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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZAGAO DO PANTANAL

As éareas Umidas de regides tropicais sdo de grande importancia
principalmente em relacdo aos ciclos hidroldgicos e biogeoquimicos, bem
como produtividade, diversidade e preservacao de espécies ameacadas de
extincdo (Embrapa-CPAP, 1991). A planicie Pantaneira representa a maior
planicie fértil e irrigavel do mundo (Amaral, 1986).

Segundo Adamoli (1987) o Pantanal é um conjunto de grandes
planicies deprimidas, situadas na alta bacia do Paraguai. Ao longo dos
séculos, essa depressdo vem sendo preenchida com depdésitos aluviais,
aportados pelos diversos rios que formam o rio Paraguai. As particularidades
fluviomorfolégicas dos diversos rios determinam especificidades no que se
refere a0 modelo resultante influenciando diferentemente as caracteristicas
dos solos e da vegetacao (Loureiro, 1994).

Devido a essas particularidades, estudos efetuados pela Embrapa
Pantanal sugerem a existéncia de 11 pantanais (Silva, 1992) que sao
subdivisbes do Pantanal em é&reas individualizadas cada um com
caracteristicas proprias de solo, vegetacao e clima: Céaceres, Poconé, Bardo
de Melgago, Paraguai, Paiaguas, Nhecolandia, Abobral, Aquidauana,
Miranda, Nabileque e Porto Murtinho (Amaral e Silva, 2007).

Como exemplo, o pantanal de Poconé é formado a quase totalidade
dos aportes fluviais pelo rio Cuiaba que modela um leque assimétrico,
evoluido sobre a sua margem direita. Com excecao do rio Bento Gomes, 0s
outros rios da area sdo bracos derivados da margem direita do Cuiab4, com
relacdes funcionais mais ou menos ativas. Os solos de grande parte do
pantanal de Poconé sdo argilosos, com um grau de fertilidade natural

relativamente maior ao dos outros pantanais (Loureiro, 1994).
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Fig. 1 - Pantanal de Poconé (Fonte: Google imagens)

Os solos, de modo geral, apresentam limitacdes a lavoura. Nas
planicies pantaneiras sobressaem solos inférteis (lateritas) em areas umidas
(hidromérficas) e planossolos, além de varias outras classes, todos
alagaveis, em maior ou menor grau, e de baixa fertilidade. Nos planaltos,
embora predominem também solos com diversas limitagdes a agricultura,
sobretudo a fertilidade, topografia ou escassez de agua, existem situacoes
favoraveis (Amaral e Silva, 2007).

O pantanal de Nhecolandia ocupa a parte sul do gigantesco leque do
rio Taquari, sendo a por¢do situada a esquerda do leito do rio. A grande
particularidade deste pantanal é a ocorréncia de depressfes subcirculares
com dimensdes que variam desde poucas dezenas de metros até 1 a 2 km
de diametro, localmente chamadas de baias quando sdo de agua doce e de

salinas quando sao de agua salgada (Loureiro, 1994).
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Fig.2 - Pantanal Nhecolandia (Fonte: Google imagens)

1.1.1 Leguminosas nativas

Género Discolobium

Entre as leguminosas do género Discolobium, podemos citar: D.
pulchellum (Allen e Valls, 1987; Pott, 1988; Loureiro, 1994; Loureiro et al.,
1996), D. psoraleaefolium (Loureiro, 1994; EMBRAPA/CPAP, 1996) e D.
leptophyllum (Pott, 1988). S&o espécies hidrdfitas, pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae (Allen e
Allen, 1981). Sao arbustos aquaticos emergentes, perenes. A parte aérea €
renovada na estacdo chuvosa, 1 a 4 metros de altura, parte basal do caule
engrossada e esponjosa. Apresenta floragdo quase todo o ano, mas em
geral poucos frutos. E conhecida popularmente como cortica ou pau-fofo. D.
pulchellum apresenta ampla distribuicdo no Pantanal, ocorrendo com grande
abundéancia nas planicies de inundacéo dos rios Paraguai, Negro, Abobral e
Nabileque. Pode ser encontrada também no Paraguai e Argentina.

Destacam-se por suas vistosas flores amarelas, sendo consumidos

por peixes, animais silvestres e pelos bovinos, onde o nivel de alagamento
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permite 0 acesso dos animais (Allen e Allen, 1981; Allen e Valls, 1987;
EMBRAPA/CPAP, 1996; Loureiro et al., 1996).

Sua importancia estd relacionada com seu aproveitamento como
adubo verde ou forragem (Allen e Valls, 1987) e, juntamente com Arachis,
Dolichopsis, Galactia, Rhyncosia, Teramnus e Vigna, constitui uma das
principais forrageiras das &reas argilosas (Pott, 1988) e apresenta alto teor
de proteina bruta (Pott, 1988).

As plantas dessas espécies sdo capazes de formar ndédulos em raiz e
caule, sendo que os nédulos de caule tém necessidade obrigatéria de
estarem submersos e senescem muito rapidamente quando expostos ao ar
(Loureiro, 1994). Discolobium pulchellum e D. psoraleaefolium formam
nédulos verdadeiros de caule, pois os nddulos estdo conectados com o
sistema vascular do caule e ndo com o sistema de raizes adventicias
originadas no caule. Os noddulos sdo esféricos, com ramifica¢cdes no sistema
vascular e apresentam corddo de infec¢do similar ao de Aeschynomene
fluminensis (Loureiro et al., 1995). Os ndédulos de caule e raiz de
Discolobium  pulchellum  apresentam tecido infectado do tipo
aesquinomendide desmodidide (Corby, 1988), isto é, sem células nao
infectadas. As células infectadas nos nédulos de caule sdo vacuoladas, com

corddes de infeccéo visiveis (Loureiro, 1994).

Género Aeschynomene

Pertence a familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo
Aeschynomene (Faria et al., 1989). As espécies deste género sao,
essencialmente, tropicais, numerosas nas Américas, menos comuns ha
Africa, Asia, Australia e areas do Pacifico. Aproximadamente a metade das
espécies sao hidrofitas tropicais, ocorrendo em cultivos de arroz inundado,
pantanos e ao longo de lagos e margens de rios. S&o plantas dominantes e
pioneiras em lagos e florestas alagadas tropicais e locais inundados (Allen e
Allen, 1981). Sao registradas como nodulantes, 44 espécies (Faria et al.,
1989) as quais 21 (Ladha et al., 1992) apresentam também a caracteristica

de formar nédulos no caule. Podem ocorrer em solo arenoso, siltoso ou
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argiloso e em regime hidrolégico seco, pouco alagado, muito alagado e
aquatico (Pott, 1988). Algumas espécies sdo utilizadas para o artesanato e
outras para producdo de balsas, material de pesca e canoas além do uso

como forrageiras (Allen e Allen, 1981).

1.2 SISTEMAS DE PLANTIO

A implantacdo da cultura da soja pode ser realizada via Plantio
Direto (PD) ou via Plantio Convencional (PC), porém, verifica-se que o
Plantio Direto tem inUmeras vantagens sobre o Plantio Convencional,

principalmente no que se refere a custos e produtividade (Vieira, 2002).

Nas regides dos cerrados do Centro-Oeste do Brasil, o sistema plantio
direto foi introduzido nos agroecossistemas em que a soja era a cultura
principal, a partir dos anos 80, por produtores rurais pioneiros que ja

conheciam o sistema na Regido Sul do Brasil (Vieira, 2002).

Procedeu-se a adoc¢ao do sistema plantio direto em substituicdo ao
plantio convencional de preparo do solo, o qual demandava aragdo e
gradagem superficial. Um dos maiores beneficios do arado € o controle de
plantas daninhas, onde, por possibilitar o revolvimento do solo, ele permite a
eliminacdo de plantas que cobrem uma éarea e, assim, possibilitar a
semeadura e o crescimento de uma determinada planta de interesse para o
cultivo (ex. milho, trigo), livre de concorréncia por dgua e nutrientes com
outra planta ndo desejavel (como planta daninha, erva daninha, inco ou
mato) (Guedes, 2008).

O solo arado fica livre de plantas daninhas, mas, ao mesmo tempo,
ele fica livre de qualquer cobertura vegetal. Numa regido tropical, onde se
tem chuvas fortes e concentradas num periodo do ano, essa situagéo € ideal
para a ocorréncia da erosdo, pois o impacto da gota da chuva num solo
descoberto resulta num encrostamento ou selamento da superficie do solo.
A fina crosta que se forma é suficiente para diminuir a infiltracdo de agua no
solo. Assim, a agua da chuva se acumula e forma a enxurrada que carrega

solo, semente e adubo para rios e lagos (Guedes, 2008).
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Essas operagOes realizadas com frequiéncia causam degradacédo do
solo, tendo como conseqiéncia a erosao hidrica e edlica, o0 assoreamento
das microbacias hidrograficas e o desequilibrio ambiental como um todo,
culminando com a progressiva queda do potencial produtivo dos
agroecossistemas, principalmente na regido do cerrado que apresenta clima
com estacdo seca prolongada, altas temperaturas, e luminosidade; assim o
revolvimento constante do solo e sua ndo cobertura permanente com palha
acarretam acelerada decomposicao e queima da matéria organica. A erosao
eblica na estacdo seca também é intensificada, o que favorece a
degradagédo do meio ambiente e as perdas de recursos financeiros (Vieira,
2002).

O sistema plantio direto, quando adotado seguindo 0s seus
fundamentos de nédo-revolvimento do solo, rotacdo de culturas e coberturas
permanente do solo, constitui-se em um meio de manter a diversidade e, por
conseguinte, a estabilidade dos agroecossistemas. Esses sistemas
melhoram o balango energético do sistema de producgdo, reduz o risco de
infestacdo de pragas e doencgas, diminui a infestacao de plantas daninhas e,
em relacdo aos recursos disponiveis, como agua, nutrientes e luz, sdo
utilizados de forma mais eficiente (Vieira, 2002).

O plantio direto teve seu inicio na década de 60 com os trabalhos de
Shirley H. Phillips e Harry M. Young Jr., em Kentucky- EUA (Saturnino,
2001). Todavia, o seu desenvolvimento ocorreu a partir da década de 70,
com o surgimento do herbicida paraquat que veio substituir o preparo do
solo no controle de plantas daninhas. Nessa mesma década o plantio direto
foi introduzido no Brasil, na Regido Sul (Rio Grande do Sul e Parand).

A partir do final da década de 80, ocorreu grande evolugdo na
industria de maquinas e de herbicida, o que proporcionou a expansao do uso
do sistema de plantio direto, no Brasil, superou os 12 milhdes de hectares
com culturas anuais, sendo mais de 5 milhdes somente nos cerrados
(Saturnino, 2001).

Segundo Lombardi Neto et al. (1980) as principias razbes para se

adotar o sistema plantio direto na palha séo: controle da erosdo; menor
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dependéncia do clima; menor desgaste de maquinas e equipamentos; maior
agilidade e utilizacdo do tempo; melhor equilibrio biodinamico do solo; maior
produtividade das culturas; e melhor qualidade ambiental.

Uma das condi¢Bes para se implantar o sistema plantio direto é o solo
estar coberto com plantas que, quando mortas, produzam uma camada de
palha na superficie do solo. Essa camada de palha sobre o solo proporciona
ambiente extremamente favoravel as condigdes fisicas, quimicas e bioldgica
deste, contribuindo para controle de plantas daninhas, estabilizagdo da
producéo e recuperagdo ou manutengédo da qualidade do solo (Heckler et al,
1998; Alvarenga et al., 2001).

As principias fontes de palha s&o as gramineas, como milho, sorgo,
granifero, e forrageiro, milheto, aveia preta, aveia branca, arroz, trigo,
centeio, triticale e as braquiarias. Outras espécies também podem ser
utilizadas, porem de forma secundaria ou durante o processo de
desenvolvimento do sistema de rotacdo de culturas escolhido, podendo-se
citar nabo forrageiro, crotalarias, mucuna, guandu, gergelim, niger, colza,
girassol, quinoa e amaranto (Alvarenga et al., 2001).

A sustentabilidade das atividades agricolas dependem, entre outros
fatores, do potencial de impacto das tecnologias sobre os agroecossistemas
em seus varios aspectos sociais, ambientais e econémicos (Carvalho, 1993;
Kitamura, 1994).

Os agroecossistemas conduzidos de forma sustentavel funcionam
como um conjunto de processo em equilibrio dindmico, no qual seus
mecanismos homeostaticos ativos funcionam como poder-tampé&o diante das
agressbes permitindo o autocontrole ou a rearmonizagdo automéatica
(Andrade, 1995).

Portanto, a sustentabilidade de agroecossistemas devem
contemplar dimensfes ecoldgicas, econbmicas e sociais, envolvendo os

aspectos de equidade estabilidade, resiliencia e produtividade.
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1.2.1 Soja (Glycine max)

O uso da soja como alimento humano € bastante antigo. Referéncias
sobre essa cultura foram encontradas no ano de 3 mil a.C. na China. Essa
cultura foi tdo importante para o povo chinés, que se tornou a base da
alimentacdo e por muitos anos se restringiu aquele pais. No século XVII
comecou a se espalhar por outras regides da Asia, tais como india, Ceilzo,
Malasia, etc. (Campos e Canéchio Filho, 1987).

A soja chegou ao Brasil via Estados Unidos e a primeira experiéncia
gue se tem registro foi feita na Bahia em 1882, por Gustavo Dutra, entédo
professor da Escola de Agronomia da Bahia (Campos e Canéchio Filho,
1987). Em 1891, testes de adaptacdo de cultivares semelhantes aos
conduzidos por Dutra foram realizados no Instituto Agrondmico de
Campinas, Estado de S&o Paulo (SP). Assim como nos EUA, a soja no
Brasil dessa época era estudada mais como cultura forrageira -
eventualmente também produzindo grédos para consumo de animais da
propriedade - do que como planta produtora de grdos para a industria de
farelos e Oleos vegetais. Foi no Rio Grande do Sul (RS), onde a cultura
encontrou efetivas condigbes para se desenvolver e expandir, dadas as
semelhancgas climéaticas do ecossistema de origem (sul dos EUA) dos
materiais genéticos existentes no Pais, com as condi¢gbes climaticas
predominantes no extremo sul do Brasil (EMBRAPA/SOJA, 2004).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) que hoje é cultivada mundo afora, é
muito diferente dos ancestrais que lhe deram origem: espécies de plantas
rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao
longo do Rio Amarelo, na China. Sua evolugcdo comegou com O
aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais, entre duas
espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por
cientistas da antiga China (EMBRAPA/SQOJA, 2004).

Em Mato Grosso a soja foi introduzida no municipio de Rondonépolis,
em 1972, por Adéo Salles e teve seu langamento oficial através do Dia de

Campo de Soja realizado pela EMATER (Empresa de Assisténcia Técnica e
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Extensdo Rural) na Fazenda Ouro Verde, de propriedade do Sr° Hugo
Krusner no municipio de Itiquira, as margens da BR 163, em 19 de margo de
1977 (Paro, 1998).

Com a soja adaptada ao clima tropical e subtropical foi possivel seu
desenvolvimento em quase todo o Brasil em larga escala no inicio da década
de 60, pois € uma cultura pouco exigente em relacdo ao solo, requerendo
pouca humidade e baixa acidez. Trata-se de uma planta leguminosa que
varia de 60 cm a 1,5 m de altura, herbacia, anual, ereta, pubescente de
pelos brancos, pardo-queimados ou tostados. As folhas sdo geralmente
ovais com trés foliolos grandes e os frutos do tipo vagem, achatados curtos
de cor cinzenta, amarelo-palha ou preta possuindo de 2 a 5 sementes. O
sistema radicular se apresenta como raiz pivotante com ramificacdes ricas
em nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (Campos e
Canéchio Filho, 1987).

O nitrogénio (N) é o nutriente requerido em maior quantidade pela
cultura, pois seus grdos sdo muito ricos em proteinas. As fontes de
fornecimento dessas doses elevadas de N podem ser o solo, pela
decomposicdo da matéria organica; a fixacdo ndo bioldgica, resultante das
descargas elétricas e combustao; os fertilizantes nitrogenados; e 0 processo
de fixac&o biologica de nitrogénio atmosférico (Hungria et al., 2001).

O reservatorio de N presente na matéria organica do solo é limitado
podendo ser esgotado em alguns anos de cultivo e ainda deve-se levar em
consideragdo que a preservagdo da matéria organica com uma relacdo
C(carbono)/N adequada é desejavel para a sustentabilidade dos sistemas
agricolas; os fertilizantes nitrogenados, representam uma forma assimilada
com maior rapidez, mas o0s custos séo elevados, pois o0 processo industrial
para obté-los € dependente de petroleo e altas temperaturas (Hungria et al.,
2001).

Portanto, para que a fixacado biologica de nitrogénio na soja fosse
possivel, foi necessaria a adigdo de rizobios capazes de fixar o nitrogénio e
ainda de tolerar as condi¢fes acidas dos solos brasileiros, pois, assim como

a planta, os rizébios ndo ocorrem naturalmente nos solos brasileiros. Em



20

1960 inoculantes contendo essas estirpes, foram trazidos dos Estados
Unidos e introduzidos nos solos brasileiros. Com o passar dos anos,
programas de melhoramento desses rizObios geraram  estirpes
(Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkani) que sdo recomendadas
pelo Ministério da Agricultura (MAPA) trazendo grande produtividade por
hectare produzido (Hungria et al., 2005).

De acordo com o0 exposto e considerando que a soja € uma das
principais culturas de importancia econémica sendo cultivada em grande
parte do Brasil, o estudo da diversidade microbiana entre os fixadores de
nitrogénio em leguminosas é de grande interesse para manutencdo do

sistema de cultivo sustentavel.

1.3 DIVERSIDADE MICROBIANA

A biodiversidade pode ser definida como a variedade e variabilidade
entre organismos Vvivos e 0os complexos ecolégicos em uma dada area e
compreende a diversidade de espécies, diversidade genética e diversidade
de ecossistemas (Melo, 2002). Ou ainda pode se referir a todos os
organismos na comunidade, porém € mais freqientemente usada para se
referir a um tipo ou grupo de organismos, dessa forma pode-se falar da
diversidade de plantas, passaros, mamiferos, fauna do solo.

Segundo Ferreira (2004), biodiversidade é a existéncia de uma
grande variedade de espécies animais, vegetais e de microrganismos em
determinado habitat natural, e de acordo com estudos baseados em arvores
filogenéticas, a maior extensdo de biodiversidade no mundo € microbiana
(Hugenholtz et al.,1998).

Sendo os microrganismos os colonizadores pioneiros do planeta, se
estabeleceram em associagbes compativeis com organismos superiores,
podendo estar presentes em habitats extremos de temperatura, pH, agua e
salinidade e em formas Unicas de organismos microbianos e animais, o que
aponta a versatilidade e importancia dos microrganismos na sustentabilidade
da vida (Johri et al., 2005) afetando a sociedade humana em diferentes
maneiras (Sahin, 2006).
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Estudos fisiolégicos e de diversidade funcional dos microrganismos
apontam inumeras aplicagdes na agricultura, industria, medicina e ambiente
(Johri et al., 2005) e em especial para o desenvolvimento da biotecnologia,
trazendo beneficios econbmicos e estratégicos relacionados com a
descoberta de microrganismos potencialmente (teis nos processos
biotecnolégicos (Canhos et al., 1998).

Apesar dos microrganismos por um lado, atuarem como agentes de
doencas em animais, plantas e deterioragdo de produtos, por outro, Sao
promissores como agentes de biocontrole e biorremediagdo (Shiomi et al.,
2006).

Exercem papel relevante em associa¢gfes mutualisticas na fixagéo
biologica de nitrogénio atmosférico e micorrizicas, como também matéria-
prima para enzimas, acidos organicos, entre muitos outros produtos
inexplorados (Melo e Azevedo, 1998).

Desempenham fung¢des importantes na sobrevivéncia de outras
espécies e na manutencao do equilibrio entre elas, assim, a ocorréncia de
um microrganismo em determinado habitat é a expressao de sua reagéo as
condicdes ambientais, dentro dos limites da bagagem genética possuida
pelo microrganismo (Aquino e Assis, 2005).

Assim, o0s beneficios cientificos esperados de um maior
conhecimento sobre a diversidade microbiana incluem, entre outros, a
melhor compreensao das func¢des exercidas pelas comunidades microbianas
nos ambientes terrestres e suas interagdes. Fato que pode ser comprovado
por diferentes estudos realizados por Maila et al. (2006), Yao et al. (2006),
Drissner et al. (2007) e Elfstrand et al. (2007) que observaram mudanga na
diversidade das comunidades microbianas no solo quando este foi
submetido a diferentes manejos, inferindo que o manejo adequado favorece
a diversidade microbiana.

A compreensdo do papel de microrganismos no ambiente também
fornece subsidios para o estabelecimento de politicas de biosseguranga, de
projetos em agricultura sustentavel e de programas de desenvolvimento
industrial (Canhos, 1994).
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Outro ponto a ser considerado é a atividade sécio-econémica como
observado por Griffith (2003), Diniz-Filho et al.(2005) e Rangel et al. (2007)
que encontraram correlacdes positivas da diversidade de espécies de
plantas entre as variaveis socioecondmicas e atividades de agricultura e
pecuaria realcando que as ameacas a biodiversidade relacionadas a
agricultura moderna estdo concentradas nas regides que sdo também
importantes locais de conservacao.

Apesar de exercer tanta influéncia sobre a humanidade, menos de
5% dos microrganismos do mundo sdo conhecidos, destes, em torno de um
por cento foi efetivamente cultivados enquanto o restante (95%) ainda néo
foi sequer explorado (Manfio, 2003).

Em nivel global, a diversidade de microrganismos excede, em
algumas ordens de magnitude, a diversidade de plantas e animais sendo
que todos os biomas terrestres dependem direta ou indiretamente da
atividade dos microrganismos (Johri et al., 2005).

O Pantanal, o Semi-arido, os Cerrados e a Amazénia, por exemplo,
sdo verdadeiros bancos naturais de recursos genéticos, que ainda estdo
sendo descobertos. Dado a sua grande importancia, a caracterizagédo e o
estudo de espécies vegetais e de microrganismos em um contexto ecolégico
e evolucionario (Kassen e Rainey, 2004), deve se intensificar, especialmente
quando as espécies estdo em perigo de extin¢édo (Valois, 1998).

Os avangos nas areas de genOGmica e protebmica, em
instrumentacao e robdtica, por meio de estudos de bioprospeccao, selecéo e
triagem em larga escala, estdo gerando novos materiais biolégicos, variando
de genes a organismos, visando a obtencdo da sintese do conhecimento
existente e propiciando novas aplicagfes biotecnoldgicas de microrganismos
(Canhos, 2003).

Existem milhares de companhias voltadas para a biotecnologia que
fazem grande progresso nos setores farmacéutico e agropecuario com
centenas de compostos novos produzidos por células microbianas,
mamiferos ou insetos geneticamente modificados e muitos desses produtos,

ja foram introduzidos no mercado (Hill e Sendashonga, 2006).



23

1.3.1 Modelos de Avaliagédo da Biodiversidade

A diversidade pode ser medida por intermédio de indices
matematicos, que levam em consideragdo informacdes taxondmicas na
definicho das unidades de medida (taxa). Alguns indices fornecem
informacdes importantes a cerca do padrdo de distribuicdo de espécies
microbianas dentro do ecossistema (Zilli et al., 2003).

Embora as populagbes microbianas sejam extensas e
geneticamente diversas, tanto o nivel de diversidade quanto a extensao
ecologica das populagbes relevantes, ainda séo desconhecidos. Por esse
motivo, os indices e simuladores sdo utilizados para ajudar a identificar o
processo de evolugdo da diversidade microbiana e acabam por indicar
mutacdes adaptativas e mesmo as nao-adaptativas que foram disseminadas
entre 0s grupos ou ficaram restritas a pequenos grupos genéticos. De
acordo com esses indices, € possivel encontrar altos niveis de diversidade
microbiana nos ambientes (Mes, 2008).

Os indices de diversidade s&o a forma mais classica de se fazer
avaliagcBes ecoldgicas. Pois, acredita-se que a diversidade de espécies € um
indicador do status de um ecossistema ou comunidade microbiana
(Fernandez-Alaez et al., 2002; Salas et al.,, 2005) e, em uma visdo mais
ampla, indicadores da qualidade biologica do ambiente (Gaston e Spicer,
2004). Além disso, quanto maior a diversidade maior a contribuicdo para
estabilidade do ecossistema em questao (Kiessling, 2005; Moore, 2005).

O indice de Shannon-Wiener (1949), j& tradicionalmente designado
como indice de Shannon, é a medida de diversidade mais consagrada
(Rosso, 1996). Para Wihim (1972), esta equacgéo é a mais satisfatéria dentre
as desenvolvidas para diversidade especifica e de dominéncia, pois
expressa a importancia relativa de cada espécie e ndo apenas a propor¢cao
entre espécies e individuos. Odum (1988) reportou que este é o indice que
atribui um maior peso a espécies raras, prevalecendo, desta forma, o

componente de riqueza de espécies (Peet, 1974).
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O indice de Shannon-Wiener assume, também, que os individuos
sdo amostrados ao acaso de uma populacdo indefinidamente grande
(Pielou, 1983) e que todas as espécies estdo representadas na amostra
coletada, sendo relativamente independente do tamanho da amostra.
Segundo Hutcheson (1970) os dados obtidos se enquadram numa
distribuicdo normal, desde que N seja um numero inteiro, de modo que o0s
métodos estatisticos podem ser empregados para testar a significancia das
diferencas entre as médias.

O indice de Simpson foi o primeiro a ser usado em estudos
ecologicos e mostra a “concentracdo” de dominancia, uma vez que, quanto
maior o valor, maior a dominancia por uma ou poucas espécies. Este indice
exprime, basicamente, a abundancia das espécies mais comuns, sendo,
consequentemente, mais sensivel a mudancas que ocorrem nestas espécies
(Magurran, 1988).

Alguns autores sugerem o0 uso de indices mais sensiveis as
mudancgas na faixa de média a pequena abundancia microbiana. Esses
indices podem ser encontrados, por exemplo, na familia dos indices de Hill e
Hurlbert, que por sua vez, podem se associar ao indice de Shannon (Izsa'k,
2007.)

Esses indices ilustram as interagdes entre a diversidade microbiana
e genética de populagcdes microbianas, sendo cruciais para o complexo

entendimento da genética nas comunidades microbianas (Mes, 2008).

1.4 R1ZOBIOS

Um dos mais importantes processos conhecidos na natureza e
realizados apenas por microrganismos procariotos é o da fixagdo biologica
de nitrogénio (FBN). A primeira publicag&o sobre a capacidade das bactérias
realizarem a FBN e o produto deste processo ser absorvido pelas plantas foi
descrita em 1888 sendo a primeira bactéria fixadora de nitrogénio

atmosférico, também conhecida como diazotroéfica, descrita em 1893.
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Desde 0 comego essa descoberta gerou grande impacto e vasta
literatura sobre o tema, sendo até hoje os rizébios mais estudados. O uso de
técnicas moleculares possibilitou a reclassificacdo e o conhecimento da
grande diversidade nesse grupo de bactérias (Reis et al., 2006).

O termo rizébio em senso estricto refere-se aos membros do género
Rhizobium. Através dos anos, entretanto, o termo passou a ser usado para
todas as bactérias capazes de nodular e fixar nitrogénio em associagdo com
leguminosas (Moulin et al., 2001; Sy et al., 2001; Sadowsky e Graham, 1998;
Sawada et al., 2003). Porém alguns estudos mostram que esses nodulos
podem ser formados por outros géneros bacterianos (Reis et al., 2006).

Os rizobios nédo sdo todos iguais, em geral cada espécie leguminosa
requer uma estirpe especifica. A caracteristica fenotipica que os distingue de
outras bactérias € sua habilidade de infectar e permitir a formacao de 6rgéos
fixadores de nitrogénio principalmente nas raizes conhecidos como nddulos
(Long, 1989; van Rhijn e Vyerleyden, 1995; Sadowsky e Graham, 2002) nédo
sendo, porém, exclusividade das raizes, mas também podem ocorrer nos
caules de plantas que passam por periodos de alagamento (Reis et al.
2006).

Apesar da simbiose estabelecida entre rizébios e leguminosas ser a
interacdo planta-hospedeiro mais estudada (Spaink et al., 1998; Sadowsky e
Graham, 2002), o conhecimento a cerca da ecologia dos rizébios € limitado
e fragmentado (Sadowsky e Graham, 1998).

Os rizobios cobrem um aspecto ecolégico muito amplo: podem ser
encontrados como saprofagos no solo, na &gua doce, vivem como
rizobactérias na rizosfera de leguminosas e outras plantas, e em simbiose,
se diferenciando em bacterdides (Brewin, 1998; Sadowsky e Graham, 1998).

De acordo com a descri¢cdo no Bergey's Manual (Garrity e Holt, 2001)
a maioria dos rizobios esta assim classificada:

Dominio : Bactéria

Filo: Proteobactéria

Classe : a-proteobactéria

Ordem: Rhizobiales
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Familia: Rhizobiaceae; Bartonellaceae; Brucellaceae;
Phyllobacteriaceae; Methylocystaceae; Beijerinckiaceae; Bradyrhizobiaceae;
Hyphomicrobiaceae; Methylobacteriacea; Rhodobiaceae.

Género: Rhizobium; Agrobacterium; Allorhizobium; Carbophilus;
Chelatobacter; Ensifer; Sinorhizobium; Bartonella; Brucella; Mycoplana;
Ochrobactrum; Phyllobacterium; Aminobacter; Aquamicrobium;
Delfuvibacter;  Mesorhizobium;  Pseudoaminobacter;  Methylocicystis;
Albibacter; Methylosinus; Beijerinckia; Chelatococcus; Methylocella;
Bradyrhizobium;  Afipia; Agromonas; Blastobacter; Bosea; Nitrobacter;
Oligotropha; Rhodoblastus; Rhodopseudomonas; Hyphomicrobium;
Ancalomicrobium; Ancylobacter; Angulomicrobium; Aquabacter;
Azorhizobium; Blastochloris; Devosia; Dichotomicrobium; Filomicrobium;
Gemmiger; Labrys; Methylorhabdus; Pedomicrobium; Posthecomicrobium;
Rodomicrobium;  Rhodoplanes;  Seliberia;  Starkeya;  Xanthobacter;
Methylobacterium; Rhodobium.

Um grande numero de isolados tem sido observado como sendo
capazes de nodular e fixar nitrogénio em leguminosas que estdo
filogeneticamente fora do grupo tradicional das a-proteobactérias. Esse
grupo possui 0s genes nod que foram provavelmente obtidos por meio de
transferéncia lateral (Moulin et al., 2001; Sy et al., 2001).

Informacdes recentes confirmam que muito mais bactérias capazes
de nodular e fixar nitrogénio serdo descobertas fora do grupo dos rizébios.
(Barret e Parker, 2005).

1.4.1 Fixagéo Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) € um elemento essencial para as plantas e limitante a
produtividade agricola. O grande reservatério de N é representado pelo gas
atmosférico (cerca de 80%). Contudo, as plantas ndo possuem aparato
enzimatico para quebrar a tripla ligagdo da molécula e utiliza-la como fonte

de proteina.
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Entretanto, a fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) € um processo
bioquimico em que o nitrogénio atmosférico é incorporado diretamente as
plantas ap0s a quebra da tripla ligacdo do N por meio de um complexo
enzimatico, denominado nitrogenase.

Este processo ocorre no interior de estruturas especificas,
denominadas de nédulos, onde os rizébios convertem o N atmosférico em
amonia, que é incorporada em diversas formas de N organico.

Por ser uma enzima redutora, a presenca de oxigénio reprime a
expressdo da nitrogenase, por isso, 0s rizébios possuem mecanismos de
protecdo para atuar no momento em que esse complexo estd ativo. Além da
presenca de oxigénio, o excesso de N, presenca de alguns aminoacidos
essenciais, idade fisioldgica e disponibilidade energética sdo fatores que
inibem a atividade da nitrogenase (Reis et al., 2006).

A formagdo de um nddulo é resultante de um processo complexo,
envolvendo diversos estadios. Inicialmente as sementes em germinacao e
as raizes exsudam moléculas que atraem quimicamente os rizébios, outras
gue estimulam o crescimento das bactérias na rizosfera da planta
hospedeira e outras que desencadeiam a expressao de diversos genes,
tanto da bactéria como da planta hospedeira.

A sequir, as bactérias penetram na raiz e provocam o crescimento de
células especificas da planta hospedeira, formando os nddulos onde ficardo
alojadas. Quando os nddulos estdo em plena atividade apresentam, em sua
parte interna, coloragdo rosea intensa, devido a atividade da
leghemoglobina, cuja fungdo é o transporte do oxigénio essencial as fungdes
vitais desses microrganismos aerobios (Hungria et al., 2001).

A principal vantagem da FBN, no caso da soja, é do ponto de vista
econdmico. A inoculacdo das sementes com a bactéria especifica substitui
totalmente a adubacgdo nitrogenada proporcionando uma economia para o
pais de 3 bilhdes de dolares. Outras vantagens no caso de leguminosas
nativas é o total aproveitamento do N fixado, ndo existindo perdas como
podem ocorrer quando se empregam fertilizantes e o enriguecimento do solo

com o nitrogénio (Araujo e Carvalho, 2006).
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Portanto, a FBN €& um processo que nao polui o ambiente e,

geralmente, promove um maior crescimento e desenvolvimento das plantas.

1.5 PRESERVACAO MICROBIANA
1.5.1 Preservacao in situ e ex situ

A conservagdo dos recursos naturais € uma prioridade nacional e a
busca por um sistema de plantio que resulta em danos reduzidos ao
ambiente cultivhvel como um todo é desejavel. A adocdo difundida dos
sistemas de producdo da soja em plantio direto, por exemplo, conseguiu
grande sucesso por realgcar a qualidade e a dinamica da populagéo
microbiana no solo (Christoffoleti et al., 2007).

Considerando que grande parte das terras no Brasil estd sob algum
sistema de plantio, essas observagfes se tornam relevantes inclusive sob
aspecto da conservacdo e exploragdo racional dos recursos naturais
remanescentes. Praticas conservacionistas diminuem a necessidade de
ampliacdo de areas de cultivo ou pastoreio, que pressionam 0s
ecossistemas envolvidos (Odalia-Rimoli et al., 2000).

Além da conservagdo dos recursos naturais, a conservacao dos
recursos genéticos, ganha espaco cada vez maior quando se trata de
preservacdo do ambiente. Dentre as técnicas utilizadas para preservar
recursos genéticos, pode-se ressaltar a conservacdo in situ (conservagao
das espécies na comunidade a que pertencem dentro do ambiente que
estdo adaptadas) e a ex situ que diz respeito a conservacdo das espécies
fora do seu local de origem.

Na conservagdo in situ, praticam-se as modalidades de é&reas
protegidas, reservas genéticas, areas de produtores tradicionais e areas de
populacdes indigenas (Valois, 1998).

Para o caso da conservacdo ex situ, as principais modalidades
empregadas sdo: colecdo de base, colecdo ativa, colecdo de trabalho,
colecdo a campo, colecdo in vitro, colecdo em criopreservacdo, colegao

nuclear e banco gendémico (Valois, 1998).
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Essas cole¢Bes biolégicas adquiriram crescente importancia na
atuacdo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), pois sendo centros
depositarios de material biolégico, as cole¢cdes abrigam néo sé os espécimes
coletados e estudados, mas também as informacfes associadas aos
individuos e as populacdes de cada espécie (Manfio, 2003).

Esses dados biolégicos, quando relacionados a dados climaticos,
meteorolégicos, edéaficos, entre outros, sdo essenciais tanto para a
compreensdao da vida no planeta (no passado e no presente) quanto para a
projecdo de cenarios futuros, assim como para o entendimento de padrdes
de mudancas da biodiversidade e de seus impactos na sociedade,
decorrentes da dinamica dos sistemas naturais ou de interven¢gées humanas
sobre o ambiente, a exemplo do entendimento do potencial impacto de
gueimadas e da liberacdo de organismos geneticamente modificados
(Manfio, 2003).

Apesar desse tema sO recentemente ter adquirido importancia no
cenario brasileiro, a primeira colegdo de servico microbiana que se tem
registro, é a Colecdo Kral, estabelecida em Praga, em 1890, com a
finalidade de fornecer culturas puras para estudos comparativos e
identificacdo de bactérias patogénicas. No inicio do século 20, outras
colecbes de servico foram estabelecidas na Europa, Estados Unidos e
Japéo, com a finalidade de conservar e fornecer material de referéncia para
estudos taxonémicos (Canhos, 2003).

Essas cole¢des passaram por um continuo processo de evolucéo,
visando atender demandas especializadas decorrentes dos avangos na
microbiologia industrial (década de 60), biotecnologia (década de 80),
engenharia genética e gendmica (década de 90). Existem cerca de 470
colecdes de culturas de microrganismos e células registradas no Centro
Internacional de Dados da Federagdo Mundial de Coleg¢bes de Culturas
(WFCC). Destas, cerca de 20 colegbes abrangentes podem ser
enquadradas como cole¢Bes de servico e contam com forte respaldo

governamental. As demais, cerca de 450, sdo classificadas como cole¢bes
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especializadas de trabalho ou cole¢Bes institucionais de acesso restrito
(Valois, 1998; Canhos, 2003).

A Europa e a América do Norte juntas detém 56% das cole¢fes e
71% dos microrganismos depositados, enquanto que a maior diversidade se
encontra fora dessas regifes. Ha muitos exemplos de paises ricos em
biodiversidade podendo ainda ser encontrados, facilmente, de 20 a 30% de
isolados novos para a ciéncia (Smith, 2003), porém sem politicas de
preservagao.

Essas cole¢Bes podem também servir de subsidio para montagem
de bibliotecas metagendmicas, uma vez que tém importancia reconhecida na
descoberta de fun¢des metabdlicas de microrganismos ndo-cultivaveis (Stein
et al.,, 1996; Rondon et al., 2000) e, em analises filogenéticas, além de
diferentes tipos de metabdlitos do solo ja terem sido alvo desse tipo de
técnica envolvendo oxidoredutases (Knietsch et al., 2003), lipases, amilases
e nucleases (Rondon et al., 2000), clones com producdo de antibiéticos
(Gillespie et al., 2002) e com propriedades hemoliticas (Rondon et al., 2000).

Neste sentido, as Colegcdes de culturas contribuem para o
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, através da realizagéo de atividades
especializadas de servico e suporte cientifico em microbiologia béasica e
aplicada entre outros.

Contudo, h& necessidade de alternativas para subsidiar os centros
de pesquisas (Koziell e Swingland, 2002) e politicas comuns devem ser
adotadas para regulamentar as cole¢des de todo o mundo, facilitando a
construgdo de novos centros de pesquisas nos paises que ainda possuem

riquezas de recursos genéticos ainda nao exploradas (Smith, 2003).

1.5.2 — Agentes de Preservacao

A preservagdo microbiana € o objetivo de pesquisadores. Muitos
esquemas de preservacao de culturas puras foram ensaiados e mais de 40
anos se passaram, desde a primeira demonstracdo de uma efetiva

criopreservacdo. A partir de entdo, o potencial de estocagem de células
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vivas, por longos periodos, rapidamente se tornou alvo de estudos em
diversas areas (McLellan e Day, 1995).

Métodos ideais de armazenamento de microrganismos necessitam
promover a sobrevida das células, bem como a pureza da cultura e a
estabilidade de suas caracteristicas. Alguns pesquisadores, no entanto, tém
mencionado a ocorréncia de alteracbes fenotipicas e/ou genotipicas em
amostras mantidas em laboratério, as quais podem influenciar estudos,
tipagem e a aplicabilidade destes organismos nos diversos setores (Takagi
et al., 1997).

Para que seja preservado, o microrganismo deve ser isolado e
cultivado, porém esta provado que ndo € possivel cultivar a maioria (99%)
dos microrganismos conhecidos devido a um conhecimento limitado com
relacdo a fisiologia do microrganismo, meio requerido e de outros fatores
fisico-quimicos necessérios para cultivo de microrganismos de diferentes
nichos ambientais. H4& uma necessidade de encontrar maneiras e técnicas
novas para cultivo de microrganismos até entdo ndo-cultiviveis e de
preservar os ja cultivaveis (Cameotra, 2007).

A manutencao de culturas puras em longo prazo tanto da viabilidade
quanto da atividade dos microrganismos é requerida para o desenvolvimento
de técnicas tendo como base a célula para monitoramento ambiental. Para
alcancar esses objetivos, varias técnicas como congelamento a -20°
congelamento a -80°, &gua destilada, nitrogénio liquido, liofilizag&o, culturas
continuas e imobilizagdo em polimeros orgénicos ou inorganicos sao
utilizadas. Técnicas envolvendo sistemas com biosensores que podem ser
aplicados em biochips ou fibras 6Gticas sdo promissores para um futuro
proximo (Bjerketorp, 2006; Ryan et al., 2000).

Culturas puras obtidas de cole¢Bes de referéncia séo utilizadas em
atividades de ensino, estudos taxonbémicos, identificacdo de patégenos e
testes de controle de qualidade de produtos e materiais (Canhos e Manfio,
2000).

Portanto, o material biol6gico conservado por métodos adequados

nessas cole¢bes mantém o microrganismo vivo podendo enfim, atender a
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diferentes areas como saude, agropecudria, industria, ambiente além de
uma gama de conhecimentos associados, como procedimentos de
isolamento, cultivo e manutencdo dos organismos (Rodriguez - Valera,
2002).

A escolha da técnica a ser empregada na preservacao deve ser
definida a partir do objetivo e do microrganismo. Para curtos periodos de
manutengdo, quando se pretende o uso diario, meios enriquecidos e de
formulacdo indefinida, como o meio extrato de levedura-peptona-dextrose
(YEPD) e o 4gar extrato de malte, ou ainda agar nutriente, séo comumente
utilizados (Spencer e Spencer, 1996).

Para periodos longos de preservacdo, como em colecbes de
culturas, onde o0 acesso imediato € menos importante, devem-se buscar
métodos que promovam melhor manutencdo das caracteristicas das
espécies e das cepas, quando este € o objetivo primario (Spencer e
Spencer, 1996).

O processo de liofilizagdo de microrganismos envolve seu
congelamento prévio a baixissimas temperaturas seguido da secagem da
amostra a vacuo. Para se obter bons resultados com a liofilizagao, alguns
fatores devem ser observados, como a escolha do meio de crescimento da
cultura inicial, do meio de reativacdo e a temperatura de pré-congelamento,
entre outros (Rose, 1970).

Este processo é bastante agressivo e apresenta alguns efeitos
indesejaveis, tais como a desnaturacdo de proteinas e o decréscimo da
viabilidade de diversos tipos celulares. Mesmo assim, ja foi utilizado com
sucesso em diferentes isolados de nddulos de soja, caupi, alfafa, feijdo e
trevo e outras leguminosas de cobertura preservados por periodos de 3 a 4
anos e ainda mostraram habilidade em crescer, nodular e fixar nitrogénio em
seus respectivos hospedeiros equivalente aos estoques padrbes (Appleman
e Sears, 1946).

Para se prevenir e reduzir estes efeitos adversos, substancias

protetoras tais como leite desnatado, sacarose, glicerol, dimetil sulféxido,
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entre outras, sdo comumente adicionados as amostras antes de serem
congeladas ou liofilizadas (Diniz-Mendes et al., 1999).

O meio com leite desnatado pode ser utilizado como agente protetor
e também na re-hidratacdo das células, com significativa melhora dos
resultados (Abadias et al., 2001), porém, de acordo com Allievi e Salardi
(1993) teste utilizando leite desnatado adicionado diretamente a cultura
liquida de rizébios utilizando duas temperaturas, mostrou que a -20°C o uso
do leite desnatado foi de eficiéncia limitada; ja a -80°C com ou sem leite
desnatado a preservacgdo foi eficiente, demonstrando que a temperatura
sozinha é eficiente. Os resultados também demonstraram que a infectividade
dos rizébios foi mantida depois de estocado.

O dissacarideo trealose foi mencionado como uma substancia que
apresenta um papel de reserva de carboidrato e como protetor da membrana
citoplasmatica contra secagem, congelamento e tensdo de calor. Este
carboidrato tem sido utilizado com sucesso na preservagdo de diferentes
tipos celulares ao serem submetidos a tratamentos em baixas temperaturas.

Carvalho et al. (2004) e Streeter (2003), ressaltam que meios
padrées, contendo glicose como fonte de carbono, ndo sao eficientes na
protecdo do microrganismo contra a dessecagdo; sendo o uso de trealose
mais recomendado, pois possibilita ao microrganismo o acumulo do referido
acucar no interior do citoplasma, favorecendo a protecéo.

O uso eficiente da trealose na preservacdo bacteriana foi
comprovada por Pereira et al. (2002) para estirpes de Rhizobium tropici e
Rhizobium etli apos a liofilizagdo utilizando 100 mM de trealose, e ainda
sobreviveram por 12 horas mesmo sob condi¢gbes n&o ideais para estoque,
mostrando que o uso de trealose foi superior a combinacdo de sacarose e
peptona como prote¢do para armazenamento.

Porém, essa estratégia s é possivel, segundo Jules et al. (2004),
se 0 microrganismo nao utilizar o acucar escolhido como fonte de energia.
Essas recomendagfes sdo especialmente importantes para o congelamento
rapido, forma preferida entre os métodos de conservagédo de colegbes de

cultura (Morgan et al., 2006).
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A preservacdo em agua destilada purificada € um método menos
utilizado, porém com eficiéncia comprovada. Crist et al. (1984) observaram
viabilidade e capacidade de nodular em 3 estirpes de Rhizobium japonicum
e 2 estirpes de crescimento lento de caupi depois de estocados em agua
purificada em temperatura ambiente por um ano ou mais enquanto que 3
espécies de Rhizobium de crescimento rapido sob as mesmas condi¢des
ndo se mostraram viaveis. Avaliagbes em microscopia eletrénica indicaram
que ndo houve grandes mudancas na morfologia durante o periodo de

estocagem (Crist et al., 1984).

1.6 CARACTERIZACAO TAXONOMICA

O conceito de espécie bacteriana € feito com base no quadro de
origem vegetal e animal associadas as a-proteobactérias, levando em
consideragdo as avaliagcdes filogenéticas, taxondmicas, bem como a
percepcdo dos microbiologistas. A abordagem filogenética é que da uma
perspectiva evolutiva da linhagem bacteriana; em nivel individual, as
caracteristicas qualitativas biologicas utilizadas para a definicdo das
espécies muitas vezes revelam falhas, porque muitas dessas propriedades
sdo o resultado de co-evolucdo ou transferéncia horizontal de genes. No
entanto, quando consideradas em conjunto, caracteristicas taxonémicas e
filogenéticas, uma definicdo concreta das espécies bacterianas pode ser
concebida (Moreno, 2002).

As alterac6es adaptativas que ocorrem dentro de um individuo pode
ser transferido horizontalmente para muitos ou todos os membros do grupo.
Esta parece ser a condicao correspondente ao processo evolutivo de muitas
bactérias associativas em vegetais (Moreno, 2002).

Os estudos taxondémicos foram por muito tempo relegado em
segundo plano devido a inumeros problemas relativos a definicdo de
espécies, especialmente quando se considera o estudo da taxonomia
bacteriana. De fato a busca de organismos que possuem genes de

interesse, tanto agrondmico quanto industrial, depende das metodologias de
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classificagdo uma vez que estirpes relacionadas dentro de um taxon tém
maiores possibilidades de também possuirem estas caracteristicas de
interesse. Este extenso campo de agéo sé pode ser mais bem compreendido
no contexto da nova sistematica microbiana, surgida a partir da introducéo e
aplicacdo de novos conceitos taxondémicos e técnicas do final dos anos 50 e
inicio dos anos 60 (Bull et al., 1992).

Esses estudos s@o necessarios para facilitar a comunicacéo entre os
cientistas e buscar um maior entendimento da biologia e evolugdo desta
simbiose. De acordo com Haukka (1997), a filogenia pode ser definida
simplesmente como uma historia evolucionaria de organismos e genes, cujo
entendimento é um pré-requisito para estudos ecoldgicos e de genética de
populacgdes.

A identificacdo correta de um microrganismo de acordo com suas
correlacdes filogenéticas ajuda a predizer propriedades genotipicas e
fenotipicas esperadas para cada espécie. Com 0 surgimento da taxonomia
numeérica, por permitir analise conjunta de dados fisiolégicos e morfologicos,
observou-se grande aplicabilidade destes estudos na avaliacdo da
diversidade de diferentes grupos de microrganismos (Bull et al., 1992). Esse
procedimento além de permitir um levantamento preliminar da diversidade
presente no ambiente em estudo, fornece dados sobre a expressédo de
caracteristicas  fisiologicas que podem ser correlacionados com
determinados fatores ambientais (Li et al., 2004).

O advento dos métodos moleculares baseados no estudo do
genoma bacteriano também se constituiu uma fonte abundante de dados,
passiveis de serem gerados sem a interferéncia de problemas técnicos
importantes como condi¢Bes de cultivo, estado fisiolégico e outros fatores
gue, muitas vezes, mascaram os dados fenotipicos.

Com essa metodologia, tornou-se claro que o rizébio era um grupo
de bactérias bastante diverso, tanto em circulo de hospedeiras como em
caracteristicas fisiologicas e que havia algum tipo de correlagédo entre estas
duas propriedades. O critério de classificagdo foi sendo modificado até

obtencdo de cinco géneros baseados, principalmente, em experimentos de
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hibridizagdo de DNA: Rhizobium e Bradyrhizobium (Jordan, 1984),
Sinorhizobium (Chen et al., 1988; de Lajudie et al.,1994), Azorhizobium
(Dreyfus et al., 1988) e Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997).

Comparagdes entre sequéncias completas ou parciais de
nucleotideos do 16S rRNA tem sido utilizadas para avaliar a relagédo
filogenética entre as diferentes espécies de Rhizobium (Lucas et al., 1995;
van Berkum et al., 1998).

Na definicdo de novas espécies, recomenda-se 0 uso da “taxonomia
polifasica”, a qual procura integrar diferentes tipos de informacdes,
fenotipicas, genotipicas e filogenéticas, do microrganismo de interesse
buscando uma classificacdo de consenso (Graham et al.,, 1991; Li et al.,
2004).

1.6.1 Caracterizagao Molecular

O interesse renovado nos estudos de taxonomia microbiana deve-se
muito ao desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e iniciou-se
com a aplicacdo dos métodos de taxonomia numérica, molecular e quimica,
com o rapido desenvolvimento no campo do sequenciamento do rRNA e dos
genes que codificam para o rRNA (rDNA) e as técnicas de “fingerprinting”
molecular. Com esse advento, foi possivel determinar objetivamente as
relagdes inter e intra-especificas de microrganismos (Straliotto e Rumjanek,
1999).

O desenvolvimento das abordagens moleculares levou a formacao
de diferentes tendéncias dentro da sistematica bacteriana, por exemplo, a
elucidacdo de relacdes filogenéticas, estudos descritivos combinando
informacg0des filogenéticas e fenotipicas, estudos ecol6gicos com o objetivo
de revelar espécies nado-cultivaveis de microrganismos, ou mesmo evitar 0s
procedimentos de cultivo nos estudos de ecologia microbiana do solo, e o
desenvolvimento de metodologias de diagnose (Stackebrandt e Goebel,
1994).
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Metodologias como a técnica de hibridizacdo do DNA de coldnias,
com sondas ligadas a genes relacionados com a simbiose (Mercante et al.,
1998) ou ainda outros tipos de marcadores moleculares, como as técnicas
de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) s&o bastante Gteis no
levantamento da biodiversidade do rizobio baseado na pressuposi¢ao que as
diferencas genéticas no DNA significam na maioria das vezes, diferencas
fenotipicas (Faleiro, 2007).

Variagbes da PCR que utlizam primers complementares a
sequéncias de DNA de ocorréncia natural altamente conservadas e
repetitivas presentes em mudltiplas cépias no genoma da maioria das
bactérias, j4 foram identificadas com primers REP, ERIC e BOX. Dentre
eles, os primers BOX sdo geralmente recomendados por gerar impressdes
mais robustas e produzir um padrdo de fragmento mais complexo (Reis
Junior et al., 2002).

De acordo com Fernandes et al. (2003) a analise por BOX-PCR
revelou um alto grau de diversidade genética e a metodologia mostrou-se
eficiente para diferenciar estirpes, mas nédo para a diferenciagdo de espécies
de rizébio. Pela técnica do RFLP (restriction fragment length polymorphism)
da regido do DNA que codifica o gene 16S rRNA e da regido intergénica
entre os genes 16S e 23S rRNA, com cinco enzimas de restricdo, bem como
pelo seqlienciamento parcial da regido do 16S rRNA, foi possivel classificar
as estirpes nos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium.

Alta diversidade fenotipica e genotipica também foi observada por
Freitas et al. (2007) utilizando a técnica de BOX-PCR em rizobios isolados
de solos salinos no sertédo de Pernambuco.

A identificacdo rdpida e confiavel de estirpes continua sendo o
objetivo mais importante nos estudos taxondmicos, por isso a utilizacdo das
ferramentas da biologia molecular ainda é uma 6tima alternativa. Porém a
avaliacdo fenotipica contabilizando os efeitos ambientais e das interagcbes
genotipo versus ambiente continuardo sendo de grande importancia e
essenciais para subsidiar a utilizagdo pratica dos recursos genéticos nos

sistemas de producéo e nos programas de melhoramento (Faleiro, 2007).
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1.6.2 Caracterizacao Fenotipica de Rizébios

Os métodos fenotipicos classicos ou tradicionais sdo usados nos
protocolos de identificacdo da maioria dos laboratérios de microbiologia.
Compreendem dados morfolégicos, fisiolégicos e bioguimicos, o0s quais
individualmente s&o considerados irrelevantes como parametros de
relacionamento genético, mas coletivamente fornecem informacdes
descritivas que permitem a distincdo de diferentes taxa. As espécies de
Rhizobium diferem significativamente no metabolismo de carbono e na
utilizagéo de diferentes substratos. A habilidade de utilizar glicose, sacarose,
lactose, frutose, arabinose, succinato ou adipato pode servir como um teste
diagndstico na diferenciac@o das espécies de rizébio (Graham et al., 1991).

O tempo de geragdo em meio contendo extrato de levedura, manitol
e sais minerais (YMA) (Vincent, 1970) distingue os diferentes géneros de
rizébio, sendo de 2 a 4 horas para Rhizobium, 6 a 10 horas para
Bradyrhizobium e apresentando valores intermediarios para Mesorhizobium.
Como consequéncia, o tamanho das colénias em meio sélido varia de 2 a
4mm apos 3 a 5 dias de incubacgéo para Rhizobium e Mesorhizobium e até 1
mm apoés 5 a 7 dias para Bradyrhizobium (Graham et al., 1991).

Os géneros de rizébio descritos podem ser diferenciados com base
em caracteristicas culturais e morfolégicas em meio YMA . Segundo Martins
et al. (1997), os principais parametros utilizados séo: tempo de crescimento
em meio de cultura YMA, reacdo &cida ou basica em meio de cultura,
didmetro de coldnia, producdo de polissacarideos extracelulares (goma) e
coloragédo da colonia. Com relagdo ao tempo de crescimento podem, ser
formados cinco grupos: muito rapido, para aquelas colénias que podem ser
visualizadas ap6s 1 dia de incubacdo; rapido, para aquelas que séo
visualizadas de 2 a 3 dias de incubacdo, intermediarias; com 4 a 5 dias;
lentas, com 6 a 10 dias e muito lentas, sdo visualizadas apés 10 dias de
incubacgéo (Melloni et al., 2006).

A alteracdo do pH do meio de cultura pode ser usada para dividir os

isolados em trés classes: estirpes que apresentam reagdo acida, reacao
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basica ou reacdo neutra em meio de cultura. Meios de cultura como YMA
recém preparadas com azul de bromotimol, possuem pH préximo a 6,8 e cor
verde. Rizbbios de crescimento lento tendem a alcalinizar, modificando a cor
para azul, enquanto os rizébios de crescimento rapido tendem a acidificar o
meio, alterando a cor para amarelo (Martins et al., 1997).

Tan e Broughton (1981) sugerem que as mudancas de pH
promovidas pelo rizébio no meio de cultura sdo devido a utilizagéo
preferencial de aguUcares pelas estirpes de crescimento rapido, seguida da
excrecdo de &cidos orgénicos, e de compostos nitrogenados pelas estirpes
de crescimento lento e consequente liberagdo de cétions.

A producéo de polissacarideos extracelulares, também denominada
de muco ou goma é outra caracteristica utilizada na caracterizagdo de
rizébio. As estirpes podem ser agrupadas em secas, quando ndao produzem
goma, e quando ocorre formagdo de goma sdo classificadas quanto a
guantidade produzida em: alta, média e baixa. Estirpes de crescimento
rapido tendem a produzir mais goma, ao contrario de rizébios de
crescimento lento que formam coldnias secas ou com baixa producdo de
muco (Martins et al., 1997).

A coloragdo da colonia varia dentro das diferentes estirpes de
rizébio, sendo uma importante caracteristica no agrupamento de taxa. A
coloragéo pode variar de incolor, branco a creme, sendo mais incomum a cor
amarela (Araujo, 1994).

A avaliagdo das caracteristicas culturais e morfologicas é o primeiro
passo para a identificagdo de grupos taxondmicos de microrganismos,
podendo prever uma boa aproximagé@o em nivel de género. Estes descritores
podem indicar diferencgas fisiolégicas importantes entre microrganismos, que
podem ser detectadas, posteriormente, mediante estudos mais refinados
(Pelczar Junior et al., 1997). Um exemplo é o género Mesorhizobium, no
gual foram incluidos isolados que apresentavam algumas caracteristicas
fenotipicas diferenciadas do género Rhizobium, inclusive algumas estirpes

gue apresentam crescimento intermediario, sugerindo a existéncia de
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diferencas metabolicas importantes (Moreira e Siqueira et al., 2006; Jarvis et
al., 1997; de Lajudie et al., 1998).

E importante ressaltar que ha uma grande variabilidade quando se
analisa estas caracteristicas, de modo que a possibilidade de analise do
maior numero possivel de dados culturais, morfolégicos e outras
propriedades fenotipicas (tolerdncia a antibidticos, sorologia, andlise de
lipopolissacarideos celulares, padrdes protéicos, composicdo das paredes
celulares, etc.) deve ser considerada (Vandamme et al., 1996). Trabalhos ja
foram publicados com base em caracteristicas fenotipicas visando a
caracterizacdo de diferentes populagBes de rizébio nodulando as mais
diversas plantas hospedeiras (Sweelim et al., 1997; Xavier et al., 1998).

Muitas destas caracteristicas fenotipicas sdo estudadas com o
objetivo ndo somente de caracterizagdo, mas de verificar a provavel
adaptabilidade ecoldgica dos diferentes isolados as condigbes ambientais
prevalentes no ecossistema para o qual se procede a selecédo do rizobio-
inoculante. Além disso, busca-se correlacionar dados de diversidade
metabodlica com os de eficiéncia simbidtica, uma vez que ela deve refletir a
diversidade dos mecanismos de controle das interagfes simbidticas entre
espécies de rizobio e as diferentes leguminosas (Batzli et al., 1992). Assim,
tolerancia as condi¢cdes de salinidade (Swellim et al., 1997), pH (Swellim et
al., 1997), temperatura (Sé& et al., 1993; Mercante et al., 1998), antibidticos
(Xavier et al., 1998) e etc., sdo variadveis analisadas “in vitro”, como o
objetivo de estabelecer correlagbes com a eficiéncia simbidtica dos isolados
no campo.

Martins et al. (1997) tentaram correlacionar caracteristicas
fenotipicas, como tempo de crescimento em meio YMA e pH do meio de
crescimento, e simbibticas, como atividade da hidrogenase, capacidade de
fixacdo de nitrogénio e nodulagéo da soja, com as condi¢des de solo e clima
das regides onde populagBes de rizébio capazes de nodular o caupi (Vigna
unguiculata L. Walp) foram isoladas. Entre outras conclusdes, os autores
observaram a maior ocorréncia de estirpes de crescimento rapido em

condi¢cdes de clima semi-arido, apesar da planta ter como caracteristica
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nddulos formados por estirpes de Bradyrhizobium, de crescimento lento.
Num outro estudo desta populacdo de rizobio, caracteristicas fenotipicas tais
como producdo de muco e resisténcia a antibidticos foram relacionadas aos
niveis de fésforo (P) e aluminio (Al) no solo (Xavier et al., 1998).

Em termos ecoldgicos, a andlise de dados fenotipicos tem
aplicabilidade restrita devido ao grande numero de interacdes que ocorrem
no sistema solo, tanto bidtica como abidticas, especialmente quando se
considera os microagregados do solo onde se alojam as populagtes
bacterianas sob a influéncia do ambiente rizosférico. Estas interacfes
dificultam as correla¢des entre os resultados em laboratério com os obtidos
no campo. No entanto, em termos taxondmicos, apés a introducédo dos
métodos de taxonomia numérica, a andlise destes dados tornou-se
imprescindivel. (Reis Junior et al., 2002)

Apesar da quantidade de dados genotipicos na literatura, a
correlacdo destes com as caracteristicas fenotipicas € uma das condi¢bes
para a descricdo de novos géneros e espécies bacterianas. Além disso,
estas analises de agrupamento faciltam o estudo comparativo do
comportamento dos diferentes grupos, tanto intraespecificos como
interespecificos, quanto as diferentes caracteristicas no campo (Straliotto e
Rumjanek, 1999).

Quanto a producdo de muco, as estirpes de rizébio, diferem tanto
em quantidade de produgdo como em qualidade. De acordo com Dehio e
Bruijn (1992), Rhizobium sp. fixador de nitrogénio dos nédulos de arvores
leguminosas como a Leucaena leucocephala (leucaena) produz grandes
montantes de exopolissacarideos em meio contendo manitol.

Tittabutr et al. (2006) observaram que a expressao de genes
especificos em meio salino onde determinada estirpe de Sinorhizobium sp.,
aumentou a producdo de muco durante a fase exponencial e chegou ao
nivel maximo no meio da fase estacionaria, mostrando que esses genes sao
requeridos para tolerancia salina.

Em geral, os estudos das caracteristicas culturais e morfolégicas dos

rizébios costumam estar relacionados com estudos em nivel de DNA sendo
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fundamentais para se conhecer a diversidade das espécies (Martins et al.,
1997).

1.6.2.1 Coloragédo de GRAM

Essa técnica foi desenvolvida por Hans Christian Joachim Gram,
estudante de medicina que em 1884 desenvolveu um método para colorir e
distinguir entre duas classes de bactérias, a Técnica de Gram, que ainda
hoje € um procedimento padrdo na microbiologia.

A coloragdo de GRAM € muito utilizada porque a maioria das
bactérias cora-se por este método, permitindo observar sua morfologia e
fornecendo informagbes a respeito do comportamento do material celular
diante dos corantes béasicos. Devido a estas vantagens esta coloragdo é
também utilizada no estudo taxonémico das bactérias fixadoras de nitrogénio
(Baldani et al., 1998; Ribeiro e Soares, 2002).

O mecanismo dessa coloragdo se refere a composi¢cdo da parede
celular, sendo que as GRAM-positivas possuem uma espessa camada de
peptideoglicano, acido teicdico e polissacarideos. Nas bactérias GRAM-
negativas o peptideoglicano constitui uma camada basal delgada, sobre a
gual se encontra uma outra camada, composta por lipoproteinas,
fosfolipideos, proteinas e lipopolissacaréideos, denominada membrana
externa.

A coloracdo de GRAM consiste em tratar bactérias previamente
fixadas em laminas, sucessivamente com cristal violeta, lugol, &lcool e
fucsina. O cristal violeta e o lugol penetram tanto nas bactérias GRAM-
positivas quanto nas negativas, formando um complexo de cor roxa. O
tratamento com alcool é a etapa diferencial. Nas bactérias GRAM-positivas o
alcool ndo retira o complexo cristal violeta-lugol formado no espaco
intercelular entre o peptideoglicano e a membrana plasméatica, pois seu
poder desidratante faz com que a espessa camada de peptideoglicano se
torne menos permeavel, retendo o complexo. Nas GRAM-negativas, devido

a pequena espessura da camada de peptideoglicano, o complexo corado é
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extraido pelo alcool, deixando as células descoradas e invisiveis mesmo ao
microscopio 6ptico. O tratamento com a fucsina ndo altera a cor roxa das
GRAM-positivas, ao passo que as GRAM-negativas, tornam-se
avermelhadas (Jorge, 2001).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2004), na etapa diferencial com alcool,
as bactérias GRAM-negativas tém o complexo extraido pelo &lcool devido as
descontinuidades existentes entre a membrana externa e a membrana

celular dessas bactérias.
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CARACTERIZAQAO E DIVERSIDADE DE BACTERIAS ISOLADAS DE
NODULOS DE LEGUMINOSAS NATIVAS DO PANTANAL
RESUMO Com o objetivo de caracterizar bactérias isoladas de nddulos de
duas leguminosas do Pantanal de Poconé e de Nhecolandia: Discolobium
spp. € Aeschynomene fluminensis, foram realizadas coletas de nddulos de
raiz e caule de Discolobium spp. e coleta de nédulos de caule de
Aeschynomene fluminensis no periodo de inundagdo. Os nodulos foram
armazenados em frascos contendo silica gel sem controle de temperatura
até o momento das andlises. Depois de desinfestados superficialmente, os
nédulos foram macerados com pinga e riscados em placas contendo meio
YMA e incubados a 28°C por 10 dias, quando entdo foram caracterizados
fisiologica e morfologicamente. Foram obtidos 262 isolados de nddulos de
caule e de raiz das leguminosas nativas. Todos os isolados foram
caracterizados quanto as caracteristicas culturais, morfoldgicas e producéo
de muco e armazenados com glicerol. A cor das col6nias dos isolados
predominante foi amarela. A diversidade bacteriana dos isolados de nédulos
de leguminosas nativas foi influenciada pela regido de coleta e a regido de
Nhecolandia foi mais diversa e com maior abundancia de espécies quando
comparada com Poconé. As andlises de agrupamento sugeriram diferencas

entre os isolados de nodulos de caule e de raiz.

Palavras-chave : associacdo simbiotica, leguminosas tropicais, diversidade.
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CARACTERIZATION AND DIVERSITY OF BACTERIA ISOLATED FROM
PANTANAL NATIVE LEGUME NODULES

ABSTRACT Aiming to characterize bacteria isolated from nodules of two
legumes from pantanal of Poconé and pantanal of Nhecolandia: Discolobium
spp. and Aeschynomene fluminensis. Nodules from root and stem of
Discolobium spp. and stem nodules of Aeschynomene fluminensis, were
collected during flood period. The nodules were stored in vials containing
silica gel without temperature control until the time of analysis. After
disinfected surface, the nodules were macerated with forceps and scratched
on plates containing YMA medium and incubated at 28 °C for 10 days when
then were characterized morphologically and physiologically. All isolates
were characterized as the cultural characteristics, morphology and
production of mucus and stored in glycerol. The color of the colonies of the
isolates was predominantly yellow. The diversity of bacterial isolates from
nodules of legumes native was influenced by region of collection and the
region of Nhecolandia was more diverse and greater abundance of species
when compared with Pocone. The clustering analysis suggested differences

between isolates from nodules of stem and root.

Key-words : simbiotic association; tropical legumes; diversity.
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2.1INTRODUCAO

O processo de fixagdo bioldgica de nirogénio (FBN) € um dos maiores
processos que regulam a vida no planeta, seguido da decomposicdo da
matéria organica, perdendo apenas pela fixagdo bioldégica de carbono
(fotossintese). E, por esse motivo, talvez seja o0 processo microbiano
relacionado a agricultura, mais estudado e explorado tecnologicamente. E
um processo realizado exclusivamente por microrganismos procariotos de
diferentes grupos, inclusive alguns exemplares do grupo Archae.

Existem trés tipos de organismos diazotroficos: os de vida livre;
aqueles que vivem associados a outros organismos; e, aqueles que vivem
em simbiose com outros organismos, sendo este Ultimo, a relagdo mais
eficiente desenvolvida por certas bactérias com plantas da familia das
leguminosas. Nesse processo de associagdo simbidtica, ocorre formagéo de
estruturas especializadas na raiz ou caule das plantas que sdo conhecidas
como naddulos.

A busca por bactérias diazotroficas com caracteristicas diferenciadas
como a capacidade de realizar a FBN mesmo em condi¢fes adversas como
temperaturas altas, solos salinos, deficiéncia hidrica e outros, sdo ainda
objeto de estudo para muitos pesquisadores.

Nesse contexto, o isolamento e a caracterizagdo desses diazotroficos
oriundos de areas com condi¢fes diferenciadas como € o caso do Pantanal,
onde ha potencial ecol6gico muito maior do que j& descrito em literatura
constitui 0 primeiro passo para muitos estudos futuros.

Nas planicies pantaneiras sobressaem solos inférteis (lateritas) em
areas Uumidas (hidromorficas) e planossolos, além de varias outras classes,
todos alagaveis, em maior ou menor grau, e de baixa fertilidade
apresentando problemas para o desenvolvimento da agricultura. E nesse
cenério de épocas de cheia e de seca que estdo determinados os ciclos da
vida no Pantanal.

As espécies de leguminosas Discolobium spp. e Aeschynomene
fluminensis, conhecidas popularmente como cortiga, sdo abundantes nessas

regides e utilizadas como alimento para o gado e também por animais
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silvestres. Sua importancia esta relacionada com seu aproveitamento como
adubo verde ou forragem.
Este estudo teve por objetivo caracterizar bactérias isoladas de

ndédulos de leguminosas nativas do Pantanal.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 IDENTIFICAGAO DAS AREAS DE ESTUDO

Pantanais de Poconé e Nhecolandia

O trabalho foi realizado em época de inundagdo em areas no pantanal
de Nhecolandia — MS na fazenda da EMBRAPA — CPAP (Centro de
Pesquisa Agropecuaria do Pantanal) (Figura 1) e em &reas do pantanal de
Poconé - MT, (Figura 2). As coordenadas geograficas e informacdes sobre a
época de amostragem estédo descritos na tabela 1. Na tabela 2, esta descrito

a analise de solo das regides onde foram coletadas as plantas e nédulos.

Tabela 1 Descrigdo dos locais de coleta, coordenadas geogréficas, periodo
de inundacdo, numero de nodulos e densidade de plantas na época de
amostragem.

Alturada  Persisténcia Densid. NUmero
. Coordenadas Lamina dainundacdo média de médio de
Locais i > ¢
geogréficas D’agua plantas nédulos/
(cm) (m2) planta
16° 40’ 675"S ] ]
RC 56040503 W 60 jan- junho 12,2 4,2
16° 40’ 683"S ] )
PF 56° 46’ 283" W 35 jan-abril 35 0,9
16° 31' 376"S ] ]
PBa 56042 703 W 48 jan-maio 28,9 18
19° 15’ 01"S 57° ) )
* - - -
NHE 01' 29 W 40 jan-maio

*Nhecolandia
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Tabela 2 Caracteristicas quimicas e fisicas das areas experimentais na
profundidade de 0-20 cm. Localizadas no Pantanal de Poconé, MT.

Locais ’pH P K CatMg Ca Mg Al H M.O. Areia Silte Argila
Agua mg/dm?® cmol,/dm?® % %
RC 57 87 88 42 3507 0048 390 38 16 46
PF 51 16,0 35 18 12 06 0,6 25 161 82 35 145
PBa 53 89 28 1,1 080304 2,0 1,14 17 8 75

B W A /Emb CP,
‘ig ; QF m/Em| ra;.)a :

70 Coygmbé

Figura 1 — Localizacdo das regides de coleta de nodulos no pantanal de
Nhecolandia. Ponto A evidencia a localizacdo da fazenda Nhumirim da

Embrapa/CPAP ; Ponto B evidencia a georeferencia da cidade de
Nhecolandia.

Figura 2 — Localizacdo dos trés pontos de coleta de nédulos no pantanal
de Poconé. Ponto Barara e Ponto Posto Fiscal ao longo da rodovia
transpantaneira e o ponto Rio Claro mais distante.
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2.2.2 COLETA DE NODULOS

Foram coletados nodulos de caule e raiz de Discolobium spp. e
nédulos de caule de Aeschynomene fluminensis em periodo de inundacéo
no Pantanal.

Apos a coleta, os nédulos foram armazenados em frascos contendo
silica-gel e estocados por um periodo de um més no Laboratorio de
Microbiologia do Solo da FAMEV/UFMT sem controle de temperatura até o

momento das analises.

2.2.3 ISOLAMENTO DE RIZOBIOS

Para o isolamento, foram escolhidos aleatoriamente cerca de 10%
do total de ndédulos estocados para cada regido. Apos os nodulos foram
hidratados por um periodo de 12 horas, quando entdo foram imersos em
alcool 92,8° por um periodo de um minuto, em seguida, ficaram imersos em
hipoclorito de sddio 35% por mais um minuto e lavados em agua destilada
estéril conforme descrito em Araujo (1994). A concentragdo do hipoclorito
utilizada ndo é a recomendada, porém estudos anteriores no laboratorio,
comprovam que para se ter uma efetiva desinfeccdo desses nodulos
oriundos de é&reas do Pantanal, a utilizacdo de maiores concentracdes
obtém-se melhores resultados.

Apos a desinfecgcdo, os ndédulos foram esmagados e riscados em
placas de Petri contendo meio especifico para isolamento de rizébios
composto de extrato de levedura, manitol e sais minerais (YMA) (Vincent,
1970) (Apéndice 1). As placas foram incubadas a 28°C por um periodo de 10
dias.

ApoOs esse periodo, foi verificada a pureza da cultura e as

caracteristicas morfologicas e fisioldgicas foram avaliadas.
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2.2.4 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E FISIOLOGICA

Foi verificado a reacédo ao pH do meio de cultivo de acordo com a
classificacéo: &cida, para os isolados que transformaram o meio de cultivo
para coloracdo amarela; alcalina, para os isolados que transformaram o
meio de cultivo para coloracdo azul e neutra, para os isolados que né&o
modificaram o meio de cultivo permanecendo na coloragao verde.

A caracterizagdo morfologica das coldnias foi realizada seguindo os
seguintes parametros: cor de colbnia; formato da borda da colonia (regular
ou irregular); detalhes O&pticos (opaco, transparente e transllcida);
observacdo da presenca ou auséncia de muco (Figura 3). Nesse estudo a
forma da colonia de todos os isolados foram considerados circular.

A morfologia da célula do isolado e a pureza da cultura também foi
observada através da técnica de coloragdo de GRAM (Apéndice 2). Foi
considerado rizébio todo isolado com o formato de bastonete e de coloragéo

résea (Gram negativo).

c1 c2
Figura 3 — Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas observadas nos
isolados bacterianos. A — Producdo de muco (Al — abundante; A2 — médio;
A3 — pouco; A4 — sem muco); B — Detalhe 6ptico (B1 — transllcido; B2 —
opaco; B3 - transparente); C — Formato da borda (C1 — regular; C2 —
irregular).
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As caracteristicas das estirpes recomendadas pelo Ministério da
Agricultura para o cultivo da soja, as estirpes Bradyrhizobium elkanii (SEMIA
587 e SEMIA5019) e Bradyrhizobium japonicum (SEMIA5079 e SEMIA5080)
oriundas da FEPAGRO (Fundacdo estadual de pesquisa agropecuaria),
foram utilizadas para comparacdo com os isolados. As caracteristicas das
bactérias Rhizobium leguminosarum e Azorhizobium caulinodans também

foram utilizadas para comparacgao.

2.2.5 ESTABELECIMENTO DA COLEGCAO DE CULTURAS

Os isolados devidamente caracterizados e purificados foram
armazenados em microtubos contendo glicerol na propor¢cdo de 40% de
solugdo final e estocados em freezer -20°C. Receberam cada um,
identificacao alfa-numérica de UFMT-50, para o primeiro isolado e UFMT-

652, para o ultimo isolado (Figura 4).

Figura 4 — Armazenamento e identificacdo dos isolados em
microtubos.

2.2.6 ANALISE DOS DADOS

Foi realizada andlise de similaridade pelo método complete linkage,
utilizando o programa Systat for Windows versao 11 de 2004. As analises
foram realizadas com base nas seguintes informagOes (anexo): Cor da
colbénia; producdo de muco; tempo de crescimento; reacdo ao pH; detalhe
optico (transparéncia). Cada andlise foi separada por hospedeiro e regido de

isolamento.
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A partir dessas informagfes, foi montada matriz de presenca e
auséncia para cada caracteristica observada como descrita na Tabela 3 e

submetido ao programa para analise.

Tabela 3 Caracteristicas observadas dos isolados bacterianos e respectiva
atribuicdo de valores para montagem do dendrograma de similaridade.

Descrigéo das Caracteristicas Avaliadas _
Caracteristicas

1 - Tempo de Crescimento em dias 1 a 3 dias 1
4 a 5 dias 2
6 a 10 dias 3
2 - Alteracéo do pH do meio de cultivo Acido 4
Neutro 5
Basico 6
3 - Producao de muco s/ muco 7
Pouco 8
Médio 9
Abundante 10
4 - Coloracéo da col6nia Branca 11
Branca amarelada 12
Amarela 13
Amarela c/borda
clara 14
Creme 15
5 - Detalhe optico (D.O.) Opaco 16
Translucido 17
Transparente 18
6 - Caracteristica da borda da col6nia Regular 19
Irregular 20

O indice de diversidade de Shannon (H) foi obtido por: H= -> pi log
pi, sendopi = ni/N; ni = densidade de cada grupo; e N = > da densidade de
todos os grupos. Este indice assume valores que podem variar de 0 a 5; o
declinio de seus valores é o resultado de maior dominancia de grupos em
detrimento de outros (Begon et al., 1996). O indice de Uniformidade de
Pielou (e) é um indice de equitabilidade, sendo definido por: J = H/log S, em
que H= valor do indice de diversidade de Shannon; e S = nimero de grupos

funcionais.
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2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 262 isolados de noédulos de caule e de raiz das
leguminosas nativas. Todos os isolados foram caracterizados quanto as
caracteristicas culturais, morfolégicas e producdo de muco e armazenados
com glicerol (Morgan et al., 2006). Cada isolado recebeu uma identificagéo
Unica alfa-numérica iniciando com UFMT- 50 e finalizando com UFMT-652.

Esses resultados foram incluidos no banco de dados do Laboratorio

Nacional de Computacgéo Cientifica (LNCC), os quais podem ser consultados

pelo site www.bmrc.Incc.br . O resumo das caracteristicas observadas esta
descrito na Tabela 4 e Figura 5.

A grande maioria dos isolados desenvolveram reagdo 4cida em meio
YMA e produziram muco. Esses resultados corroboram com os de Martins et
al. (1997) pois, também encontrou em sua maioria rizobios com crescimento
rapido, acidificando o meio e produzindo muco.

Segundo Freitas et al. (2007) rizdbios nativos isolados de solos
salinos, condicdo observada nos solos pantaneiros (Almeida et al., 2003;
Rezende Filho, 2004), sdo de crescimento rapido, produzem
exopolissacarideos e estdo associados a eficiéncia em fixacdo de nitrogénio.

Andrade et al. (2002) isolaram rizébios a partir de nédulos de
Phaseolus vulgaris onde todos foram de crescimento rapido e a maioria
(81%) produziu muco. Vale ressaltar que essa leguminosa foi inoculada com
amostras do préprio solo da regido onde foi cultivada, fato que nos leva a
inferir que séo rizobios nativos.

Esses mesmos autores constataram que o manejo do solo afetou
significativamente as propriedades culturais e bioquimicas desses isolados,
pois modificou a predominancia de alguns grupos de rizébios.

A producéo de exopolissacarideos associada ao rapido crescimento
de isolados constatada por outros autores, também pode estar associada a
tolerédncia dos isolados a niveis de pH mais baixos, como afirmado por
Barberi et al. (2004).
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Tabela 4 — Quantidade de isolados bacterianos e respectivos porcentuais de
caracteristicas fisiologicas.

Hospedeiro Tipo Total %
nédulo Isolados Reacéo pH Muco (+)* Muco (-)**
Acida 96,4 97,5 2,5
Aeschynomene Caule 83 Alcalina 3,6 100 -
Neutra - - -
Acida 70,2 89,4 10,6
Caule 94 Alcalina 12,8 66,6 33,4
Neutra 17 68,75 31,25
Discolobium spp. Acida 62,5 90,5 9,5
. Alcalina 6,5 63,6 36,4
Raiz 168 Neuwra 31 788 21,2
neutra 15,7 87,5 12,5

*Producdo de muco; **Auséncia de muco.

Os isolados de caule de Aeschynomene sp. acidificaram o pH do
meio de cultivo, ao contrario do que foi encontrado por Loureiro (1994) e
Santos et al. (2007) onde foi observado que em torno de 80 a 89% dos
isolados de nédulos de Aeschynomene, alcalinizaram o meio de cultivo.

Alazard (1985) ja havia descrito isolados de nédulos de caule de
Aeschynomene spp. como membros de um grupo especifico de Rhizobium
spp. por serem isolados de crescimento rapido com a propriedade de
alcalinizar o meio YMA. Porém esses experimentos foram conduzidos com
isolados do oeste da Africa em casa de vegetacdo e ndo em condicbes
naturais.

Com base na caracteristica fenotipica cor de coldnia dos isolados,
foi possivel a obtenc@o de cinco morfoespécies distribuidos por regido de
isolamento (Tabela 5). As caracteristicas das morfoespécies estdo descritas
na figura 5 A.

Considerando o numero de componentes representantes de cada
hospedeiro, a morfoespécie 3 é de ocorréncia comum para as duas regides
estudadas independentemente do tipo de nodulo. As morfoespécies 1 e 5
ocorrem mais abundantemente em isolados de nédulos de raiz, na regido de
Poconé, enquanto a morfoespécie 4 ocorre mais vezes em isolados de

nédulos de caule.
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Figura 5 — Caracteristicas morfologicas observadas nos isolados. A — Cor de
coldnia (branca; branca amarelada; amarela borda clara; creme; amarela); B
— Producéo de muco (abundante; médio, pouco; sem muco); C — Detalhe
optico (translucido; opaco; transparente); D — Formato da borda (regular;
irregular).

Esse fato sugere diferencas nas comunidades de rizobios com
relacdo ao processo de colonizagdo e regido de ocorréncia dependendo do
hospedeiro.

De acordo com Loureiro et al. (2007) o solo pode afetar a
diversidade de rizébios bem como as condi¢des estressantes do ambiente
tropical. Reis Junior et al. (2004) indicam que o fator ambiental apresenta

efeito significativo sobre as populagbes de A.amazonense.
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Tabela 5 — Numero de isoladosde bactérias por grupo formado, de acordo
com a cor das colbnias e seus respectivos hospedeiros.

Discolobium Aeschynomene
Morfoespécies Poconé Nhecolandia Poconé

1 9 6 4
2 5 3 3

CAULE 3 52 7 61

4 3 1 14
5 4 4 1
1 20 5 -
2 2 2 -
RAIZ 3 99 2 -
4 7 - -
5 31 - -

A influéncia desses fatores pode ser comprovada de acordo com o
indice de diversidade e equitabilidade (Tabela 6) calculados. Foi observado
gue a diversidade (H’) para isolados de ndédulos de caule foi maior na regido
de Nhecolandia com alta concentragdo de diferentes espécies (J) enquanto
gue para os isolados de nédulos de raiz, a maior diversidade foi na regido de
Poconé, porém a distribuicdo de espécies foi bastante proxima nas duas
regibes. Também houve diferencas entre as leguminosas. Para a
Discolobium spp. os indices indicaram maior diversidade e distribuicdo de
espécies do que para Aeschynomene sp.

A diversidade observada nos indices, também foi reproduzida nos
dendrogramas de similaridade construidos com base nas caracteristicas
culturais e morfolégicas dos isolados para cada regido estudada. Observa-se
a formacdo de agrupamentos que denotam o nivel de diversidade
encontrada.

Na Figura 6, € possivel observar diversidade entre os isolados e dois
agrupamentos distintos de isolados de nddulos de caule de Aeschynomene
sp.na regido de Poconé - MT, todos agrupados com mais de 70% de

similaridade.
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Tabela 6 — indices de Shannon (H’) e Pielou (J) para cada regido e tipo de
nédulo estudado.

Discolobium Aeschynomene
TIPO NODULO POCONE NHECOLANDIA POCONE
H' J H' J H' J

CAULE 0,97364 0,60496 1,463 0,909 | 0,846 0,526
RAIZ 1,06706 0,663 0,995 0,618 - -

Os isolados UFMT 287, 286 e 327 formaram um agrupamento
separado dos demais isolados tendo estes se agrupado com a estirpe tipo
usada para comparagéo a Azorhizobium caulinodans.

Freitas et al. (2007), observaram que rizObios nativos mostram
diversidade elevada e indicam a possibilidade de se tratar de espécies novas
ainda ndo descritas. Nobrega et al. (2004) também fazem essa sugestao de
novas espécies com relagdo a diazotréficos associativos, pois apresentaram
alta dissimilaridade com as estirpes tipo.

Essas bactérias isoladas de caule passam por uma variedade de
condi¢des sob as quais devem ser capazes de sobreviver e crescer, dentro e
fora do nédulo da planta (Boivin et al., 1997), sendo que trés importantes
fatores as diferenciam do que ja foi encontrado na rizosfera: alta tensédo de
oxigénio em nivel de caule; falta de nitrogénio combinado para sobrevivéncia
do caule e folhas; e a presenca de luz e fotossintese no cértex do nédulo
(Loureiro et al., 1995).
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Figura 6 — Dendrograma baseado nas caracteristicas morfofisiolégicas de
isolados de nddulos de caule de Aeschynomene sp. na regido de Poconé —
MT. Azorhizobium caulinodans foi utilizado para comparacao.
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Boivin et al. (1997) ainda destaca que apesar de analises como o
gene 16S rRNA terem mostrado que 4 em 5 espécies de Aeschynomene de
diferentes regibes geograficas terem formado grupos homogéneos com
Bradyrhizobium como sub-grupo, andlises anteriores sugerem que esses
isolados formam um grupo homogéneo porém, separado dos géneros
Bradyrhizobium, Rhizobium e Azorhizobium.

Esses resultados reforgam ainda mais a necessidade de avaliagéo
polifasica, como afirmado por Freitas et al. (2007).

A cor predominante entre esses isolados € amarela, ao contrario do
que ja foi descrito por Aradjo (1994), onde a predominéncia foi da coloragéo
branca, isso se deve talvez, por n&do se tratar de leguminosas nativas.

Santos et al.(2007) também observaram formacgéo de grupos através
das caracteristicas fenotipicas mais distintas entre os isolados como colacéo
da colbnia, producédo de muco e reacdo ao pH. E ainda consideraram a
hip6tese de haver populacdes nativas diferentes de rizobios que parecem
ser influenciadas pelo tipo de manejo e por fatores climaticos. Porém, Lima
et al. (2005) ndo observaram relacdo entre agrupamentos fenotipicos
baseados nos padrées protéicos com 0s sistemas de uso da terra e origem
das estirpes. Essa condi¢cao também for observada por Soares et al. (2006)
para isolados de caupi.

Com relacdo ao dendrograma gerado a partir das caracteristicas
morfofisioldgicas dos isolados da leguminosa Discolobium spp. na regido de
Nhecolandia (Figura 7), pode-se observar diversidade entre eles e
separacao de cinco grandes grupos, em um nivel de similaridade préximo de
70%.

O agrupamento | possui 10 isolados sendo 8 de ndédulos de caule e
2 (UFMT94 e 113) sao de nddulos de raiz. Os agrupamentos Il e lll sdo sub-
grupos de um grupo maior que aproxima trés isolados de caule da estirpe
tipo Azorhizobium caulinodans. No agrupamento Il, o isolado de nodulo de
caule UFMT 98 foi que mais se distanciou. Nesse grupo o isolado UFMT 68
€ oriundo de nédulo de raiz. O agrupamento IV, o maior deles, agrupou 11

isolados sendo 5 de nddulos de raiz. E importante observar que 4 dos 5
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isolados de nédulos de raiz se agruparam separadamente dos isolados de

nddulos de caule. O agrupamento V possui 4 isolados sendo 3 isolados de

nédulos de caule.

UFMT 71
UFMT 112
UFMT 113

UFMT 74

UFMT 70
UFMT 105

UFMT 69

UFMT 94

UFMT 52

UFMT 99

UFMT 98

UFMT 68
UFMT 103
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UFMT 110
UFMT 111

UFMT 73
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UFMT 54
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0,3 0,4 0,5

Figura 7— Dendrograma baseado nas caracteristicas morfofisiologicas de
isolados de nddulos de caule e raiz de Discolobium spp.na regido de
Nhecolandia — MS. Azorhizobium caulinodans foi utilizado para comparacéo.

Na Figura 8 esta representado o dendrograma a 80% de

similaridade gerado pelas caracteristicas morfofisiologicas de isolados de

nodulos de caule e raiz de Discolobium spp. na regido de Poconé — MT.
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Foram isolados 232 bactérias sendo 73 de nddulos de caule e 159
de nodulos de raiz.

A maioria dos isolados de nodulos de caule se concentraram nos
agrupamentos V no sub-grupo d e agrupamento IX onde todos isolados sé&o
oriundos de nédulos de caule (UFMT 351,335,319 e 95). Nos demais grupos
onde estdo contidos isolados de nddulos de caule e raiz, observa-se que a
aproximacdo dos isolados € dependente do tipo de nédulo. Como por
exemplo nos grupos Il, VI e VIII. No agrupamento 1l e VIII, os isolados estédo
unidos de forma separada, 2 isolados de nodulos de raiz e 2 isolados de
ndédulos de caule. O agrupamento VI que possui 4 sub-grupos indicados por
e, f, g, e h, o sub-grupo g contém 4 isolados de nodulos de caule (UFMT 53,
344, 363 e 58) que estdo agrupados separadamente dos demais. No sub-
grupo h, o isolado UFMT 57 de nédulo de caule também esta independente
dos demais.

Os agrupamentos VII, X e Xl contém as estirpes tipo usadas como
referéncia respectivamente: Azorhizobium caulinodans que esta agrupada
com os isolados UFMT 236 de nodulo de raiz e UFMT 83 de nédulo de
caule; Rhizobium leguminosarum que estd unida com 8 isolados sendo 2 de
ndédulos de caule. O agrupamento XI possui 4 isolados, sendo 3 de nédulos
de raiz que se agruparam com as estirpes tipo SEMIA 5079 e 5080. As
estirpes tipo SEMIA 5019 e 587 se uniram com o agrupamento XI a 70% de
similaridade.

Apesar de ter havido formacdo de grupos com isolados tanto de
nédulos de caule quanto de nédulos de raiz, para Discolobium spp. foi
possivel observar que ha bastante diversidade entre os isolados e a
tendéncia de separagdo entre os isolados de nodulos de caule e raiz citada
anteriormente, pode indicar que sao isolados diferentes uns dos outros
evidenciando diferencas na forma em que os rizobios nodulam os diferentes
hospedeiros.

Reis e Olivares (2006) indicam que a forma de adeséo das bactérias
para posterior infeccdo ndo possuem especificidade para com o0s

hospedeiros, porém, para a etapa de efetiva colonizagdo, a presenca de
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estruturas na superficie celular de reconhecimento e aderéncia (como
exopolissacarideos) é de primordial importancia em condi¢des naturais.

E fato que a nodulacdo caulinar se processa em condicbes
diferenciadas. Como descrito por Goormachtig et al. (2004), durante a fase
de alagamento nas condicbes pantaneiras, as bactérias noduladoras
colonizam diretamente nos tecidos corticais, ndo sendo, portanto, necessaria
a expressao de alguns genes especificos para nodulagdo em condicbes com
pouca quantidade de agua.

Outra condicdo que torna a nodulacdo caulinar especial € a
presenca de aparato fotossintético. Giuraud et al. (2000) observaram que a
falta do aparato genético para fotossintese em rizébios mutantes, causou
baixa de 50 pontos percentuais no niumero de nédulos caulinar, reduzindo
também atividade de fixacdo de nitrogénio e crescimento da planta na
mesma propor¢ao, além do estresse constante a que estdo submetidos.

A presenca de isolados de nédulos de raiz e de caule na formacgéo
de um agrupamento, pode ser justificado pelo fato de haverem pouca
diferenca fisiologica entre isolados de nodulos de caule e raiz de
Discolobium spp. como observado por Alazard (1985) em isolados de
nédulos de caule e raiz de Aeschynomene sp. que, apesar de serem
isolados diferentes, em um mesmo hospedeiro, ha grande proximidade entre
eles.

Além disso, esses resultados permitem a conclusdo de que o0s
fatores culturais e morfologicos sdo caracteristicas muito relevantes para
separacdo de grupos microbianos, como ja descrito por outros autores
(Martins et al., 1997; Sweelim et al., 1997; Xavier et al., 1998) indicando
diferencas metabdlicas importantes (Graham et al., 1991).

A regido também influencia na diversidade e formacdo dos grupos
microbianos como constatado pelos indices. Segundo Jesus, et al. (2005)
257 isolados de ndodulos de siratro foram avaliados tendo havido formacéo
de 63 grupos a 80% de similaridade sendo a diversidade maior observada

em areas cultivadas do que nas areas nativas de floresta.
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Souto et al. (2008) indicam que os indices de Shannon e Pielou para
comunidade microbiana em solo sob caatinga variaram de acordo com a
época de coleta dependendo da disponibilidade de matéria organica.

O mesmo pode ter ocorrido nas nossas regides de estudo, pois o
Pantanal é uma planicie inundavel, tendo esta¢fes definidas de seca e cheia
deixando os rizébios em condicbes de constante estresse, seja de
temperatura ou de baixa/alta precipitacdo pluviométrica ou disponibilidade de
nutrientes. Condi¢cdes estas que podem afetar a sobrevivéncia e a eficiéncia
dos rizObios desse ecossistema e € possivel que a alta diversidade
observada para isolados de nédulos de caule em Nhecolandia e de raiz em
Poconé seja uma indicacdo da capacidade do sistema de manter o grupo
funcional sob condi¢bes de estresse.

Silva et al. (2007) observaram isolados de rizébios no semi-arido
pernambucano capazes de suportar estresse principalmente de temperatura.

Outro ponto a ser considerado é a presenca de [3-rizobios. Segundo
diferentes autores, a presenca deles € bastante comum em leguminosas
tropicais (Moulin et al., 2002; Verma et al., 2004).

O estudo de areas com condi¢des diferenciadas como é o caso do
Pantanal mato-grossense onde ha potencial ecoldégico muito maior do que ja
foi descrito, merece maiores estudos. Neste ecossistema, pode estar o ponto
de evolucdo das formas de infeccdo em leguminosas a partir de uma
variedade taxon6mica de rizobios que poderéo representar a sobrevivéncia
em ambientes diversificados (Sprent, 1999), e quanto mais diversos forem
0S ecossistemas estudados, maiores as chances de se descobrir ampla

variedade de adaptacdes as diversas condi¢cdes ambientais.

2.4 CONCLUSOES

A diversidade bacteriana dos isolados de nédulos de leguminosas
nativas € influenciada pela regido de coleta;
Os isolados apresentaram maior diversidade e abundéncia de

espécies na regido de Nhecolandia quando comparados com Poconé;
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As anadlises de agrupamento sugeriram diferencas entre os isolados
de nodulos de caule e de raiz.
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CARACTERIZAGAO E DIVERSIDADE DE BACTERIAS ISOLADAS DE
NODULOS DE SOJA SOB PLANTIO DIRETO E PLANTIO
CONVENCIONAL

RESUMO O manejo correto do solo e das culturas tem sido indicado como
pratica fundamental para o sucesso e o consequente retorno econémico dos
cultivos. Entretanto, tanto o preparo quanto o cultivo do solo causam
grandes impactos sobre a diversidade microbiana no solo. O manejo do
agrossistema pelo uso de préticas conservacionistas tais como o plantio
direto pode ajudar a restabelecer a qualidade do solo, resultando em maior
produtividade associada a qualidade ambiental. Com o objetivo de
caracterizar isolados de nédulos de soja foram coletados ndédulos dessa
leguminosa em trés diferentes regides agricolas do Estado de Mato Grosso
sob plantio direto e convencional. A coleta foi realizada no periodo de
floracdo dessa cultura. Foram obtidos 258 isolados de nédulos de raiz de
soja em cultura pura com caracteristicas tipicas de rizébios. Desses, 102
foram isolados de nédulos de soja sob plantio direto e os demais, 156 de
plantio convencional. A regido e o0 manejo do solo influenciaram a
diversidade de bactérias noduladoras de soja; Ha diferenca entre as

bactérias noduladoras de soja sob PD e sob PC.

Palavras-chave Glycine max, sistemas de plantio, diversidade microbiana
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CARACTERIZATION AND DIVERSITY OF BACTERIAS ISOLATED FROM
SOYBEAN NODULES UNDER CONVENTIONAL TILLAGE AND NO
TILLAGE SISTEMS

ABSTRACT The proper management of soil and crops have been indicated
as key to practice success and consequently the economic return cultures.
However, both the preparation and the cultivation of the soil causing major
impacts on microbial diversity in soil. The management of agrossistems by
the use of practices such as conservation tillage can help to restore soll
quality, resulting in increased productivity associated with environmental
quality. Aiming to characterize isolates from soybean nodules, some nodules
were collected from three different soybean agricultural regions of the State
of Mato Grosso under conventional tillage and no tillage managments. The
collection was performed in the period of flowering of culture. We obtained
258 isolates from root nodules of soybean in pure culture with characteristics
typical of rhizobia. Of these, 102 were isolated from nodules of soybean
under tillage and the other, 156, conventional tillage. The region and soil
management influence the diversity of bacteria that form nodules on
soybean; There is a difference between bacteria that form nodules on

soybean under no-tillage and conventional tillage.

Key-words Glycine Max, managments sistems, microbial diversity.
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3.1 INTRODUCAO

Nas regides dos cerrados do Centro-Oeste do Brasil, o sistema
plantio direto foi introduzido nos agroecossistemas em que a soja era a
cultura principal, a partir dos anos 80, por produtores rurais pioneiros que ja
conheciam o sistema na Regido Sul do Brasil.

A adocao do sistema plantio direto veio em substituicdo ao plantio
convencional de preparo do solo, o qual demandava aracdo e gradagem
superficial. Essas operagdes realizadas com frequéncia causam degradacao
do solo, tendo como consequiéncia a erosdo hidrica e edlica, o
assoreamento das microbacias hidrogréficas e o desequilibrio ambiental
como um todo, culminando com a progressiva queda do potencial produtivo
dos agroecossistemas.

O sistema plantio direto, quando adotado seguindo 0s seus
fundamentos de nédo-revolvimento do solo, rotacdo de culturas e coberturas
permanente do solo, constitui-se em um meio de manter a diversidade
microbiolégica dos solos e, por conseguinte, a estabilidade dos
agroecossistemas, especialmente em se tratando da regido dos cerrados
onde o revolvimento constante do solo e sua ndo cobertura permanente com
palha acarretam acelerada decomposi¢cdo e queima da matéria organica
favorecendo a degradagdo do meio ambiente e as perdas de recursos
financeiros.

Esse sistema melhora o balanco energético do sistema de producéo,
reduz o risco de infestacdo de pragas e doengas, diminui a infestacdo de
plantas daninhas e, em relagdo aos recursos disponiveis, como agua,
nutrientes e luz, sdo utilizados de forma mais eficiente.

A sustentabilidade das atividades agricolas depende, entre outros
fatores, do potencial de impacto das tecnologias sobre os agroecossistemas
em seus varios aspectos sociais, ambientais e econémicos (Carvalho, 1993;
Kitamura, 1994).

Os agroecossistemas conduzidos de forma sustentavel funcionam

como um conjunto de processo em equilibrio dindmico, no qual seus
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mecanismos homeostaticos ativos funcionam como poder-tampéo diante das
agressdes permitindo o autocontrole ou a rearmonizacdo automatica
(Andrade, 1995).

Este trabalho tem por objetivo caracterizar isolados de nédulos de
soja sob plantio convencional e plantio direto em diferentes areas agricolas

no Estado de Mato Grosso.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1Areas Agricolas de Mato-Grosso

Esse estudo foi realizado em trés areas agricolas localizadas em trés
municipios (Figura 1) com tradi¢cdo no cultivo da soja (Glycine max) em Mato
Grosso. Histéricos de cultivo e tratamentos culturais estdo apresentados na
Tabela 1. Na tabela 2, esta descrito a andlise de solo das regifes onde

foram coletadas as plantas e nodulos.

) Rondonépolis 45 -
FalB)

Pedra Preta

Figura 1 - Localizacéo das trés areas de coleta de nédulos. A — Campos de
Julio (13°53'58"S; 59°08'51"W); B — Pedra Preta (16°37'23"S; 54°28'26"W) e
C — Rondonépolis (16°28'15”S; 54°38'08"W).
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Tabela 1 — Historico das areas de cultivo e tratos culturais realizados em
plantios comerciais de soja em diferentes municipios no Estado de Mato
Grosso (Safra 2002/2003).

Tratos Culturais**
Cal. Adub T.S. Inoc. Her. Fun Ins.
PC 3anospousioinverno S**S S S N § S

Municipios  Antes da sojaS.C.* Histdrico das areas

Campos de Jalio  cerrado

PD 3anos milhetoinvemo S S S S S S S

Rondongoolis  Pastagem PC primeiro ano N §S S S N S S
P g PD 2anosmihetoinvemo N S S S S S S

PC 3anospousioinveno N N S S N S S

Pedra Preta Pastagem PD 8anosmihetoinvemo N N S S S S S

S.C.* - Sistema de cultivo, PC - Plantio Convencional, PD - Plantio Direto

Tratos Culturais** - Cal. - Calagem; Adub. - adubacéo; T.S. - Tratamento
sementes; Inoc. - Inoculacdo; Her. - Hebicidas; Fun. - Fungicida; Ins. Inseticidas.
S*** - Foi utilizado; N*** - ndo utilizado

Tabela 2 Caracteristicas quimicas e fisicas das &areas experimentais na
profundidade de 0-20 cm. Localizadas em Mato Grosso, MT.

_ PH P K A+H Ca Mg Al Soma oy

Locais bases
CaCl, mg/dm® cmol./dm? cmol/dm?®

C.julio 4,86 2,20 0,11 5,19 1,78 0,65 0,04 2,54 7,73 32,86

PD

PC 5,17 161 0,19 468 2,25 1,24 0,00 3,68 8,36 44,02
Rondonépolis 4,83 754 0,21 451 2,46 0,97 0,03 2,55 5,77 44,19

PD

PC 5,29 443 0,08 3,66 2,81 1,34 0,00 2,88 6,43 44,79
Pedra Preta 506 19,15 0,06 3,22 1,98 0,51 0,00 3,64 8,15 44,66

PD

PC 500 42,00 0,12 3,55 1,81 0,95 0,00 4,23 7,89 53,61

3.2.2 COLETA DE NODULOS

Foram coletados nddulos de raiz de soja (Glycine max) no periodo de
floracdo dessa cultura. Os numeros de noédulos coletados estédo
apresentados na Tabela 3.

Apos a coleta, os nédulos foram armazenados em frascos contendo
silica-gel e estocados no Laboratério de Microbiologia do Solo da

FAMEV/UFMT sem controle de temperatura até o momento das andlises.



87

Tabela 3. Nodulagdo da soja conduzida em plantio convencional ou direto e
em areas com diferentes histéricos de cultivo situadas no estado de Mato
Grosso. Média de 8 repetices.

. Campos de Julio Rondondpolis Pedra Preta
Parametros

PC PD PC PD PC PD

N. nédulos planta'1 78,9A 38,5B 6,63A 7,06A 41,4A 17,6B
Peso seco nédulos, 0,15A 0,13A 0,47A 0,22B 0,18A 0,11B
g.planta™

Médias seguidas de mesma letra na linha e dentro de cada local, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.2.3 ISOLAMENTO DE RIZOBIOS

Para o isolamento, foram escolhidos aleatoriamente cerca de 10%
do total de ndédulos estocados para cada regido. Apos os nodulos foram
hidratados por um periodo de 12 horas, quando entdo foram imersos em
alcool 92,8° por um periodo de um minuto, em seguida, ficaram imersos em
hipoclorito de sddio 35% por mais um minuto e lavados em agua destilada
estéril conforme descrito em Araujo (1994). A concentragdo do hipoclorito
utilizada ndo é a recomendada, porém estudos anteriores no laboratorio,
comprovam que para se ter uma efetiva desinfeccdo desses nodulos
oriundos de éareas do Pantanal, a utilizacdo de maiores concentragfes
obtém-se melhores resultados.

Apo6s a desinfeccdo, os nodulos foram esmagados e riscados em
placas de Petri contendo meio especifico para isolamento de rizébios
composto de extrato de levedura, manitol e sais minerais (YMA) (Vincent,
1970) (Apéndice 1). As placas foram incubadas a 28°C por um periodo de 10
dias.

ApoOs esse periodo, foi verificada a pureza da cultura e as

caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas foram avaliadas.

3.2.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FISIOLOGICA

Foi verificado a reacédo ao pH do meio de cultivo de acordo com a

classificagdo: acida, para os isolados que transformaram o meio de cultivo
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para coloracdo amarela; alcalina, para os isolados que transformaram o
meio de cultivo para coloragdo azul e neutra, para os isolados que néo
modificaram o meio de cultivo permanecendo na coloragéo verde.

A caracterizagdo morfologica das colbnias foi realizada seguindo os
seguintes parametros: cor de colbnia; formato da borda da colénia (regular
ou irregular); detalhes Opticos (opaco, transparente e translicida);
observacdo da presenca ou auséncia de muco. Nesse estudo o forma da
colbénia de todos os isolados foram considerados circular.

A morfologia da célula do isolado e a pureza da cultura também foi
observada através da técnica de coloragdo de GRAM (Apéndice 2). Foi
considerado rizobio todo isolado com o formato de bastonete e de coloragdo
rosea (Gram negativo).

As caracteristicas das estirpes recomendadas pelo Ministério da
Agricultura para o cultivo da soja, as estirpes Bradyrhizobium elkanii (SEMIA
587 e SEMIA5019) e Bradyrhizobium japonicum (SEMIA5079 e SEMIA5080)
oriundas da FEPAGRO (Fundacdo estadual de pesquisa agropecuaria),
foram utilizadas para comparagdo com os isolados. As caracteristicas da

bactéria Rhizobium leguminosarum também foi utilizada para comparacéo.

3.2.5 ESTABELECIMENTO DA COLEGAO DE CULTURAS

Os isolados devidamente caracterizados e purificados foram
armazenados em microtubos contendo glicerol na propor¢édo de 40% de
solucédo final e estocados em ultrafreezer -20°C. Receberam cada um,
identificacdo alfa-numérica de UFMT-50, para o primeiro isolado e UFMT-

652, para o ultimo isolado.
3.2.6 ANALISE DOS DADOS
Foi realizada andlise de similaridade pelo método complete linkage,

utilizando o programa Systat for Windows versao 11 de 2004. As analises

foram realizadas com base nas seguintes informagfes: Cor da coldnia;
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producdo de muco; tempo de cresimento; reacdo ao pH; detalhe Optico
(transparéncia). Cada analise foi separada por hospedeiro.

A partir dessas informacdes, foi montada uma matriz de auséncia e
presenca para cada caracteristica observada como descrita na Tabela 4 e
submetido ao programa para analise.

Tabela 4 Caracteristicas observadas dos isolados bacterianos e respectiva
atribuicdo de valores para montagem do dendrograma de similaridade.

Descrigdo das Caracteristicas Avaliadas

Caracteristicas
1 - Tempo de Crescimento em dias 1 a 3 dias 1
4 a 5 dias 2
6 a 10 dias 3
2 - Alteracdo do pH do meio de cultivo Acido 4
Neutron 5
Bésico 6
3 - Producao de muco s/ muco 7
Pouco 8
Médio 9
Abundante 10
4 - Coloracao da col6nia Branca 11
Branca amarelada 12
Amarela 13
Amarela c/borda
clara 14
Creme 15
Marrom 16
Rosa 17
5 - Detalhe optico (D.O.) Opaco 18
Transldcido 19
Transparente 20
6 - Caracteristica da borda da col6nia Regular 21
Irregular 22

O indice de diversidade de Shannon (H) foi obtido por: H= -> pi log
pi, sendopi = ni/N; ni = densidade de cada grupo; e N = Y da densidade de
todos os grupos. Este indice assume valores que podem variar de 0 a 5; o
declinio de seus valores é o resultado de maior dominancia de grupos em

detrimento de outros (Begon et al., 1996). O indice de Uniformidade de



90

Pielou (J) é um indice de equitabilidade, sendo definido por: J = H/log S, em
gue H= valor do indice de diversidade de Shannon; e S = nimero de grupos

funcionais.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 258 isolados (Tabela 5) de nédulos de raiz de soja
em cultura pura com caracteristicas tipicas de rizobios. Desses, 102 foram
isolados de nédulos de soja sob plantio direto e os demais, 156 de plantio

convencional.

Tabela 5 - Quantidade de isolados bacterianos e respectivos porcentuais de

caracteristicas fisiolégicas.

. Tipo Total %
Hospedeiro . —

nodulo Isolados Reacéo pH Muco (+) Muco (-)

_ Acida 80,4 14,6 85,4

Raiz 102 Alcali 3,9 50 50

(PD) calina ,
. . neutra 15,7 87,5 12,5
Soja (Glycine max.) o
Rai Acida 73,1 43 57
aiz )
(PC) 156 alcalina 12,8 60 40
neutra 14,1 27,3 72,7

A maioria dos isolados tiveram reacdo acida ao pH do meio YMA
ndo produzindo muco. A reacdo &cida ao pH ndo é uma condicdo comum de
ser encontrada para rizobios tendo a soja como hospedeira. Contudo esses
resultados estdo de acordo com Kober et al.(2004) que obtiveram isolados
variantes de Bradyrhizobium em soja com reagdo acida ao meio YMA e
produtores de muco.

Soares et al. (2006) observaram, mesmo em areas que tinham sido
inoculadas anteriormente, as popula¢cfes nativas que nodularam feijdo
mostraram-se bastante diversas fenotipicamente e ndo incluiram estirpes
similares as estirpes introduzidas como inoculantes.

Andrade et al. (2002) isolaram rizébios a partir de nédulos de
Phaseolus vulgaris onde todos foram de crescimento rapido e a maioria

(81%) produziu muco. Vale ressaltar que essa leguminosa foi inoculada com
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amostras do proéprio solo da regido onde foi cultivada, fato que nos leva a

inferir que s&o rizobios nativos.

Tabela 6 — Numero de isoladosde bactérias por grupo formado, de acordo
com a cor das colbnias e seus respectivos hospedeiros.

SOJA
Morfoespécies PPreta Rondonépolis CJulio
1 24 1 5
2 - - 1
3 22 44 43
PC 4 1 1
5 1 1 6
6 - 1 -
I 1 - -
1 3 1 7
2 - - -
3 8 34 45
PD 4 - - -
5 - 3 1
6 - - -
7 - 1 -

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, onde ha
distribuicdo dos isolados de acordo com a regido de isolamento e plantio,
separados por morfoespécies (a descricdo das morfoespécies estado na Fig.
2) pode-se observar que a morfoespécie 3 apresenta-se abundante nos dois
sistemas de cultivo e nas trés areas avaliadas. A morfoespécie 6 s6 ocorreu
em Rondonépolis sob plantio convencional e a morfoespécie 7 sob plantio
direto. Em Pedra Preta também ocorreu a morfoespécie 7 porém sob plantio
convencional. A morfoespécie 1 foi mais abundante em Pedra Preta
enguanto a 5 foi mais abundante em Campos de Julio.

Considerando esses resultados, podemos inferir que o tipo de
manejo e a regido podem influenciar as comunidades microbianas.

Ferreira et al. (2000) estudaram 142 isolados de Bradyrhizobium em
uma area que ha 15 anos nao recebia tratamento com inoculantes e alta
diversidade e alta taxa de fixagéo de nitrogénio foi encontrada nos isolados

do sistema de PD. Jesus et al. (2005) também constataram que o0s
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diferentes sistemas de uso da terra alteram a composi¢cado de bactérias que

it

B
C --

Figura 2 — Caracteristicas morfoldégicas observadas nos isolados
bacterianos. A — Cor de col6nia (branca; branca amarelada; amarela borda
clara; creme; amarela; marrom; rosa); B — Producdo de muco (abundante;
médio, pouco; sem muco); C — Detalhe Optico (translicido; opaco;
transparente); D — Formato da borda (regular; irregular).

nodulam siratro.

A diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas em milho exibiu
grande diferenga particularmente entre as amostras de diferentes tipos de
solo, regime hidrico e regides geograficas (Roesch et al. 2007).

Avaliando-se o indice de Shannon-Wiener (H’) (Tabela 7) a
diversidade microbiana encontrada no cultivo de soja sob plantio
convencional da regido de Pedra Preta foi maior se comparada com as
demais. A soja sob plantio direto apresentou diversidade maior apenas na

regido de Rondondpolis.
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Apesar de ter havido diversidade, os valores sdo relativamente
baixos indicando que ha dominancia de alguns grupos sobre outros. E ainda,
a abundancia das espécies (J) foi bastante inferior principalmente nas areas
sob plantio direto, significando que em todas as amostragens ha grande
uniformidade da comunidade microbiana. Segundo Miranda et al. (2009) a
equitabilidade = em agrossistemas mais complexos como monocultivo
consorciado com gramineas tende a ser melhor para a diversidade em
fungos micorrizicos arbusculares.

Essa tendéncia talvez justifique a maior diversidade no PD na regiéo
de Rondondpolis que representa uma area de pastagem recém utilizada
para o cultivo da soja sob plantio convencional e com 2 anos sob plantio
direto em consorcio com milheto no inverno. E nessa regido que houve
maior nimero de nédulos por planta e maior disponibilidade do nutriente K

(potéssio).

Tabela 7 — indices de Shannon (H’) e Pielou (J) para cada regiéo e tipo de
nddulo estudado.

SOJA
PEDRA PRETA RONDONOPOLIS CAMPOS JULIO
Tipo de Plantio* H' J H' J H' J
PC 1,038256 0,533558 0,4024 0,2068 0,8016 0,4119
PD 0,585953  0,30112 0,5048 0,2594  0,4812 0,2473

*PC — plantio convencional; PD — plantio direto

Ha de se ressaltar que as gramineas por apresentarem colonizagéo
micorrizica superior as areas sob cultivo de soja em dois tipos de solo
conforme constatado por Cordeiro et al., 2005, geralmente favorecem uma
importante interacdo fungo micorrizico-rizobio da simbiose micorrizica na
cultura da soja. Sao relatados efeitos positivos dessa interacdo (Pacovsky et
al., 1986), resultado de melhor nutrigdo, como, por exemplo, o fornecimento
de fosforo as raizes (Bethlenfalvay e Yoder,1981), e/ou garantindo o
suprimento desse nutriente aos bacteridides (Bergersen, 1971).

Lima (2006) observou que além do sistema de uso da terra

influenciar a diversidade da populacdo de bactérias que nodulam
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leguminosas, concluiu que o sistema de pastagem é o segundo maior em
riqueza cultural sendo o sistema de agricultura o penultimo em riqueza.

A uniformidade descrita pelo indice de Pielou, também pode ser
observada nos dendrogramas gerados com base nas -caracteristicas
morfofisioldgicas dos isolados bacterianos em suas respectivas regides de
isolamento.

Na Figura 3 esta representado o dendrograma gerado pelo método
complete linkage de isolados de nodulos de raiz de soja (Glycine max) na
regido de Campos de Julio. E possivel observar diversidade pela formacao
de oito grupos a aproximadamente 80% de similaridade.

O agrupamento | esti constituido de 6 isolados de nddulos de raiz
sob plantio convencional, com excegao do isolado UFMT 477. O segundo (Il)
agrupamento foi formado pela maioria de isolados de plantas sob PD (8)
sendo 4 de plantas sob PC. O Ill agrupamento uniu 10 isolados de plantas
sob PC e 1 do PD com a estirpe tipo Rhizobium leguminosarum utilizada
para comparagao.

O agrupamento IV contempla 3 isolados de plantas sob PC e 2 sob
PD. O agrupamento V agrupou uniformemente 30 isolados de plantas sob
PC e 30 sob PD.

Os agrupamentos VI e VIl contém a maioria de isolados de plantas
sob PD (12), com excecao dos isolados UFMT 162 e 440. O agrupamento
VIII formou-se independente dos demais e uniu apenas as estirpes tipo
SEMIA 5080, 5079, 5019 e 587 utilizadas para comparacao.

Na Figura 4 esta representado o dendrograma de similaridade
baseado nas caracteristicas morfofisiologicas dos isolados de nodulos de

soja na regido de Pedra Preta a 70% de similaridade.
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A grande maioria dos isolados dessa regido sdo oriundo do sistema
PC de cultivo. Para os isolados do agrupamento |, oito sdo do PD e 24 do
PC agrupando-se com a estipe tipo Rhizobium leguminosarum.

Do total de 11 isolados agrupados em I, dois (UFMT 582 e 583) séo
oriundos do PD.

UFMT632

UFMT593

UFMT610
UFMT613
UFMT590
UFMT589
UFMT604
UFMT626

UFMTS86
UFMT585 ’—’7
UFMT594

UFMT635
UFMT595
UFMT588
UFMT591
UFMT607

UFMT627
UFMT587 ’7
UFMT618

UFMT526
UFMT630
UFMT617
UFMT6L4
UFMT601
UFMT580
UFMT579
UFMT584
UFMT611
UFMT616
UFMT623
UFMT633

UFMT602
RHIZOBIUM

UFMT583
UFMT625

UFMT636

UFMT629

UFMT621

UFMT628 I

UFMT603 }—)7 -
UFMT608

UFMT620

UFMT582 ’—’7
UFMT560

SEMIA5019
SEMIAS87 ' |

SEMIA5079

SEMIAS080 11
UFMT651
UFMT622
UFMT600
UFMT596
UFMT592
UFMT597
UFMT619
UFMT634

UFMT615

UFMT612 }7
UFMT624

L S — v
UFMT599

UFMT609

UFMT598 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 4 — Dendrograma baseado em caracteristicas morfofisiolégicas de
isolados de ndodulos de raiz de soja sob plantio direto e convencional na
regido de Pedra Preta — MT. SEMIA 587, 5019, 5079, 5080 e Rhizobium
leguminosarum foram utilizados para comparagdo. O método foi Complete
linkage.
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No agrupamento Il foram agrupados apenas as estirpes tipo SEMIA.
Esse grupo € sub-grupo de um grupo maior que esta ligado a 64% de
similaridade com o agrupamento IV. Este, agrupou 19 isolados do PC e 1 do
PD.

Apesar de ter havido apenas 11 isolados oriundos do PD, foi nesse
grupo que se encontrou a maior diversidade como constatado na Tabela 7.

O dendrograma de similaridade gerado com base nas caracteristicas
morfofisioldgicas de ndédulos de raiz de soja para regido de Rondondpolis
est4 representado na Figura 5.

Os agrupamentos Il, VIl e VIII sdo formados exclusivamente por
isolados do sistema PD de cultivo.

O agrupamento | foi formado apenas pelos padroes SEMIA e se
agruparam a 60% de similaridade com o agrupamento |II.

Os agrupamentos Ill e IV contém a maioria de isolados do PC com
excecdo de 3 isolados (UFMT 556, 568 e 565) que sdo do PD. O grupo IV
contém a estirpe tipo Rhizobium leguminosarum utilizado para comparacao.

O agrupamento V contém a maioria de isolados do PD (24) e 16
isolados do PC.

Os resultados observados para todos os dendrogramas indicam
diversidade e uniformidade na distribuicdo dos isolados além da tendéncia
de diferencas entre os isolados de nddulos sob sistema de cultivo PC e PD.
Pode-se afirmar que os sistemas de cultivo influenciam as populagbes
microbianas.

Alta diversidade genética também foi encontrada em isolados de 23
areas diferenciadas de cultivo de feijdo. Porém, ao contrario desse estudo,
nenhum dos atributos avaliados como as caracteristicas morfofisioldgicas
dos isolados e a genética, foram correlacionados com manejo, distribuicéo
geografica ou condi¢des climaticas (Stocco et al., 2008). Fato esse também
observado por Soares et al. (2006) avaliando a populacao nativa de isolados
de caupi, onde foi apresentada alta diversidade fenotipica cultural e padrdes

protéicos apesar de nao ter havido relacéo entre eles.
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Figura 5 — Dendrograma baseado em caracteristicas morfofisiolégicas de
isolados de nédulos de raiz de soja sob plantio direto e convencional na
regido de Rondondpolis — MT. SEMIA 587, 5019, 5079, 5080 e Rhizobium
leguminosarum foram utilizados para comparagdo. O método foi Complete
linkage.
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Giongo (2007) afirma que Bradyrhizobium noduladores de soja no
estado de Rio Grande do Sul sdo muito varidveis e mostraram ser bastante
influenciados por parametros abidticos. Segundo esse autor, a alta
diversidade das populagdes analisadas enfatiza a agdo das condigbes
ambientais sobre as populagfes bacterianas.

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que os fatores
ambientais como o0s estresses naturais: temperatura, acidez, alta/baixa
salinidade, etc. assim como os sistemas de cultivo da terra selecionam e
afetam os grupos microbianos capazes de nodular leguminosas dependendo
de seu aparato genético como observado por Giongo (2007).

No caso dos isolados de nédulos de soja, a regido de isolamento e
o manejo foram fatores importantes na separacdo dos grupos de rizobios.
Como constatado por Maila et al. (2006), Yao et al. (2006), Drissner (2007) e
Elfstrand et al.(2007) mudangas na diversidade das comunidades
microbianas do solo podem ocorrer de acordo com manejo do solo
favorecendo a diversidade microbiana.

Em nosso estudo, é possivel que a aplicacdo de herbicidas nos
sistemas sob PD tenham influenciado para a pequena quantidade de
nddulos nesse sistema quando comparado com PC desfavorecendo também
a diversidade. Silva et al. (2006) relataram prejuizos no processo de
micorrizagdo em funcdo da época da aplicacdo de herbicidas, e ressaltaram
gue a presenca da micorriza incrementa a biomassa de nodulos.

A composi¢cdo do solo também afeta a diversidade microbiana.
Loureiro et al. (2007) observaram que solos com alto conteddo de argila
podem reduzir a diversidade quando comparado com solos arenosos,
devido, provavelmente, a aeracao reduzida.

A identificacdo rapida e confiavel de estirpes continua sendo o
objetivo mais importante nos estudos taxondmicos, por isso a utilizagdo das
ferramentas da biologia molecular ainda € uma 6étima alternativa. Porém a
avaliacdo fenotipica contabilizando os efeitos ambientais e das interagfes

genotipo versus ambiente continuardo sendo de grande importancia e
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essenciais para subsidiar a utilizagdo pratica dos recursos genéticos nos
sistemas de producéo e nos programas de melhoramento (Faleiro, 2007).
Esses estudos sdo necessarios para melhor entendimento da
biodiversidade do rizébio presente no solo, facilitar a comunicagdo entre os
cientistas e buscar um maior entendimento da biologia e evolugdo desta

simbiose.

3.4 CONCLUSOES

A regido e o manejo do solo influenciam a diversidade de bactérias
isoladas de nédulos de soja;
As andlises de agrupamento e os indices demonstraram diferencas

entre os isolados sob os dois sistemas de plantio.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao término do isolamento e purificacdo, foram obtidos 603 isolados
oriundos de nédulos de raiz ou caule de Discolobium spp., Aeschynomene
fluminensis e Soja (Glycine max). Todas as caracteristicas observadas foram
depositadas em um banco de dados do LNCC. O desenvolvimento desse
site teve por objetivo agrupar informacdes sobre isolados de Colecdes de
Cultura das instituicdes envolvidas nesse projeto em todo o Brasil. Esse
trabalho faz parte de um projeto maior financiado pelo CNPq, sob o titulo de
“Rede Centro-Sul para a manutengdo, bioprospeccao e caracterizacdo da
biodiversidade de colecdo de culturas e de genes de bactérias de
importancia agroindustrial: diazotréficas e promotoras do crescimento de
plantas” que possui como objetivos principais recuperar, manter e expandir
as colecdes de cultura das seguintes instituicbes: Fundacdo Estadutal de
Pesquisa Agropecuéaria (FEPAGRO), Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), Embrapa Soja, Instituto Agronémico do Parana (IAPAR),
Embrapa Agropecuaria Oeste, Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) e Embrapa Cerrados.

A colecdo de culturas estabelecida na UFMT tem por finalidade a
pesquisa, 0 ensino e a manutencdo desse pequeno patriménio biolégico,
porém, de grande importancia para a Microbiologia do Solo, uma vez que a

maioria dos isolados sdo de ambientes naturais, como o Pantanal.

5 CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas morfofisiolégicas avaliadas nesse estudo séao
importantes para separacdo de grupos microbianos, porém, é necessario
que se faca andlise genética para separacao dos grupos em nivel de

espécie;
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Os isolados que mais se aproximaram das estirpes usadas para
comparacao, merecem maiores estudos;
Testes para verificagdo da capacidade de nodulacgéo e fixacao

bioldgica de nitrogénio, devem ser realizados.
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Apéndice 1 — Composicdo do meio de cultura YMA utilizado no trabalho.

Reagente Quantidade
Manitol (crescimento lento) 109
K;HPO,4 — Solugéo 10% ImL
KH2PO4 — Solugéo 10% 4 mL
MgSO,. 7TH,0 — Solucdo 10% 2 mL
NaCL - Solucéo 10% 1mL
Extrato de Levedura 04g¢g
Azul de Bromotimol — Solucdo 0,5% em 0,2N KOH 5 mL

Completar para um litro de dgua destilada, ajustar o pH com KOH 10% para
6,8-7,0 (se necesséario, a solugdo deve ficar com coloracdo verde).
Acrescentar 15 g de Agar-agar por litro para meio sélido.

Apéndice 2 — Reagentes para Coloracdo de GRAM

Reagentes Quantidade
- Cristal Violeta

Cristal violeta 110g
Oxalato de aménio 49
Etanol 100 mL
Agua destilada 400 mL
- Lugol

lodo 1lg
lodeto de potassio 29
Etanol 25 mL
Agua destilada 100mL
- Fucsina

Fucsina béasica 2549
Agua destilada 90 mL
Etanol 100 mL
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Apéndice 3 - Identificacdo e caracterizacdo dos isolados de Discolobium

SppP.
Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** P*O* Dias
UFMT-50 Caule Nhecolandia/MS Neutro S Branca Circular | (@] 1
UFMT-51 Caule  Nhecolandia/MS Acido A Branca Circular R 0 1
Amarelada
UFMT-52 Caule Nhecolandia/MS  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-53 Caule Poconé/MT Neutro A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-54 Caule Nhecolandia/MS Basico A Amarela Circular | (0] 1
UFMT-55 Caule  Nhecolandia/MS Acido A Branca Circular R 0 1
Amarelada
UFMT-56 Raiz Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-57 Caule Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
Amarelada
UFMT-58 Caule Poconé/MT Neutro A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-59 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-60 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-61 Raiz Nhecolandia/MS  Acido A Branca Circular R 0 1
Amarelada
UFMT-62 Raiz Nhecolandia/MS Basico A Branca Circular R (@] 1
UFMT-63 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
UFMT-64 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-65 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-66 Caule Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
UFMT-67 Raiz Nhecolandia/MS Neutro A Branca Circular R (@] 1
Amarelada
UFMT-68 Raiz Nhecolandia/MS Basico S Branca Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-69 Caule Nhecolandia/MS Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-70 Caule Nhecolandia/MS  Acido A Branca Circular R (@] 1
UFMT-71 Caule Nhecolandia/MS Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-72 Caule Nhecolandia/MS Neutro S Creme Circular R (@] 1
UFMT-73 Caule Nhecolandia/MS Basico A Branca Circular R (@] 1
Amarelada
UFMT-74 Caule Nhecolandia/MS Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-75 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (0] 1
UFMT-76 Raiz Poconé/MT Basico A Branca Circular R (@] 1
UFMT-77 Raiz Poconé/MT Neutro S Branca Circular R (0] 1
UFMT-78 Raiz Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-79 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R o) 1
Amarelada
UFMT-80 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-81 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (0] 1
UFMT-82 Caule Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-83 Caule Poconé/MT Basico A Creme Circular R (@] 1
UFMT-84 Caule Poconé/MT Acido S Amarela Circular R TL 1
UFMT-85 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-86 Caule Poconé/MT Neutro S Branca Circular | (@] 1
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Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** PO** Dias
UFMT-87 Raiz Poconé/MT Basico S Branca Circular R (@] 1
UFMT-88 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-89 Caule Poconé/MT Basico S Branca Circular | (@] 1
UFMT-90 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-91 Caule Poconé/MT Basico S Branca Circular R (@] 1
UFMT-92 Caule Poconé/MT Acido A Creme Circular | (0] 1
UFMT-95 Caule Poconé/MT Basico A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-96 Caule Poconé/MT Acido A Creme Circular R (0] 1
UFMT-97 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-93 Raiz Nhecolandia/MS Basico A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-94 Raiz Nhecolandia/MS  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-98 Caule Nhecolandia/MS  Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-99 Caule Nhecolandia/MS  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-100 Caule Nhecolandia/MS  Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-103 Caule Nhecolandia/MS Basico S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-104 Caule Nhecolandia/MS Basico A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-105 Caule Nhecolandia/MS  Acido A Branca Circular R TL 1
UFMT-106 Caule Nhecolandia/MS Basico A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-107 Caule Nhecolandia/MS Basico A Creme Circular R (@] 1
UFMT-108 Caule Nhecolandia/MS Basico A Creme Circular R (@] 1
UFMT-110 Raiz Nhecolandia/MS Basico A Branca Circular R (@] 1
UFMT-111 Raiz Nhecolandia/MS Basico A Branca Circular R (@] 1
UFMT-112 Caule Nhecolandia/MS Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-113 Raiz Nhecolandia/MS Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-101 Caule Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-102 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-114 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular | (@] 1
UFMT-115 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-116 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-117 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-118 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-119 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-120 Raiz Poconé/MT Neutro M Amarela Circular R (0] 1
UFMT-122 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-123 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-124 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-125 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-126 Caule Poconé/MT Acido A Branca Circular R (0] 1
UFMT-127 Raiz Poconé/MT Neutro E Branca Circular R (@] 1
UFMT-128 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (0] 1
UFMT-129 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-130 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (0] 1
UFMT-132 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-133 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-134 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (0] 1
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Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** PO** Dias
UFMT-135 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (0] 1
UFMT-136 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular | (@] 1
UFMT-137 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-138 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-139 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-140 Raiz Poconé/MT Basico S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-141 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (0] 1
UFMT-142 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (0] 1
UFMT-144 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular | (@] 1
UFMT-145 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-147 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-148 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-149 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-150 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-151 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-152 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular | (@] 1
UFMT-153 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-154 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-155 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-157 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-158 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-159 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-160 Raiz Poconé/MT Neutro M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-161 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-163 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-164 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-165 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-166 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-167 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-168 Raiz Poconé/MT Acido E Creme Circular | (@] 1
UFMT-169 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-170 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (0] 1
UFMT-171 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-172 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-173 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-174 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-177 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (0] 1
UFMT-178 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-179 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-181 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-182 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-183 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-185 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-186 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (0] 1
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Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** PO** Dias
UFMT-187 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-188 Raiz Poconé/MT Neutro E Creme Circular | (0] 1
UFMT-189 Raiz Poconé/MT Basico S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-190 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-191 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular | (@] 1
UFMT-192 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (@] 1
UFMT-194 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-195 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-196 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (0] 1
UFMT-197 Raiz Poconé/MT Neutro S Creme Circular | (@] 1
UFMT-198 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-199 Raiz Poconé/MT Neutro M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-200 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-201 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-202 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-203 Raiz Poconé/MT Neutro E Creme Circular | (0] 1
UFMT-204 Raiz Poconé/MT Acido S Branca Circular R (@] 1
UFMT-205 Raiz Poconé/MT Neutro E Branca Circular R (@] 1
UFMT-206 Raiz Poconé/MT Neutro E Creme Circular | (@] 1
UFMT-207 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (@] 1
UFMT-208 Raiz Poconé/MT Basico E Creme Circular | (@] 1
UFMT-209 Raiz Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-210 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-211 Raiz Poconé/MT Acido A Creme Circular R (@] 1
UFMT-212 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-213 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (@] 1
UFMT-214 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-215 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-216 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-217 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-218 Raiz Poconé/MT Basico S Creme Circular | (@] 1
UFMT-219 Raiz Poconé/MT Neutro S Creme Circular | (0] 1
UFMT-220 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-222 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-223 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular | (0] 1
UFMT-224 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular | (@] 1
UFMT-225 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-226 Raiz Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (0] 1
UFMT-227 Raiz Poconé/MT Neutro E Branca Circular | (@] 1
UFMT-228 Raiz Poconé/MT Neutro S Creme Circular | (0] 1
UFMT-229 Raiz Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-230 Raiz Poconé/MT Neutro E Creme Circular R (0] 1
UFMT-231 Raiz Poconé/MT Acido E Creme Circular R (@] 1
UFMT-232 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-233 Raiz Poconé/MT Neutro E Creme Circular R (0] 1
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Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** PO** Dias
UFMT-234 Caule Poconé/MT Acido M Creme Circular R (@] 1
UFMT-235 Raiz Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (0] 1
UFMT-236 Raiz Poconé/MT Basico M Creme Circular R (@] 1
UFMT-237 Raiz Poconé/MT Acido M Creme Circular R (@] 1
UFMT-238 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-239 Raiz Poconé/MT Neutro M Creme Circular R (@] 1
UFMT-240 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-241 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (0] 1
UFMT-242 Raiz Poconé/MT Neutro E Branca Circular | (0] 1
UFMT-243 Raiz Poconé/MT Neutro A Creme Circular R (@] 1
UFMT-245 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-246 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-247 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-248 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-249 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-319 Caule Poconé/MT Neutro A Amarela Circular R TR 1
) Amarela ¢/
UFMT-320 Caule  Poconé/MT Acido A Borda Circular R @) 1
Clara
UFMT-323 Caule Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-325 Caule Poconé/MT Basico S Amarela Circular R TR 1
UFMT-328 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-329 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-330 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-331 Caule  Poconé/MT Acido A Branca Circular R o 1
Amarelada
UFMT-332 Caule  Poconé/MT Acido A Branca Circular R o)
Amarelada
UFMT-333 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular (@]
) Amarela c/
UFMT-334 Caule Poconé/MT Acido S Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-335 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R TR 1
UFMT-336 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-337 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-338 Caule Poconé/MT Neutro S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-341 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-343 Caule Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-344 Caule Poconé/MT Neutro A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-345 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-346 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-347 Caule  Poconé/MT Acido A Branca Circular R ) 1
Amarelada
UFMT-348 Caule Poconé/MT Neutro S Branca Circular | (0] 1
UFMT-349 Caule  Poconé/MT Acido A Branca Circular R o) 1
Amarelada
UFMT-350 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-351 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R TR 1
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3 *%
Isolados Nodulo  Local Coleta Eﬁagao Muco* Cor Forma Borda** PO Dias
UFMT-352 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-353 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-354 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-355 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-357 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-358 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-359 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-360 Caule Poconé/MT Acido A Branca Circular R TR 1
UFMT-361 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
Amarela c/
UFMT-362 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-363 Caule Poconé/MT Neutro A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-364 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
Amarela c/
UFMT-365 Caule Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-366 Caule Poconé/MT Acido S Branca Circular R (@] 1
UFMT-367 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
UFMT-368 Raiz Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-369 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-370 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-371 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-372 Raiz Poconé/MT Neutro A Branca Circular R (@] 1
UFMT-373 Raiz Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-374 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R o) 1
Amarelada
Amarela c/
UFMT-375 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-376 Raiz Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-377 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-378 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-379 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-380 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-381 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-382 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-383 Raiz Poconé/MT Basico A Branca Circular R (@] 1
) Amarela c/
UFMT-384 Raiz Poconé/MT Acido A Borda Circular R (@] 1
Clara
UFMT-385 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
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Isolados Nodulo  Local Coleta pRSagao Muco* Cor Forma Borda** PO** Dias
UFMT-386 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-392 Raiz Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (0] 1
UFMT-393 Raiz Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-401 Raiz Poconé/MT Neutro A Amarela Circular | (0] 1
UFMT-637 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-638 caule Poconé/MT Acido M Amarela Circular R (@] 1
UFMT-639 caule Poconé/MT Neutro E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-640 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-641 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-642 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-643 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-644 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-645 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-646 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-647 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-648 caule Poconé/MT Acido E Amarela Circular R (@] 1
UFMT-649 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-650 caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
SEMIA-587 Raiz Basico M Branca Circular R TL 6
SEMIA-5019 Raiz Basico M Branca Circular R TL 6
SEMIA-5079 Raiz Basico A Branca Circular R (@] 6
SEMIA-5080 Raiz Basico A Branca Circular R (@] 6
A. caulinodans Caule Basico S Creme Circular R (@] 1
R Raiz Acido A Branca Circular R 0 1

leguminosarum

*A-muco abundante; M- muco médio; E-muco escasso; S-sem proudug¢do de muco. **R-
regular; I- irregular. ***DO- detalhe Optico; TL- transllcido; TR- transparente; O- opaco.

Apéndice 4 - Identificagdo e caracterizagdo de isolados de Aeschynomene

sp.
Isolados Nodulo Local Reagao Muco* Cor Forma Borda** DO Dias
Coleta pH roxk
UFMT-109 Caule Poconé/MT  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-131 Caule  Poconé/MT Acido A égf‘;e'a c/Borda  icuar R o 1
UFMT-193 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-221 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-244 Caule Poconé/MT Acido A Branca Circular R TR 1
UFMT-250 Caule Poconé/MT  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-251 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-252 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-253 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R TR 1
UFMT-254 Caule  Poconé/MT Acido A (A:Ef‘;e'a c/Borda  icuar R o 1
UFMT-255 Caule  Poconé/MT Acido A (A:Ef‘;e'a c/Borda  icuar R 0
UFMT-256 Caule Poconé/MT Acido A Amarela ¢/ Borda Circular (@]
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Clara
Isolados No6dulo é%?g,:a Esagao Muco* Cor Forma  Borda** ,2*0 Dias
UFMT-257  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-258  Caule Poconé/MT Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-259  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-260 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-261  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-262  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-263 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-264  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-265 Caule  PoconéMT Acido A (A:Ef‘;e'a c/Borda  Gicular R o 1
UFMT-266 Caule  Poconé/MT Acido A (A:gf‘;e'a c/Borda  icular R o 1
UFMT-267  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-268  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-269 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-270 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-271  Caule Poconé/MT Acido A Branca Amarelada  Circular R (@] 1
UFMT-272  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-273 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-274  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-275  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-276  Caule  Poconé/MT Acido A (A:Ef‘;e'a c/Borda iy R o 1
UFMT-277  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-278 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-279  Caule Poconé/MT Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-280 Caule Poconé/MT Acido A Branca Circular R (@] 1
UFMT-281  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-282 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-283 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-284  Caule Poconé/MT Acido A Branca Amarelada  Circular R (@] 1
UFMT-285  Caule Poconé/MT Acido A Branca Amarelada  Circular R (@] 1
UFMT-286  Caule Poconé/MT Basico S Branca Circular R (@] 1
UFMT-287  Caule Poconé/MT Basico S Branca Circular R TR 1
UFMT-288 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-289 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-290 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-291  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-292 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-293 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-294  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular | (@] 1
UFMT-295 Caule Poconé/MT Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-296 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-297 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (0] 1
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UFMT-298 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
Isolados No6dulo Local Reacdo Muco* Cor Forma  Borda** ,2*0 Dias
Coleta pH
UFMT-299  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-300 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-301 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-302 Caule Poconé/MT  Acido A Amarela Circular R (0] 1
UFMT-303 Caule Poconé/MT  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-304 Caule Poconé/MT  Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-305 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-306 Caule Poconé/MT Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-307 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-308 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-309 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-310 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular | (@] 1
UFMT-311  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-312  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-313 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-314 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-315 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-316 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-317  Caule Poconé/MT  Acido S Amarela Circular R (@] 1
UFMT-318 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-321 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-322  Caule Poconé/MT Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-324  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-326  Caule Poconé/MT Acido A é:g?arlela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-327  Caule Poconé/MT Basico S Branca Circular | (@] 1
UFMT-339  Caule Poconé/MT Acido A égzela ¢/ Borda Circular R o 1
UFMT-340 Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-342  Caule Poconé/MT  Acido A Amarela Circular R (@] 1
UFMT-356  Caule Poconé/MT Acido A Amarela Circular R (@] 1
A. . Caule Basico S Creme Circular R (@] 1
caulinodans
*A-muco abundante; M- muco médio; E-muco escasso; S-sem prouducdo de muco. **R-
regular; I- irregular. ***DO- detalhe Optico; TL- transllcido; TR- transparente; O- opaco.
Apéndice 5 - Identificacdo e caracterizagdo de isolados de Soja (Glycine
max).
3 *%
Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias
Coleta pH co* * *
IR. . Raiz Acido A Branca  Circular R )
eguminosarum 1
SEMIA-5019 Raiz Basico M Branca Circular R TL

SEMIA-5079 Raiz Basico A Branca Circular R (@] 6
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3 *%

Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* *k *
SEMIA-5080 Raiz Basico A Branca Circular R (0] 6
SEMIA-587 Raiz Basico M Branca Circular R TL 6

. Campos . .

UFMT-121 Raiz - Acido S Amarela Circular R (@) PD

Julio/MT 1
UFMT-143 Raiz campos - 4.4, A Creme Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-146 Raiz Cgmpos Acido A Creme Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-156 Raiz Campos Acido M Amarela Circular | o) PC

Julio/MT 1
UFMT-162 Raiz Cg_mpos Basico S Amarela Circular R (@] PC

Julio/MT 4
UFMT-175 Raiz Cg_mpos Neutro A Creme Circular R (@] PC

Julio/MT 1
UFMT-176 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-180 Raiz Campos Acido A Creme Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-184 Raiz Campos 4 4o A Creme Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-387 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-388 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-389 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-390 Raiz Cgmpos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-391 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-394 Raiz Cgmpos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1

. Campos - .

UFMT-395 Raiz Jalio/MT Acido S Amarela Circular R (@) PC 1
UFMT-396 Raiz Cgmpos Neutro S Branca Circular R (@] PC

Julio/MT 1
UFMT-397 Raiz Campos Acido S Amarela Circular | 0] PC

Julio/MT 1
UFMT-398 Raiz Campos - 4 4o S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-399 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PC

Julio/MT 1
UFMT-400 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-402 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-403 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-404 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-405 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-406 Raiz Cgmpos Acido S Amarela Circular (0] PC

Julio/MT 1
UFMT-407 Raiz Campos Acido S Amarela Circular O] PC 1
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Julio/MT
3 *%

Isolados Noédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* * *
UFMT-408 Raiz Campos Acido A Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-409 Raiz C?_mpos Neutro A Creme Circular R (@] PC

Julio/MT 1
UFMT-410 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-411 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-412 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-413 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-414 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R TL  PC

Julio/MT 1
UFMT-415 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-416 Raiz Campos Acido S Amarela Circular | o) PC

Julio/MT 1
UFMT-417 Raiz Cgmpos Neutro S Branca Circular R O PC

Julio/MT 1
UFMT-418 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1

. Campos - .

UFMT-419 Raiz Jalio/MT Acido S Amarela Circular | (@) PD 4
UFMT-420 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-421 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-422 Raiz Campos 4 4o S Amarela Circular | o) PD

Julio/MT 1
UFMT-423 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1
UFMT-424 Raiz Cgmpos Neutro A Amarela Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-425 Raiz C,ampos Neutro A Branca Circular R (@] PD

Julio/MT 4
UFMT-426 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-427 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-428 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-429 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-430 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-431 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-432 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-433 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1
UFMT-434 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1
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3 *%

Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* *k *
UFMT-435 Raiz Campos 4 4o A Amarela Circular R TL PD

Julio/MT 4
UFMT-436 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-437 Raiz Cgmpos Neutro A Amarela Circular R (0] PC

Julio/MT 1
UFMT-438 Raiz Campos 440 A Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1

Campos Branca
UFMT-439 Raiz i P Neutro S Amarela Circular R (0] PC

Julio/MT da 1
UFMT-440 Raiz Cg_mpos Basico S Amarela Circular R (@] PC

Julio/MT 4
UFMT-441 Raiz Cg_mpos Neutro S Amarela Circular R (@] PC

Julio/MT 1
UFMT-442 Raiz Campos Acido A Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-443 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-444 Raiz Campos 4 4o A Branca Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-445 Raiz Campos oo A Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-446 Raiz Campos 4 4o A Creme Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-447 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-448 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-449 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1

. Campos - .

UFMT-450 Raiz Jalio/MT Acido S Amarela Circular R (@) PD 1
UFMT-451 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-452 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1

. Campos - .

UFMT-453 Raiz Jalio/MT Acido S Amarela Circular R (@) PD 1
UFMT-454 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1
UFMT-455 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PC

Julio/MT 1
UFMT-456 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PC

Julio/MT 1
UFMT-457 Raiz C?_mpos Neutro A Amarela Circular R (@] PC

Julio/MT 1

Campos ) Amarela
UFMT-458 Raiz amp Acido A c/Borda Circular | o) PC

Julio/MT

Clara 1

UFMT-459 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PC

Julio/MT 1
UFMT-460 Raiz Cgmpos Neutro S Amarela Circular R (0] PC

Julio/MT 1
UFMT-461 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PC

Julio/MT 1
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3 *%

Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* *k *
UFMT-462 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PC

Julio/MT 1
UFMT-463 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-464 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-465 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4

. Campos - .

UFMT-466 Raiz Jalio/MT Acido S Amarela Circular R (@) PD 4
UFMT-467 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-468 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-469 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R ) PD

Julio/MT 4
UFMT-470 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-471 Raiz Cgmpos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-472 Raiz Campos Acido S Branca  Circular | 0] PD

Julio/MT 1
UFMT-473 Raiz Cgmpos Acido S Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-474 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-475 Raiz Campos 4 4o S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-476 Raiz Cgmpos Neutro A Branca Circular R O PD

Julio/MT 4
UFMT-477 Raiz Qa_mpos Neutro S Amarela Circular R (0] PD

Julio/MT 1
UFMT-478 Raiz Campos 440 S  Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 1
UFMT-479 Raiz Campos 4 4o A Amarela Circular R o) PD

Julio/MT 4
UFMT-480 Raiz Campos Acido S Amarela Circular R 0] PD

Julio/MT 1
UFMT-481 Raiz Rondono Acido M Amarela Circular R 0] PC

polis/MT 1
UFMT-482 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R 0] PC

polis/MT 1
UFMT-483 Raiz Rondono Acido A Amarela Circular | 0] PC

polis/MT 1
UFMT-484 Raiz Rondono Acido A Amarela Circular R 0] PC

polis/MT 1

Rondond < Amarela
UFMT-485 Raiz . Acido A ¢/ Borda Circular R (@] PC

polis/MT

Clara 1

UFMT-486 Raiz Rondon6 Acido E Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-487 Raiz Rondond 4 .4, M  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-488 Raiz R°.”d°”° Acido Amarela Circular | O PC

polis/MT 1
UFMT-489 Raiz Rondoné  Acido Amarela Circular R (6] PC 1
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polis/MT
3 *%

Isolados Noédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* * *
UFMT-490 Raiz Rondono Acido M Marrom  Circular R o) PC

polis/MT 4
UFMT-491 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular | o) PC

polis/MT 1
UFMT-492 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-493 Raiz Rondono Acido A Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-494 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-495 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-496 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-497 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-498 Raiz Rondono Acido E Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-499 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-500 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1

. Rondoné ;. .

UFMT-501 Raiz polis/MT Acido S Amarela Circular R (@) PC 1
UFMT-502 Raiz Rondono Acido E Creme Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-503 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-504 Raiz Rondond 4 .4, A Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-505 Raiz Rondono Acido M Amarela Circular R 0] PC

polis/MT 1
UFMT-506 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-507 Raiz Rondon6 Acido E Amarela Circular R 0] PC

polis/MT 1
UFMT-508 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-509 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-510 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-511 Raiz Rondond 4 .4, M  Amarela Circular R TR PC

polis/MT 1
UFMT-512 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-513 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-514 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-515 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R 0] PD

polis/MT 1
UFMT-516 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R 0] PD

polis/MT 1
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Isolados No6dulo Local Reacao Mli Cor Forma Eorda PO Plantio Dias
Coleta i pH co
UFMT-517 Raiz E:Hrfs"/',f’/l”TO Acido S Amarela Circular | o PD 1
UFMT-518 Raiz Sg’”r‘s"/'&”f Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-519 Raiz E:Hrfs"/',f’/l”TO Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-520 Raiz Sg’”r‘s"/'&”f Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-521 Raiz ;F){gl?s(;l?/lr‘]ro Acido S Amarela Circular R 0] PD 1
UFMT-522 Raiz Sg’”r‘s‘j'&”f Neutro E  Amarela Circular R TR PD 1
UFMT-523 Raiz E;?;;WTO Acido S Amarela Circular R 0] PD 1
UFMT-524 Raiz E;?;;WTO Neutro E Branca Circular R (@) PD 1
UFMT-525 Raiz ?jgﬁ\% Acido S Amarela Circular R ) PC 1
. Pedra : . .
UFMT-526 Raiz Preta/MT Acido M Amarela Circular R (@] PC 1
UFMT-527 Raiz ?jgﬁ\% Acido S Amarela Circular R 0] PC 1
UFMT-528 Raiz ?jgfhﬁ_ Acido S Amarela Circular R ) PC 1
UFMT-529 Raiz fjlr‘;ﬁ\j? Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-530 Raiz fjlr‘;ﬁ\j? Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-531 Raiz fjlr‘;ﬁ\j? Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-532 Raiz fjlngf’,ﬁ Acido S  Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-533 Raiz fjlr‘;ﬁ\j? Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-534 Raiz fjlngf’,ﬁ Acido S Amarela Circular R o) PD 1
UFMT-535 Raiz E;?;;WTO Acido S Amarela Circular R ) PC 1
UFMT-536 Raiz E;'S&?O Acido E Amarela Circular R ) PC 1
UFMT-537 Raiz E;?;;WTO Acido S Amarela Circular R ) PC 1
UFMT-538 Raiz ;F){;)I?stjl?/lr‘]ro Acido S Amarela Circular R ) PC 1
UFMT-539 Raiz E;?;;WTO Acido S Amarela Circular R 0 PC 1
UFMT-540 Raiz ;F){;)I?stjl?/lr‘]ro Acido S Amarela Circular R 0 PC 1
UFMT-541 Raiz E:Hrfs"/',f’/l”TO Acido S Amarela Circular R o) PC 1
UFMT-542 Raiz E;'ir‘s‘j&r}o Acido M  Amarela Circular R o) PC 1
UFMT-543 Raiz E:Hrfs"/',f’/l”TO Acido E  Amarela Circular R o) PC 1
UFMT-544 Raiz E:Hrfs"/',f’/l”TO Acido S Amarela Circular | o) PC 1
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Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias

Coleta pH co* *k *
UFMT-545 Raiz R°.”d°”° Neutro E Branca Circular | O PC

polis/MT 1
UFMT-546 Raiz Rondond 4 .4, E  Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-547 Raiz Rondond 4 .4, A Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-548 Raiz Rondond 4 .4, A Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1

. Rondoné ;. .

UFMT-549 Raiz polis/MT Acido M Amarela Circular R (@) PC 1
UFMT-550 Raiz Rondond 4 .4, A Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-551 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PC

polis/MT 1
UFMT-552 Raiz Rondond g E  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 4
UFMT-553 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-554 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-555 Raiz Rondond 4.4, A Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-556 Raiz Rondono Acido M Amarela Circular R 0] PD

polis/MT 1
UFMT-557 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-558 Raiz Rondond g E  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 4
UFMT-559 Raiz Rondond 4 .4, M  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-560 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-561 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular | o) PD

polis/MT 1
UFMT-562 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular | o) PD

polis/MT 1
UFMT-563 Raiz RO'.“dO”O Neutro S Amarela Circular R (@] PD

polis/MT 1
UFMT-564 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R 0] PD

polis/MT 1
UFMT-565 Raiz Rondono Acido E Amarela Circular R 0] PD

polis/MT 1
UFMT-566 Raiz R°'.“"°”° Neutro E Creme Circular R (@] PD

polis/MT 1
UFMT-567 Raiz RO'.“dO”O Neutro M Creme Circular | (@] PD

polis/MT 1
UFMT-568 Raiz Rondono Acido E Creme Circular R o) PD

polis/MT 1

Pedra Amarela
UFMT-569 Raiz Neutro E ¢/ Borda Circular R (0] PC

Preta/MT

Clara 1

UFMT-570 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD

polis/MT 1
UFMT-571 Raiz R°.”d°”° Acido Amarela Circular (0] PD

polis/MT 1
UFMT-572 Raiz Rondoné  Acido Amarela Circular (6] PD 1
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polis/MT
3 *%
Isolados Noédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias
Coleta pH co* * *
UFMT-573 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD
polis/MT 1
UFMT-574 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular | o) PD
polis/MT 1
UFMT-575 Raiz Rondond g S  Rosa Circular R o) PD
polis/MT 4
UFMT-576 Raiz Rondono Acido S Amarela Circular R o) PD
polis/MT 1
UFMT-577 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD
polis/MT 1
UFMT-578 Raiz Rondond 4 .4, S  Amarela Circular R o) PD
polis/MT 1
. Pedra ‘. .
UFMT-579 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PD 1
. Pedra ‘. .
UFMT-580 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@) PD 1
UFMT-581 Raiz Pedra Basico S Branca Circular R (@) PD
Preta/MT 4
. Pedra .
UFMT-582 Raiz Preta/MT Neutro E Branca Circular R O PD 1
UFMT-583 Raiz Pedra Neutro A Branca Circular | (@) PD
Preta/MT 1
. Pedra ;. .
UFMT-584 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@) PD 1
. Pedra ;. .
UFMT-585 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular | (@) PD 1
. Pedra ;. .
UFMT-586 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular | (@) PD 1
. Pedra ‘. .
UFMT-587 Raiz Preta/MT Acido A Amarela Circular R (@] PD 1
. Pedra ;. .
UFMT-588 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular R (@) PD 1
. Pedra ‘. .
UFMT-589 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular | (@] PD 1
. Pedra ;. .
UFMT-590 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular | (@) PC 1
. Pedra ‘. .
UFMT-591 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular R (@) PC 1
. Pedra . .
UFMT-592 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R O PC 4
Pedra ) Amarela
UFMT-593 Raiz Acido M ¢/ Borda Circular | (0] PC
Preta/MT
Clara 1
UFMT-594 Raiz Pedra Acido E Creme Circular | ) PC
Preta/MT 1
. Pedra ;. .
UFMT-595 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular R (@) PC 1
. Pedra L. .
UFMT-596 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra - .
UFMT-597 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra - .
UFMT-598 Raiz Preta/MT Basico S Branca Circular R TR PC 4
. Pedra - .
UFMT-599 Raiz Preta/MT Basico S Branca Circular | O PC 4
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Isolados Nédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias
Coleta pH co* *k *
UFMT-600 Raiz Pedra Basico E  Branca Circular R o) PC
Preta/MT 4
. Pedra ‘. .
UFMT-601 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
Pedra ) Amarela
UFMT-602 Raiz Acido A ¢/ Borda Circular R (@) PC
Preta/MT
Clara 1
UFMT-603 Raiz Pedra Neutro S Branca Circular R (@) PC
Preta/MT 1
. Pedra ‘. .
UFMT-604 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular | (@] PC 1
. Pedra - .
UFMT-605 Raiz Preta/MT Basico S Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra - .
UFMT-606 Raiz Preta/MT Basico M Branca Circular | (@] PC 4
. Pedra ;. .
UFMT-607 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular R (@) PC 1
. Pedra .
UFMT-608 Raiz Preta/MT Neutro S Branca Circular R (@] PC 1
. Pedra . .
UFMT-609 Raiz Preta/MT Basico S Amarela Circular R (@] PC 4
. Pedra ;. .
UFMT-610 Raiz Preta/MT Acido S Branca Circular | (@) PC 1
. Pedra ‘. .
UFMT-611 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra . .
UFMT-612 Raiz Preta/MT Basico M Branca Circular R O PC 4
. Pedra ‘. .
UFMT-613 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular | (@] PC 1
. Pedra ‘. .
UFMT-614 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra - .
UFMT-615 Raiz Preta/MT Basico M Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra ‘. .
UFMT-616 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra ;. .
UFMT-617 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@) PC 1
. Pedra ;. .
UFMT-618 Raiz Preta/MT Acido A Amarela Circular R (@) PC 1
. Pedra - .
UFMT-619 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra .
UFMT-620 Raiz Preta/MT Neutro E Branca Circular R (@] PC 1
. Pedra .
UFMT-621 Raiz Preta/MT Neutro S Amarela Circular | (@) PC 1
. Pedra - .
UFMT-622 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra ‘. .
UFMT-623 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra .- .
UFMT-624 Raiz Preta/MT Basico M Branca Circular R (@] PC 4
UFMT-625 Raiz Pedra Neutro E Branca Circular | (@] PC
Preta/MT 1
. Pedra ‘. .
UFMT-626 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular | (@) PC 1
UFMT-627 Raiz Pedra Acido Amarela Circular R (0] PC 1
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Preta/MT
3 *%
Isolados Noédulo Local Reagao Mu Cor Forma Borda DO Plantio Dias
Coleta pH co* * *
UFMT-628 Raiz Pedra Neutro S Rosa Circular R (@) PC
Preta/MT 1
. Pedra .
UFMT-629 Raiz Preta/MT Neutro S Branca Circular | (@] PC 1
. Pedra ‘. .
UFMT-630 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra - .
UFMT-631 Raiz Preta/MT Basico S Branca Circular R (@] PC 4
. Pedra ‘. .
UFMT-632 Raiz Preta/MT Acido M Amarela Circular | (@] PC 1
. Pedra ‘. .
UFMT-633 Raiz Preta/MT Acido S Amarela Circular R (@] PC 1
. Pedra . .
UFMT-634 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R O PC 4
. Pedra ‘. .
UFMT-635 Raiz Preta/MT Acido E Amarela Circular R (@) PC 1
UFMT-636 Raiz Pedra Neutro S Branca Circular | (@) PC
Preta/MT 1
. Pedra . .
UFMT-651 Raiz Preta/MT Basico E Branca Circular R O PC 4
. Pedra - .
UFMT-652 Raiz Preta/MT Basico S Branca Circular R (@] PC 4

*A-muco abundante; M- muco médio; E-muco escasso; S-sem prouducdo de muco. **R-
regular; I- irregular. ***DO- detalhe Optico; TL- translicido; TR- transparente; O- opaco
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