU571150.1
C. fairchildiana Slc 01-1097 - RAL 996+ Variovoraxsp. 99 KJ184862.1
C. fairchildiana S2a 01-1100 + LAL 835+ Bradyrhizobiunsp. 100 KF933598.1
E. speciosa M4a 01-1026 + LAL 1251+ Bradyrhizobium sp. 99 KF114645.1
E. speciosa M2c2b 01-1027 - RA 1276 Rhizobiunmsp. 99  AF511494.1
E. speciosa M2b 01-1037 - RA 1319 Rhizobiunsp. 99 AF510630.1
E. speciosa M2a 01-1034 + RA 1153 Mesorhizobiunsp. 97 AB480767.1
E. speciosa Mi1C 01-1024 - RA 712+ Rhizobiunsp. 100 KF933542.1
E. speciosa M5c2 01-1028 - RA 775 Burkholderiasp. 100 EU827486.1
E. speciosa M5cl 01-1029 + RA 822+ Rhizobiunmsp. 99 KF933541.1
I. marginata IF4ala 01-1075 - RA 121% Burkholderiasp. 91 JN172099.1
I. marginata IF4a2 01-1071 - RA 1289 Paenibacillussp. 93 JX266342.1
|. marginata IF5a2a 01-1074 - RAL 609 Polaromonasp. 99 AB730465.1

M. caealpiniifolia SC2a 01-1002 + RA 1330 Burkholderiasp. 100 FJ025136.1
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. sessilis IM2a 01-1016 - RA 825+ Rhizobium sp 100 AB456618.1

. sessilis IM5a 01-1013 - LAL 996++* Bradyrhizobiunsp. 99 FJ390937.1

. sessilis IM2c 01-1017 - RA 950+ Mesorhizobiunsp. 99 EU571131.1

. sessilis IM5b2 01-1014 - RA 881 Rhizobiunsp. 99 KF933541.1

. sessilis IM5b1 01-1012 - LAL 994+ Bradyrhizobiunsp. 99 KF114645.1

. sessilis IM6b1 01-1015 - RA 772 Rhizobium sp. 99 KF933537.1
M.caesalpiniifoli SC3a 01-1008 - RA 614 Terriglobussp. 100 _AY587228.1
M.caesalpiniifoli SC4al 01-1006 - LAL 917+ Bradyrhizobiunsp. 99 KF113099.2
P. gonoacantha JR6b1 01-1064 - RA 992+ Variovoraxsp. 99 KJ184862.1
P. gonoacantha JR6a 01-1068 - RA 128% Rhizobium leguminosarum 99  JX524430.1
P. gonoacantha JR5b 01-1070 - RA 802+ Rhizobiunsp. 99  JX855240.1
P. gonoacantha JR3a 01-1065 - LAL 753 Bradyrhizobiunsp. 99 KF113099.2
P. reticulata V5B1 01-1045 + LAL 1188+  Bradyrhizobiunsp. 99 FJ025101.1
P. reticulata Vda 01-1049 - LAL 1406 Bradyrhizobiunsp. 96 AY238503.1
P. reticulata V5b2 01-1050 - RA 135% Paenibacillussp. 93 JF768727.1
P. reticulata V2a 01-1040 + RA 1284 Mesorhizobiunsp. 98 AB636289.1
P. reticulata V4d 01-1038 + RA 1384 Paenibacillussp. 98 EF612325.1
P. reticulata V5b3 01-1051 - RA 1285 Bacillus sp. 97 DQ275185.1
P. reticulata V1A 01-1052 - RA 850~ Paenibacillussp. 99 EF612325.1
P. reticulata Vécl 01-1039 + RA 779 Rhizobium sp. 99 KF933541.1

415 Wcadigos dos Isolados: Sigla alfabética correspaedan hospedeiro de origem, o primeiro nimero faeo nodulo utilizado
416 paraoisolamento e a letra a seguir se referérpes

417 @ Sinal positivo (+): presenca de nddulos nas platiéasiratro; sinal negativo (-): auséncia de néluias plantas de siratro;
418 ND: ndo determinado.

419  ©® caracteristicas culturais no meio 79: (RA) tempatescimento rapido com acidificacédo do meio, (R&mpo de crescimento
420  rapido alcalinizando o meio, (LAL) tempo de cresaio lento alcalinizando o meio; NPB: nimero deepate bases; Sl (%):
421  percentagem de similaridade no GenBank.

422 W =contig; **:foward; ***:reverse

423
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Foram identificadas estirpes de BFNNL pertenceatssfilosa e
B Proteobacteria corroborando assim com resultaddsriares onde
estirpes desses dois filos provenientes de nodigdasratro e feijdo caupi
foram isoladas (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et, &013; LIMA et
al., 2009).

Dos nédulos da espédcieacia farnesiandoram isoladas estirpes
do géneroRhizobium Mucilaginobactere Pseudomonas A simbiose
entre A. farnesianae estirpes do génerBhizobiumja foi relatada
(TRINICK, 1968) e had uma estirpe do género aproysda MAPA como
inoculante para a cultura, a BR9002 (MAPA, 201%tirges do género
Rhizobiumtambém tém sido isoladas de diferentes espécidsalgaem
estudos de diversidade (MOREIRA et al.,1992; MORER al., 1993;
ANYANGO et al., 1995).

Foram isoladas deAnadenanthera colubrinaestirpes de
Rhizobium, Burkholderia, Dyella, Paenibacillus SphingomonasA
simbiose entre essa espécie vegetal com estirpe®Rhileobium e
Bukholderia foi relatada recentemente (BOURNAUD et al.,, 2013).

Estirpes do génerRhizobiumtambém tém sido isoladas de nddulos de
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Anadenanthera peregrindMOREIRA et al.,1992; MOREIRA et al.,
1993; MICHIELS et al., 1998).

Foram isoladas da espéctelitoria fairchildiana estirpes de
Bradyrhizobium, Brevibacillug Variovorax A simbiose entreClitoria
fairchildiana e Bradyrhizobiumtambém foi registrada em um estudo de
diversidade de estirpes isoladas de espécies asbda Amazdnia
(MOREIRA et al., 1998, MOREIRA, 2008). A capacidatiessa espécie
arbdérea de se associar eficientemente com estitp&radyrhizobium
resultou na aprovacéo das estirpes BR8003 e BR8&@ba producéo de
inoculates para a cultura (MAPA,2011).

Foram isoladas estirpes ddRhizobium Bradyrhizobium
Mesorhizobiume Burkholderia dos nédulos dé&rythrina speciosa A
simbiose entr&. speciosacom Rhizobiume comBradyrhizobiumja foi
registrada anteriormente e ha estirpes dos doergemutorizadas para a
producdo de inoculante para a espécie florestal4B®.,BR 3609, BR
8205, SEMIA 6393 e SEMIA 6395) (FRANCO e DE FARI®Q97; DE
FARIA e MELO, 1998; DE FARIA e GUEDES; 1999; DE FAMR 2000;
DE FARIA e FRANCO, 2002). A presenca Beadyrhizobiumem nossos

resultados € confirmada por estudos anteriores entippes do género
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foram isoladas da mesma espécie arborea (MOREIRA.€1992;
MOREIRA et al., 1993, MOREIRA et al., 1998; MOREIRA al., 2008;
MICHIELS et al, 1998).

Inga marginataapresentou simbose com estirpe8deholderia,
Paenibacilluse Polaromonase a espéciénga sessiliscom Rhizobium,
Bradyrhizobiume MesorrhizobiumHa registros da simbiose dessas duas
espécies arbdéreas coBradyrhizobium e desse género com outras
espécies ddnga (MOREIRA et al.,1992; MOREIRA et al., 1993;
MOREIRA et al., 1998; MOREIRA, 2008).

Foram obtidas estirpes d8radyrhizobium, Burkholderiae
Terriglobus do isolamento de nddulos ddimosa caesalpiniifolia A
simbiose entre Burkholderia com essa espécie arborea € fato
documentado na literatura (CHEN et al., 2008; BOERNet al., 2013)
assim como a autorizacdo de estirpes do género3@R e BR 3451)
para a producao de inoculantes comerciais ((FRANCDE FARIA,
1997; DE FARIA e MELO, 1998; DE FARIA e GUEDES; TH9DE
FARIA, 2000; DE FARIA e FRANCO, 2002). A eficiéncda simbiose

entre essa espécie arborea e estirpd&radyrhizobiumtambém resultou
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479 na aprovacao de duas estirpes do género (SEMIA é63BEMIA 6410)
480 para a producao de inoculantes comerciais (MAPA120

481 Foram isoladas deiptadenia gonoacanthestirpes d&khizobium
482  Bradyrhizobiume Variovorax A simbiose entréP. gonoacanthae
483 estirpes deRhizobiumfoi relatada recentemente e corrobora com os
484 nossos resultados (BOURNET et al., 2013) e a sisebentre a espécie
485 vegetal e estirpes d&radyrhizobiunresultaram na aprovacgao de estirpes
486 do género para a producdo de inoculante (SEMIA @8SEMIA 6398)
487 (MAPA,2011) . Da espécie arborBtathymenia reticulatdoram isoladas
488 estirpes ddRhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Paenihacie
489 Bacillus. A presenca d@&radyrhizobiumem P. reticulatae em outras
490 espécies do género é fato relatado na literatuzaneorda com nossos
491 resultados (MOREIRA et al.,1992; MOREIRA et al. 939 MOREIRA,
492  2008; MICHIELS et al., 1998).

493 Esse é o primeiro relato da associacadgrina speciosacom
494  Mesorhizobiunme comBurkholderia, Inga marginataom Burkholderia,
495 Inga sessilis com Rhizobium e com Mesorhizobium, Platymenia
496 reticulata com Rhizobiume comMesorhizobium, Platymenia reticulata

497 comPaenibacillus.
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De acordo como 0s nossos resultados, a espéci¢avegen a
maior diversidade genética de BFNNL fhrytrina speciosaque se
associou com estirpes @hizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobiwen
Burkholderig seguida poiPlathymenia reticulataestabeleceu simbiose
com estirpes dos génerBhizobium, Bradyrhizobiura Mesorhizobium.
A alta diversidade de BFNNL encontrada nesse tnab&él de grande
importancia no potencial de utilizacdo dessaspesticomo inoculantes
das espécies arbdéreas estudadas. A variabilidadegé&teros ja
reconhecidos de BFNNL com Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobiume Burkholderiaencontrada em nosso trabalho pode ser
explicada pela variabilidade de espécies arborstasladas (MOREIRA,
2008).

O maior nimero de estirpes do génBtuzobiumfoi isolado de
nédulos delnga sessilicom trés estirpeRiptadenia gonoacantheom
duas estirpes e finalmentmadenanthera colubrina, Acasia farnesiama
Plathymenia reticulatacom uma estirpe cadd&stirpes representantes
desse género tém sido identificados em diversdmltras com outras

espécies vegetais (MELONI et al., 2006, GUIMARAESag, 2012,
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COSTA et al, 2013) incluindo espécies arbéreas SC&H 2014,
RASOLOMAMPIANINA et al., 2005).

A alta frequéncia do géner@radyrhizobiumnesse trabalho
corrobora com resultados de estudos anteriores.€fi2rg tem sido
identificado em vérios estudos de diversidade ceijad caupi (MELONI
et al., 2006, GUIMARAES et al., 2012, COSTA et aR013),
leguminosas florestais na Amazoénia (MOREIRA etl@b2; MOREIRA
et al.,1993; MOREIRA et al., 1997) e espécies ahorutilizadas na
recuperacdo de areas degradadas pela mineracaolrACQ814). Em
relacdo a identificacdo dessas estirpes a nivekpécie ndo foi possivel
devido a regido ao gene 16S rRNA desse género @iép msonservada,
exigindo assim novos testes genéticos para tatifdagédo (WILLEMS
et al., 2001; GUIMARAES et al., 2012, COSTA et aD13)

Plathymenia reticulatae Inga sessiliforam as espécies arboreas
qgue possuiram maior numero de isoladoBdedyrhizobium Seguidas
por Erythrina speciosa, Clitoria fairchildiana, Piptad& gonoacantha
Mimosa caesalpiniifoliaEssa alta diversidade de espécies arbdéreas com
as quais o género estabeleceu simbiose é fatdaj@ade na literatura e

demonstra que o0 género possui uma capacidade dssseiar pouco
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especifica. Consequentemente, suas estirpes s fraguentes dentre
as autorizadas para a fabricacdo de inoculantes giwersas espécies
florestais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O terceiro género mais frequente nesse trabalhio ofo
Burkholderia queestabeleceu simbiose coMimosa caesalpiniifolia
Anadenanthera colubrina Erythrina speciosaendo isolada apenas uma
estirpe do género de cada espécie vegetal.

Nossos resultados corroboram com diversos estudes
diversidade onde estirpes do génBruokholderiatem sido encontradas
em feijdo caupi e siratro (ANGUS et al., 2013; GWRAES et al.,
2012; LIMA et al, 2009; MOULIN et al., 2001; DE OIEIRA
LONGATII et al.,, 2014), em simbiose efetiva com igarespécies de
Mimosa (BONTEMPS et al.,, 2010; CHEN et al.,, 2005; CHENaét
2007) ou em associacdo com diferentes espéciesDaleergia,
leguminosa arbérea utilizada em recuperacao des @egradadas pela
mineragao (COSTA, 2014; RASOLOMAMPIANINA et al.,@%).

O géneroMesorhizobiumfoi isolado dePlathymenia reticulata
Erytrina speciosa Inga sessilisporém com uma estirpe de cada espécie

arborea. A presenca d#esorhizobiummesse trabalho confirma resultados
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554  ja registrados onde o género foi isolado de noddéosliversas espécies
555 leguminosas (JARVIS et al., 1982; DE LAJUDIE et 4098).

556 A presenca de estirpes ddesorhizobiumno atual trabalho
557 corrobora com os resultados encontrados por Barberal. (1998)
558 trabalhando com Anadenanthera peregrina, Albizia lebbeck e
559 Platycyamus regnelliileguminosas florestais em viveiro, esses autores
560 também observaram a presenca de espécies Rzobium e

561 Sinorhizobium na diversidade de BFNNL estudada. Rasolomampianina
562 et al. (2005) também encontraram estirpeddsorhizobiunmem estudos
563 sobre a diversidade enbDalbergia 0s génerosBradyrhizobium,
564 Rhizobium, Azorhizobium, Phyllobacterium, Burkhole Cupriavidus

565 também foram identificados por esses autores.

566 O género Paenibacillus € frequentemente identificado como
567 endofitico de ndédulos, porém, neste estudo a cd@deide nodulacdo
568 por estirpes desse género foi observada, possintnessas estirpes se
569 evoluirem adquirindo genes simbidticos por meio tdansferéncia
570 horizontal (LI et al., 2008; SHIRAISHI et al., 2010Nossos resultados
571 concordam com relatos da literatura orRRenibacillusfoi capaz de

572 nodular feijao caupi e siratro (COSTA et al., 201BRAMILLO et al.,
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2013; LI et al., 2008; MARRA et al., 2012; DE OLNAEA-LONGATTI
et al., 2015; SILVA et al., 2012).

A colonizacdo dos nodulos de algumas das espédEseas
estudadas por estirpes dos génddasillus, Brevibacilus, Pseudomonas
Variovorax, Mucilaginibacter, Polaromonas Dyella, Terriglobus e
Sphingomonagossivelmente se deu de maneira oportunistactataum
no isolamento de microrganismos de nodulos (BAY aki 2002;
MURESU et al., 2008) e que foi comprovado pois ®ssstirpes néo
nodularam o siratro no teste de autenticagao.

Concluséo

As estirpes isoladas das mudas de leguminosaseasneste
trabalho possuem alta diversidade fenotipica e tgeoa e
simbiotica.

O estudo contribuiu significativamente para o @mimento da
diversidade de BFNNL e para o0s primeiros passosa par
desenvolvimento de novas pesquisas que tém potivabjavaliar a
potencialidade destes isolados para uso como imw@Ed nas
leguminosas de origemAcacia farnesiana, Anadenanthera colubrina,

Clitoria fairchildiana, Erythrina speciosa, Inga mginata, Inga sessilis,
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reticulata
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Piptadenia gonoacantha Plathymenia
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TABELA 1A : Caracterizagao cultural das 94 estirpes isolddasnudas
de espécies de leguminosas arbéreas do viveircedtrdCde Tecnologia
de Ferrosos - CTF Migueldo da Vale S/A, localizadoFazenda Rio do
Peixe S/N, na Zona Rural do municipio de Nova LM@/ Significado
das letras e palavras no final da tabela: Tempamiecimento da
colénia, Ph, Cor, CM — Consisténcia da massa da@lF- Forma, El. —
Elevacdo, B — Borda, Sup. — Superficie, EPS - Ré@uude
exopolissacarideo, D.O — Detalhes Opticos, A.l sa&gao de indicador.

Isolado  Tempo pH F El B Sup. EPS CM D.O Cor Al
01-1002 R Ac C L | L A G B C S
01-1003 R Ac C P | L M B B C S
01-1004 R Ac C L | L A G B Am S
01-1005 R Ac C L | L M G B C S
01-1006 L Al C D | L A G B C S
01-1007 R Ac C P | L P B B Am N
01-1008 R Ac C L (e} L M B B C S
01-100¢ R Al C P | L M G B Am N
01-101(C R Ac C P | L P B B C N
01-1011 R Ac C P | L M B B Am N
01-101Z L Al C P | R P B o Am N
01-101% L Al C L | L M B B Am N
01-1014 R Ac C L | L M G B Am S
01-1015 R Ac C P | L M B (o} Am N
01-1016 R Ac C C | L A G B Am N
01-1017 R Ac P L O L P S B Am S
01-1018 R Ac P L | L E S B Am N
01-1019 | N P P | L P S O C N
01-102( R Ac | P D L M B B Am S
01-102Z R Ac C L | L A \% B C N
01-102: R Ac P P (e} L E S o L S
01-102¢ R Ac C o | L A G B Am S
01-102¢ R Al | P (e} L M B B C S
01-102¢ L Al C Cc | L M G o C S
01-1027 R Ac P L | L M B B C N
01-1028 R Ac C P | L M G B Am S
01-1029 R Ac C P | L M G B C N
01-1030 R Ac C P | L P B B Am N
01-1031 L N P L | L M G B B N
01-1032 | N C L | L M G B B S
01-1033 | N C L | L M G B B N
01-103¢ R Ac C C | L A G B C S
01-103¢ | Al P L | L M G B B N
01-103¢ R N P P | L P B B Am N
01-1037 R A P L o L M B B C N
01-103¢ R Ac P P | L E S B Am N
01-1039 R Ac P P | L E S T Am N
01-1040 R Ac C L | L P G B C S
01-1041 R Ac P P | L E S B Am N
01-1042 R Ac | P D L P B (e} B S
01-1043 L N C L | L P B B C N
01-1044 | N P P | L P B B B N
01-104% L Al C L | L P B T Am S
01-104¢€ | Al | P | L M G B C S
01-1047 | N C L | L P B B C S
01-104¢ | N C c o L M G B Am S
01-104¢ L Al P P | L E S o Am N
01-105(C R Ac P P o L E S o Am N



01-1051 R Ac C P | L E S B Am S
01-1052 R Ac C P (6] L P B B C N
01-105: R N P P | L P B B Am N
01-105¢ R Al C P (6] R P S e} Am S
01-1055 R N P P O L P B B Am S
01-1056 R Ac C P | L P B O C N
01-1057 R Ac C L O L P B B C S
01-1058 R Ac C L (0] L P B B C S
01-1059 R Ac C L (0] L P B B C S
01-1060 R Al C C | L A G B C S
01-1061 R Ac C L (6] L P B B C S
01-1062 R Ac C P (6] L P B B C S
01-106: R Ac C P (6] L P B B C S
01-106< R Ac C Cc | L M G B Am S
01-106¢ L Al C P | L P B B Am S
01-106€ R Ac C L | L M G B C S
01-1067 R Ac C L | L M G B C S
01-1068 R Ac C L | L M B B Am S
01-1069 R Ac C L (0] L M B B Am S
01-1070 R Ac C L (0] L M B B Am S
01-1071 R Ac C U (0] L M G B Am S
01-1072 R A | P L R M B B Am N
01-107z R A C L | L M G B Am N
01-107¢ R Al P L | L E B B | N
01-107% R Ac | P e} R E S T Am N
01-107¢ R Ac P P D L P B B Am N
01-1077 R Al C P | L P B B Am N
01-107¢ | N P P | L M G B B S
01-1079 R Al C P | L P G B C N
01-1080 R Ac C P | L M B B Am S
01-1081 R Ac C L | L M B B C S
01-1082 R Ac C L | L M B B C N
01-1084 R Ac C L | L M B B C N
01-1085 R N C P | L P B B C S
01-108¢ R Al C L | L M B B C S
01-109« | N | L | L M A B B S
01-109¢ | N C L e} L M B B B S
01-109¢ L Al | L (6] L M G B B S
01-1097 R Al C L (6] L M G B C S
01-109¢ R Al C L (6] L M A B B N
01-1099 R Al C L O L B B B C S
01-1100 L Al C L | L G G B Am S
01-1101 R N C L | L G G B B S
01-1102 R Ac C P | L S S B Am S
01-1103 | Al C L | L M G B C N

As letras utilizadas na identificacdo dos isolagossuem os seguintes significado:
Tempo: dias para o aparecimento de col6nias isslRdadpido (1 a 3), |: intermediario
(4 a 5), L: lento (6 al0), pH: modificacdo do pHionde cultivo: Ac: acidificacéo, N:
neutralizacdo, Al: alcalinizacdo, Cor: Cr: creme, Banca, Am: amarela, CM:
Consisténcia de massa da colbnia: A: aquosa, Bridayt G: gomosa, S: seca, V:
viscosa, Forma: C: circular, I: irregular, P: pforine, elevacéo (plana, lente, convexa,
drop-like, umbilicada ou umbanada), Elevagdo ddéncas: P: plana, L: lente, C:
convexa, D: drop-like, Borda: I: inteira, O: ondi#a F: filamentosa, L: lobada,
Superficie: L: lisa, R: rugosa, EPS: producdo depekssacarideos: E: escassa, P:
pouca, M: moderada, A: abundante, D.O: detalhegd@ptT: transparente, O: opaca,
A.l: absorcéo de indicador: S: sim, N: ndo.



