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RESUMO

Os diferentes solos e manejos culturais afetam o equilibrio entre solo e organismos
enddgenos, os quais, por sua vez afetam a sustentabilidade do solo. Desse modo
acredita-se que a diversidade dos organismos do solo tenha uma relagdo estreita com a
diversidade de outros organismos, tanto na superficie, quanto no préprio solo e que as
interacdes dessa diversidade microbiana possam levar a uma alteracdo de funcdo
reduzindo ou ampliando a sustentabilidade dos ecossistemas. Interacdes mutualisticas
sd0 muito comuns na natureza e desempenham importante papel em muitos processos
de diversos ecossistemas. Desse modo, a identificacdo dos padrdes da estrutura espacial
e abundancia de microrganismos € um elemento importante e, necessdrio para
identificar esse processo.Associagdes mutualisticas entre plantas e organismos do solo
sdo essenciais para a sobrevivéncia e crescimento das plantas na maioria dos
ecossistemas terrestres. Assim, o uso combinado de leguminosas e microrganismos na
reabilitacdo de solos deteriorados € um processo efetivo na reestabilizagdo dos ciclos de
nutrientes nesse sistema, pois a estrutura alimentar do solo pode afetar o
desenvolvimento da vegetacdo. O mutualismo entre rizébios e leguminosas € possivel
de manipulagdo experimental. Diferente de alguns mutualistas, rizobios podem crescer
e ser cultivados em meios seletivos. Além disso, seu comportamento mutualista dentro
dos nédulos pode ser manipulado e monitorado de modo ndo invasivo. objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade de estirpes nativas de rizébio e a relacdo com algumas
espécies de leguminosas arbdéreas nativas ocorrentes na Reserva Particular do
Patrimonio Natural (RPPN) Serra das Almas (05° 00* a 05° 20" S e 40° 48 a 41° 12’
W) no estado do Ceara (Brasil),em uma drea de caatinga no municipio de Cratetis-Ce,
dista 390 Km de Fortaleza, entre cotas de 300 a 350 m de altitude, e que caracteriza-se
pro apresentar clima semi drido e pluviosidade média de 881 mm anuais distribuida de
Janeiro a Abril. Foram identificadas oito espécies de leguminosas arbdreas, que
apresentaramassociacdes com rizébios: Anadenanthera colubrina var. cebil
(Griseb)Altschu (Angico), Bauhinia cheilantha (Bong.) Stend (Morord), Poincianella
pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (Catingueira), Erythrina velutina Willd. (Mulungu),
Mimosa caesalpiniifolia Benth (Sabid), Minosa acustistipula (Mart.) Benth (Jurema-
branca), Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Jurema-preta), Amburana Cearensis
(Allemao) A.C. Smith (Emburana). Foram coletados nddulos e solo rizosférico para a
identificacdo de bactérias diazotréficas, em dois periodos, na estagdo chuvosa e na seca.
Foi realizado o cultivo destes rizobios nas plantas-isca, Macropitillium atropurpureum
(DC) Urban, Vigna unguiculata (L., Walp.), Cajanus cajan var. flavus DC e Mimosa
pudica L, bem como a caracterizacdo cultural caracterizacdo cultural de estirpes de
rizobio isolados, testes de tolerancia a niveis crescentes de NaCl e a altas
temperaturas. Verificou-se que 92,42% dos isolados apresentara crescimento rdpido e
52,24% acidificaram o meio 79. Um total de 84,93% isolados possuem tolerancia a altas
temperaturas (45° C), e 90,75% isolados apresentaram tolerncia as concentracdes
salinas a 5%.0s resultados obtidos demonstraram que ha relagdo entre a tolerancia a
salinidade e a temperatura quando avaliado in vitro para os isolados testados.

Palavras-chave: fixagdo bioldgica de nitrogénio, simbiose Rhizobium-Leguminosas,
tolerincia a estresses ambientais, diversidade de rizobios.

Xvii



ABSTRACT

Different cultural soil managements affect the balance between soil and endogenous
organisms, which in turn affect the sustainability of the soil. Thus it is believed that the
diversity of soil organisms has close links with the diversity of other organisms, both on
the surface and in the soil itself, and the interactions of microbial diversity may lead to a
change of function reducing or enlarging the sustainability of ecosystems.Mutualistic
interactions are very common in nature and play an important role in many processes of
various ecosystems. Thus, the identification of patterns of spatial structure and
abundance of microorganisms is an important and necessary to identify this
process.Mutualistic associations between plants and soil organisms are essential for
survival and growth of plants in most terrestrial ecosystems. Thus, the combined use of
legumes and microorganisms in the rehabilitation of degraded soils is an effective
process in restabilising of the nutrient cycles in this system, because the food structure
of the soil can affect the development of vegetation.Mutualism between legumes and
rhizobia is possible to experimental manipulation. Unlike some mutual, rhizobia grow
and can be grown on selective medium. Moreover, their mutual behavior within the
nodules can be manipulated and monitored in a non-invasive way.The objective of this
work was to evaluate the diversity of native rhizobia strains and the relationship with
some species of native woody legumes occurring in Private Natural Heritage Reserve at
Serra das Almas (05 ° 00 'to 05 © 20" S and 40 ° 48-41 ° 12 "W) in Ceara (Brazil), in an
area of caatinga in the city of Crateds-Ce, lies 390 km from Fortaleza, quotas between
300-350 m altitude, characterized by semi-arid climate and average rainfall of 881 mm
per year distributed from January to April. It was identified eight species of
leguminous trees, which showed associations with rhizobia: Anadenanthera colubrina
var. cebil (Griseb)Altschu (Angico), Bauhinia cheilantha (Bong.) Stend (Mororo),
Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (Catingueira), Erythrina velutina Willd.
(Mulungu), Mimosa caesalpiniifolia Benth (Sabid), Minosa acustistipula (Mart.) Benth
(Jurema-branca), Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Jurema-preta), Amburana Cearensis
(Allemao) A.C. Smith (Emburana).It was collected nodules and rhizosphere soil for the
identification of diazotrophs in two periods of teh year, in the rainy and dry seasons. It
was carried out the cultivation of these rhizobia in the bait-plants, Macropitillium
atropurpureum (DC) Urban, Vigna unguiculata (L., Walp.), Cajanus cajan var. flavus
DC e Mimosa pudica L, As well as cultural characteristics cultural characterization of
strains of rhizobia isolated, tolerance tests at increasing levels of NaCl and temperature.
It was found that 92.42% isolates grew faster and 52.24% acidify 79 medium. A total of
84.93% strains showed tolerance to high temperatures (45 ° C), and 90.75% isolates
showed tolerance to salt concentrations of 5%. The results showed that a relationship
between tolerance to salinity and temperature when evaluated in vitro for isolates tested.

Keywords: biological nitrogen fixation, Rhizobium-legume symbiosis, environmental
stress tolerance, diversity of rhizobia.
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1-INTRODUCAO.

Na literatura ha evidéncias que diferentes solos e manejos culturais afetam o
equilibrio entre solo e organismos enddgenos, os quais, por sua vez afetam a
sustentabilidade do solo (KASCHUK et al., 2006). Desse modo acredita-se que a
diversidade dos organismos do solo tenha uma relag@o estreita com a diversidade de
outros organismos, tanto na superficie, quanto no préprio solo e que as intera¢des dessa
diversidade microbiana possam levar a uma alteracdo de fun¢@o reduzindo ou
ampliando a sustentabilidade dos ecossistemas (PROSSER et al., 2007).

Interagcdes mutualisticas sdo muito comuns na natureza e desempenham
importante papel em muitos processos de diversos ecossistemas (AKCAY;
ROUGHGARDEN, 2006). Desse modo, a identificagdo dos padrdes da estrutura
espacial e abundancia de microrganismos ¢ um elemento importante e, necessario para
identificar esse processo (MCGILL; COLLINS, 2003).

Virios modelos visam explicar estas relacdes e interacdes na natureza,
alguns dos mais interessantes baseiam-se na aplicagdo da Teoria dos Jogos, na sua
vertente relativa aos jogos cooperativos, uma teoria baseada na Teoria da Barganha de
1930, que se mostra como um instrumento ttil para auxiliar a compreensao das relacdes
simbidticas na natureza.

A teoria dos jogos cooperativos defende que a interacdo de duas ou mais
partes (individuos) pode gerar beneficios se estes cooperarem apesar dos interesses
conflituosos na divisdo destes beneficios. Assim, estes individuos tentam entrar em
acordo antes de se unirem — o caso cldssico desta teoria seriam as negociacdes coletivas
entre empregados e firmas — A firma neste caso representa a planta individualmente, e
os empregados seriam os ndédulos (AKCAY; ROUGHGARDEN, 2006).

Propostas para a solucdo do problema da teoria das negociacdes sdo
anteriores a Teoria dos Jogos (Nash 1950, 1953 — The bargain problem). A solugdo para
o problema da Teoria das Negociacdes € inica e maximiza o produto final. Esta solucéo
é conhecida como “Nash bargaining solution” (NBS) (AKCAY; ROUGHGARDEN,
2006).

O mutualismo entre rizobios e leguminosas é possivel de manipulagdo
experimental. Diferente de alguns mutualistas, rizobios podem crescer e ser cultivados
em meios seletivos. Além disso, seu comportamento mutualista dentro dos nddulos

pode ser manipulado e monitorado de modo nao invasivo (DENISON; KIERS, 2004).



Estudos indicam que leguminosas, sdo capazes de formar nddulos com ampla faixa de
rizébios, contribuindo para a atividade da “Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio” (FBN)
(SANTOS et al., 2007), uma das mais importantes reacdes no solo. Bactérias do grupo
dos rizobios t€m a capacidade de formar nédulos em raizes e caules de leguminosas e
possuem papel importante na agricultura sustentdvel (FREITAS et al., 2007).

Os rizobios podem sobreviver e reproduzir no solo, mas estas bactérias sdao
conhecidas por fixar nitrogénio através de nddulos nas raizes de plantas leguminosas
(DENISON; KIERS, 2004). A simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de N,
atmosférico € amplamente aceita como alternativa a fertilizagdo quimica (FREITAS et
al.,2007).

A maioria dos gé€neros da familia das leguminosas pode nodular e fixar
nitrogénio, embora haja excecdes (SPRENT, 2001). Porém leguminosas selvagens
(herbaceas ou arbdreas) podem ser encontradas ao redor do mundo distribuidas
principalmente em regides dridas contribuindo para a manuten¢do dos niveis de
fertilidade nesses ambientes (ZAHRAN, 2001).

Espécies de leguminosas em regides tropicais apresentam menor especificidade
em relacdo a rizébios quando comparadas com espécies de leguminosas em dreas
temperadas, o que pode resultar num sistema com fixacdo bioldgica de nitrogénio
menos eficiente, entretanto, ainda assim, importante (DENISON; KIERS, 2004).

Especula-se que grande proporcao de plantas da familia Leguminosae seja capaz
de realizar a fixagdo bioldgica de nitrogé€nio. Leguminosas e rizébios trocam sinais
elaborados de reconhecimento antes do processo de infeccdo, esses sinais talvez
exercam algum papel de prote¢do contra os rizobios menos eficientes (DENISON;
KIERS, 2004). Entretanto, se faz necessario mais estudos para determinar se realmente
essa reducdo na eficiéncia seria uma causa relativa aos rizobios ou se seria a simbiose
nesse caso menos eficiente. De qualquer modo, acredita-se na importancia dessas
plantas para manutencdo da fertilidade do solo na caatinga (ZAHRAN, 2001;
TEIXEIRA et al., 2006).

Membros das subfamilias Papilionoideae — que inclui os ‘“feijoes” - e
Mimosoideae — acicias e mimosas - sdo descritos como capazes de promover a
nodulagdo. Em contraste, poucos membros de Caesalpinioideae, sdo descritas como
capazes de nodular (DOYLE, 1998). O processo de nodulacdo é, em geral, especifico
para as espécies, onde certos extratos de rizébios infectam espécies particulares de

leguminosas hospedeiras (COHN et al., 1998).



Entretanto, além das caracteristicas de Leguminosas e rizébios, os disturbios
que afetam as propriedades do solo sdo importantes desafios para a estabilidade de
ecossistemas, sejam eles naturais ou ndo. A erosdo do solo e a retirada de vegetagdo
deterioram a qualidade quimica do solo e podem resultar em perdas importantes (FANG
et al., 2008). E fundamentando-se no evento da fixacdo biolégica de nitrogénio que
reside a esperanca para a reabilitacio de imensas 4reas, outrora produtivas, sem
condicdes de permitir o restabelecimento de espécies vegetais a curto e médio prazo
sem intervengdo humana positiva. Desse modo, conhecer interagdes positivas entre
microrganismos do solo e plantas é essencial para proporcionar boas condi¢des de
crescimento para as plantas, e assim restaurar solos degradados. Para a efetiva
restauragdo do solo € necesséario a reintrodugdo de ambos, plantas e microrganismos
mutualistas (ECHEVERRIA; FERNANDEZ, 2005).

Entretanto, os nddulos sdo estruturas transitérias, que se formam e senescem
em curto espaco de tempo. Nas estacdes secas, em dreas ndo irrigadas, observa-se a
auséncia de nddulos, e as taxas de fixacdo bioldgica no solo sdo insignificantes,
relacionando-se, as deficiéncias de FBN com o déficit hidrico (TEIXEIRA et al., 2006).

Indmeros estudos ressaltam ainda que temperaturas elevadas afetam diversos
estdgios da FBN como o crescimento e sobrevivéncia do rizébio no solo, a troca de
sinais moleculares entre os simbiontes, o processo de infec¢do e nodulagdo e a atividade
do aparato enzimatico para reducdo do nitrogénio e assimilacdo da amonia formada
(HUNGRIA; VARGAS, 2000). Para a maioria dos rizébios, a temperatura 6tima para o
crescimento em cultura situa-se entre 28 e 31 °C. Além da temperatura, outras
condicdes ambientais limitam o crescimento e a atividade de fixacdo do nitrogénio em
leguminosas. Dentre estas a salinidade e estiagem s@o os principais fatores (ZAHRAN,
2001).

O estresse salino reduz a nodulacdo de leguminosas inibindo os eventos
simbidticos iniciais, uma vez que o estresse salino na FBN pode ser devido a trés
diferentes respostas: efeitos na infec¢do de leguminosas por rizébios, no crescimento e
desenvolvimento do nédulo e, finalmente afetando diretamente a atividade da nodulacio
(BOUHMOUCH et al., 2004). Entretanto, diferente de seus hospedeiros, os rizébios
podem sobreviver na presenca de niveis extremamente elevados de salinidade e
apresentar marcante variacdo de tolerdncia a essa salinidade (BOUHMOUCH et al.,,
2004). Tém se o registro da existéncia de cepas de rizébios e leguminosas selvagens em

zonas dridas que exibem alta tolerancia em relagdo as condicdes adversas prevalecentes



como estresses por salinidade, temperaturas elevadas e dessecacdo. Estes rizobios
podem ser usados para inocular tanto leguminosas selvagens como culturas agricolas
em regides dridas (ZAHRAN, 2001). De qualquer modo, o processo de infec¢do
aparenta ser o mais afetado pela salinidade (ZAHRAN; SPRENT, 1989). Foi também
demonstrado que o estresse por NaCl inibe a atividade da nitrogenase e respiragdo
nodular, pela redug¢do da conducéo nodular de oxigénio (BOUHMOUCH et al., 2004).

Os microrganismos apresentam uma variedade de adaptacdes evoluciondrias e
mecanismos de adaptacdo fisioldgica que os permitem sobreviver e permanecer ativos
mesmo sob estresse ambiental. Estes impactos de larga escala resultam de efeitos
diretos sobre a fisiologia de microrganismos ativos e do controle da composi¢do da
comunidade microbiana ativa (SCHIMEL et al., 2007). Geralmente, temperatura e
umidade do solo sdo considerados os fatores ambientais mais influentes sobre a
respiracdo dos seres vivos que habitam o solo. Estes fatores interagem e aparentemente
afetam a produtividade de ecossistemas terrestres (HAN et al., 2005). Mesmo quando a
resposta da comunidade microbiana ao estresse € limitada, os custos fisioldgicos
impostos aos microrganismos do solo sdo grandes o suficiente para causarem grandes
mudancas na alocagdo e destino de C e N (SCHIMEL et al., 2007).

Devido ao fato do nitrogé€nio ser um nutriente essencial para o crescimento de
plantas, as leguminosas em processo de simbiose t€ém vantagem sobre outras espécies ao
colonizar solos empobrecidos onde esse nutriente € um fator limitante (ECHEVERRfA;
FERNANDEZ, 2005). Muitos solos sdo incapazes de sustentar sistemas produtivos, ou
limitam a producdo devido a fatores ligados a baixa fertilidade, presenca de sédio,
salinidade e alteragdes no pH (SLATTERY et al., 2004). Desse modo, estudar a
biodiversidade dos rizébios proporciona entendimento sobre suas relagdes ecoldgicas e
evolutivas, visando encontrar gendtipos tolerantes aos distintos estresses ambientais que
possam influir na simbiose, levando a um manejo mais eficiente dessa interacdo
(STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999b).

Devido a deterioragdo causada nos ao bioma caatinga, em geral, por atividades
agricolas baseadas em culturas de subsisténcia e na producdo de carne e leite
(PEINETTT et al.,, 2008), ao ecossistema caatinga, e pelas proprias caracteristicas
naturais estressantes do semidrido do Nordeste brasileiro, como baixa precipitacdo, alta
temperatura e em alguns casos solos com elevada salinidade, se faz necessario adotar
medidas para recuperacdo desse ambiente ainda rico em biodiversidade, de modo

eficiente, continuado e viavel economicamente.



Uma das mais importantes caracteristicas do Nordeste brasileiro relaciona-se
com os principais tipos de solo, que no Nordeste do Brasil sdo, em geral, Planossolos e
Neossolos litdlicos, onde a maioria € rasa e pouco fértil, particularmente em termos de
disponibilidade de nutrientes como nitrogénio e fésforo (SAMPAIO et al., 1995),
fazendo-se necessdrio o aporte desses nutrientes, principalmente o nitrogénio. Processo
muitas vezes impossibilitado pelo custo elevado do uso de fertilizantes nitrogenados e
pouca eficiéncia devido a volatilizagdo, porém, substituido eficazmente por processos
naturais de fixagao.

Associagdes mutualisticas entre plantas e organismos do solo sdo essenciais para
a sobrevivéncia e crescimento das plantas na maioria dos ecossistemas terrestres
(AGNEW; WARREN, 1996). Assim, o uso combinado de leguminosas e
microrganismos na reabilitacdo de solos deteriorados é um processo efetivo na
reestabilizacdo dos ciclos de nutrientes nesse sistema. Pois a estrutura alimentar do solo
pode afetar o desenvolvimento da vegetacio (KARDOL et al., 2006). Desse modo,
microrganismos do solo desempenham papel fundamental no ciclo de nutrientes
(WARDLE, 2002), inclusive ao afetar a disponibilidade destes para as plantas, somada
a competicdo entre estas (DEYN et al., 2004).

E importante lembrar que a recuperacio de solos degradados, ao permitir o
desenvolvimento de uma rede complexa de interacdes, estimula o aprisionamento de C,
contribuindo, inclusive, para reduzir os impactos do aquecimento global (MACEDO et
al., 2008). Entretanto, as leguminosas introduzidas em novas dreas somente formardo
nédulos e fixardo nitrogénio atmosférico se cepas compativeis de rizébios estiverem
presentes no solo (BALA et al., 2003). Assim, a utilizacdo de estirpes tolerantes e
adaptadas pode aumentar a fixacdo bioldgica em solos 4cidos e reduzir a aplicagdo de
nitrogénio e fosforo, de acordo com os principios da agricultura ecoldgica e

economicamente sustentdvel (HARA; OLIVEIRA, 2005).

2-REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1 Caatinga.

O patrimdnio natural Brasileiro € sobejamente reconhecido como o mais

significativo do Planeta. Essa riqueza natural é expressa pela extensdo continental, pela



diversidade, pelo endemismo das espécies bioldgicas e seu patriménio genético, bem
como, pela variedade ecossistémica dos biomas ecoregides e bioregides (ARRUDA,
2001).

O Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu territério ocupado por uma
vegetacdo xerdfila, de fisionomia e floristica variada, denominada “caatinga".
Fitogeograficamente, a caatinga ocupa cerca de 11% do territério nacional, abrangendo
os estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Ceard, Piaui e Minas Gerais. Na cobertura vegetal das dreas da regido Nordeste, a
caatinga representa cerca de 800.000 km? o que corresponde a 70% da regido
(DRUMOND et al, 2000)

O bioma Caatinga é o principal ecossistema existente na regido Nordeste,
estendendo-se pelos dominios de clima semi-drido. E um bioma tinico, pois apesar de
estar localizado em 4rea de clima semi-arido apresenta grande variedade de paisagens,
relativa riqueza biolégica e endemismo (ARRUDA, 2001).

Esta vegetacdo de caracteristica xerofitica tem uma importancia fundamental na
sinecologia do ambiente, seja pela relacdo intrinseca com a fauna, seja pela capacidade
de diminuir o déficit hidrico e a erosdo. Assim como afirma Virginio Filho (1996) a
potencialidade que a regido guarda em seu ambiente é desconhecida e/ou mal
aproveitada. A rica fauna e flora, importantes reservas de recursos naturais ndo
renovaveis, solos agricolas e um grande potencial pecudrio e florestal constituem o
patrimonio da Caatinga.

Entretanto a Caatinga vem sofrendo continua devastag@o, perdendo-se com isto
vdrias espécies caracteristicas da regido provocando alteracdes na sua biodiversidade.
Na atualidade verifica-se uma reducdo de sua area plantada de 52,10% para 32,27%.
(DUARTE, 1995).

O desmatamento, a substituicdo de espécies vegetais nativas por cultivo de
pastagens, a derrubada de arvores para serem utilizadas como lenha e as queimadas, sdo
ainda praticas comuns no preparar da terra para a agropecudria, que além de destruir a
cobertura vegetal e acelerar o processo de desertificacdo prejudica a manutengdo de
populagdes e da fauna silvestre (ARRUDA, 2001).

Martins et al (2004) em seus estudos apontaram que a vegetacao nativa da regiao
Nordeste encontra-se reduzida a menos da metade, conforme o Diagnéstico Florestal do
Estado PNUD/FAO/IBAMA, (1994), entre as espécies da Caatinga, consideradas
ameacadas de extincdo segundo CORDEIRO e TROVAO (1999), estio: o Angico



(Anadenanthera macrocarpa Benth), Quixabeira (Bumelia obtusifolia), Craibeira
(Tabebuia caraiba Mart.), Mororé (Bahuinia forticata Link.), Pereiro (Aspidosperma
guaraniticum), Umburana (Bursera leptophloeos Engl.). Entretanto de acordo com a
lista oficial do IBAMA, apenas as espécies baratina (Schinopsis brasiliensis Engl.), e a
aroeira (Myracroduon urundeuva) encontram-se ameacadas.

O estudo e a conservacdo da diversidade bioldgica da Caatinga é um dos maiores
desafios da ciéncia brasileira. H4 vérios motivos para isto. Dentre eles, a Caatinga € a
unica grande regido natural brasileira cujos limites estdo inteiramente restritos ao
territério nacional, a Caatinga é proporcionalmente a menos estudada entre as regides
naturais brasileiras, a Caatinga € a regido natural brasileira menos protegida, pois as
unidades de conservagdo cobrem menos de 2% do seu territdrio, e a Caatinga continua
passando por um extenso processo de alteragcdo e deterioragdo ambiental provocado pelo
uso insustentdvel dos seus recursos naturais, o que estd levando a rapida perda de
espécies unicas, a eliminagdo de processos ecoldgicos chaves e & formacdo (LEAL et

al., 2005).

2.2- Leguminosas e a fixacao biolégica de nitrogénio.

O nitrogénio é um dos componentes criticos para a sustentagdo de ambientes
terrestres e para a produg@o agricola com altos rendimentos em cultivos agricolas.
Depois da necessidade de dgua, o nitrogénio é com maior freqii€ncia, o principal fator
limitante para a produgao agricola.

O nitrogénio € um elemento essencial para a sustentabilidade do ecossistema,
principalmente o fixado biologicamente, devido ao fato de que o nitrogénio oriundo
desta fonte é menos suscetivel a processos de volatilizacdo e usado diretamente pela
planta de maneira mais eficiente (GRAHAN; VANCEB, 1999). A fixag¢do bioldgica do
nitrogénio (FBN) ¢é caracterizada pela conversdo do nitrogénio gasoso (N,) em
nitrogénio amoniacal (NHy), forma disponivel as plantas (SOARES et al.,2006).

Em 1887, Hellriegel & Wilfarth demonstraram em seus experimentos cldssicos
que a fixag@o bioldgica de nitrogénio estava associada com raizes de leguminosas, que
eram essenciais nas funcdes dos agentes infectivos dos nédulos. Por volta de 1896, ja se
utilizava a expressdo grupos de inoculacdo de cultura referindo-se a certos grupos de
leguminosas, em geral relacionadas taxonomicamente, noduladas pelas vérias espécies

de rizébios (DEAKER et al., 2006). Diversas vantagens sao trazidas por esse processo



que vio desde o aumento da produgéo vegetal até a contribui¢do para a sustentabilidade
dos sistemas agricolas, a recuperacio de dreas degradadas, o incremento da fertilidade e
da matéria organica do solo (SOARES et al., 2006).

Taiz; Zeiger (2004), afirmam que o processo de FBN atua de forma semelhante
a fixa¢do industrial deste elemento, pois produz amodnia a partir do nitrogénio
molecular.

A familia das leguminosas compreende um nimero estimado entre 16000 e
19000 espécies, divididas em aproximadamente 750 géneros, com distribuicdo global,
embora ndo seja uma caracteristica comum a todas as espécies, a capacidade de realizar
FBN em simbiose com rizdbios, € de grande valia ecoldgica (ALLEN; ALLEN, 1981).

A maioria das espécies nodulantes pertence a subfamilia Papilionoideae, onde
97% das espécies examinadas sdo capazes de formar nddulos. Entre as Mimosoideae
esta capacidade foi provada em 90% das espécies examinadas e entre as
Caesalpinoideae examinadas, apenas 23% sao capazes de formar simbiose.

As leguminosas de porte arbéreo vém sendo amplamente utilizadas em trabalhos
de recuperacdo de 4reas degradadas, por apresentarem sistema radicular com
crescimento rapido, tolerincia a acidez do solo e estresse de temperatura (FRANCO et
al., 1992).

Aratjo Filho (2007) avaliando leguminosas arbéreas, para recuperacdo de solos
e repovoamento em dareas degradadas em Quixeramobim-Ce concluiu que na regido
estudada, no sertdo central do Cear4, todas as leguminosas avaliadas (Albizia lebeck (L.)
Bentham, Gliricidia saepium (Jack.) Steud, Caesalpinia férrea var. leiostachya (Benth.
1870), Mimosa hostilis Benth., Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, Mimosa
caesalpiniifolia Benth. e Parkinsonia aculeata L.) poderiam ser utilizadas em
programas de recuperacdo florestal de 4areas degradadas, destacando-se, porém,
Parkinsonia aculeata, Gliricidia saepium, Mimosa hostilis e Leucaena leucocephala,
devido a persisténcia da folhagem, o crescimento do caule, o aumento da copa e o
percentual de sobrevivéncia das plantas.

Santos et al. (2008) estudando o desempenho da inoculacdo com rizébio nativo
e/ou fungo micorrizico arbuscular (FMA) sobre o crescimento inicial do angico
vermelho (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan.), verificaram que o
crescimento e nutricdo de N e P de mudas de Angico-vermelho foi incrementado pela
inoculacdo com fungo micorrizico arbuscular (G. etunicatum Becker & Gerdmann) e

rizobio nativos, mas os microsimbiontes ndo agiram entre si. De maneira geral, os



resultados observados nas plantas com FMA isolado e em conjunto com rizobio nio
diferiram quanto ao teor de N, mas superou ao controle com relagdo ao N acumulado. O
angico vermelo é uma planta da familia Fabaceae, leguminosa nativa de grande
importancia sécio-econdmica e ecoldgica no semi-arido do Nordeste brasileiro, devido a
tolerancia a seca.

Em estudo realizado em latossolo degradado, verificou-se que leguminosas
como Mimosa flocculosa Burkart (bracatinga), Acacia parviceps (Speg.) Burk (acacia) e
Mimosa caesalpiniifolia Bentham (sabid) apresentaram crescimento superior ao
eucalipto (arvore muito utilizada em reflorestamentos) sem aplicacdo de esterco
(FRANCO et al., 1991), e em experimentos realizados no campo com Leucaena
leucocephala, foi observado que mudas inoculadas obtiveram crescimento superior
aquelas que receberam N-mineral no viveiro (FARIA et al., 1984).

Estudosrecentes indicam que a habilidade de leguminosas em formar nédulos
estd em funcdo da magnitude, distribuicdo e diversidade de rizébios em um dado solo.
Porém, deve-se ressaltar a existéncia de diversos fatores que atuam negativamente no
processo de FBN, como a salinidade e temperatura elevada (BALA et al., 2003). A

N

avaliagdo do potencial de estirpes nativas de rizobio em relagdo a eficiéncia,
competitividade e adaptacdo as regides sujeitas a alta temperatura € importante no
estudo da fixag¢do simbidtica de nitrogénio (CARVALHO et al., 2001). A influéncia da
temperatura no crescimento e desempenho do rizébio é um fator importante, pois solos
tropicais podem atingir temperaturas superiores a 40°C nas camadas superficiais,
tornando-se um dos principais fatores limitantes ao processo da fixac¢do simbidtica do
nitrogénio nos trépicos (VARGAS; HUNGRIA, 1997).

Em geral a condutincia para a difusdo de O, € colocada como o principal fator
para a inibi¢do da fixacdo de nitrogénio atmosférico, geralmente devido a elevadas taxas
de salinidade no solo (L’TAIEF et al., 2006), uma vez que o estresse salino afeta a
fixacdo de nitrogénio em leguminosas (BOUHMOUCH et al., 2004).

Também se demonstrou que o estresse por cloreto de sodio inibe a atividade da
nitrogenase e a respiracdo do ndédulo, o que leva a elevacdo da condutincia de O,.
Porém, um aspecto importante da tolerancia bacteriana a salinidade € a habilidade
destes de sobreviver a elevadas concentragdes de sal inibindo o préprio crescimento.
Cepas que podem sobreviver a altas taxas de salinidade em solos podem prontamente
iniciar sua multiplicacdo se a salinidade baixar (BOUHMOUCH et al., 2004). Ha4,

também, a reducdo da taxa de crescimento do ndédulo em temperaturas baixas.



Geralmente, ha o atraso no comeco da nodulacdo, para cada espécie, de acordo com a
temperatura fora da faixa 6tima para a formacgao de nédulos, o que possivelmente indica
que a reducdo do nimero de nddulos pode ser considerada como o efeito geral na
simbiose rizobiana de temperaturas fora da faixa ideal nas raizes (LIRA JUNIOR et al.,
2004).

Somado a estes fatores, a erosdo e diversos outros distirbios causados no solo
também podem reduzir a atividade da comunidade microbiana, fato que provavelmente
se mostra limitante para o crescimento das plantas porque em geral esses
microrganismos sdo pecas fundamentais nos ciclos de nutrientes e energia nos solos

(SIVIERO et al., 2008).

2.3 — Rizobios.

As bactérias da familia Rhizobiaceae e plantas leguminosas tém a habilidade de
estabelecer simbiose, na qual a bactéria fixa nitrogénio dentro de um 6rgdo ligado as
raizes da planta, o nédulo. O desenvolvimento desse 6rgdo depende da trocas de sinais
entre a bactéria simbionte e as plantas hospedeiras (COHN et al., 1998).0s n6dulos nas
raizes sdo os locais para a associa¢do entre leguminosas e bactérias do solo comumente
conhecidas como rizébios, assim, a planta supre a bactéria com fontes de energia,
malato ou succinato, e em troca a bactéria reduz, isto &, fixa o gis N, atmosférico em
NH"4, provendo a planta aminodcidos, protefnas e outros compostos nitrogenados
essenciais (L"TAIEF et al., 2006).

Para a otimizacdo da simbiose entre leguminosas e os rizébios, € requerido na
rizosfera a presenca de extratos de bactérias infectivos, competitivos e compativeis com
a planta, com taxas eficientes de FBN e em quantidade suficiente para maximizar a
nodulagdo. Embora a efetividade simbidtica ndo apresente nenhuma relagdo como
parametros especificos dos solos, o nimero de rizébios esta geralmente correlacionado
com a acidez do solo, tamanho das particulas e bases trocaveis (VESSEY et al., 2006).

A acidez do solo € também o principal fator que estd relacionado com a
diversidade genética entre populacdes de rizébios (BALA et al., 2003). Estudos
demonstram que o pH, solos argilosos e matéria orginica sdo os principais fatores que
afetam a diversidade (GIONGO et al., 2008).

O pH do solo é a principal caracteristica que afeta a diversidade de

bradirizébios, ao passo que solos argilosos com matéria orginica exerceram menor
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influéncia negativa na diversidade bacteriana (GIONGO et al., 2008). Entretanto, o
estresse salino aparece como um dos muitos fatores ambientais limitantes que afetam a
producao das leguminosas em regides dridas e semi-aridas. Porém, ha considerdvel taxa
de variabilidade em relacdo a tolerancia a salinidade, tanto entre espécies de
leguminosas nativas, como entre leguminosas cultivadas (BOUHMOUCH et al., 2004).
Pesquisas sobre a biodiversidade microbioldgica de solos salinos envolvem a busca por
gendtipos tolerantes a esse tipo de estresse ambiental.

Independente das limitacdes ambientais, o uso desses microrganismos para
disponibilizar nutrientes as plantas se tornou uma pritica de grande importancia,
indispensdvel para a agricultura. Ndo somente por questdes biologicas, mas
principalmente por suas implica¢des econdmicas, uma vez que comunidades de rizébios
efetivamente capazes de nodulacio foram encontradas em vasta gama de solos
(SLATTERY et al., 2004). Segundo Campello (1996) certas estirpes selecionadas de
rizobio garantem a planta auto-suficiéncia em nitrogé€nio, em alguns casos, apresentam
resultados superiores a aplicag@o de nitrogénio mineral.

Desse modo, observa-se alguma correlacdo entre bactérias e plantas, onde
microrganismos Gram-negativos, os rizobios, realizam simbiose com leguminosas,
enquanto os Gram-positivos nodulam muitas das espécies ndo leguminosas (DOYLE et
al.,1998). Esse grupo de bactérias estd capacitado para estabelecer relagdes simbidticas
de fixacdo de nitrogénio com leguminosas (IBANEZ et al., 2008).

Baseando-se nestas informacdes, especula-se que rizébios possam infectar
raizes de leguminosas ndo-nodulantes, e que essas plantas apresentam atividade da
nitrogenase, presume-se que todas as leguminosas sdo capazes de suportar simbioses
com rizébio, mesmo que ndo seja possivel a todas formar nédulos (DOYLE et al.,
1998). E provavel, e de extrema importincia, que populagdes de rizébios, através da
simbiose com leguminosas possam vir a colonizar raizes de ndo leguminosas, e assim
contribuir para a agregacdo do solo e promover o crescimento de outros tipos de plantas
(KACI et al.,, 2005), de modo a favorecer os processos de recuperacio do solo.
Entretanto, ressalta-se que o tamanho da comunidade de rizébios é dependente de
diversos fatores como o histérico do campo, solo, caracteristicas ambientais, e
principalmente a presenca de plantas hospedeiras (SLATTERY et al., 2004). O pH do
solo, a acidez trocdvel, o tipo de solo (arenoso ou argiloso) sdo os fatores determinantes

que afetam a populagdo de rizébios em uma drea (BALA et al., 2003).
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Gracas a importancia econdmica e ecoldgica desse grupo de bactérias, os
rizobios, a diversidade das mesmas tem sido investigada extensivamente e a taxonomia
rizobiana vem sofrendo mudangas significativas nas dltimas trés décadas (LIU et al.,

2005).

2.4 - Taxonomia de rizobios.

A classificagdo taxondmica do rizébio anteriormente relacionava-se com sua
especificidade hospedeira, a qual oferecia aspecto pratico pela utilidade para a producdo
de inoculantes. Entretanto, essa classificacdo ndo conseguiu se sustentar ao longo do
tempo. Em meados da década de 1980, passa-se a utilizar o relacionamento entre certas
caracteristicas fisioldgicas, ecoldgicas e ainda a especificidade hospedeira,
representando melhor a realidade (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999a).

O género Rhizobium ¢ um grupo cosmopolita de bactérias que produzem néddulos
em leguminosas (TRINICK,1980). Segundo Moreira; Siqueira (2006) os géneros de
rizobios descritos até o momento podem ser diferenciados com base em caracteristicas
culturais em meio YMA.

Ainda de acordo com Moreira; Siqueira (2006) os principais géneros de rizébios
seriam divididos em Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium,
Azorhizobium e Bradyrhizobium, que podem ser reconhecidos com base nasseguintes
caracteristicas: forma, o didmetro das coldnias quando isoladas, a colora¢do do meio
YMA devido a absor¢éo do indicador de pH utilizado, o azul-de-bromotimol (Tabela 1).
Onde a viragem do meio para amarelo indica acidificacdo, enquanto a viragem para azul
indica alcalinizacdo e verde neutralidade, a producdo de polissacarideos extracelulares
(PSE) e o tempo em dias para o aparecimento de coldnias isoladas (TACI).

As caracteristicas culturais dos rizébios fornecem informagdes importantes para
sua identificacdo e agrupamento. Sdo informacdes oportunas, uma vez que permitem
um esboco da diversidade de espécies e dao base ao conhecimento e possibilitam a

continuidade dos estudos das estirpes identificadas.
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Tabela 1. Caracteristicas culturais dos géneros de rizébios em meio de cultura 79.

" Forma da Didmetro da Producio de .
Género PR TACI pH A . $ Crescimento
Colonia colonia(mm) PSE
intensa ,
Rhizobium Circulares , convexas 2a3 dcido 2a4 translicidas e Rapido
muscilaginosas
intensa ,
Sinorhizobium  Circulares , convexas  2a3 4cido 2a4 transliicidas e Répido
muscilaginosas
. intensa .
. . . 4cido a e Répido a
Mesorhizobium  Circulares , convexas 3 a5 eutro 2a4 translicidas e intermedidgio
muscilaginosas
- intensa ,
Allorhizobium Circulares , convexas la2 ?1233(? 05a3 transldcidas e Répido
muscilaginosas
Pouca - menos Riido a
Azorhizobium Circulares 3a4  Alcalino 0,5 que , Napidoa
N intermediario
Bradyrhizobium
Pouca a
. . Circulares,convexas, . abundante - Lento a muito
Bradyrhizobium 6a10 Alcalino <1 lento

textura granular opaca, pouco
translicida

Fonte: Microbiologia e bioquimica do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os métodos fenotipicos cldssicos sdo usados nos protocolos de identificacao, por
compreenderem dados morfolégicos, fisiolégicos e bioquimicos do maior nimero
possivel de isolados e pela adaptabilidade ecoldgica as condi¢des ambientais (FREITAS

et al., 2007).

2.5 - Plantas nativas na formac¢ao do nédulo.

De acordo com Sprent (1999) leguminosas sdo a terceira maior familia de
plantas dicotiledoneas, consistindo de cerca de 640 géneros e 18.000 espécies,
geralmente divididas entre trés subfamilias, Caesalpinoiideae, Mimosoideae e
Papilonoideae, sendo encontradas praticamente em todas as partes do globo, com
poucas exe¢des como as ilhas Malvinas.

O emprego de leguminosas é importante na recuperacdo de dreas degradadas
como cobertura do solo, o que contribui para o maior controle de plantas daninhas e da
erosdo do solo, na reciclagem de nutrientes, e como fornecedora de nitrogénio ao solo
(PERIN et al., 2003).

Muitas dessas drvores tém rdpido crescimento, multiplo uso, sdo de fécil
propagacdo, apresentam potencial para incremento genético e significncia ecoldgica

pela FBN. As bactérias do género rizobio sdo capazes de formar simbiose com espécies
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de leguminosas arbdreas, possibilitando a fixagdo do N, atmosférico, garantindo o

fornecimento desse elemento a planta (FRANCO; FARIA, 1997).

Entretanto, somente uma fracdo do total de espécies leguminosas foi investigada
quanto a capacidade de FBN, havendo lacunas de conhecimento sobre as espécies
arbéreas da Africa e América Latina, provavelmente devido a limitacdes metodoldgicas,
a dificuldade de identificacdo de nédulos em arvores adultas, a falta de nédulos em
florestas (DAKOTA; KEYA, 1997).

Segundo Moreira; Siqueira (2006) a capacidade de nodular, ndo é comum a
todas as espécies de leguminosas, muitas ndo possuem esta caracteristica e em alguns
casos ndo ha informagdes disponiveis, entretanto no Brasil vérios géneros noduliferos e
ndo noduliferos ji foram estudados, apesar de ocorrer também a freqiiente falta de
nddulos em florestas e a dificuldade de obtencdo de sementes nativas para estudos em
vasos (FARIA et al., 1984; FARIA et al., 1989; DAKOTA; KEYA, 1997). Atualmente
estima-se que 23% de todas as espécies de um total de 16.567 espécies da familia ja
foram estudadas, e que 88% sdo noduliferas (FARIA et al., 1989).

Moreira; Siqueira (2006) destcaram que a capacidade de nodular parece
correlacionar-se com a evolucdo dentro da familia, os grupos mais primitivos
(Caesalpinioideae) apresentam menor percentual nodulifero, ja segundo Sprent (1999)
ha notdveis excecdes como Melanoxylon brauna (braiina-preta) e muitos géneros
devem ser ainda estudados,ainda de acordo com o ultimo autor, 76% do total estudado
ndo nodulam, nas Mimosoideae e Papilonoideae, o niimero de espécies ndo noduliferas
¢ bem menor, respectivamente 13 e 4%.

Bala et al. (2003), estudando a ecologia de populagdes nativas de rizébios de
solos tropicais capazes de nodular leguminosas arbdreas, verificaram que ha evidéncias
de que leguminosas exibem maior nivel de nodulacio em solos no seu centro de
diversidade que em solos nos quais foram introduzidas.

A nodulagdo, fruto da relacdo simbidtica entre plantas leguminosas e bactérias
do solo, é um fendomeno ecoldgico e econdmico extremamente importante. A efetiva
nodulagdo de muitas leguminosas tropicais tanto com bactérias de lento crescimento
quanto com bactérias de rapido crescimento, demonstram a natureza diversa deste grupo
(TRINICK, 1980). De um ponto de vista econdmico, a habilidade que alguns grupos de
plantas apresentam de utilizar o nitrogénio atmosférico, reduz a necessidade de
utilizacdo maciga de fertilizantes (DOYLE, 1998). Fator significante e desejavel. Esse

2

processo € conhecido pela associacdo de plantas Leguminosas e diversas bactérias
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Gram-negativas, como Rhizobium ou Bradyrhizobium, ou simplesmente rizébios, os
quais produzem estruturas, os nddulos, nas raizes e eventualmente nos caules,
verdadeiros 6rgdos com fungdo especifica de fixacdo de nitrogénio (DOYLE et al.,
1998).

Por sua vez, o fator que viabiliza economicamente esse fendmeno, é o processo
de inoculagdo artificial em sementes de leguminosas. Processo eficiente para a
introducdo de cepas de rizébios no solo e na rizosfera. A eficicia da inoculacdo é
dependente de vdrios fatores, os quais podem afetar nimero varidvel de rizobios
disponiveis para infec¢do de raizes de leguminosas, tanto positivamente quanto
negativamente. Estudos defendem que o aumento no nimero de rizobios vidveis por
semente, por meio de aplicacdo de inoculantes, acima de niveis recomendados, resulta
em um incremento linear de formagao de nddulos e colheita (DEAKER et al., 2006).

Entretanto, segundo Straliotto; Rumjanek (1999_b), diversos fatores interferem
efetivamente na eficiéncia simbidtica das estirpes de rizébio, como caracteristicas
intrinsecas a bactéria e, outros extrinsecos que se relacionam com a competi¢do com
outros microrganismos do solo, como fatores de clima e solo ou determinados pela
planta hospedeira, como o gendtipo destas.

A base da termotolerancia e da capacidade de nodular a altas temperaturas
permanece desconhecida. Isto talvez se deva a certas mudangas metabdlicas ocorrendo
nas células bacterianas sob condi¢@o de altas temperaturas (NANDAL et al., 2005).

Entre os principais fatores que afetam a nodulacio, destacam-se os efeitos do pH
do solo e suas interagdes com outros nutrientes, a disponibilidade de nutrientes no solo e
suas interacdes com a simbiose e o rizobio, os efeitos da umidade do solo, do estresse
osmotico e a sensibilidade a temperatura (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999_a).
Além do pH, fatores como o tipo de solo e localizacdo geografica podem alterar os
valores efetivos de fixacdo de nitrogénio (SLATERRY et al., 2004). Esses atributos do
solo afetardo a eficiéncia da associacdo simbidtica rizébio-leguminosas e, assim,
provavelmente afetardo negativamente a capacidade dos rizébios nodularem e fixarem
eficientemente nitrogénio (BROCKWELL et al., 1995).

Fica claro que a capacidade dos solos em impulsionar a formagdo de nédulos € o
resultado do pH deste, da freqiiéncia e do histérico de cultivos (SLATTERY et al.,
2004). Estudos demonstraram que, em geral, a formacdo de nédulos, estd fortemente
associada como o fésforo disponivel em diversos tipos de solo, e a reducdo da

concentracdo desse nutriente interfere no processo de nodulacio e FBN (LEKBERG;
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KOIDE, 2005). Desse modo, a simples adi¢do de fésforo em solos deficientes desse
nutriente, estimula tanto a formacdo de nddulos como intensifica a fixacdo de
nitrogénio, o que confirma a importancia de fésforo na fixagdo biolégica de Nitrogénio
(LEKBERG:; KOIDE, 2005). O aluminio e a acidez dos solos da Amazdnia podem
diminuir a populacdo de rizébios que fixam o nitrogénio, solubilizam fosfatos pouco
soliveis e aumentam a disponibilidade do fésforo em sistemas produtivos (HARA,;
OLIVEIRA, 2005).

A nodulagdo é uma interacio altamente especifica em relacdo ao hospedeiro, na
qual, com poucas excecdes, extratos de rizébios infectam uma limitada quantidade de
plantas hospedeiras, que s@o reconhecidas pelas bactérias compativeis por secretarem
isoflavondides, aminodcidos e lectinas que resultam na indug@o de genes responsaveis
pela nodulagdo. Esses genes possuem enzimas que sintetizam especificos sinais de
nodulag@o, os quais ativam muitos dos eventos iniciais de infeccdo nas raizes (STACEY
et al., 20006).

Quando a infeccdo chega as células das raizes, as bactérias sdo lancadas no seu
interior, sendo entdo, armazenadas em estruturas semelhantes a vacuolos, diferenciando-
se em bacteridides, quando passam a converter nitrogénio em NH;. O nddulo é
considerado um 6rgdo no qual hd uma real especializagdo celular (STACEY et al.,
2006). A medida que se estabelece a simbiose, a planta passa a fornecer fotoassimilados
a bactéria, que em troca, recebe produtos nitrogenados (aminoécidos, ureideos)
provenientes da fixacdo de N, (SCHUBERT, 1986).

O efeito significativo da inoculag@o no crescimento de plantas justifica o uso em
projetos de restauragdo, particularmente quando solos degradados tém a microbiota
gravemente afetada, por uso de fogo, utilizagdo intensiva, uso de pesticidas, fertilizantes
e retiradas da vegetacao natural (ECHEVERRfA; FERNANDEZ, 2005). Uma vez que,
restaurar solos de ecossistemas degradados é um ponto crucial para elevar a
produtividade, melhorar as condi¢cdes ambientais e promover o desenvolvimento

sustentavel (HAI et al., 2007).

2.6 - O uso da simbiose entre rizobios e leguminosas em solos de regioes aridas.

A qualidade do solo, em geral, é definida como a capacidade do solo de
funcionar bem, dentro dos limites impostos pelo ecossistema, que preserva a

produtividade biolégica e a qualidade ambiental, de modo a promover condi¢des
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adequadas para o desenvolvimento sauddvel de comunidades animais, vegetais e
humanas (DORAN; PARKIN, 1994).

Os distidrbios que afetam as propriedades do solo sdo importantes desafios para a
estabilidade de ecossistemas, sejam eles naturais ou ndo. A erosio do solo, cultivos e a
retirada de vegetagdo deterioram os nutrientes do solo e pode resultar em importantes
perdas, se essas retiradas forem superiores as entradas de insumos de forma natural ou
pelo homem (FANG et al., 2008). Desse modo, conhecer interagdes positivas entre
microrganismos do solo e plantas € essencial para proporcionar boas condi¢des de
crescimento para as plantas, e assim a restauragcdo de solos degradados, principalmente
em regides aridas e semidridas. Para a efetiva restauragdo é necessario a re-introducéo
de ambos, plantas e organismos mutualistas (ECHEVERRiA; FERNANDEZ, 2005). E
antiga a utilizacdo de leguminosas associadas a rizébios e, também, a fungos
micorrizicos arbusculares em programas de recuperacdo de dreas degradadas, em
sistemas agroflorestais e agropastoris (FRANCO; BALIERO, 1999).

Apdés o abandono do solo pela agricultura, as posteriores mudangas na
composicdo da vegetacdo influenciardo a qualidade e quantidade das raizes, e
principalmente a quantidade de matéria organica disponivel (HOLTKAMP et al., 2008).
A taxa de transi¢do de transformagdo de uma drea de uso agricola para uma de
vegetacdo natural depende de processos, tanto acima do solo como abaixo deste
(WARDLE et al., 2004).

Entretanto, a erosdo e distirbios causados no solo também podem reduzir a
atividade da comunidade microbiana, fato que provavelmente se mostra limitante para o
crescimento das plantas porque em geral esses microrganismos s@o pegas fundamentais
nos ciclos de nutrientes e energia nos solos (SIVIERO et al., 2008). As raizes de plantas
contribuem para a manutencdo dos niveis de matéria orginica no solo e,
conseqiientemente, na estabilizacdo de agregados, seja pelo material das préprias raizes,
seja pela estimulacdo da atividade microbioldgica nas raizes (KACI et al., 2005). Na
falta destas, perde-se as condic¢des ideais para o estabelecimento da microbiota, o que
ocasiona sérios prejuizos ao ambiente do solo.

Exemplos dos processos danosos ao solo sdo facilmente percebidos em dreas de
savanas, pois estas dreas, devido a caracteristicas fisicas e localizacdo climatica sao
freqiientemente afetadas por incéndios causados pelo homem ou fruto de processos

naturais (SCHOLES; HALL, 1996).
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Estudos demosntram que durante incéndios podem ocorrer perdas de cerca de
20% do nitrogénio do solo por volatilizacdo e outra quantidade significante é perdida
por lixiviagcdo e erosdo e, geralmente essas perdas de nitrogénio ndo sdo compensadas
pelo fluxo de nitrogénio sem os microrganismos do solo (SCHOLES; HALL, 1996).
Desse modo observa-se a importancia e dependéncia dos ecossistemas, em especial
regides semidridas, em relacdo aos mecanismos bioldgicos de fixacdo de nitrogénio e
sua funcdo na recuperagao de solos deteriorados (SCHOLES; HALL, 1996). As areas de
savanas sdo caracterizadas por um complexo sistema rico em biodiversidade,
representado por indmeras espécies de leguminosas e ndo-leguminosas, onde
leguminosas sdo os mais importantes componentes (MIDGLEY; BOND, 2001).

Assim, o uso combinado de leguminosas e microrganismos na reabilitacdo
de solos deteriorados € um processo efetivo na reestabilizacdo dos ciclos de nutrientes
nesse sistema. E importante lembrar que a recuperagio de solos degradados, ao permitir
o desenvolvimento de uma rede complexa de interag¢des, estimula o aprisionamento de
C, contribuindo, inclusive, para reduzir os impactos do aquecimento global (MACEDO
et al., 2008). Restaurar solos de ecossistemas degradados € um ponto crucial para elevar
a produtividade, melhorar as condigdes ambientais e promover o desenvolvimento

sustentavel (HAI et al., 2007).
2.7 - Plantas-isca na formacao do nédulo.

O feijao-guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.), originario do continente africano,
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae e subtribo
Cajaninae, (SANTOS, 2000). Leguminosa usada para adubagdo verde (ARAIjJO;
BALBINO, 2007), apresenta numerosas raizes finas secunddrias, que podem atingir até
30 cm de profundidade, e nddulos que contém bactérias do género Rhizobium, que
fixam simbioticamente nitrogénio atmosférico e que é cedido a planta para a formagdo
de seus aminodcidos e proteinas (SEIFFERT; THIAGO, 1993). E uma espécie que se
desenvolve bem em condigdes tropicais e subtropicais, entre as latitudes 30° N e 30° S.
A temperatura média mais favordvel varia de 18 a 29 °C, tolerando temperaturas médias
de até 35 °C (VIEIRA et al., 2001).

O feijao-guandu pode sobreviver muito bem em solos degradados e tolerar o

estresse hidrico. Esta cultura também apresenta bom potencial para uso na conservagio

do solo (SHELDRAKE et al., 1979; NARAYANAN;SYAMALA,1989). Embora o
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feijdo-guandu cres¢a em diversos tipos de solo, prefere aqueles profundos, com pH
variando de 5 a 7. Fora desta faixa ocorre reducdo na producdo (MAIOR JUNIOR,
2009), sofre efeitos da toxicidade provocados pelo aluminio com acentuada reducdo na
germinagdo e crescimento das plantulas (NARAYANAN; SYMALA, 1989).

Assim como o feijio comum e feijdo-caupi, o guandu é considerado como uma
leguminosa promiscua, ou seja, apresentando a capacidade de formar nédulos com uma
gama muito grande de bactérias. Porém, diferentes cultivares de guandu podem
apresentar diferencas na nodulacdo quando inoculadas com diferentes estirpes de
bactérias noduliferas (VALARINI; GODOY, 1994) em geral apresenta isolados de
crescimento rapido (DATTA; BASU, 2000).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é nativo da Africa e bastante
cultivado nas regides tropicais dos continentes africano, asidtico e americano,
constituindo a principal fonte de proteina, principalmente para populacdes de baixa
renda (FREIRE FILHO et al., 1998). Bastante cultivado no Nordeste do Brasil,
tratando-se de uma leguminosa que se adapta bem as condi¢des edafoclimaticas, tais
como temperaturas elevadas, baixa pluviosidade, solos com baixa fertilidade, pH e
salinidade elevados, o que o torna um dos principais produtos de subsisténcia para
populacdes de baixa renda (FREIRE FILHO, 2005). Apresenta também, como
caracteristicas principais, a alta tolerdncia a estresse hidrico, térmico e salino, sendo
capaz de se beneficiar da fixacdo bioldgica de nitrogénio (MARTINS et al., 1997).

O feijdo-caupi, de uma maneira geral, ¢ nodulado por espécies do gé€nero
Bradyrhizobium, e sob esta denominagdo estdo agrupados um grande nimero de
estirpes capazes de nodular indmeras espécies de leguminosas comuns nas regides
tropicais (NEVES et al., 1998).

Essa leguminosa € capaz de ser nodulada facilmente com um grupo de rizébio
presente no solo, designado como grupo miscelanea feijdo-caupi ou rizébio tropical,
caracteristica encontrada também em vdrias outras leguminosas de ocorréncia nos
tropicos (RUMJANEK et al., 2005). No entanto, para feijdo-caupi, a promiscuidade
desta planta em ser nodulada por vérios tipos de rizobios tem desmotivado a selecdo de
estirpes para a cultura (RUMJANEK et al., 2005). A simbiose entre feijao-caupi e
rizobio é capaz de fornecer de 35 a 70% do N que a planta precisa (BODDEY et al.,
1990).

O siratro (Macroptilium atropurpureum (DC) Urban) € uma leguminosa perene,

estolonifera, radicante que possui raizes profundas, hastes rasteiras voluveis e folhas
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tipicas com a pdgina ventral cinzento-prateada e lobulos caracteristicos, que lhe
conferem o aspecto de uma palma de mao com dedos unidos, origindria do México
(PUPO,1979). Também Fabaceae, assim como o Phaseolus vulgaris (feijao) (VIERA et
al., 2001).

Conforme Lopes et al., (1971) trata-se de uma leguminosa promiscua, pois
avaliando a capacidade fixadora de nitrogénio de Rhizobium autéctone associado com
soja perene e siratro, em dois solos do Estado de Sdo Paulo, observaram que mesmo em
tratamentos sem inoculacdo houve o aparecimentos de nédulos em siratro, e que o tipo
de vegetacdo presente afetou a eficiéncia da FBN, sendo ineficiente em latossolo roxo e
latossolo vermelho amarelo do Cerrado e eficiente em latossolo roxo sob vegetacdo de
soja perene.

Espindola et al., (2006) avaliando producdo de matéria seca da parte aérea e
quantidade de N acumulado em leguminosas herbaceas perenes e vegetacio espontanea,
propor¢do e quantidade de N fixado biologicamente pelas leguminosas amendoim
forrageiro (Arachis pintoi Krap. & Greg.), cudzu tropical (Pueraria phaseoloides
(Roxb.) Benth.) e siratro (Macroptilium atropurpureum (OC.) Urb.),constataram que
siratro fixou 89,3 Kg ha sendo responsével por 38,2% da FBN comparativamente as
demais leguminosas avaliadas, representando os menores perccentuais.

O género Mimosa é amplo e complexo, englobando aproximadamente 500
espécies, sendo a maioria nativa nas Américas. O maior centro de diversidade deste
género é o Brasil onde muitas espécies podem ser observadas na caatinga e no cerrado
(MENDONCA et al.1998). Apesar de Mimosa poder nodular com uma variedade de
rizobios (ALLEN; ALLEN, 1991), Reis Junior et al.(2006) verificaram que
Leguminosas do género Mimosa, de ampla distribui¢do e abundincia no Cerrado,
também sdo capazes de nodular e formar simbiose com bactérias bem distintas daquelas

conhecidas como rizobios.

3. JUSTIFICATIVA.

Ecossistemas naturais tém sido severamente destruidos devido a agdo humana,
pelo uso irracional de recursos e negligéncia da protecdo e restauracdo desses ambientes
(HAI et al., 2007). A por¢do semidrida do territdrio brasileiro sofre intensos processos

de degradacdo de seus recursos naturais, principalmente os solos, devido a implantacéo
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de sistemas agricolas predatérios, pastoreio descontrolado, e extracdo de espécies
vegetais.

Em dreas florestadas, quando desmatadas, o solo comeca imediatamente a perder
matéria orginica, principalmente nitrogénio, ocasionando uma série de processos que
levam a degradacdo do solo, cuja intensidade depende das técnicas de manejo utilizadas,
tipo do solo, do regime pluviométrico e histérico de utilizag@o da drea.

A taxa de auto-recuperag@o desses solos depende do grau de alteracdo sofrido, e
essa recuperagdo pode ser muito lenta, desencadeando sérios problemas como perda
acelerada de nutrientes e em casos mais graves desertificacdo. Desse modo, € necessario
o uso de técnicas de restauragdo, preferencialmente, de baixo custo, auto-sustentdveis e
eficientes.

O raleamento e fragmentacdo de vastas areas de vegetacdo nativa contribuem
para o agravamento dos problemas ambientais em diversas dreas do planeta, como a
degradacdo de solos, perda da produtividade agricola e declinio da biodiversidade
(THRALL et al., 2007). Assim, sistemas agricolas de subsisténcia em regides semi-
aridas precisam reavaliar seus processos produtivos e considerd-los a luz da
inconstancia do clima, e priorizar alternativas de baixo-custo (PEINETTI et al., 2008).
Conseqiientemente, a restauragdo de comunidades de plantas nativas e o manejo das
paisagens ocupadas pelas mesmas, t€ém se tornado imperativo (THRALL et al., 2007).
Desse modo, o cultivo com leguminosas ¢ uma das formas mais eficientes de incorporar
nitrogénio ao solo de modo sustentdvel e vidvel economicamente, principalmente em
sistemas agroecoldgicos (ESPINDOLA, 2005).

A possibilidade de recuperagio desses solos existe, principalmente, pela
utilizacdo de espécies vegetais, que agem simbioticamente com microrganismos e fixam
biologicamente nitrogénio no solo. Em especial pela relacdo leguminosas-rizébio
somadas a utilizacdo de outras técnicas de recuperacdo. Este projeto busca esclarecer o
papel deste grupo de microrganismos para a ocorréncia da fixagdo bioldgica de
nitrogénio no bioma caatinga e assim identificar espécies-chaves de leguminosas para a

manuten¢do destes grupos.

3.1- Hipoteses.

e Por ser a familia mais representativa no semidrido as leguminosas
apresentam potencial para a fixacdo bioldgica de nitrogénio de modo
eficiente;
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e Na caatinga hd grupos funcionais de rizébios adaptados as condig¢des
climaticas locais;

3.2 — Objetivos
3.2.1 - Objetivo geral

e JIsolar e caracterizar bactérias diazotréficas associadas a espécies de
leguminosas nativas em uma &drea de caatinga na RPPN na Serra das
Almas,Cratets, (Ce);

3.2.2 - Objetivos especificos.

e Formar “Cole¢des de Culturas” com bactérias diazotréficas provenientes do
semidrido cearense;

e Selecionar estirpes de rizdbios tolerantes a salinidade e a temperatura
elevadas;

e Identificagdo dos padrdes de interacdo entre rizébios e Leguminosas nos
periodos de sazonalidade nas condi¢des da caatinga;

e Identificar grupos funcionais de leguminosas, existentes na area de caatinga
da RPPN na Serra das Almas, visando indicar espécies-chave, através da
identificacdo de leguminosas que sejam essenciais no processo de FBN,
para a manutencao das populacdes de rizobios nos solos da regido;

4. MATERIAL E METODOS
4.1 - Area de Estudo.

O trabalho foi realizado na Reserva Particular do Patrimoénio Natural (RPPN) na
Serra das Almas (05° 00’ a 05° 20° S e 40° 48 a 41° 12° W). Estado do Ceara,
localizada no municipio de Cratetis. A reserva estd situada a 390 km de Fortaleza. O
clima é semi-drido com pluviosidade média de 881 mm/ano, distribuida de janeiro a

abril (ARAUJO et al., 2005).
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4.2 - Coleta de solo rizosférico e nédulos no campo.

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico para obtengdo de
informagdes sobre espécies de leguminosas nativas da regido do semidrido cearense,
com objetivo de identificar as mesmas na drea na Reserva Particular do Patrimonio
Natural (RPPN) na Serra das Almas, em Crateus.

Uma area sem histérico de utilizacdo foi posteriormente selecionada
arbitrariamente no interior da reserva para o reconhecimento das espécies de
leguminosas presentes neste local. As coletas de solo rizosférico foram realizadas em
onze pontos, onde foram identificadas oito espécies de leguminosas arboreas
plenamente estabelecidas, ou seja, plantas com porte adulto, a saber:Anadenanthera
colubrina var. cebil (Griseb)Altschu (Angico);Bauhinia cheilantha (Bong.) Stend
(Morord);Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (Catingueira);Erythrina velutina
Willd. (Mulungu);Mimosa caesalpiniifolia Benth (Sabid);Minosa acustistipula (Mart.)
Benth (Jurema-branca);Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Jurema-preta);Amburana
Cearensis (Allemao) A.C. Smith (Emburana).

O solo rizosférico foi coletado em dois periodos distintos, no fim da estagdo
chuvosa, em meados de junho de 2008 (Figura 1), e em pleno periodo de seca, no final
de novembro de 2008 (Figura 2). Quando dectada a presenca de nddulos (Figura 3),
estes foram armazenados em recipientes contendo silica para posterior isolamento em
laboratério. O solo rizosférico foi coletado também para posterior utilizagdo em vasos
com plantas-isca. As amostras de solo foram analisadas quimicamente segundo

metodologia da EMBRAPA (1997).
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Figura 1: Local de coleta dos nédulos durante o fim do periodo chuvoso, na Reserva
Particular do Patrimo6nio Natural (RPPN) na Serra das Almas,Cratets,CE.

Figura 2: Serrapilheira acumulada durante o periodo da seca, na Reserva Particular do
Patrimonio Natural (RPPN) na Serra das Almas.
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Figura 3: No6dulo (seta vermelha) em raiz de sabid (Mimosa caesalpinifolia) - Reserva
Particular do Patrim6nio Natural (RPPN) na Serra das Almas.

4.3 - Cultivo das Plantas-isca.

Para capturar os rizébios presentes nas amostras de solo foram realizados
experimentos em casa-de-vegetacdo, utilizando propor¢do de areia esterilizada e solo
(1:1; 100g: 100g) (RUMJANEK, 1999). Foram utilizadas como plantas-isca siratro
(Macropitillium atropurpureum), feijao-caupi (Vigna unguiculata), feijao-guandu
(Cajanus cajan) e mimosa (Mimosa pudica L.).

Foram consideradas trés repeticdes para cada amostra de solo, de modo a
oferecer representatividade para cada amostra coletada. As sementes dessas plantas
foram previamente lavadas com etanol (100%; 30 segundos) para reduzir a tensdao
superficial das sementes, seguida de desinfestacdo superficial com peréxido de
hidrogénio (5%; 3 minutos) e 10 lavagens sucessivas com dgua esterilizada. As
sementes de plantas-isca livres de contaminantes foram semeadas nos vasos (300 mL)
previamente preparados. A irrigacdo foi realizada com &gua esterilizada, quando
necessdrio, e os nutrientes foram fornecidos semanalmente através de 250 ml.vaso' da
solugdo nutritiva Norris e Dobereiner: KCI (2mM); K,HPO, (0,3mM); KH,PO,
(0,7mM); CaS04.5H,O (0,3uM); ZnSO4.7H,0 (0,7uM); MnSO4 (1uM); (NHy)s
Mo70,44H,0 (0,002uM); H3BO3 (11,5uM); FeSO4.7H,O (17,9uM); CcHsO7 (26uM).
Os nédulos foram coletados por volta de 40 dias apds a semeadura e estocados em silica

gel a temperatura ambiente.
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4.4 - Caracterizacao cultural de estirpes de rizobio.

Os nédulos obtidos no campo e das plantas-isca foram reidratados por 1 h,
lavados com etanol (100% por 30 s) a fim de reduzir a tensdo superficial, em seguida,
foi realizada desinfestag@o superficial com hipoclorito de sédio (5%, 4 min) e lavagens
sucessivas com dgua destilada estéril. Em seguida, os nédulos foram macerados e se
realizou a riscagem das estrias na superficie da placa de Petri, contendo meio de cultura
79 com indicador Vermelho-Congo.

Para a obtencdo de coldnias puras de rizébios a caracteriza¢do cultural foi
realizada em meio 79 com corante Vermelho-Congo, que é um meio com a presenca de
um corante com propriedades fungicidas que facilita a diferenciacdo dos contaminantes
e dos rizébios, uma vez que, rizobios sdo incapazes de absorver o corante presente no
meio, apresentando uma colora¢io que varia de branco a levemente rosado. As placas
foram incubadas a 28°C até o aparecimento de coldnias, nesta etapa foram repicadas e
novamente incubadas.

Posteriormente a obtencdo de coldnias puras de rizébios, em meio 79 com
indicador Vermelho-Congo, se realizou a riscagem das estrias na superficie da placa de
Petri, contendo meio de cultura 79 com indicador azul de bromotimol (0,5%) (FRED;
WAKSMAN, 1928).

As placas foram observadas do primeiro dia apés o plaqueamento até o
aparecimento de coldnias isoladas. As caracteristicas culturais avaliadas em meio 79
para a caracterizacdo cultural, foram tempo de crescimento em dias para visualizacdo
das coldnias; O tempo de crescimento das coldnias é um fator de extrema importancia,
uma vez que funciona como resposta as adversidades do meio ambiente. Vincent (1970)
caracterizou e diferenciou o tempo de crescimento das coldnias em rapido — crescimento
moderado e abundante entre 03 e 05 dias, lentas — coldnias com pouco crescimento em
05 dias e moderado em 10 dias. No presente estudo foram utilizados parimetros
diferentes: colonias de crescimento rdpido — de 01 a 02 dias, crescimento médio - 03 a
04 dias, e crescimento lento — 05 dias ou mais.

Modificacdo do pH pela alteracdo da coloragdo do meio 79 para diferencia-las, se
amarelo — 4cidas; verde — neutras, e se azul ou sem cor — alcalinas; As placas contendo
meio 79 (FRED; WAKSMAN, 1928) apresentam pH em torno de 6,8 e coloracdo verde,
a resposta deste meio ao metabolismo das colonias indicam em geral o modo de

utilizagcdo dos acticares pelo metabolismo microbiano. Uma vez que rizébios de
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crescimento riapido tendem a acidificar o meio alterando a cor para amarelo, os de
crescimento lento alterando para azul, ¢ comum que ndo ocorra alteracio do pH do
meio, quando o mesmo se mantém verde, sem influéncia do tempo de crescimento.

A coloracdo das coldnias, que varia de branco a tons de amarelo devido a
absor¢ao do indicador de pH (azul de bromotimol); didmetro das colénias (mm) quando
isoladas; borda (inteira ou irregular); aparéncia da colonia (homogénea ou heterogénea);
forma (circular ou irregular) e transparéncia (transliicida ou opaca). O muco produzido
pelas células foi avaliado pelos aspectos: quantidade (muito ou pouco - avaliagcdo visual)
e do muco da superficie do meio de cultivo e elasticidade (sim ou nao), determinado
pela aderéncia a alga de platina depois da remocdo observada pela formagdo ou ndo de
fio, no momento da remoc¢d@o das coldnias do meio de cultura (VINCENT, 1970). O
diametro das colonias dos isolados é um ponto importante, uma vez que se relaciona
com outras caracteristicas culturais das coldnias como a presenca ou auséncia de muco.
Segundo Fuhrmann (1990) hé trés tipos de coldnias possiveis de serem descritas em
meio 79: pequena e seca, grande ou mucéide, ou aquosa.

Em geral, colonias com pouca ou sem formacdo de muco relacionam-se com
isolados de didmetro puntiforme. Neste estudo, o didmetro puntiforme € o que concentra
maior nimero de isolados, independente da velocidade de crescimento. J4 os isolados
de diametro maior, em torno de 1,0 mm podem vir a ser relacionados de acordo com a
transparéncia, isto €, se sdo opacos ou translicidos.

Segundo Martins et al. (1997), as coldnias com didmetro inferior a 1,0 mm
costumam ser translicidas e produzem pouco muco, enquanto que aquelas maiores do
que 1,0 mm sdo geralmente produtoras de muito muco. Por sua vez os isolados com
cerca de 2,0 mm estdo relacionados com grande producdo de muco de consisténcia
variavel, em geral transparentes, com rapido crescimento.

A forma das colonias depende do tempo para caracterizacdo e da consisténcia do
muco produzido, sugerindo que coldnias menores que 1,0 mm sdo freqiientemente
puntiformes, entre 1,0 e 2,0 mm circulares e em menor proporg¢ao irregulares, e aquelas
com mais de 2,0 mm apresentam forma variavel. (MARTINS, 1996).

Foram anotadas informagdes sobre quaisquer caracteristicas atipicas como
coloragdo, forma, borda, estriado diferente dos demais.

As caracteristicas avaliadas foram inseridas numa tabela identificando as
amostras e suas respectivas caracteristicas, estas foram agrupadas por similaridade e a

partir deste ponto os dados fenotipicos coletados foram transformados em uma matriz
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binaria. Essas caracteristicas fenotipicas e culturais apresentam a vantagem de reduzir o
tempo necessdrio para a andlise, possibilitando uma prévia da diversidade dos
microrganismos isolados.

Posteriormente a obtencdo de culturas puras em meio 79, estas colonias foram
armazenadas sob resfriamento em tubos de ensaio e em microtubos, contendo meio 79,
com adicdo de vaselina liquida esterilizada, como forma de impedir o fluxo de oxigénio
para as culturas estocadas.

A partir dos fenétipos culturais dos isolados foi elaborada uma matriz binéria de
dados, para calcular a matriz de similaridade entre os isolados pelo coeficiente de
jaccard e posteriormente, foi realizada a andlise de agrupamento pelo método
Unweighted Pair-Group Method (UPGMA) dos isolados e os resultados plotados em
dendrograma. Para essa andlise foi utilizado o programa Ntsys 2.0 (ROLFH, 1997).

4.5 - Selecoes de rizobios tolerantes a salinidade e a altas temperaturas.

Os isolados foram avaliados quanto a tolerdncia a NaCl em meio 79 (por litro:
10 g manitol; 0,1 g K,HPOy4; 0,4 g KH,POy4; 0,2 g Mg. SO4.7H,0; 0,1 g NaCl; 04 g
extrato de levedura; 5 mL sol. 0,5% em 0,2 N KOH de azul de bromotimol; 15 g Agar,
pH 6,8) (FRED; WASKSMAN, 1928). Os isolados foram inoculados em 50 ml de meio
79 liquido, com pH 6,8 e essas culturas foram mantidas sob agitacdo orbital por 105
rpm a 28°C. Apds o crescimento por trés dias para estirpes de crescimento rdpido ou
intermedidario (que acidificam, alcalinizam ou ndo modificam o pH do meio de cultura)
e por seis dias para estirpes de crescimento lento (que alcalinizam o meio de cultura),
uma aliquota de 1 ml de cultura de cada estirpe foram transferidas para microtubos de
1,5 ml esterilizados, para centrifugacdo a 8.000 rpm, a 25°C, por 4 minutos.

O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL de
solucdo salina estéril (NaCl 5,5 g L") e centrifugadas novamente, repetiu-se o processo
de lavagem das células por trés vezes (NOBREGA et al., 2004). Em seguida, aliquotas
de 0,1 ml de suspensdes de células lavadas de bactérias em solugdo salina foram
inoculadas e espalhadas com alga de Drigalsky em placas com meio 79 modificado por
adicdo de diferentes concentracdes de NaCl (1%, 3%, e 5%, sendo que cada 1%
representa que em 1L deve conter 10g de NaCl, 2% sdo 20g e assim sucessivamente),
proporcionaram uma concentracio final no meio de culturade 1; 3 e 5 g L’l, Foram

riscados 8 isolados por placa, com trés repeticdes. Como tratamento-controle adicional,
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foi usado o meio de cultura 79 em sua composi¢do original, que possui 0,1 g L NaCl.
Apoés a autoclavagem dos meios, foi aferido o pH, e este foi ajustado para 6,8 com
solucdo de HCI 0,5 mol.; esterilizada. As culturas foram incubadas a 28 °C por uma
semana.

Para verificar a resisténcia a altas temperaturas foi seguida a metodologia descrita
acima. Entretanto, foi utilizado o meio 79, sendo incubadas as temperaturas de 41 °C, 43
°C e 45 °C, por um periodo de 48 h. Os tratamentos foram distribuidos inteiramente ao
acaso, com trés repeticdes. Para avaliar o padrio de cresimento das bactérias nas
diferentes concentragdes de sais e temperatura, foram atribuidos os seguintes valores
(MATSUDA et al., 2002):

0 = sem crescimento;

1 = pouco crescimento;

2 = crescimento razoavel, porém com distribuicdo heterogénea na placa;

3 = crescimento mdximo, com distribuicio uniforme por toda a placa;

Ap6s a caracterizagdo cultural, os dados foram codificados pelo programa Ntsys
2.0 (ROHLF, 1997). Para o agrupamento foi utilizado c6digo bindrio de acordo com a
tabela 2, onde 1, indica presenga da caracteristica e 0, auséncia (Tabela 2). Utilizando
distancia taxondmica entre as espécies, analisadas pelo algoritmo UPGMA e a matriz de
similaridade de Jaccard, obtendo-se a arvore filogenética que proporcionou a separacao

de grupos de isolados com maiores similaridades.
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Tabela 2: Valores relativos as caracteristicas culturais dos isolados utilizados na
construcio do dendrograma de similaridade.

CODIGO

CARACTERISTICAS CORRESPONDENTE PRESENCA AUSENCIA
Alcalino 1 0
pH Neutro 1 0
Acido 1 0
Lento 1 0
Velocidade de crescimento Médio 1 0
Répido 1 0
Puntiforme 1 0
<1 1 0
1 1 0
Diametro das colonias >1 1 0
2 1 0
<2 1 0
>2 1 0
Nenhuma 1 0
Elasticidade Pouca ! 0
Media 1 0
Muita 1 0
Branco 1 0
Amarelo 1 0
Cor Bege 1 0
Ovo 1 0
Laranja 1 0
Translicido 1 0
Inteiro 1 0
Filamentoso 1 0
Irregular 1 0
Tipo de borda Denteado irregular 1 0
Lobado 1 0
lobado denteado 1 0
denteado 1 0
Nenhum 1 0
Quantidade de muco Po/ucho ! 0
Médio 1 0
Muito 1 0
Convexo 1 0
plano 1 0
Elevacao Pulviforme 1 0
Elevado 1 0
Umbonado 1 0

Uma vez agrupados foram calculados os indices de diversidade dos isolados
através do Software Ntsys para estimativa da diversidade e riqueza de espécies. Foram

calculados os indices de:
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Diversidade de Shannon-Weaver (1948)
H'=-X piLogpi

Onde: pi é a proporcdo da espécie em relagdo ao nimero total de espécimes

(isolados) encontrados nos levantamentos realizados.

O indice de diversidade de Shannon-Wiener: considera igual peso entre as

espécies raras e abundantes (MAGURRAN, 1988).

M1 (Br) - ZS; adnfn)

N

H'=

em que:
N = numero total de individuos amostrados;
n i = ndmero de individuos amostrados da i-ésima espécie;

S = niimero de espécies amostradas;

fn= logaritmo de base neperiana (e).
Quanto maior for o valor de H’, maior serd a diversidade da comunidade em

estudo. Este indice pode expressar riqueza e uniformidade.

Pielou (J'):
Equabilidade de Pielou (1983):
J'= A

H

em que:

4" = indice de Equabilidade de Pielou;

Hmax = In (S) = diversidade maxima;

S = nimero de espécies amostradas = riqueza.

O indice de Equabilidade pertence ao intervalo [0,1], onde 1 representa a maxima

diversidade, ou seja, todas as espécies sdo igualmente abundantes (MONTEIRO, 2006).

Para o referido estudo, a coldnia isolada foi considerada em relagdo ao total de

coldnias obtidas para possibilitar o cdlculo dos indices de diversidade e equitabilidade.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 - DIVERSIDADE CULTURAL DE RIZOBIOS.

5.1.1 - Correlacao entre plantas nativas e plantas-isca na formacao do nédulo.

Na drea de estudo as espécies encontradas Anadenanthera colubrina var. cebil
(Griseb)Altschu (Angico), Bauhinia cheilantha (Bong.) Stend (Morord), Poincianella
pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz (Catingueira), Erythrina velutina Willd. (Mulungu),
Mimosa caesalpiniifolia Benth (Sabia), Minosa acustistipula (Mart.) Benth (Jurema-
branca), Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Jurema-preta), Amburana Cearensis
(Allemao) A.C. Smith (Emburana). (Tabela 3).

Destas, a jurema-preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir), se destacou por ser
uma arvoreta extremamente rustica, geralmente de 4 metros de altura, folhas forrageiras
e caule fornecedor, de madeira para estacas, lenha e carvio de excepcional qualidade,
arvore caracteristica da caatinga nordestina, encontrada do Ceard a Bahia (BRAGA,
1960).

Em relacdo as espécies estudadas na Serra das Almas somente foi observada a
nodulagdo em campo na espécie sabid (Mimosa caesalpinifolia), e limitada a estacdo
chuvosa. O sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) € uma leguminosa mimosoidea de
grande utilidade no Nordeste (BRAGA, 1960; TIGRE, 1976; CORREA; PENA, 1978;
COSTA, 1988).

Segundo Rizzini e Mors (1976), o sabia é uma arvore pequena, atingindo uma
altura de 7 a 8 m, que vegeta espontaneamente do Maranhdo até a Bahia, sendo
cultivado devido ao rapido crescimento e valor de sua madeira. Largamente utilizada no
Nordeste brasileiro como produtora de mourdes, estacas, lenhas, e carvao. E uma das
esséncias florestais nativas mais importantes do semidrido brasileiro (MENDES, 1989).
Destaca-se a sua importancia nos plantios florestais em dreas degradadas, visando-se a
recuperacdo. As sementes de sabid apresentam problemas de dorméncia, provalvemente,
por impermeabilidade do tegumento a 4gua (RIBEIRO et al., 2008).

Souza et al. (2007) avaliando o desenvolvimento e a nodulagcdo natural de mudas
de leucena (Leucaena leucocephala), palheteira (Clitoria fairchildiana) e sabia (Mimosa
caesalpiniifolia), em solos da zona da Mata de Pernambuco com diferentes formas de

uso da terra: mata, dreas agricolas e dreas degradadas obtiveram como resultado que
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palheteira apresenta o maior potencial para fixacdo de N, e eficiéncia da nodulagdo com
populacdes nativas de rizébios de solos da zona da mata de Pernambuco, seguida por
sabid e leucena e que a freqii€ncia de populacdes nativas de rizobios compativeis com
leucena € baixa, comparado as compativeis com palheteira e sabid.

Vasconcelos; Almeida (1980) verificaram a capacidade de fixagdo bioldgica de
nitrogénio de espécies arbdreas de Leguminosas nativas da caatinga pernambucana.
Esses autores verificaram a presenga de nddulos em Mimosa arenosa, Mimosa
caesalpiniifolia, Mimosa tenuiflora, Anadenanthera columbrina, Mimosa acustistipula
e Piptadenia stipulaceae (Benth.) Duck, Bauhinia cheilanta, corrobando os dados
obtidos neste estudo, onde todas as espécies nativas apresentaram populacdes vidveis de
rizobio no solo, capturados pelo cultivo de plantas-isca feijdo-caupi, feijdo guandu,
siratro e mimosa.

Moreira et al., (1993) e Moreira (1991) ao avaliarem caracteristicas culturais de
705 estirpes de rizébios isolados de leguminosas florestais nativas da Amazonia e da
Mata Atlantica obtiveram em meio 79 os seguintes resultados: de um total de 705
estirpes, 64 foram referentes a Caesalpiniodeae com 67% apresentando crescimento
intermedidrio, geralmente acidificantes ou alcalinazentes no caso de Azorhizobium e
Bradyrhizobium. Para Mimosoideae das 444 estirpes 40% apresentaram crescimento
rdpido, geralmente acidificantes, e 36% crescimento lento, alcalinizantes. Para
Papilonoideae, dos 197, 53% apresentaram crescimento lento e alcalinizante.

Norris (1965) concluiu que em zonas tropicais haveria predominéncia de estirpes
de crescimento lento alcalinizantes (Bradyrhizobium) e em dareas temperadas
predominancia de estirpes com crescimento rdpido e acidificantes (Rhizobium,
Sinorhizobium, Mezorhizobium e Allorhizobium), Estes dados, entretanto, nao
corrobados no atual estudo, uma vez que a maior parte dos isolados apresentou

crescimento rapido em até 2 dias.

33



Tabela 3: Observacdo da formagdo de nddulos em plantas-iscas a partir de solo
rizosférico e nodulos coletados de espécies leguminosas nativas de acordo com a
estacdo na RPPN da Serra das Almas.

Espécie

Amostra
de solo

Nodula¢do em planta-isca

Estacao seca

Estacao chuvosa

Feijao-
caupi

Feijao-

Siratro
guandu

Mimosa

Feijao-
caupi

Feijao-

Siratro
guandu

Mimosa

Nodulo

Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)

Bauhinia
cheilantha
(Mororo)

Mimosa
acustistipula
(Jurema-branca)

Erythrina fusca
(Mulungu)

Mimosa
tenuiflora
(Jurema-Preta)

Anadenanthera
macrocarpa
(Benth.) Brenan
(Angico)

Mimosa
acustistipula
(Jurema-branca)

Toresia cearensis
Fr. All
(Emburana)

Mimosa
caesalpinifolia
(Sabia)
Erythrina fusca
(Mulungu)

Toresia cearensis
Fr. All
(Emburana)

10

11

X

o o

X

o o

Sinal (x) indica formag¢ao de nédulo; sinal (o) indica auséncia de formacgao de nédulo.
(-) indica auséncia da planta.

A importancia das espécies arbéreas ou arbustivas fixadoras de nitrogénio

atmosférico pode ser evidenciada em sistemas agroflorestais, agropastoris, programas

de recuperacdo de dreas degradadas, funcdo produtiva e ou protetora (GONCALVES,

2009).
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A simbiose leguminosa-rizébio é uma das interagdes mais estudadas entre
eucariotos e procariotos. Contudo, a maior parte das informagdes deriva de estudos
envolvendo plantas de clima temperado, produtora de grdos e seus simbiontes. Porém
novas avaliagbes em ecossistemas naturais, particularmente nos trdpicos, tém
demonstrado grande diversidade de simbiontes, alguns dos quais com propriedades bem
distintas (REIS JUNIOR et al., 2006). A capacidade de nodular e formar simbiose com
bactérias fixadoras de N, é mais freqiiente entre as subfamilias Mimosoideae e
Papilionoideae (feijao-caupi) e pouco freqiiente nas Caesalpinioideae (BARBERI et al.,
1998). O gendtipo da planta, por exemplo, pode desempenhar um papel essencial na
selecdo da estirpe (PAFFETTI et al., 2004). A definicdo da faixa hospedeira é bastante
varidvel entre as espécies de rizobio e leguminosas, mas de modo geral tem sido
observada especificidade simbidtica entre as espécies (SMITH; GOODMAN, 1999).

Os rizébios de leguminosas selvagens sdo um grupo de simbiontes que ganhou
importancia a partir da década de 1990, sendo isolados de diversas drvores e arbustos
nativos em d4reas ndo cultivadas principalmente de zonas aridas de nag¢des em
desenvolvimento, onde a maioria destes simbiontes apresentam grande diversidade
(ZAHRAN, 2001). Muitos destes microssibiontes estdo intimamamente associados com
muitos parceiros, onde poucos sdo seletivos ou especificos e desta forma Perret et al.,
(2000) sugeriram ainda que microssibiontes com pequena faixa de hospedeiros estio
limitados a nichos especificos a representam uma especializacdo de microssibiontes
ancestrais mais promiscuos e dispersos.

Ha alguns anos acreditava-se que leguminosas eram noduladas exclusivamente
por membros das alfa-proteobactérias (Reis Junior et al., 2006), e na dltima década
membros de Beta-proteobactérias foram descobertos em nddulos de leguminosas
tropicais e passaram a ser denominados Beta-rizobios (MOULIN et al., 2002). As
proteobactérias constituem o maior e mais diverso grupo de bactérias cultivadas, sendo
subdivididos em alfa, beta, gama, delta e epsilon (BROCK et al., 1994).

Moulin et al., (2002) descobriram em nddulos de leguminosas tropicais o género
de Burkholderia. A partir deste ano houve um nidmero crescente de estudos que
constataram novas estirpes noduliferas pertencentes a classe das beta-proteobactéria
(CHEN et al., 2001, 2003,2007 BARRET; PARKER, 2005). Ainda segundo Moulin et
al., (2002) os Beta-rizobios podem ter adquirido seus genes nod dos alfa-rizobios via

multiplas transferéncias horizontais.
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Barret; Parker (2005) propuseram que os Beta-rizobios possam ser comuns em
nédulos de leguminosas tropicais, afirmando que estirpes de Burkholderia foram
isolados de nédulos de Mimosa casta L., M. pellita Kunth ex Willd, M.pudica L. e
Abarema macradenia (Pittier) Barneby & Grimes no Panamda. Chen et al. (2003)
apresentaram um estudo no qual 20 estirpes isoladas de nddulos de vérias espécies de
Mimosa na América do Sul foram classificadas como pertecentes ao género
Burkholderia e sdo intimamente relacionadas com outras espécies deste género, como

B.caribensis, B. phymatum e B.tuberum.

Ha evidéncias que defendem que beta-rizobios podem ser simbiontes ativos em
seus hospedeiros, assim como rizobios, segundo dados apresentados por Chen et al.
(2001) onde 94% dos isolados analisados foram classificados como beta-rizébios ao
estudar bactérias do género Mimosa diplotricha e M. pudica. Segundo Chen et al.
(2003) demonstraram que a estirpe C .taiwanensis pode infectar, nodular e fixar N, em
Mimosa spp. e Chen et al.(2007), que utilizando estirpes geneticamente modificadas de
Burkholderia isoladas de Mimosa spp. da América do Sul, comprovou que bactérias
deste género sdo simbiontes funcionais de Mimosa.

Segundo dados obtidos por Gongalves (2009) avaliando a especificidade
hospedeira de estirpes de rizébio para leguminosas florestais, obteve como resultado
que espécies da tribo mimoseae apresentam alta especificidade, pois s6 nodularam com
as estirpes isoladas da prépria tribo, com excec¢des de: Microlobius foetidus e Leucaena
diversifolia, Mimosa artemisiana, Mimosa pellita e Parapiptadenia rigida.As estirpes
isoladas dos hospedeiros da tribo Mimoseae quando testadas a sua capacidade de
associacdo com hospedeiros de tribos distintas se mostraram incapazes de promover a
nodulagdo e/ou serem pouco eficientes na FBN, no entanto quando em associagdo com
macrossibiontes da propria tribo estas estirpes se mostraram muito eficientes na FBN.

Ainda segundo Gongalves (2009), os hospedeiros das tribos Phaseoleae,
Milletieae, Acacieae e Ingeae apresentam uma grande promiscuidade as estirpes de
rizobio de vérias tribos testadas, sendo a promiscuidade das tribos Phaseoleae e
Milletieae em maior grau que as demais. Este fato pode estar relacionado a evolucdo
dentro da familia Leguminosae, onde sdo consideradas entre as mais “evoluidas”.

Kiers et al. (2008) defenderam que simbioses mutualisticas englobam uma vasta
gama de interacdes entre diversos grupos de organismos, e a simbiose entre
Leguminosas e rizébios € um caso cldssico de relagdo mutualistica, que ocorre pela

troca de carboidratos fornecidos pela planta por nitrogénio fornecido pela bactéria,
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entretanto, a manutencdo desta relacdo cooperativa impde um dilema 4 teoria
evoluciondria, que procuraria explicar porque esta simbioses se mantém, se 0s recursos
poderiam ser obtidos da mesma forma através da exploracdo do mutualismo.

Kiers et al. (2008) defenderam uma idéia recente que afirma que a cooperagio
entre espécies pode ser refor¢ada se individuos sdo hdbeis em recompensar ativamente a
cooperacdo ou punir comportamentos menos cooperativos, ainda segundo Deninson,
(2000), esta definicdo pode ser chamada de ‘“‘sangdes”, conceitualmente andlogo a
mecanismos de policiamento que tem sido demonstrados para estabilizar cooperacdes
entre espécies (RATNIEKS et al.,2001).

A subfamilia Mimosoideae € altamente especifico, variado e difundido em vérias
regides do continente Americano e de Taiwan (CHEN et al., 2003; 2007; BARRETT &
PARKER, 2005). Considerando seu tamanho e sua importincia ecoldgica potencial,
existem ainda poucos estudos sobre o processo de nodulagdo e de fixacdo bioldgica do
nitrogénio associado a Mimosa spp., exceto para as espécies hoje utilizadas em
programas de recuperacdo de areas degradadas como M. caesalpiniifolia e M. scabrella
(FRANCO; FARIA,1997). O porte das plantas de Mimosa spp. varia de arvores altas,
arbustos e ervas, suas espécies ocupam grande variedade de habitats, do seco ao imido
(REIS JUNIOR et al., 2006).

Os resultados obtidos demonstram o potencial de elevada diversidade de
rizobios na area estudada, uma vez que foi observada nodulacido na maioria das espécies
de plantas-iscas relativas as plantas nativas em ambas as estagdes. Segundo Allen; Allen
(1981) e Faria et al. (1989) que afirmam que a nodulacdo é mais freqiiente entre
espécies de Papilionoideae (mulungu e cratilia) e Mimosoideae (unha de gato, sabia,
jurema preta, angico, jurema branca e amorosa), sendo rara em espécies pertencentes 2
subfamilia Caesalpinoideae (caso do mororé e canafistula), definindo as espécies de
Papilionoideae e Mimosoideae como de alta relevincia no ambiente semidrido
nordestino, uma vez que apresentam maior potencial na formacdo de nddulos. Plantas
do género Acacia agem como pioneiras, desempenhando papel importante na
preservacao e fertilidade de solos erodidos (ZAHRAN, 2001).

O N, atmosférico fixado (medido como percentual do nitrogénio total) por
espécies como Albizia, Clyricidia e Leucaena, atingem valores de 28 a 72%, 44 a 84% e
20 a 74% respectivamente (KADIATA et al., 1996). Enquanto algumas &rvores
leguminosas podem fixar entre 43 a 581 Kg N por hectare comparado com cerca de 15

a 210 kg por hectares de leguminosas graniferas (DAKOTA; KEYA,1997a).
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O alto grau de endemismo (QUEIROZ, 2002) e a importincia quantitativa das
leguminosas na caatinga (ARAUJO et al., 2002) permitem afirmar que o conhecimento
sobre o status de nodulacdo das espécies nativas deste bioma € insuficiente, o que
reforca a necessidade de posteriores estudos.

A prospeccdo de nodulacdo natural de espécies arbdreas, em solos locais,
associada a um programa de prospec¢do de novas estirpes, com posterior aplicacdo de
testes de eficiéncia agrondmica com estirpes potenciais e estirpes recomendadas, sdo
importantes para a defini¢do de quais espécies podem ser plantadas para a recuperacio

de areas alteradas (SOUZA et al., 2007).

5.1.2 - Isolamento cultural de estirpes de rizobio.

Foram obtidos 776 isolados, a partir de experimentos com quatro plantas-isca:
feijdo-caupi, feijdo-guandu, siratro e mimosa, caracterizados em meio 79. Alguns
nédulos apresentaram caracteristicas culturais distintas no mesmo pH em que foram
isolados.

Do total de 776 isolados foram obtidos 278 isolados de feijao-caupi com
caracteristicas tipicas de rizobio, onde 156 isolados referentes a planta-isca cultivada em
solo rizosférico coletado na estagdo chuvosa e 122 de solo rizosférico coletado na
estacdo seca. De feijdo-guandu foram obtidos 190 isolados, onde 64 da estacdo seca e
126 da estacdo chuvosa. De siratro foram obtidos 152 isolados, onde 90 foram da
estacdo seca e 62 da chuvosa. Por fim 146 isolados de mimosa, onde 66 da estacio seca
e 80 da chuvosa. A caracterizagdo dos isolados, de acordo com a caracteristica cultural
das colbnias, permitiram encontrar diferencas significativas que serviram para o
agrupamento dos mesmos.

Assim como o feijdo comum e feijdo-caupi, o guandu € considerado como uma
leguminosa promiscua, ou seja, apresentando a capacidade de formar nédulos com uma
gama muito grande de bactérias (FERNANDES JUNIOR, 2009). Além da nodulagio,
diferentes cultivares de feijdo-guandu podem se associar com diferentes bactérias
rizosféricas solubilizadoras de fésforo (SOUCHIE; ABBOUD, 2007).

D e acordo com Marra (2009), as caracteristicas culturais das espécies bacterianas
pertencentes a familia Rhizobiaceae, fornecem informacdes importantes para sua
identificacio e agrupamento. J4 Furhmann (1990) enfatizou que a caracterizacdo

cultural das colonias € um fator importante na previsdo da eficiéncia simbidtica em
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isolados que nodulam soja, uma vez que as caracteristicas discutidas estdo na maioria
das vezes correlacionadas, levando a um maior entendimento e possibilidades de

discussao.

5.2 - Caracterizacao cultural de estirpes de rizobio.

Velocidade de crescimento.

Foi observado que cerca de 96,7% dos nédulos isolados referentes a planta-isca
feijado-caupi formaram colonias em até 02 dias de crescimento a 28°C durante a estacio
seca, e 75% durante a estagdo chuvosa, caracterizando estirpes de crescimento rapido,
resultados semelhantes foram obtidos por Chagas Junior (2007), que ao avaliar, em
feijao-caupi as diferencas entre 20 isolados, obteve 14 com caracteristica de crescimento
rapido e 06 de crescimento lento. Melloni et al. (2006) observaram na nodula¢do em
feijdo-caupi isolados com coldonias de crescimento lento e cariter alcalinizante,
entretanto, a maior parte dos estudos desenvolvidos até 0 momento mostra que o grupo
de rizébio que nodula feijdo-caupi apresenta crescimento lento, caracteristica do género
Bradyrhizobium (ZILLI et al.,, 2004; 2006). Entretanto, alguns trabalhos ja
evidenciaram que rizébios de crescimento rdpido também sdo capazes de induzir
nédulos em feijao-caupi (ZHANG et al., 2007).

Em nddulos isolados de feijao-guandu, foi notado maior percentual de coldnias
com crescimento rapido, 91,27% durante a estacdo chuvosa, enquanto que na estacio
seca apresentou 84,37%, esses dados corrboram os resultados obtidos por Fernandes
Janior (2009) apds a caracterizagdo cultural de 310 isolados, obtendo 71% de isolados
com crescimento rapido. Por sua vez, em nddulos isolados de siratro e mimosa
apresentaram os maiores percentuais de formacao de coldnias em até dois dias. Siratro
apresentou 93,30% durante a estacdo seca e 100% durante a estacdo chuvosa, enquanto
que mimosa apresentou 100% de formacdo de colonias em até dois dias durante a

estacdo seca e 98,75% durante a estagdo chuvosa (Figura 4).
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Figura 4: Percentual do tempo de crescimento de isolados de rizébios das plantas-iscas
avaliadas entre 01 e 02 dias.

Fernandes e Fernandes (2000), observaram coldnias com caracteristicas de rapido
crescimento e acidificacdo do meio de cultura e grande producio de muco em 13 das 16
estirpes avaliadas, o que segundo estes autores possivelmente indica um padrio
freqiiente de rizébios nativos de solos de tabuleiros costeiros capazes de nodular feijao-
guandu,feijao-de-porco e feijao-caupi.

Medeiros et al. (2009) avaliaram a diversidade cultural de 304 isolados obtidos de
plantas-isca de feijdo-caupi em solos do Estado do Rio Grande do Norte. Todos os
isolados apresentaram crescimento rapido, em apenas 01 dia, e acidificaram o meio de
cultura. Leite et al. (2009) demonstraram que a maioria dos isolados (aproximadamente
70%) oriundos dos cinco cultivares de feijao-caupi estudados apresentaram crescimento
rdpido e reagdo 4cida no meio 79.

Segundo Sprent (1994), rizébios de crescimento rdpido sdo mais comuns em
regides aridas. Esta caracteristica constitui uma estratégia de sobrevivéncia, uma vez
que sobreviver é mais importante que fixar nitrogénio, principalmente porque sdo mais
tolerantes a seca do que os de crescimento lento e se multiplicam rapidamente em curto
espaco de tempo umido, o que explicaria sua maior freqii€ncia nos solos das regides
semidridas (SANTOS et al., 2007). Entretanto segundo Marinez-Drets e Arias (1972), a
velocidade de crescimento seria também uma conseqiiéncia de uma falha metabdlica,
uma vez que a forma de utilizacdo da sacarose pelas colonias determina o efeito sobre o
meio 79, assim, a caracterizacdo metabdlica € importante do ponto de vista pratico pois
fornece um método simples de identificagdo.

Os isolados obtidos a partir de solo rizosférico coletados no periodo seco
apresentaram maior percentual de coldnias formadas em até 02 dias, com excegdo dos
obtidos de siratro na estagdo chuvosa, que apresentaram 100% de isolados com

formacdo de coldnias em até 02 dias.
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Esse resultado corrobora com od dados obtidos por Santos et al. (2007), que
avaliando a diversidade de rizébios capazes de nodular leguminosas tropicais,
obtiveram um total de 433 isolados de rizébio, por meio de nddulos de espécies de
Arachis, Stylosanthes e Aeschynomene, em que cerca de 90% dos isolados formaram
colonias com até dois dias de crescimento, caracterizando estirpes de crescimento
répido.

Hé estudos que demonstram que o grupo de rizébio que nodula feijao-caupi
apresenta crescimento lento, caracteristica do género Bradyrhizobium (ZILLI et al.,
2003). Enquanto outros autores ja evidenciaram que rizébios de crescimento rdpido
também sdo capazes de induzir nddulos em caupi (ZHANG et al., 2007). Figueiredo et
al. (1996) que mostraram que a ocorréncia de rizobio de crescimento lento ou rapido
parece estar relacionada com aspectos ambientais, como adaptabilidade ao clima,solo e

espécies vegetais.

O metabolismo das colonias em meio 79

Em nédulos de feijao-caupi e feijio-guandu, os isolados ndo seguiram a tendéncia
dominante de alterar a coloracdo, de verde para amarelo, em relagdao ao pH do meio,
mesmo com crescimento rdpido, mantendo o meio neutro.

A maior parte dos isolados de feijao-caupi demonstraram a capacidade de
neutralizar o meio de cultura. Esta caracteristica estava presente em 54,09% dos
isolados de feijdo-caupi durante a estacdo seca e em 51,28% durante a esta¢do chuvosa,
caracteristica também observada na planta-isca de feijdo-guandu que apresentou
formacdo de 59,37% de coldnias com caracteristica alcalina na estag¢do seca e 57,14%
na estacdo chuvosa (Figura 5). Fernandes Junior (2009), caracterizando fenotipicamente
e a producgdo de biopolimeros por bactérias isoladas de ndédulos de guandu, observou
que com relagdo a alteracdo do pH do meio, a maioria dos isolados (59%) apresentou
crescimento acido, enquanto os isolados de crescimento alcalino ou neutro apresentaram
um quantitativo de 25 e 16%, respectivamente. Silva et al. (2007), ao avaliarem a
formacdo de acido e dlcalis, na caracterizacdo e selecdo de populagdes nativas de
rizobios de solo da regido semidrida de Pernambuco, verificaram que de 09 isolados,
apenas 02 apresentaram reagfo neutra; outros 02 4cida, e o restante apresentaram reacio

alcalina.
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Figura 5. Percentual de colonias neutralizantes do meio obtidas a partir de isolados de
rizobios das plantas-iscas avaliadas entre estacdes seca e chuvosa.

A habilidade de alcalinizar o meio pode representar uma vantagem seletiva em
relacdo a temperatura, porque em geral solos tropicais sdo tipicamente acidos. Ao
avaliar as caracteristicas dos isolados de diferentes regides do Nordeste brasileiro,
Martins (1996) observou que os isolados que ndo alteravam o pH do meio sdo mais
freqiientes nas areas do Sertdo, onde os solos apresentam maior tendéncia a variar de
neutros a alcalinos.

Porém, nas demais espécies avaliadas, foram observados maiores percentuais de
acidificagdo do meio, com siratro apresentando 60% de acidificacdo na estacdo seca e
48,40% na estacdo chuvosa, e mimosa, com 100% coldnias dcidas na estacdo seca e
98,75% na estacdo chuvosa (Figura 6). Os dados obtidos corroboram os de Chagas
Junior (2007) que teve como resultado de seu estudo de caracterizagdo agrondmica e
ecoldgica de rizébios isolados de solos dcidos e de baixa fertilidade da Amazonia, que a
quase totalidade de isolados com reacdo dcida ao meio, 19 de um total de 20 isolados.
Foi observado que algumas estirpes com crescimento rapido inicialmente alcalinizavam

0 meio, porém apds alguns dias o meio de cultura tornava-se acido.
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Figura 6: Percentual de colonias acidificantes do meio obtidas a partir de isolados de
rizobios das plantas-iscas avaliadas entre estacdes seca e chuvosa.
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A andlise quimica das amostras de solo (Tabela 4) coletadas na Reserva Particular
do Patriménio Natural (RPPN) na Serra das Almas em Cratetis-Ceard confirma a

predominancia de solo pobre com caracteristicas dcidas (UFC, 1993).

Tabela 4. Andlise de solo rizosférico dos pontos de coleta na Reserva Particular do
Patrimonio Natural (RPPN) na Serra das Almas,Crateus-Ce.

E pH pH
Amostra P K Ca Mg Na C Al CaCO3 H,0 KCl
mg/kg cmolc/kg cmolc/kg cmolc/kg cmole/kg  g/kg  Cmole/kg g/kg

1 0,51 0,26 1,00 0,90 0,46 7,50 0,35 22,00 4,93 4,20
2 1,67 0,34 4,75 0,70 0,31 15,90 0,10 33,00 6,33 5,53
3 0,74 0,30 1,40 1,45 0,31 12,42 0,10 32,00 5,50 4,53
4 0,88 0,36 2,50 0,85 0,29 10,14 0,15 29,50 5,33 4,62
5 0,88 0,31 1,95 3,15 0,30 15,42 0,20 28,00 5,51 4,61
6 1,77 0,32 3,75 2,05 0,36 14,88 0,10 33,75 5,20 4,82
8 4,45 0,30 5,50 2,45 0,30 16,20 0,10 46,50 6,74 6,03
9 4,19 0,29 5,95 2,10 0,35 16,62 0,05 30,50 6,60 5,96
11 2,01 0,40 5,10 2,25 0,35 16,62 0,05 30,50 6,19 5,49

Em relagdo as concentracdes de Ca (cmolc/kg) no solo hd predominancia de
valores que variaram de médio a altos teores. Entretanto a presenca de altos teores de
salinidade afetam a absor¢@o deste elemento, prejudicando a emergéncia e crescimento
das raizes e reduz potencialmente os pontos de infec¢do da bactéria (BOUHMOUCH et
al., 2004), além disso a salinidade reduz as concentra¢des dos cétions (Ca™, Mg'™", K*)
na parede celular em Phaseolus vulgaris (BIGOT et al., 1983).

Os dados relativos ao K (cmolc/kg) e ao P (mg/kg) apresentam baixas
concentragdes. Avaliando as concentragdes de Al (cmolc/kg) as amostras indicam
baixas concentracdes deste elemento no solo, apresentando-se como fator positivo na
drea uma vez que concentragdes toxicas de Al ocorrem em diversos solos
intemperizados dos trépicos e afetam todas as etapas da FBN, contudo, existe
variabilidade entre estirpes de rizobio quanto a tolerancia a temperaturas elevadas e ao
Al téxico (HUNGRIA; VARGAS, 2000). Em relacao ao Mg (cmolc/kg) ha variagdes de
média a altas concentragdes com predominéncia de altas concentragcdes deste elemento
no solo. Em relagéo ao pH, o solo da drea pode ser caracterizado como &cido.

Uma questdo importante ao se tratar de Al e pH € que estes podem diminuir a
populacdo de rizobios que fixam o nitrogé€nio, solubilizam fosfatos pouco soldveis e

aumentam a disponibilidade do fésforo em sistemas produtivos (HARA; OLIVEIRA,
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2005). Porém algumas estirpes podem desenvolver mecanismos de tolerdncia a esses
fatores estressantes (WATKIN et al., 2000).

No Brasil, aproximadamente nove milhdes de hectares sdo afetados pela presencga
de sais, cobrindo sete Estados. A maior area afetada esta localizada no Estado da Bahia
(44% do total), seguido pelo Estado do Ceard, com 25% da 4rea total do Pais com
presenga de solos salinos (GHEYI; FAGEIRA, 1997). O excesso desses sais no solo
afetam suas propriedades fisicas e quimicas, pois o Na* aumenta a espessura da dupla
camada idnica difusa, proporcionando a expansdo das argilas e, consequentemente,
reduzindo a porosidade e a permeabilidade do solo (FASSBEIDER; BORNEMUZA,
1987).

A presenca de excesso de sais de sédio no solo também provoca a reducdo
generalizada do crescimento das plantas cultivadas com sérios prejuizos para a atividade
agricola. A reducdo no crescimento é consequéncia de respostas fisioldgicas, incluindo
modificagcdes no balanco de ions, potencial hidrico, nutricio mineral, fechamento
estomatico, eficiéncia fotossintética e alocagao e utilizacdo de carbono (FLOWER et al.,
1986; BETHKE;DREW, 1992).

Além do que o excesso de sais no solo reduz a disponibilidade de dgua para as
plantas, além de ocasionar toxicidade por {ons toxicos especificos, afetando o
rendimento e a qualidade da producdo (ALENCAR et al., 2003). Andrade et al. (2002)
alertam para se evitar o aumento gradual dos fons Na®, Ca™*, Mg2+ e CI na solugdo do
solo, os quais estdo diretamente relacionados com a sodicidade, a salinidade do solo e
os efeitos toxicos nas culturas.

A simbiose leguminosa-rizobio e a formacdo de nddulos sdo mais sensiveis a
salinidade ou ao estresse osmético que os rizébios (ZAHRAN, 1991). Rizébios de vida
livre variam na resposta ao estresse salino, enquanto o crescimento de varios rizobios é
inibido a 100 mM NaCl, outros como Rhyzobium meliloti apresentam tolerancia entre
300 a 700 mM de NaCl (EMBALOMATIS et al.,1994). Isto é devido a osmoadaptacdo
de muitos microrganismos, que envolve a acumula¢do de fons de K e um ou mais
solutos organicos de baixa massa molecular, chamados de solutos compativeis
(WELSH, 2000).

Estes solutos sdo acumulados em elevadas concentracdes intracelulares, com a
inten¢do de balancear a pressido osmotica do meio e manter o turgor da celular. Rizébios
osmotolerantes podem utilizar eficientemente uma ampla gama de substincias

osmoprotetoras, como glutamato (YAP; LIM, 1983), quando expostos a altas taxas de
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salinidade dependendo da disponibilidade dos mesmos no ambiente (SMITH et al.,
1994; ZAHRAN et al., 1997). Além da mudanca na resposta fisiolégica das células a
salinidade com a mudanca no padrio de sintese de exopolissacarideos e
lipolissacarideos (ZAHRAN, 1992).

Com a utilizacdo do meio 79 pode-se observar a diferenca bioldgica entre rizébios
de crescimento lento e rdpido, uma vez considerando-se que essas diferentes respostas
do meio de cultura sejam relacionadas com as diferengas bioldgicas e que permitam
uma modelagem mais eficiente da simbiose, uma vez que os rizébios podem ser
divididos em trés tipos em relagdo a mudanga de pH do meio 79: acidificantes, neutros e

alcalinizantes (MARTINS, 1996).

Coloracao das colonias.

O desenvolvimento de maior nimero de colonias de coloragdo amarela foi
observado em todas as plantas-isca, em detrimento de isolados com colorac¢do branca,
rosa, ou alaranjada (Figura 7). Em feijao-caupi foi observado formagdo de 58,20% de
coldnias de coloragdo amarela durante a estagdo seca e 54,49% durante a chuvosa; em
feijao-guandu foi obtido percentual maior, 67,18% durante a estagdo seca e 63,49%
durante o periodo chuvoso; em siratro a maior presenca de colOnias amarelas foi
observada durante a estacdo chuvosa com 69,35%, e por fim, mimosa destacou-se com
maior presenca dessa caracteristica, com 72,72% durante a estacdo seca e 73,75%
durante a estacdo chuvosa.

Esses resultados diferiram de Silva et al. (2007), uma vez que as coldnias
observadas, em seu estudo j4 citado no texto, apresentaram colorag@o branco leitosa.
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Figura 7. Percentual de colonias de coloragdo amarela do meio obtidas a partir de
isolados de rizobios das plantas-iscas avaliadas entre estacdes seca e chuvosa.
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Diametro das colonias

A caracterizagdo quanto ao didmetro das coldnias com a planta-isca feijdo-caupi
observou-se presenca de coldnias com didmetro <1,0 mm em 42,60% dos isolados
durante a estagdo seca, enquanto que na estacdo chuvosa foi maior presenca de colonias
puntiformes, 62,18%, em relacdo a apenas 30,33% durante a estacdo seca relacionado as
coldnias que ndo formam muco. Em feijdo-guandu foi observado percentual semelhante
tanto na estagdo seca quanto na chuvosa de coldnias puntiformes, 60,23% durante a
estacdo seca, € 59,52% durante a chuvosa, também relacionadas com a caracteristica de
ndo formagdo, ou pouca formagdo de muco. As coldnias <1,0 mm foram as seguintes
mais presentes, com 23,44% na estacdo seca e 26,19% na chuvosa.

Em siratro, 70,97% das coldnias da estacdo chuvosa apresentaram caracteristica
puntiforme, enquanto que na estacao seca foi observado 66,70% com essa caracteristica.
Em mimosa, 63,63% das colonias apresentaram essa caracteristica com maior
percentual na estagdo seca, semelhante 4 estacdo chuvosa com 60% das colonias
puntiformes (Figura 8).
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Figura 8. Percentual de coldnias com didmetro puntiforme obtidas a partir de isolados
de rizobios das plantas-iscas avaliadas entre estagdes seca e chuvosa.

Tipo de borda e elevacio das colonias.

A andlise do tipo de borda formada pelas colonias apresentou uma marcante
dominancia de formagdo de bordas inteiras em todas as plantas-isca, em feijdo-caupi
73,77% durante a estacdo seca e 70,50% na chuvosa; em feijdo-guandu, 71,87% na
estacdo seca e 72,22% na chuvosa; em siratro 64,40% na seca e 87,10% na chuvosa e
em mimosa 77,27% na seca e 73,75% na chuvosa (Figura 9). Confirmando dados de

Silva et al. (2007), que ao caracterizarem e selecionarem populacdes nativas de rizébios
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de regido semi-arida de Pernambuco observaram em todos os isolados formas circulares
com elevagdo convexa.

Freitas et al. (2007) ao analisarem as caracteristicas fenotipicas de 24 isolados,de
Jacatupé (Pachyrhizus erosus (L.) Urb.) cultivado em solo salino do Estado de
Pernambuco, também observaram coldnias circulares, de bordas inteiras, com elevagao,
produgdo varidvel de exopolissacarideos, com didmetro variando de 1 a 4 mm e cor

branca.
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Figura 9. Percentual de coldnias com bordasinteiras obtidas a partir de isolados de
rizobios das plantas-iscas avaliadas entre estacdes seca e chuvosa.

Observando-se a elevagdo apresentada pelas coldnias, 61,54% apresentaram a
caracteristica plana em planta-isca feijdo-caupi durante a estagdo chuvosa, em geral,
esse parametro relaciona-se com a pouca producdo ou auséncia de muco,
comparativamente essa caracteristica se mostrou mais expressiva nas coldnias formadas
durante a estag@o chuvosa em todas as plantas-isca, com exce¢do de mimosa. Coutinho
et al. (1999_b) sugeriram que a produgdo de muco representaria um mecanismo
envolvido no processo de adaptacdo e sobrevivéncia. Ja Batista et al. (2007) observaram
tendéncia de incremento na produgdo de muco por isolados de Bradyrhizobium, como
reflexo da adaptacdo a condicdes de solos dcidos no cerrado brasileiro.

Ainda analisando os isolados de feijao-caupi foi observado em 44,26% a
formacdo de muco com caracteristica elevada durante a estacdo seca. Outro tipo de

elevacdo mais presente foi convexo 29,51% durante a estacao seca (Figura 10).
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Figura 10. Percentual de colonias com tipo de elevacdo do muco plano e elevado
obtidas a partir de isolados de rizdbios das plantas-iscas avaliadas na estacio seca.

Em nédulos isolados de feijao-guandu foi observado maior percentual também de
coldnias planas, semelhante tanto na estacido seca quanto chuvosa, em torno de 51%,
seguido de coldnias com caracteristica elevada, 31,25% na estacdo seca. Em nédulos
isolados de siratro, esse padrdo se repetiu, com maior presenca de coldnias com
caracteristica plana durante a estagdo chuvosa 67,44%, e 63,30% na estacdo seca. Por
sua vez, em mimosa, 63,63% das coldnias apresentaram caracteristica planas durante a
estacdo seca, enquanto que durante a estacdo chuvosa houve maior presenga de colonias
com caracteristica elevada (Figura 11). Silva et al. (2007), em contrapartida avaliando
27 isolados observaram uma totalidade de isolados com elevacao convexa.
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Figura 11. Percentual de colonias com tipo de elevacdo do muco plano e elevado
obtidas a partir de isolados de rizébios das plantas-iscas avaliadas na estacao chuvosa.

Caracteristica do muco

Foi encontrada relativa diversidade em relagdo a consisténcia do muco, porém
essa caracteristica ndo foi utilizada como diferenciador, decidiu-se dar prioridade a
quantidade de muco formada pelas coldnias, uma vez que a producdo de muco € um

fator mais importante para a sobrevivéncia das coldonias no ambiente natural.
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Em ndédulos isolados de plantas-isca de feijdo-caupi foi observada maior presenga
de colonias com formacdo de muco durante a estagdo seca, 46,72% dos isolados com
formagcdo de pouco muco, enquanto que na estacdo chuvosa observou-se maior
quantidade coldnias sem essa caracteristica, ou seja, 46,15% sem formagdo de muco.
Em nédulos isolados de plantas-isca de feijao-guandu houve, durante a estacio seca. Os
isolados de feijao-caupi, apresentaram 42,18%, tanto para formagdo de pouco muco,
quanto para auséncia de muco com na estacdo seca, € na chuvosa predominou a
caracteristica de auséncia de muco com 47,62% das coldnias (Figura 12), destoando dos
dados obtidos por Fernandes e Fernandes (2000), que relataram que apds 07 dias de
incubacdo as colonias em feijdo-guandu e feijdo-de-corda apresentaram grande
quantidade de um muco de consisténcia aquosa.

A caracteristica de alta producgdo de exopolissacarideos vem sendo descrita por varios
autores como um mecanismo envolvido no processo de adaptacdo e sobrevivéncia dos
rizébios em distintas condicdes edafoclimaticas, como solos salinos (XAVIER et al., 1998).
De acordo com Hollingsworth et al. (1985), a alta produ¢@o de muco estaria relacionada
a uma maior tolerancia a temperaturas elevadas.

De um modo geral, isolados sem producdo de muco sdo definidos como secos, e
0s que produzem muito muco, independente da consisténcia, sio chamados de mucosos.
Assim, a produgdo de muco foi considerada, para este estudo, como uma caracteristica
importante para agrupar inicialmente os isolados de rizébio.
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Figura 12. Percentual de colonias com formac¢do de muco obtidas a partir de isolados
de rizébios das plantas-iscas avaliadas na estacdo chuvosa.

Em nédulos isolados de siratro durante a estacdo seca e chuvosa, observou-se
maior percentual de coldnias com caracteristica de formacdo de pouca quantidade de
muco, 54,40% e 40,32%, respectivamente. Em ndédulos isolados de mimosa, foi
verificada a presenca de muco, mesmo que em pouca quantidade, geralmente em torno

de 60% tanto na estacdo seca quanto na chuvosa. Estes resultados sdao similares aos
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obtidos por Medeiros et al. (2009) ao avaliar a diversidade cultural de rizébios isolados
de nddulos de feijdo-caupi cultivado em solos do Estado do Rio Grande do Norte onde a
maioria dos isolados obtidos de feijao-caupi apresentou pouco muco (Figura 13).
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Figura 13: Percentual de col6nias com formagdo de muco obtidas a partir de isolados
de rizobios das plantas-iscas avaliadas na estacdo seca.

Menor percentual de isolados apresentaram a caracteristica de ter uma colonia,
geralmente isolada, opaca no centro e translicida na borda, no presente trabalho, optou-
se por utilizar a terminologia criada por Martins (1996), e definir este tipo de colénia
como “ovo”. Foram observadas a existéncia de isolados que produziram muco com
consisténcia extremamente pegajosa de dificil manuseio, entretanto a presenca destas
caracteristicas ndo foi marcante. De acordo com Coutinho et al. (1999_a) a produgéo de
muco pode representar uma adaptagdo para proporcionar a sobrevivéncia dos rizobios
em diferentes condi¢des de solo e clima.

A avaliacdo da produgdo de muco foi analisada visual e comparativamente entre
os isolados. Notou-se que a produ¢cdo do muco nem sempre coincidiu com o tempo de
crescimento, uma vez que houve maior formagdo de coldnias de crescimento rapido e
por sua vez com pouca ou nenhuma produ¢do de muco. A produgdo de muco, também
ndo encontrou correlagdo com a reacdo do meio ao metabolismo das bactérias.

Ressalta-se que de um modo geral as caracteristicas culturais das espécies
bacterianas pertencentes a familia Rizobiaceae e capazes de formar ndédulos em
leguminosas, genericamente identificadas como rizobio, fornecem informagcdes
importantes para sua identificacdo e agrupamento, as estirpes de rizébio, inclusive as de
crescimento rapido, diferem tanto em quantidade de producdo de muco como em

qualidade. (MARTINS et al., 1997)
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Elasticidade do muco das colonias isoladas

A maior parte dos isolados de nédulos de feijao-caupi ndo apresentaram
elasticidade no muco, tanto na estacdo seca quanto na chuvosa, 78,69% e 73,72%
respectivamente. Em isolados de nédulos de feijao-guandu houve resultado semelhante,
67,18% nado apresentaram elasticidade durante a estagdo seca e 68,25% durante a
chuvosa.

Em isolados de nédulos de siratro, 70% das colonias, tanto na estagdo chuvosa
quanto na seca ndo apresentaram nenhum tipo de elasticidade. Entretanto, em isolados
de ndédulos de mimosa foi marcante constatar que 80,30% dos isolados ndo
apresentaram a caracteristica de elasticidade na estagcdo seca, enquanto que na estagdo

chuvosa este percentual se reduz para 55% (Figura 14 e 15).
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Figura 14. Percentual de colonias com formagdo de muco, com pouca ou sem
elasticidade, obtidas a partir de isolados de rizobios das plantas-iscas avaliadas na
estacdo seca.
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Figura 15. Percentual de colonias com formacio de muco, com pouca ou sem
elasticidade, obtidas a partir de isolados de rizébios das plantas-iscas avaliadas na
estacdo chuvosa.

Segundo Xavier et al. (2007) é possivel que isolados de muco seco e que, em
conseqiiéncia ndo apresentam elasticidade, sejam mais resistentes a altas temperaturas,

fator que garanta a sobrevivéncia dos mesmos em condi¢Oes dridas. Martins et al.
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(1997) defendem que uma maior producdo de exopolissacarideos € uma forma das
coldnias de rizébio conseguirem maior tolerancia as condi¢des de salinidade do solo e
resisténcia intrinseca aos antibidticos em rizébios isolados de feijao-caupi cultivados em
solos do Nordeste do Brasil.

Em geral, os isolados que apresentaram crescimento em apenas 01 dia, com
reacdo dcida do meio de cultura e produtores de muco podem sugerir maior capacidade
de adaptacdo as condi¢des do semidrido. Sendo provavel que essas caracteristicas
desempenhem papel importante para a sobrevivéncia e eficiéncia de rizobios nessas
regides. Algumas estirpes podem desenvolver mecanismos de tolerancia a esses fatores

estressantes (KAWALI et al., 2000; WATKIN et al., 2000).

6. INDICES DE DIVERSIDADE.

Virios indices de diversidade t€m sido propostos buscando-se entender como
determinada comunidade de microrganismos se comporta frente a impactos ou estresses
ambientais causados por fendmenos naturais ou pela interferéncia do homem (SANTOS
et al., 2007). Para os grupos culturais presentes nos solos e associados as plantas-isca
estudadas foram calculados os indices de riqueza total, de diversidade de Shannon-
Weaver e equitabilidade de Pielou.

Os estimadores de diversidade utilizados: indice de riqueza de espécies, indice de
diversidade de Shannon-weaver e equitabilidade de Pielou apontam para uma maior
diversidade de isolados em solo rizosférico amostrado na esta¢do chuvosa (Figura 16).
De modo geral, em ambientes ou épocas com menos fatores em nivel limitante, é
favorecida a colonizagdo e permanéncia de um maior nimero de espécies com
populacdes mais numerosas.

Avaliando os indices ecoldgicos entre as plantas-isca e estacdes, € possivel
observar que todas as plantas-iscas apresentaram indices muito parecidos para a
dominancia, riqueza e diversidade (Tabela 4), indicando que apesar de haver certa
especificidade entre leguminosas e a bactéria, ndo foi possivel identificar esta tendéncia
através dos aplicados.

A utilizagdo de indices ecoldgicos na avaliagdo da estrutura de comunidades
microbianas associadas as plantas tem sido adotada em diversos estudos de ecologia de

rizébio (McINNES et al., 2004; LEITE et al., 2009).
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Figura 16. Indices de Riqueza total de espécies, de Shannon-Weaver e indice de
equitabilidade de Pielou comparativamente entre estagdo seca e chuvosa.

Porém vale ressaltar que estes indices sdo indices faunisticos, aplicados também
em comunidades vegetais, que preconizam avaliagdes regionais da estrutura das
comunidades (MAGURRAN, 1988). Para Odum e Barret (2008) o conceito de
diversidade de espécies pode ser avaliado por meio de dois componentes: riqueza das
espécies, baseada no nimero total de espécies presentes; e a uniformidade, baseada na
abundéincia relativa de espécies e no grau de dominéncia.

Historicamente, os estudos de biodiversidade se concentravam em
macrorganismos, a maior parte vertebrados. A partir da década de 1990, o foco de
atencdo € a conservagdo da diversidade de microrganismos (HAWKSWORTH, 1991).

De acordo com Magurran (1988) a dificuldade de se definir diversidade reside
no fato de se constituir, basicamente, de dois componentes: variedade e abundancia
relativa das espécies, uma vez que a diversidade ecoldgica ou a variedade e abundéancia
das espécies em diferentes habitats, € um dos temas centrais da ecologia, nos ultimos
anos. Atualmente, o termo diversidade engloba a organizacio bioldgica como um todo,
abrangendo do nivel molecular ao global (MATOS et al., 1999).

A aplicag@o dos indices de diversidade para a ecologia de bactérias é criticada
por alguns autores sob o argumento de que estes indices foram criados ou adaptados

para estudos de diversidade de outros grupos de organismos, muito menos diversos que
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os microrganismos (HUGHES et al., 2001). Todavia a utilizacdo destes indices &
amplamente difundida na literatura devido a sua simplicidade e facilidade na

comparagdo de comunidades distintas (ZILLI, 2001; JESUS et al., 2005).

Tabela 5. Indices de diversidade de Shannon-Weaver, riqueza total e Pielou de isolados
de nédulos das plantas-isca feijdo-caupi; feijdo guandu; siratro e mimosa cultivadas em
solos rizosférico da Reserva Particular do Patrimo6nio Natural da Serra das Almas em
Cratets-CE.

Grupo Riqueza Total Shannon Pielou
Estacao Chuvosa 62 4,95 0,83
Estacido Seca 42 4,45 0,82
Feijao-caupi — Est. Seca 43 4,70 0,87
Feijao-caupi — Est. Chuvosa 32 4,53 0,91
Siratro — Est. Chuvosa 19 3,59 0,84
Siratro — Est. Seca 17 3,30 0,81
Guandu - Est. Chuvosa 25 3,96 0,85
Guandu - Est. Seca 24 3,93 0,85
Mimosa — Est. Chuvosa 17 3,01 0,73
Mimosa — Est. Seca 17 2,96 0,72

Os maiores valores de riqueza total, foram observados para os isolados de
nédulos das plantas-iscas de feijdo-caupi e guandu os maiores, com pequena variacio
entre estagdes para guandu. Entretanto, a excecdo foi observada nos isolados dos
nédulos da planta-isca de feijdo-caupi que apresentaram uma variagdo superior em
comparagdo com os demais e maior valor do indice para a estagc@o seca, indicando maior
diversidade durante este periodo do ano provavelmente sugerindo que os isolados
capturados nesta planta-isca apresentem maior grau de adapta¢do ao bioma caatinga
(Figura 17).

Em contrapartida os isolados de ndédulos da planta-isca mimosa apresentaram o
mesmo indice independente da estagdo avaliada, indicando auséncia de variagdo na
diversidade entre estagdes e possivelmente favorecimento a um determinado grupo de
rizbio para a nodulag@o com esta planta.

De acordo com o indice de Shannon-Weaver, foi notado o mesmo padréo, onde
os indices indicam maior diversidade para a estacdo chuvosa, para os isolados de

nédulos das plantas-iscas de siratro e mimosa, entretanto obteve-se um maior indice de
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diversidade para isolados de nddulos de feijdo-caupi e guandu durante a estagdo seca

(Figura 18), confirmando os resultados indicados para a riqueza total.

Riqueza Total - Plantas-isca - Estagdo chuvosa Riqueza Total - Plantas-isca - Estacao seca
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Figura 17. Valores do indice de riqueza total para plantas isca durante estagdo chuvosa
e seca.

O indice de Shannon-Weaver, ja tradicionalmente designado como indice de
Shannon, é a medida de diversidade mais consagrada (ROSSO, 1996). Para Wihlm
(1972), esta equacdo ¢ a mais satisfatoria dentre as desenvolvidas para diversidade
especifica e de dominancia, pois expressa a importancia relativa de cada espécie e ndo
apenas a propor¢do entre espécies e individuos. Este indice aponta para a maior
diversidade presente na estacdo chuvosa para siratro e mimosa enquanto a maior
diversidade na seca para feijao-caupi e guandu. Assim como o cédlculo da diversidade de
Shannon-Weaver, o indice de riqueza de grupos indica que a estagdo chuvosa € mais
rica com maiores valores para determinado grupo de rizébios enquanto a seca favorece

outros
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Figura 18. Valores do indice de Shannon para plantas isca durante estacdo chuvosa e
seca.

Shannon-Weaver foi proposto para ser utilizado em andlise da diversidade de
comunidades biol6gicas por Ramon Margalef em 1956. O cdlculo deste indice

representa o cilculo de incerteza de qual espécie (ou grupo) serd amostrada em uma

55



determinada drea. Quanto maior o indice de Shanonn-Weaver, menor serd a chance de
se determinar qual a espécie (ou grupo) pode ser o “capturado” na amostra (ou maior
serd a incerteza) (PINTO-COELHO, 2000).

Segundo Berger e Parker (1970) e Simpson (1949) a dominincia reflete a
probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem a
mesma espécie, para esses autores, quanto mais alto for o resultado, maior a
probabilidade dos individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior a dominancia e
menor a diversidade. Porém em relac@o a equitabilidade tanto a estagdo chuvosa quanto
a estacdo seca apresentam indice semelhante indicando distribuicdo equilibrada ao
longo do ano.

Para Magurran (1988), a equitabilidade representa a situacéo hipotética em que
todas as espécies se encontram com a mesma propor¢do na comunidade estudada.

Vale ressaltar que a estagcdo chuvosa apresentou um ndmero maior de grupos
culturais, 67 de um total de 121, a maior diversidade foi apontada pelo indice de
Shannon-Weaver justamente para esta estacdo. Este indice € calculado utilizando nio sé
a quantidade de grupos taxondmicos estudados, mas também a freqiiéncia de cada um
dos grupos.

Para a planta-isca feijdo-guandu, os indices de diversidade de Shannon e riqueza
total apresentam valores semelhantes indicando pouca variacdo entre as estagdes para
cada caso, e o indice de Pielou indicando a mesma equitabilidade entre as estagdes para
guandu. O mesmo padrio se repetindo para a planta-isca mimosa, uma vez que, o indice
de riqueza total apresenta o mesmo valor entre as estacdes, e o indice de Pielou uma
variagdo pequena, indicando equitabilidade, e o indice de Shannon com variacdo
indicando diferenca de diversidade entre as estacdes. Verificou-se que essa domindncia

foi proporcional a equitabilidade (Figura 19).
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Figura 19: Valores do indice de equitabilidade de Pielou para plantas-isca durante a
estagdo chuvosa e seca.
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Houve efeito da estacdo na diversidade de rizobios, com padrdes diferenciados
entre as espécies de acordo com a estacdo, especificamente para isolados de siratro e
mimosa maior diversidade na estacdo chuvosa, e na seca para isolados de plantas-isca
de feijdo-caupi e guandu de acordo com Shannon. Verificou-se auséncia de variagdo da
equitabilidade para a planta-isca de feijio-guandu em comparagdo entre as estagdes,
talvez demonstrando maior especificidade destas espécies para formar simbiose com
populacdes nativas destes solos, e provavelmente melhores resposta por este grupo as
alteracdes climaticas ao longo das estagdes.

Bezerra (2009) observou maior indice de riqueza no fragmento de drea ocupado
por vegetacdo nativa (hiperxeréfila), onde também foi encontrado o maior indice de
diversidade, sugerindo que a retirada da vegetacdo exerce importincia fundamental na
diminui¢do da diversidade de rizébios capazes de nodular o feijao-caupi.

Estudos que exploram a diversidade de grupos-chave de microrganismos sio
importantes, pois, além de fornecerem um indicativo do efeito de diferengas no
ambiente sobre a diversidade destes grupos, possibilitam, ainda, isolamento de estirpes
com potencial para aproveitamento econdmico e ambiental. Uma vez que o solo é
considerado um ponto focal dindmico e de grande importancia para a sustentabilidade
global, ocorrendo neste sistema processos vitais, tais como: ciclagem de nutrientes,
fixagdo de N, producdo de CO; e formagdo de matéria organica, o estudo das relacdes
entre diversidade e funcionamento passa a ser particularmente importante no solo, por
ser um local constituido por habitats diversos. Neste contexto, é importante estimar os
efeitos das forcas antropogénicas sobre a diversidade microbiana (MATOS et al., 1999).

A regido semi-drida possui caracteristicas peculiares, estando toda a sua
biodiversidade em condi¢Ges de constante estresse, seja de temperatura ou de baixa
precipitacdo pluviométrica. Essas condi¢des podem afetar a sobrevivéncia e a eficiéncia
dos rizébios desse ecossistema e € possivel que a alta diversidade observada seja uma
indicagdo da capacidade do sistema de manter o grupo funcional sob condicdes de
estresse (SANTOS et al., 2007).

Portanto, a grande diversidade de rizébios encontrada na RPPN Serras das
Almas, obtida a partir das espécies usadas como plantas-isca, sugere estabilidade dos
solos da referida regido quanto a fixagdo de Ny, tolerando seus estresses; isto pode ser
resultado de um processo de adaptacdo dos rizébios juntamente com a grande
diversidade de leguminosas nativas da caatinga e demonstram a importancia de estudos

em 4dreas protegidas da caatinga como modo de manutengdo da biodiversidade.
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7. CARACTERISTICAS DOS GRUPOS FENOTIPICOS.

7.1. Dendrogramas de simililaridade gerados com caracteriticas selecionadas por

espécie hospedeira e estacao.

Com os dados da caracterizagdo cultural, foram elaborados uma série de
dendrogramas de similaridade entre os isolados. Para tanto, inicialmente foram
classificados de acordo com as caracteristicas culturais. Os resultados ilustram uma
grande diversidade entre os isolados com a formag@o de vérios grupos (VER ANEXO).

Foram obtidos e caracterizados 776 isolados da regido semi-drida do Ceard, no
municipio de Crateds (Figura 20). O agrupamento dos isolados de acordo com o
coeficiente de Jaccard foi realizado gerando-se dendrogramas de acordo com as
estagOes e as plantas-iscas utilizadas. Analisando a drvore gerada pelos dados fenotipicos
das coldnias, observou-se a formagao de 04 grupos de acordo com as plantas-iscas, a 45%
de similaridade, e que a distancia entre isolados variou de 15% a 100%, para a estacdo
chuvosa, e novamente a formacdo de 04 grupos relativos as plantas-iscas bem definidos a
similaridade de 50%, com distancia entre 35% a 100% (Figura 21).

Deste agrupamento formaram-se 121 grupos culturais entre os niveis de 50 a
60% de similaridade, dos quais foram selecionados isolados representativos dos grupos
formados para avaliacdo da resisténcia a variacdes crescente de temperatura (VER
ANEXO).

O estudo das caracteristicas culturais revela uma diversidade bastante ampla de
isolados de rizébio e costuma estar bem relacionado com avaliagdes de DNA. Estes
dados sdo importantes, uma vez que o conhecimento das comunidades nativas por meio
destas ou e outras técnicas revelam-se fundamentais para se conhecer a diversidade das
espécies (MARTINS et al., 1997).

Nao foi verificada a formagdo de grupos culturais exclusivos associados as
estacoes ou as plantas-iscas. No entanto, estudos com inoculacdo entre 0s grupos
exclusivos e as cultivares testadas sdo necessdrios para confirmacao destes resultados.

Nao foi verificada a formagdao de grupos culturais exclusivos associados as
estacoes ou as plantas-iscas. No entanto, estudos com inoculacdo entre 0s grupos

exclusivos e as cultivares testadas sdo necessarios para confirmagao destes resultados.
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Figura 20: Panorama geral dos dendrogramas de similaridade gerados — colecdo
completa com base nos grupos culturais de rizébio associados a quatro espécies de
leguminosas e capturados de amostras de solos coletados respectivamente em periodo
chuvoso e de seca na Reserva Particular do Patrim6nio Natural (RPPN) da Serra das
Almas, Cratets,Ceara.
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hospedeira com base nos grupos culturais de rizébio associados a quatro espécies de

leguminosas e capturados de amostras de solos coletados respectivamente em periodo
das chuvas e da seca na Reserva Particular do Patrimo6nio Natural (RPPN) da Serra das

Almas, Crateus,Ceara.

7.2. - Grupos fenotipicos dos isolados.

Inicialmente os isolados foram classificados de acordo com as caracteristicas
culturais que mais diferenciaram: tempo de crescimento, pH do meio, tamanho, cor e
quantidade de muco. Deste agrupamento formaram-se 121 grupos culturais entre os
niveis de 50 a 60% de similaridade, de acordo com o indice de Jaccard e num
dendrograma baseado no método de agrupamento UPGMA (Tabela 6).

Destes 67 grupos sdo referentes a estacdo chuvosa e 54 a estacido seca. Tanto no
periodo chuvoso, quanto no seco, foram obtidos grupos culturais de feijdo-caupi e
feijao-guandu a 50% e de siratro e mimosa a 60% de similaridade.

Sendo 107 grupos com caracteristicas de crescimento rapido, deste, 57 do periodo
chuvoso e 50 do periodo seco. Obtendo-se 05 grupos de crescimento intermedidrio e 09
grupos de crescimento lento. Nota-se, pelo niimero de grupos formados, que os isolados
de crescimento rapido, sdo mais diversos.

Os grupos G4 de feijao-caupi, G6 de feijao-guandu, ambos do periodo chuvoso
foram os mais abundantes. Estes dois grupos apresentaram caracteristicas tipicas dos
géneros Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium quanto ao habito de crescimento
(rdpido), entretanto a reagdo do pH foi neutra. Do total foram formados 43 grupos raros
com 01 ou 02 isolados. Uma forte indicag@o da diversidade encontrada neste grupo de

micorganimso no bioma caatinga.
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Tabela 6. Grupos culturais gerados a partir das caracteristicas culturais tempo de
crescimento, pH no meio de cultivo, tamanho e cor da colonia e quantidade de muco, de
isolados de rizébio de siratro (Macropitillium atropurpureum), feijao-caupi (Vigna
unguiculata), feijio-guandu (Cajanus cajan) e mimosa (Mimosa pudica).Considerando

o periodo chuvoso e o de estiagem no solo.

N° de
Grupo isolados Tempo de pH do meio Tamanho da Cor da colénia Quantidade de
% de crescimento colonia(mm) muco
similaridade
Periodo
chuvoso
CAUPI 50%
G1 1 lento acido puntiforme laranja Muito
G2 1 lento acido puntiforme branco Meédio
G3 1 médio acido 1 branco Meédio
G4 31 rapido neutro puntiforme amarelo Nenhum
G5 14 rapido alcalino  puntiforme branco Nenhum
G6 4 rapido neutro 2 amarelo Pouco
G7 19 rapido neutro puntiforme amarelo Pouco
G8 7 rapido neutro puntiforme bege Nenhum
G9 3 rapido neutro >1 branco Meédio
G10 5 rapido neutro puntiforme amarelo Nenhum
G11 1 rapido alcalino  puntiforme branco Nenhum
G12 2 rapido neutro <l bege Meédio
G13 5 rapido alcalino  puntiforme branco Pouco
Gl14 7 rapido acido 1 amarelo Pouco
G15 5 rapido neutro 2 ovo Pouco
Gle6 7 rapido alcalino  puntiforme laranja Pouco
G17 5 rapido neutro 1 ovo Pouco
G18 3 rapido acido 2 ovo Muito
G19 2 rapido acido puntiforme amarelo Muito
G20 3 rapido acido 1 branco Muito
G21 3 médio neutro 1 amarelo Muito
G22 16 médio acido puntiforme bege Nenhum
G23 2 médio neutro puntiforme branco Pouco
G24 7 médio neutro puntiforme amarelo Nenhum
G25 2 rapido neutro puntiforme amarelo Nenhum
GUANDU 50%
G1 4 rapido neutro >1 bege Meédio
G2 3 rapido neutro <l laranja Médio

Continuagdo tabela 6...
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G3 1 médio neutro >1 ovo médio
G4 1 rapido alcalino <1 ovo médio
G5 15 rapido Alcalino <l amarelo nenhum
G6 32 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G7 4 médio neutro puntiforme amarelo nenhum
G8 2 médio acido <1 amarelo nenhum
GY 6 rapido alcalino  puntiforme laranja nenhum
G10 3 rapido acido <l laranja nenhum
G11 18 rapido acido puntiforme amarelo pouco
G12 12 rapido neutro <l branco pouco
G13 14 rapido neutro <1 amarelo pouco
Gl14 1 rapido acido >2 bege nenhum
G15 9 rapido acido >2 amarelo muito
Gle 2 rapido acido 1 branco pouco
SIRATRO 60%
G1 1 rapido acido 2 bege médio
G2 3 rapido acido >1 amarelo médio
G3 4 rapido neutro >1 branco médio
G4 1 rapido alcalino <l branco médio
G5 17 rapido acido puntiforme branco pouco
G6 5 rapido neutro <1 amarelo pouco
G7 8 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G8 9 rapido acido puntiforme amarelo nenhum
G9 3 rapido acido puntiforme branco pouco
G10 2 rapido acido >2 amarelo muito
G11 2 rapido acido <1 branco nenhum
G12 6 rapido neutro puntiforme bege nenhum
G13 1 rapido neutro puntiforme bege nenhum
MIMOSA 60 %
G1 2 rapido neutro puntiforme bege pouco
G2 2 rapido acido >2 amarelo pouco
G3 26 rapido neutro puntiforme amarelo pouco
G4 12 rapido acido puntiforme amarelo médio
G5 4 rapido acido puntiforme amarelo nenhum
G6 3 rapido acido <1 amarelo Nenhum
G7 3 rapido acido <1 amarelo muito
G8 2 rapido acido <1 laranja pouco
G9 17 rapido acido <1 ovo pouco
G10 1 rapido acido <2 bege médio

Continuagdo tabela 6...
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G11 3 rapido neutro puntiforme branco nenhum
G12 3 rapido neutro puntiforme branco nenhum
G13 2 rapido neutro >1 bege médio
Periodo da
seca
CAUPI 50%
G1 5 rapido neutro >1 branco muito
G2 10 rapido neutro <l branco médio
G3 25 rapido neutro <l amarelo pouco
G4 4 rapido neutro puntiforme laranja pouco
G5 2 rapido neutro puntiforme amarelo médio
G6 13 rapido alcalino <l bege pouco
G7 3 rapido alcalino <l branco pouco
G8 10 rapido neutro <l bege nenhum
G9 10 rapido alcalino  puntiforme amarelo nenhum
G10 3 rapido neutro puntiforme laranja nenhum
G11 11 rapido acido puntiforme amarelo pouco
G12 8 rapido acido <l amarelo nenhum
G13 5 rapido acido >1 amarelo muito
G14 8 rapido acido 1 amarelo médio
G15 5 rapido acido puntiforme amarelo muito
GUANDU 50%
G1 4 rapido neutro >2 amarelo muito
G2 15 rapido acido puntiforme amarelo nenhum
G3 7 rapido acido <l amarelo pouco
G4 12 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G5 12 rapido neutro puntiforme branco pouco
G6 1 rapido neutro 1 branco pouco
G7 7 lento neutro <l amarelo nenhum
G8 1 médio neutro 1 ovo muito
G9 1 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G10 1 rapido neutro >1 laranja nenhum
G11 1 rapido neutro >1 bege médio
G12 1 lento neutro <l bege pouco
G13 1 lento acido 1 ovo Pouco
SIRATRO 60 %
G1 3 rapido neutro <1 laranja nenhum
G2 1 rapido acido <l laranja nenhum
G3 4 rapido neutro <l amarelo nenhum

Continuagdo tabela 6...
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G4 2 rapido acido >1 branco médio
G5 2 rapido acido puntiforme branco médio
G6 1 rapido acido puntiforme bege pouco
G7 15 rapido acido puntiforme amarelo nenhum
G8 6 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G9 2 rapido acido >2 amarelo muito
G10 7 rapido neutro <l branco pouco
G11 2 rapido neutro 1 branco pouco
G12 10 rapido neutro puntiforme amarelo pouco
G13 4 rapido acido <1 bege pouco
MIMOSA 60 %

G1 3 rapido neutro puntiforme amarelo nenhum
G2 2 rapido acido >1 laranja pouco
G3 21 rapido acido puntiforme amarelo pouco
G4 14 rapido acido puntiforme amarelo nenhum
G5 2 rapido acido puntiforme branco médio
G6 2 rapido acido <1 ovo pouco
G7 6 rapido acido 1 ovo pouco
G8 8 rapido acido 1 amarelo pouco
G9 2 rapido acido >2 ovo pouco
G10 2 rapido acido 1 bege nenhum
G11 2 rapido acido >1 branco pouco
G12 3 rapido acido >2 branco nenhum
G13 1 rapido acido puntiforme branco nenhum

8. AVALIACAO DA TOLERANCIA A ESTRESSES AMBIENTAIS

8.1 Avaliacao da tolerancia de rizobios a niveis crescentes de temperatura

Todas as estirpes foram inicialmente isoladas a 28°C, onde 100% apresentaram

crescimento no meio 79, e testadas quanto a sua tolerancia a temperaturas crescentes

que variaram de 41°43° a 45° C. Foi observado que a medida que se eleva a

temperatura reduz-se a porcentagem de isolados tolerantes.

Em relacio a origem climdtica das estirpes, os resultados deste estudo

mostraram que a maioria dos isolados apresentaram resisténcia e sobreviveram sob esta

condicdo estressante. Corroborando dados de Lindstrom e Lehtomaki (1998) que

avaliaram diversas estirpes de rizébios oriundos de regides semidridas estimando as
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faixas de temperaturas em que as mesmas se desenvolviam variando de 31°C (R.
leguminosarum) a 41°C (Rhizobium. meliloti), possivelmente os rizobios presentes nesta
area de estudo estejam proximos ao Rhizobium. meliloti apesar de estas estirpes ainda
nao terem sido identificadas geneticamente.

A tabela 4 exemplifica os grupos culturais identificados de acordo com as
plantas-isca utilizadas e com as caracteristicas culturais de seus isolados representativos,
indicando o comportamento dos mesmos sob as diferentes varia¢des de temperatura.

Dos 28 isolados testados obtidos de nédulos da planta isca feijado-guandu, 13 da
estagdo seca e 15 da chuvosa, 100% cresceram sob as diversas variagdes de temperatura
durante a estacdo seca, com variagdes durante a estacdo chuvosa, onde 93,75%
sobreviveram a 41° e 43° C e 87,5% a 45° C (Figura 22). Dados que confirmam os
obtidos por Fernandes Junior (2009) que isolando, caracterizando fenotipicamente e
avaliando a producdo de biopolimeros por bactérias isoladas de ndédulos de guandu
concluiu que a maioria dos isolados testados foram capazes de crescer quando

incubados a temperaturas de 42°C.

92 | Feijao-Guandu seca
| Feijao-Guandu chuva

Percentual
©
o

41°C 43°C 45°C

Temperatura

Figura 22. Distribui¢do dos isolados de feijao-guandu resistentes a altas temperaturas
(41°C; 43 e 45°C) de acordo com a estacao seca e chuvosa.

Ao avaliar os isolados de nédulos da plantas-isca de feijdo-caupi para os varios
niveis de tolerincia a temperatura para as estagdes seca e chuvosa foram obtidos 32
isolados, dos quais 14 sdo da estacdo seca e 18 da chuvosa, 73,33% sobreviveram a
41°C e 66,70% tanto a 43°C quanto a 45°C para a estacdo seca. Durante a estacdo
chuvosa foi notada maior variacio com 68% sobrevivendo a 41°C, com 60%
sobrevivendo a 43°C e apenas 56% sobrevivendo a 45°C (Figura 23). Para os isolados
obtidos diretamente dos nddulos de sabid (Mimosa caesalpiniifolia), coletados durante a

estag¢do chuvosa, 04 no total, (100%) sobreviveram a 41°, a 43° e a 45°C.
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Figura 23: Distribuicdo dos isolados de feijao-caupi resistentes a altas temperaturas
(41°C; 43 e 45°C) de acordo com a estacao seca e chuvosa.

Para isolados de nédulos da planta-isca siratro foram avaliadas 27 estirpes, 13 da
estagdo seca e 14 da chuvosa. Os resultados obtidos demonstraram que 100% das
estirpes provenientes da estagdo seca sobreviveram as crescentes variacdes de
temperatura, e na estagdo chuvosa 92,31% das estirpes sobreviveram sob 41°, 43° e

45°C (Figura 24).
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Figura 24: Distribuicdo dos isolados de Siratro resistentes a altas temperaturas (41°C;
43 e 45°C) de acordo com a estacdo seca e chuvosa.

Para os isolados de ndédulos de plantas-iscas de mimosa 92,31% das estirpes
avaliadas sobreviveram a 41° 43°C, e 84,61% a 45°C para a estacdo chuvosa. Para a
estacdo seca 92,31% sobreviveram as diversas variacdes de temperatura. Foram obtidos
25 isolados desta planta-isca, onde 13 da estacdo seca e 12 da chuvosa (Figura 25). A
tendéncia observada foi de elevada taxa de sobreviventes apesar do aumento da
temperatura com excecdo dos isolados de nddulos de feijao-caupi que resultou nas
menores taxas de sobrevivéncia tanto na estagio seca quanto na chuvosa (Figura 26).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Martins (1996) ao avaliar a
resisténcia a temperaturas elevadas de isolados de feijdo-caupi oriundos de solo da

regido Nordeste do Brasil (Pernambuco).
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Figura 25: Distribui¢do dos isolados de Mimosa resistentes a altas temperaturas (41°C;
43 e 45°C) de acordo com a estacdo seca e chuvosa.

Dos 78 isolados, obtidos por este autor, 75% cresceram a 39°C, dos quais 865
oriundos do sertdo, 28% do agreste e 68% da zona da mata, resultando em 182 estirpes,
a 42°C somente 25% dos 78 isolados apresentaram crescimento em meio de cultura,
destes 30% do sertdo, 14% do agreste e 18% da zona da mata totalizando 62 estirpes.

A tabela 5 exemplifica os grupos culturais de isolados representativos
identificados de acordo com as plantas-iscas utilizadas e com as caracteristicas de tempo
de crescimento e quantidade de muco comparando-as com a sobrevivéncia dos mesmos

a temperatura de 45° C.
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Figura 26: Distribuicdo dos isolados resistentes a altas temperaturas (41°C; 43 e 45°C)
de acordo com a estacdo seca e chuvosa.

Os isolados de nodulos da planta-isca de feijio-guandu na estacdo seca, ao se
comparar a taxa de velocidade de crescimento em dias com a taxa de sobrevivéncia dos
isolados 2 maxima temperatura, apresentaram alta tolerancia a este estresse uma vez que
foi notada a sobrevivéncia de 100% dos isolados sob esta situacdo, isso pode ser
explicado devido ao fato que a maior parte dos isolados, 69% apresentaram crescimento
rdpido (Figura 27), porém outros fatores devem ter influenciado nesta resposta como a

pressdo do ambiente selecionando estirpes tolerantes.
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Estes resultados corroboram os dados de Silva et al. (2007) que caracterizando e
selecionando populagdes nativas de rizébios de solo da regido semidrida de Pernambuco
quanto a tolerdncia a temperatura, observaram que dos 09 isolados obtidos, todos
suportaram a temperatura de 37° C, assim como a estirpe padrdo Bradyrhizobium sp.
Semia 6145. Porém avaliando temperatura mais elevada,ou seja a 39° C foi observado o
crescimento de somente 03 estirpes, que demonstraram maior capacidade de
sobrevivéncia em periodos de estresse térmico em relacdo aos demais isolados.

Temperaturas elevadas t€m, representado um dos principais fatores limitantes a
FBN em regides tropicais, ja que afetam praticamente todas as etapas de crescimento do
rizobio e das plantas hospedeiras, sendo os efeitos ainda mais criticos na relacdo

simbidtica (HUNGRIA; VARGAS, 2000).
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Figura 27: Comparagéo entre a velocidade de crescimento de isolados de feijao-guandu
na estacdo seca e a taxa de tolerincia destes a temperatura maxima de 45° C.

Avaliando a estacdo chuvosa para isolados de nddulos da planta-isca feijdo
guandu, observou-se a auséncia de isolados de crescimento lento, e maior concentragio
na faixa de crescimento rapido - 81,25% - com sobrevivéncia de 87,50% dos isolados
(Figura 28). A rapida velocidade de crescimento dos isolados poderia por si s6 ser uma
explicagio para a elevada taxa de sobrevivéncia, o prdprio cultivo em meio 79
inclusive, oferecendo condicdes 6timas de nutricio poderia contribuir nesta elevada
taxa, entretanto outras caracteristicas intrisecas dos proprios isolados poderiam atuar de
forma positiva. Para os isolados de nddulos de feijdo-guandu, a producdo de muco
pareceu ndo ser tdo influente na taxa de sobrevivéncia, uma vez que 75% dos isolados
apresentaram as caracteristicas de pouca producdo de muco ou auséncia de producio,
tanto na estagdo seca (Figura 29) quanto na estag@o chuvosa (Figura 30).

De acordo com Hollingsworth et al. (1985), a alta producdo de muco por estirpes
de rizébio estaria associada a capacidade destas bactérias em tolerar altas temperaturas,

entretanto, os resultados para quaisquer dos isolados das plantas-iscas avaliadas, ndo
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apresentaram esta caracteristica, uma vez que a maioria dos isolados ndo produziram

muco, ou produziram pouco muco, € mesmo assim apresentaram elevadas taxas de

sobrevivéncia.
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Figura 28: Comparagao entre a velocidade de crescimento de isolados de feijao-guandu
na estacdo chuvosa e a taxa de tolerancia destes a temperatura maxima de 45° C.

Xavier et al. (1998), em estudos com isolados de caupi de solos da regido semi-
drida do Estado de Pernambuco, observaram que o padrio de resisténcia a alta
temperatura, salinidade e antibidticos ndo podem ser relacionados com qualquer
caracteristica de crescimento, caracteristicas que tém sido relacionadas a maior
competitividade. Entretanto é importate salientar que assim como as plantas, que
naestacdo seca perdem suas folhas para aeconomia de dgua e redugdo do metabolismo,
€ provavel que, os microrganismos em questdes “adotem” padrido semelhante, desse

modo prouzindo menor quantidade mmuco ou ndo produzindo de forma a aeconomizar

dgua, uma resposta a reducdo do metabolismo devido a escassez d“dgua.
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Figura 29: Comparacio entre a quantidade de muco produzido por isolados de feijao-
guandu na estacfo seca e a taxa de sobrevivéncia a temperatura maxima de 45° C.
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Em relagéo aos isolados de nddulos da planta-isca mimosa foi observado maior
percentual de isolados de crescimento rdpido, 84,61% a temperatura de 45°, com 100%
dos isolados apresentando crescimento rdpido na estagdo seca (Figura 31). Para a
estacdo chuvosa, os isolados de mimosa apresentam percentual mais elevado de
sobrevivéncia na temperatura mdxima avaliada 92,31% e 100% dos isolados

apresentaram velocidade rapida de crescimento (Figura 32).
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Figura 30: Comparacio entre a quantidade de muco produzido por isolados de feijao-
guandu na estacdo chuvosa e a taxa de sobrevivéncia a temperatura maxima de 45° C.
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Figura 31: Comparagdo entre a velocidade de crescimento de isolados de mimosa na
estagdo seca e a taxa de tolerancia destes a temperatura mdxima de 45° C.
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Figura 32: Comparagdo entre a velocidade de crescimento de isolados de mimosa na
estagdo chuvosa e a taxa de tolerincia destes a temperatura mixima de 45°C.
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A producio de muco dos isolados de mimosa apresentaram maior concentragdo na
faixa de pouca producio — 53,9% na estacdo seca (Figura 33) e 38% na estagdo chuvosa
(Figura 34). Mais uma vez a producdo de muco parece nao ter sido fator primordial na
elevada taxa de sobrevivéncia dos isolados para esta planta-isca, uma vez que foi notada
auséncia de elevada producdo de muco na estacdo seca e menos de 10% do isolados da

estagdo chuvosa com esta caracteristica.
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Figura 33. Comparacio entre a quantidade de muco produzido por isolados de mimosa
na estacdo seca e a taxa de tolerancia a temperatura maxima de 45° C.
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Figura 34. Comparacio entre a quantidade de muco produzido por isolados de mimosa
na estacdo chuvosa e a taxa de tolerancia a temperatura maxima de 45° C.

Os isolados de nodulos de siratro apresentaram o mesmo comportamento dos
isolados das plantas-iscas anteriores com elevado percentual apresentando crescimento
rdpido — 100% para a estacdo seca (Figura 35) e 100% para a estacdo chuvosa (Figura
36). Com taxa de tolerdncia de 100% para os isolados de nddulos de siratro na estacdo

seca € 92,31% na estacdo chuvosa a temperatura de 45°C.
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Figura 35: Comparacdo entre a velocidade de crescimento de isolados de siratro na
estacdo seca e a taxa de tolerancia destes a temperatura maxima de 45°C.
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Figura 36: Comparacdo entre a velocidade de crescimento de isolados de siratro na
estagdo chuvosa e a taxa de tolerincia destes a temperatura maxima de 45°C.

Analisando a produ¢do de muco dos isolados de nddulos de siratro observou-se
maior concentragdo de isolados com caracteristica de pouca produgdo de muco ou
auséncia, tanto na estag@o seca quanto na chuvosa. Mais de 75% apresentaram pouco ou
nenhuma producdo de muco na estacio seca (Figura 37) e cerca de 60% as mesmas
caracteristicas na estacdo chuvosa (Figura 38), mesmo assim, foi constatada elevada

taxa de tolerdncia ao estresse da temperatura elevada.
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Figura 37: Comparacao entre a quantidade de muco produzido por isolados de siratro
na estacdo seca e a taxa de tolerancia a temperatura maxima de 45° C.
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Figura 38: Comparacao entre a quantidade de muco produzido por isolados de siratro
na estacdo chuvosa e a taxa de tolerancia a temperatura maxima avaliada — 45° C.

As bactérias que nodulam feijdo-caupi sd@o em geral consideradas como
pertencentes ao grupo Bradyrhizobium spp. que compreendem um nimero de estirpes
de crescimento lento capazes de nodular inimeras espécies de leguminosas herbéaceas
(JORDAN, 1984). Curiosamente os isolados de feijdo-caupi apresentaram maior
percentual de isolados de crescimento rapido e foram os que apresentaram menor taxa
de tolerdncia as elevagdes da temperatura. Somente 66,7% dos isolados na estagdo seca
sobreviveram (Figura 39) e apenas 56% na estag@o chuvosa (Figura 40) a 45° C, apesar
de mais de 70% dos isolados terem apresentado crescimento rdpido. Para Hartel;
Alexander (1984) estirpes de feijdo-caupi podem diferir na habilidade de sobreviver e
crescer acima de um limite de temperatura, o0 mesmo pode ser possivel para os demais
isolados de outras plantas-iscas.

Trabalhando com feijoeiro e 14 isolados do municipio de Araripina (PE), Silva et
al. (2000), observaram que a maior parte resistiu a temperaturas de 36° C, 38 ° C e 40°C
quando comparados com a estirpe padrdo Rhizobium tropici CIAT 899. Resultados
similares foram obtidos por Medeiros et al. (2007), que avaliando a tolerincia de
bactérias fixadoras de nitrogénio, a salinidade e temperatura, provenientes de
municipios do RN, observou que a 30°C o comportamento dos isolados foi semelhante
ao observado na temperatura de 28°C, e que nas temperaturas de 34°C e 36°C ndo
houve diferenga em relacdo ao comportamento dos isolados.

Por sua vez Fernandes et al. (2003), selecionando rizébios nativos para feijao-
guandu, feijao-caupi e feijao-de-porco nos tabuleros costeiros de Sergipe, observaram
que o crescimento de cinco estirpes ndo foi alterado a 35°C, comparando com a
temperatura de 28°C, somente uma estirpe cresceu a 45°C e o didmetro das coldnias
nesta temperatura foi equivalente a metade do observado quando a bactéria foi incubada

a 28°C. Ressalta-se que a temperatura e pH do solo sdo fatores determinantes para o
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sucesso da estirpe de rizobio em promover uma nodulacio eficiente nas leguminosas

associadas (NEVES; RUMJANEK, 1998).
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Figura 39: Comparacio entre a velocidade de crescimento de isolados de feijao-caupi
na estacdo seca e a taxa de tolerancia destes a temperatura mixima de 45° C.
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Figura 40: Comparacio entre a velocidade de crescimento de isolados de feijao-caupi
na estacdo chuvosa e a taxa de tolerancia destes a temperatura méxima de 45° C.

Para a produgdo de muco, os isolados de feijado-caupi foram os que apresentaram
maiores taxas de isolados com caracteristicas de muita produ¢do de muco, 20% tanto na
estacdo seca (Figura 41) quanto na estagdo chuvosa (Figura 42). Hollingsworth et al.
(1985) estudando rizébios isolados de feijdo-caupi, constataram maior producio de
muco quando as bactérias foram submetidas a temperatura elevada (42°C). o que nem
sempre foi constatado neste estudo.

Segundo Martins (1996) por definigdo o muco apresenta como componentes
principais carboidratos e polissacarideos, embora o mecanismo de acdo ndo seja ainda
conhecido, € possivel que estirpes produtoras de muco apresentem uma variagdo de
tolerancia.

Segundo dados de Nandal et al. (2005) ao avaliar as mudangas ocorridas apds a
inducdo de altas temperaturas nos expolissacarideos, lipopolisacarideos e proteinas de
mutantes resistentes ao calor de Rhizobium sp.(Cajanus), foi observado que a elevacao
da temperatura induz mudangas na quantidade de exopolissacarideos e no padrdo

eletroforético dos lipolissacarideos e proteinas dos extratos mutantes de Rhizobium sp.
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(Cajanus). Os resultados afirmam que em elavadas temperaturas (43°C) os mutantes
mostraram um incremento na producdo de exopolissacarideos em relacdo ao extrato
padrio (PP201), que produziu somente (15 mg/mL) de exopolissacarideos,
provavelmente devido a sua inabilidade em sobreviver em altas temperaturas, e esta
caracteristica indica um mecanismo adaptativo em relacdo a altas temperaturas com
alteracdes na parede celular.

Ainda segundo Nandal et al. (2005) ha estudos que relatam que o efeito de altas
temperaturas na sintese de proteinas em mutantes que produziriam, proteinas adicionais
a 43° C, atuando como fator importante para a termotolerancia, mesmo que ainda seja
incerto se estas proteinas sejam isoladamente responsdveis por determinar a tolerancia
ao calor.

Tem-se considerado, tradicionalmente, que os limites de temperatura para a FBN
com leguminosas tropicais se situam entre 27°C e 40°C (HUNGRIA; VARGAS, 2000).
No entanto ha diversos relatos sobre diferencas entre espécies e estirpes de rizébio

N

quanto a tolerdncia a temperaturas elevadas (HUNGRIA et al., 1997; HUNGRIA;
VARGAS, 2000).
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Figura 41: Comparacdo entre a quantidade de muco produzido por isolados de feijao-
caupi na estag@o seca e a taxa de tolerincia a temperatura mixima de 45° C.
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Figura 42: Comparacio entre a quantidade de muco produzido por isolados de feijao-
caupi na estag@o chuvosa e a taxa de tolerincia a temperatura mixima de 45° C.
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Esses isolados podem revelar-se com grande potencial para a agricultura e
recuperacdo de solos degradados para a regido semidrida, por apresentarem
caracteristicas importantes de tolerdncia aos estresses ambientais presentes no bioma
caatainga, e propavelmente venham, também a ser uteis num cendrio global de
mudancas climdticas e aquecimento global, onde possam vir a ser utilizados em outras
regides do planeta como fonte genética adaptada aos efeitos do aquecimento global,
uma vez que ja se mostram tolerantes a locais com temperatura elevada e solos salinos,

como a caatinga (Figuras 43 e 44).
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Figura 43: Comparagdo percentual do tempo de crescimento de isolados de rizobios
entre estagdes de acordo com as plantas-isca utilizadas.
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Figura 44: Comparacio percentual daquantidade de mucoproduzida pelos isolados de
rizobios entre estacdes de acordo com as plantas-isca utilizadas.

Segundo Carmo Filho et al. (1991) o clima da regido é seco e muito quente, com
duas estacdes climaticas definidas: uma seca e outra chuvosa, apresentando temperatura
média anual de 27,4°C e precipitacdo pluviométrica anual irregular, fato que torna os
isolados dessas bactérias adaptadas e, consequentemente tolerantes a tais variacdes de
temperatura.

Embora os resultados apresentem algumas diferencas, em alguns casos nas taxas

de sobrevivéncia de acordo com a variacdo da temperatura, € possivel ndo haver
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correlacdo com a habilidade de nodular e eficiéncia simbidtica. Estas razdes evidenciam
a necessidade de mais estudos sobre os efeitos da tolerdncia a temperaturas elevadas e
niveis crescentes de NaCl no desempenho da simbiose, com a finalidade de selecionar

estirpes capazes de sobreviver na caatinga e realizar a simbiose de modo eficiente.

8.2. Avaliacao da tolerancia de rizobios a niveis crescentes de salinidade.

Um aspecto importante da tolerncia bacteriana a salinidade é a sua habilidade em
sobreviver em concentragdes de sais que inibem o crescimento (BOUHMOUCH et al.,
2004). A salinizagdo € um dos processos mais importantes entre os que atuam na
reducdo da produtividade nas regides semi-dridas. A selecdo de estirpes de rizébio
adaptaveis ao estresse de salinidade, alto pH e temperaturas elevadas da regido semi-
arida amplia as chances de sucesso para a introdugdo e estabelecimento da bactéria
(BEZERRA, 2009). Mais de 4 milhdes de hectares do semidrido sdao afetados pela
salinidade e ha potencialmente cerca de 9 milhdes de hectares com riscos de salinizacdo
no Nordeste do Brasil (PEREIRA et al., 1985).0s representantes dos grupos de
bactérias estudados, quanto a diversidade em solos do semidrido foram testados em
niveis crescentes de s6dio solivel em meio de cultura a 28° C, uma vez que o NaCl tem
sido considerado bom indicador da tolerancia de bactérias a sais (ABDELMOUMEN et
al., 1999).

Assim como as plantas, as bactérias fixadoras de nitrogénio apresentam grande
variagdo na tolerdncia a salinidade. Essa tolerancia ao estresse salino pode ser atribuida
a variacdes de pH, temperatura, fonte de carbono soliivel e a presengca de solutos
osmoprotetores (GRAHAM, 1992), como também mudancas na quantidade de
exopolissacarideos e no padrio eletroforético dos lipolissacarideos e proteinas destas
bactérias (NANDAL et al., 2005). Diferentemente de seus hospedeiros, as leguminosas,
rizobios tolerantes podem sobreviver na presenga de niveis extremamente elevados de
salinidade e demonstram marcante variagdo de tolerancia a salinidade (BOUHMOUCH
et al.,2004).0s resultados obtidos para isolados de nédulos da planta-isca feijao-guandu
apontam para maior tolerincia destes isolados a salinidade durante a estacio seca

(Figura 45).
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Figura 45: Comparacio da taxa de tolerancia ao aumento dos niveis de salinidade para
feijdo-guandu nas estacdes seca e chuvosa.

Resultado oposto foi obtido na avaliacdo das estirpes isoladas de nddulos de
feijao-caupi, onde foi observada maior tolerancia aos niveis crescentes de salinidade
durante o periodo chuvoso, em detrimento do periodo seco (Figura 46).
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Figura 46: Comparacdo da taxa de tolerancia ao aumento dos niveis de salinidade para
feijao-caupi nas estagdes seca e chuvosa.

A producdo de muco nos isolados apresentou tendéncia a pouca producgido de
exopolissacarideos, entretanto os dados sobre salinidade apontam elevada taxa de
tolerancia, fato que ndo corresponde aos dados obtidos por Martins et al. (1997) que
correlacionaram maior producdo de exopolissacarideos com maior tolerdncia as
condicdes de salinidade do solo e resisténcia intrinseca aos antibidticos em rizébios
isolados de feijao-caupi cultivados em solos do Nordeste do Brasil.

Trabalhos realizados com leguminosas temperadas relatam o efeito da salinidade
afetando a nodulacdo, principalmente no sistema radicular alterando o desenvolvimento
dos rizébios (TU, 1981). Estudos sobre tolerancia a salinidade de rizébios de lentilhas
(Lens culinaris L.) relatam variacdes entre diferentes estirpes em concentragdes
crescentes de NaCl (RAf, 1983; RAT et al, 1985). Estresse salino reduz a nodulacido em

leguminosas inibindo nos processos iniciais dos eventos simbidticos. Por exemplo, a
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reducdo da nodulagdo em soja (Glycine max) sob condi¢des salinas tem sido atribuido a
reducdo da colonizagdo das raizes (TU,1981).

Por sua vez Ltaief et al. (2006) avaliando os efeitos da salinidade na condutancia
de oxigénio em nddulos de raizes de quatro variedades de grio-de-bico (Cicer
arietinum) em simbiose com Mesorhizobium ciceri obtiveram como resultado que o
aumento dos teores de salinidades levaram a uma redu¢@o na produgdo de ndédulos, por
exemplo a 25mM NaCl, somente a variedade Amdoun 1 demonstrou siginifcativa
reducdo na produgdo de biomassa, em concentragdes superiores de NaCl. A biomassa de
todas as variedades apresentaram reducdo em relagdo ao crescimento das raizes,
entretanto, os nédulos foram 6rgdos mais sensiveis a salinidade a 25 mM NaCl, uma
vez que a salinidade evitou a formacdo de simbiose entre a variedade Amdoun 1 e IRAT
87 e Mesorhizobium ceceri UPMCa7 rhizobia, em contrapartida as variedades de grao-
de-bico INRAT 93-1 e INRAT 88 apresentaram decréscimo na formagio de biomassa
dos nédulos. Em concentracdes superiores a 25SmM NaCl, ndo houve formacdo de
nédulos.

Apesar da condutancia de oxigénio em nddulos ser relatada como um dos
principais fatores envolvido na inibi¢gdo da FBN em solos salinos que reduzem
severamente a producdo de graos de leguminosas, os resultados obtidos por L taief et al.
(2006) demonstram que a salinidade nao alterou a condutancia em nédulos de grao-de-
bico (Cicer arietinum) para a variedade INRAT 93-1, consequentemente foi proposto
que a tolerancia a salinidade parece estar associada com a estabilidade da conduténcia
do nédulo da variedade resistente sob efeito da salinidade, e que diferencas na
capacidade de formar ndédulos em solos salinos poderia explicar as diferencas na
condutincia de oxigénio no solo.

Bhardwaj (1975) demonstrou que os limites de tolerincia a salinidade de
Rhizobium e Bradyrhizobium spp. sdo superiores aqueles apresentados pelas
leguminosas, sugerindo que a tolerancia do hospedeiro possivelmente oriente o sucesso
da simbiose entretanto considerdvel variabilidade genética em relacdo a tolerancia a
salinidade entres espécies de leguminosas tem sido discutido. Algumas leguminosas
como Prosopis e Acacia spp. sdo altamente tolerantes a salinidade (BOUHMOUCH et
al., 2004), apesar do estresse salino afetar a fixa¢ao de nitrogénio em leguminosas, uma
vez que que a salinidade afeta as partes vegetativas, as raizes e parece reduzir a
disponibilidade de nutrientes requeridos para o crescimento e desenvolvimento das

plantas (BOUHMOUCH et al., 2004).
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Avaliando os isolados de nddulos das plantas-isca mimosa (Figura 47) e siratro
(Figura 48), foi notado comportamento semelhante ocorrendo elevado nivel de

tolerincia na estagdo seca na concentracdo de 1% e estabilidade nos demais niveis de

salinidade.
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Figura 47: Comparacdo da taxa de tolerancia ao aumento dos niveis de salinidade para
mimosa nas estagdes seca e chuvosa.

Os resultados aquiamostrados n@o correspondem aos obtidos por Xavier et al.
(2007) que estudando a tolerancia de rizébio isolados de feijdo-caupi a salinidade e
temperatura in vitro obtiveram como resultados nas concentragdes de 1,0; 2,0 e 3,0% de
NaCl, que a medida que a concentracdo de NaCl aumentava, ocorria uma redugdo na
porcentagem de isolados tolerantes. Destas estirpes, cerca de 40% foram capazes de
crescer em meio de cultura contendo 1% de NaCl. Na concentragdo de 2% de NaCl,
foram capazes de crescer 17% do total de isolados, sendo que destes, 15% foram
isolados de solos da regido do Sertdo e 24% da Zona da Mata. Ja na concentragio de 3%

deste sal, somente 12% das estirpes testadas foram capazes de crescer nesta condigdo.
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Figura 48: Comparacio da taxa de tolerancia ao aumento dos niveis de salinidade para
siratro nas estacdes seca e chuvosa.

O alto nivel de tolerdncia a salinidade dos isolados (Figura 49), pode ser

explicado pelo fato de terem sido isolados diretamente de uma regido drida na qual é
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comum possuir solos salinos em virtude das caracteristicas de clima, relevo, geologia,
entre outros fatores determinarem condi¢des favordveis a ocorréncia de solos afetados
por excesso de sais. Para Graham e Parker (1964) muitas espécies de rizébio podem

tolerar niveis acima de 2% de NaCl no meio de cultura.

60 | 1%
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Feijdo- Feijao- Mimosa Mimosa Siratro Siratro Feijdo- Feijao-
Guandu Guandu chuva seca chuva seca Caupi Caupi
seca Chuva seca chuva

Figura 49: Comparacio percentual da tolerancia a niveis crescentes de salinidade de
isolados de rizobios entre estacdes de acordo com as plantas-isca utilizadas.

Nobrega et al. (2004) observaram que as estirpes provenientes do Ceard eram as
mais tolerantes a salinidade, uma vez que apresentaram padrdes de crescimento para
todas as concentracdes testadas, exceto a concentracdo de 50 g L' de NaCl. Isso ¢
explicado pelas caracteristicas edafoclimaticas das regides nas quais tais isolados foram
coletados.

O isolamento e a selecdo de rizébios com caracteristicas de tolerincia ao estresse
salino vém revelando alto grau de diversidade nas popula¢des deste microrganismo nos
solos, principalmente em regides tropicais (NEVES; RUMJANEK, 1998). Bouhmouch
et al. (2004) avaliando a influéncia de cultivares hospedeiras e espécies de rizébios no
crescimento e performance simbidtica de Phaseolus vulgaris sob estressse salino,
obtiveram como resultado que a viabilidade a concentracdes de sais que inibam o
crescimento, € ndao somente a tolerdncia a salinidade. Essa é uma importante
caracteristica a ser levada em consideracdo quando se seleciona extratos para serem
inoculados em solos salinos. Assim estes podem sobreviver e iniciar a multiplicacdo no
solo, e que estes pardmetros dependem essencialmente da concentragdo de sais no solo e
das capacidades intrisecas de cada extrato bacteriano.

Entretanto, nos estudos de Sinclair e Eaglesham (1984), as estirpes que
formaram exopolissacarideos foram mais eficientes em fixar nitrogénio atmosférico que
aquelas que produziam coldnias secas sob condi¢Oes salinas, uma vez que essa alta

producdo da mucosidade pode representar uma forma de protecdo da bactéria aos
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estresses ocorridos, desse modo, € provavel que os isolados avaliados ndo apresentem
taxas eficientes de FBN, sendo necessarios mais testes para confirmar esta hipétese.

A “Colecdo de Culturas” formada com isolados obtidos da RPPN Serra das
Almas é grande importancia, j4 que dentre os 776 isolados, 84,93% apresentaram
tolerincia a altas temperaturas a 45° C. e 90,75% isolados apresentaram tolerancia as
concentragdes salinas a 5% de NaCl, caracteristicas essas comuns ao bioma caatinga.
Entretanto ndo é possivel afirmar que realizem FBN com efici€ncia, sendo necessarios

estudos futuros.
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9 - CONCLUSOES

A grande diversidade de rizébios encontrada na Reserva Particular do
Patrimdnio Natural da Serra das Almas sugere estabilidade dos solos quanto a fixacdo
de N, tolerando os estresses ambientais do bioma caatinga; isto pode ser resultado de
um processo de adaptagdo dos rizébios juntamente com a diversidade de leguminosas

nativas da caatinga.

Houve efeito das estacdes chuvosa e seca na diversidade de rizébios, com

comportamentos diferenciados entre as espécies de acordo com a estagao.

Em relac@o a tolerancia a salinidade e a temperaturas elevadas, verificou-se que
84,93% dos isolados toleraram altas temperaturas a 45°C, e 90,75% dos isolados foram
tolerantes as concentragdes salinas a 5% de NaCl, indicando relacdo entre a tolerancia a

salinidade e a temperaturas elevadas.

Isolados com caracteristicas de crescimento rapido, com formacgao de coldnias
em até dois dias e alto percentual de acidificagdo do meio.
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ANEXOS

Tabela 7. Caracteristicas culturais de rizébios isolados de feijao-caupi.

PARAMETROS ~ CARACTERISTICA 51 ACHO PR
Cor Amarelo 58,20% 54,49%
Diametro das Colonias Puntiforme 30,33% 62,18%

<1 42,60% 9,61%

Plano 24,59% 61,54%
Elevacio das Colonias Elevado 44.26% 16,70%
Convexo 29,51% 14,74%
Quantidade de Muco Auséncia de Muco 25,41% 46,15%
Pouco Muco 46,72% 33,33,%
Elasticidade do Muco Sem Elasticidade 78,69% 73,72%
pH Acido 30,33% 26,28%
Neutro 54,90% 51,28%
Crescimento 1 a 2 dias 96,70% 75,00%
Tipo de Borda Inteiro 73,77% 70,50%

Tabela 8. Caracteristicas culturais de rizébios isolados de feijao -guandu.

A . ESTACAO ESTACAO
PARAMETROS CARACTERISTICA SECA CHUVOSA
Cor Amarelo 67,18% 63,49%
Branco 18,75% 14,28%
Diametro das Colonias Puntiforme 60,94% 59,52%
<1 23,44% 26,19%
Elevacio das Colonias Plano 31,56% 51,58%
Elevado 31,25% 30,16%
Quantidade de Muco Auséncia de Muco 42,18% 47,62%
Pouco Muco 42,18% 34,92
Elasticidade do Muco Sem Elasticidade 67,18% 68,25%
Pouca 21,87% 12,69%
Acido 40,62% 37,30%
pH
Neutro 59,37% 57,14%
Crescimento 1 a 2 dias 84,37% 91,27%
Tipo de Borda Inteiro 71,87% 72,22%
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Tabela 9. Caracteristicas culturais de rizobios isolados de siratro.

" . ESTACAO ESTACAO
PARAMETROS CARACTERISTICA SECA CHUVOSA
Cor Amarelo 45,50% 69,35%
Branco 28,80% 17,74%
Didmetro das Coldnias Puntiforme 66,70% 70,97 %
Elevacio das Colonias Plano 63,30% 67,44%
Elevado 21,10% 17,74%
Quantidade de Muco Auséncia de Muco 32,20% 38,71%
Pouco Muco 54,40% 40,32
Elasticidade do Muco Sem Elasticidade 70,00% 77,42%
Acido 60,00% 48,40%
pH
Neutro 50,00% 33,30%
Crescimento 1 a 2 dias 93,30% 100,00%
Tipo de Borda Inteiro 64,40% 87,10%

Tabela 10. Caracteristicas culturais de rizébios isolados de mimosa.

PARAMETROS CARACTERISTICA ES;;? é; : o (EIS-I’{JQI((;)AS(;
Cor Amarelo 72,72% 73,75%
Diametro das Colonias Puntiforme 63,63% 60,00%
Elevacio das Colonias Plano 63,63% 48,75%
Elevado 36,36% 51,25%
Quantidade de Muco Pouco Muco 59,09% 60,00%
Elasticidade do Muco Sem Elasticidade 80,30% 55,00%
pH Acido 92,92% 82,50%
Crescimento 1 a2 dias 100,00% 98,75%
Tipo de Borda Inteiro 77,27% 73,75%

Tabela 11. Percentual de tolerdncia dos isolados das plantas-isca estudadas

em relacdo a variacdo de temperatura.

Espécie Estacio 41°C 43°C 45°C
Feijao-guandu Seca 100 100 100
Feijao-guandu Chuvosa 93,75 93,75 87,5

Mimosa Seca 92,31 92,31 84,61

Mimosa Chuvosa 92,31 92,31 92,31

Siratro Chuvosa 92,31 92,31 92,31

Siratro seca 100 100 100

Feijao-Caupi seca 73,33 66,7 66,7
Feijao-caupi chuvosa 68 60 56
Feijao-caupi nodulo-chuvosa 100 100 100
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Tabela 12: Percentual da velocidade de crescimento dos isolados das plantas-isca

avaliadas

Espécie Estacdo  Rapido Médio Lento
Feijao-guandu Seca 69 7,69 23,07
Feijao-guandu Chuvosa 81,25 18,75 0
Mimosa Seca 100 0 0
Mimosa Chuvosa 100 0 0
Siratro Chuvosa 100 0 0
Siratro seca 100 0 0
Feijao-Caupi seca 100 0 0
Feijao-caupi chuvosa 72 20 8

Tabela 13: Percentual da quantidade de muco produzido pelos isolados das plantas-isca

avaliadas.

Espécie Estacio Muito Médio Pouco  Nenhum
Feijao-guandu Seca 15,38 7,69 38 38
Feijao-guandu Chuvosa 6,25 25 25 43,75
Mimosa Seca 7,7 23,07 38 30,77
Mimosa Chuvosa 0 7,7 53,9 38
Siratro Chuvosa 1,7 30,6 23,7 38
Siratro seca 7,7 15,9 38 38
Feijao-Caupi seca 20 20 33,33 26,7
Feijao-caupi chuvosa 20 32 32 16

Tabela 14: Percentual de tolerancia 4 elevagido da concentragdo de NaCl pelos isolados

das plantas-isca avaliadas.

Tolerancia a elevaciao da

Espécie concentrac¢io de NaCl
1% | 3% | 5%
Feijao-Guandu seca 100 100 100
Feijao-Guandu
Chuva 87,5 87,5 87,5
Mimosa chuva 92,3 92,3 92,3
Mimosa seca 100 92,3 92,3
Siratro chuva 92,3 92,3 92,3
Siratro seca 100 92,3 92,3
Feijao-Caupi seca 73,33 73,33 73,33
Feijao-Caupi chuva 96 96 96
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Tabela 15: Isolados representativos identificados de acordo com as plantas-isca
utilizadas e com as caracteristicas culturais

de

Seus

isolados,
comportamento dos mesmos sob as diferentes variacoes de temperatura.

TOLERANCIA A TEMPERATURA

FAIXAS DE TEMPERATURA
41°C 43°C 45°C

ISOLADO | GRUPO [ REPETICAO | REPETICAO | REPETICAO REPETICAO REPETICAO REPETICAO
1 2 1 2 1 2
311G S 1 + + + + + +
42G S 2 + + + + + +
68G S 3 + + + + + +
32G$? 4 + + + + + +
128G S 5 + + + + + +
76G S 6 + + + + + +
52G $? 7 + + + + + +
18GS 8 + + + + + +
311GS? 9 + + + + + +
94G S 10 + + + + + +
511G S 11 + + + + + +
36GS 12 + + + + + +
411G S 13 + + + + + +
74G C 1 + + + + + +
35GC 2 + + + + + +
97G C 3 + + + + + +
88G C 4 + + + + + +
43G C 5 + + + + + +
22GC 6 + + + + + +
15G C 7 + + + + + +
82G C 8 + + + + + +
68G C 9 - - - - - -
21G C 10 + + + + + +
83G C 11 + + + + + +
63GC 12 + + + + + +
23GC 13 + + + + + +
25GC 14 + + + + + +
26GC 15 + + + + + +
106G C 16 + + + + - -
S53M C 11 + + + + + +
47 C 3 + + + + - -
SIMC 9 + + + + + +
32M C 4 + + + + + +
105M C 5 + + + + + +
19IM C 2 + + + + + +
SIMC 1 + + + + + +
63MC 12 + + + + + +
49M C 7 + + + + + +
10IM C 10 + + + + + +
69M C 6 + + + + + +
67M C 8 + + + + + +
43M C 13 - - - - - -

indicando o
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1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

19M S
74M S
8§2M S
38MS
62M S
43MS
8§8M S
45MS
46M S
93M S
33MS
106M S
26MS

1
2
3
4
5
6
7
8
9

89S C
1495 C

48SC
5108 C?
68SC
58SC
2108 C

278 C
1295 C

10
11
12
13

79S8 C?

1395 C

1558 C

798 C

1
2
3
4
5
6
7
8
9

46SS
18SS
528S
23SS
102S S

228S
95SS
43S S
63SS
1288
62SS
54SS
193SS

10
11
12
13

1
2
3
4
5

99CS
29CS

14CS
1711CS
411CS

6
7
8
9
10
11

69CS
128CS

111CS

46CS
39CS
88CS
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75CS 12 + + + + + +
16CS 13 + + + + + +
13CS 14 + + + + + +
122CS 15 - - - - - -
151CC 1 + + + + - -
44CC 2 - - - - - -
23a2CC 3 - - - - - -
910C C 4 + + - - - -
48CC 5 + + + + + +
16aSAC 6 + + - - - -
19CC 7 + + + + + +
811CC 8 - - - - - -
84CC 9 + + + + + +
91C1C 10 - - - - - -
8§6CC 11 + + + + + +
39CC 12 - - - - - -
281CC 13 + + + + + +
75CC 14 + + + + + +
191CC 15 + + + + + +
35CC 16 - - - - - -
12SA C 17 + + + + + +
14CC 18 + + + + + +
25a2CC 19 + + + + + +
10SA C 20 + + + + + +
511CC 21 + + + + + +
311CC 22 + + + + + +
laSA C 23 + + + + + +
81CC 24 - - - - - -
7SA C 25 - - - - - -

Sinal (+) indica tolerancia; sinal (-) morte.
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Tabela 16: Isolados representativos identificados de acordo com as plantas-isca
utilizadas e com as caracteristicas culturais de tempo de crescimento e quantidade de
muco, indicando a sobrevivéncia dos mesmos a temperatura de 45° C.

CARACTERISTICAS
Culturais Temperatura - 45°C

Isolado | Grupo | Tempo de |Quantidade| Repeticio  Repeti¢do
crescimento | de muco 1 2
311G S 1 rapido muito + +
42GS 2 rapido nenhum + +
68G S 3 rapido pouco + +
32GS? 4 rapido nenhum + +
128G S 5 rdpido pouco + +
76G S 6 rdpido pouco + +
52G $? 7 lento nenhum + +
18GS 8 médio muito + +
311G $? 9 rapido nenhum + +
94G S 10 rapido nenhum + +
511G S 11 rapido médio + +
36GS 12 lento pouco + +
411G S 13 lento Pouco + +
74G C 1 rapido médio + +
35GC 2 rapido médio + +
917G C 3 médio médio + +
88G C 4 rapido médio + +
43G C 5 rapido nenhum + +
22G C 6 rapido nenhum + +
15GC 7 médio nenhum + +
82G C 8 médio nenhum + +
68G C 9 rapido nenhum - -
21G C 10 rapido nenhum + +
83G C 11 rapido pouco + +
63GC 12 rapido pouco + +
23GC 13 rapido pouco + +
25GC 14 rapido nenhum + +
26GC 15 rapido muito + +
106G C 16 rapido pouco - -
53MC 11 rapido pouco + +
47M C 3 rapido pouco - -
8§IM C 9 rapido pouco + +
32M C 4 rapido médio + +
105M C 5 rapido nenhum + +
19IMC 2 rapido nenhum + +
S§IMC 1 rapido muito + +
63MC 12 rapido pouco + +
49M C 7 rapido pouco + +
101IM C 10 rapido médio + +
69M C 6 rapido nenhum + +
67™ C 8 rapido nenhum + +
43M C 13 rapido médio - -
19M S 1 rapido nenhum - -
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74M S 2 rdpido pouco + +
8§2M S 3 rdpido pouco + +
38M S 4 rapido nenhum + +
62M S 5 rapido médio + +
43M S 6 rapido pouco + +
88M S 7 rdpido pouco + +
45M S 8 rapido pouco + +
46M S 9 rapido pouco + +
93M S 10 rapido nenhum + +
33MS 11 rapido pouco + +
106M S 12 rapido nenhum + +
26MS 13 rdpido nenhum + +
89S C 1 rapido médio + +
149S C 2 rdpido médio + +
48S C 3 rapido médio + +
510S C? 4 rapido médio + +
68SC 5 rapido pouco + +
58 C 6 rapido pouco + +
210SC 7 rapido nenhum + +
278 C 8 rapido nenhum + +
129S C 9 rapido pouco - -
79S8 C? 10 rapido muito + +
139SC 11 rapido nenhum + +
1558 C 12 rapido nenhum + +
79S8 C 13 rapido nenhum + +
46SS 1 rapido nenhum + +
18SS 2 rapido nenhum + +
52S8S 3 rapido nenhum + +
23SS 4 rapido médio + +
102S S 5 rapido médio + +
22SS 6 rapido pouco + +
95SS 7 rapido nenhum + +
43S S 8 rapido nenhum + +
63SS 9 rapido muito + +
12SS 10 rapido pouco + +
62SS 11 rapido pouco + +
54S S 12 rapido pouco + +
193SS 13 rapido pouco + +
99CS 1 rapido muito + +
29CS 2 rapido médio + +
14CS 3 rapido pouco - -
1711C S 4 rapido pouco - -
411CS 5 rapido médio - -
69CS 6 rdpido pouco + +
128CS 7 rapido pouco + +
111CS 8 rapido nenhum + +
46CS 9 rapido nenhum - -
39CS 10 rapido nenhum + +
88CS 11 rdpido pouco + +
75CS 12 rapido nenhum + +
16CS 13 rapido muito + +
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13CS 14 rapido médio + +
122CS 15 rapido muito - -
151CC 1 lento muito - -
44CC 2 lento médio - -
23a2C C 3 médio médio - -
910CC 4 rapido nenhum - -
48CC 5 rapido nenhum + +
16aSA C 6 rapido pouco - -
19CC 7 rdpido pouco + +
8§11CC 8 rapido nenhum - -
84CC 9 rapido médio + +
91C*C 10 rapido nenhum - -
86CC 11 rapido nenhum + +
39CC 12 rapido médio - -
281CC 13 rapido pouco + +
75CC 14 rdpido pouco + +
191CC 15 rapido pouco + +
35CC 16 rapido pouco - -
12SAC 17 rapido pouco + +
14CC 18 rapido muito + +
25a2C C 19 rapido muito + +
10SA C 20 rapido muito + +
511CC 21 médio muito + +
311CC 22 médio nenhum + +
laSAC 23 médio pouco + +
8§1CC 24 médio nenhum - -
7SAC 25 rapido nenhum - -

Sinal (+) indica tolerancia; sinal (-) morte.

110



Tabela 17: Isolados representativos identificados de acordo com as plantas-isca
utilizadas e com as caracteristicas culturais de seus

isolados,
comportamento dos mesmos sob as diferentes variagoes de salinidade.

indicando o

TOLERANCIA A SALINIDADE

FAIXAS DE SALINIDADE
Isolado Grupo _ 1% 3% | 5%
REPETICAO | REPETICAO | REPETICAO REPETICAO REPETICAO REPETICAO

1 2 1 2 1 2
311G S 1 + + + + + +
42GS 2 + + + + + +
68GS 3 + + + + + +
32G $? 4 + + + + + +
128G S 5 + + + + + +
76G S 6 + + + + + +
52G $? 7 + + + + + +
18GS 8 + + + + + +
311GS? 9 + + + + + +
94G S 10 + + + + + +
511G S 11 + + + + + +
36GS 12 + + + + + +
411G S 13 + + + + + +
74G C 1 + + + + + +
35GC 2 + + + + + +
97G C 3 + + + + + +
88G C 4 + + + + + +
43G C 5 + + + + + +
22GC 6 + + + + + +
15GC 7 + + + + + +
82G C 8 + + + + + +
68G C 9 + + + + + +
21GC 10 + + + + + +
83GC 11 + + + + + +
63GC 12 - - - - - -
23GC 13 + + + + + +
25GC 14 + + + + + +
26GC 15 - - - - - -
106G C 16 + + + + + +
S53MC 11 + + + + + +
47 C 3 + + + + + +
SIM C 9 + + + + + +
32M C 4 + + + + + +
10sM C 5 + + + + + +
19M C 2 + + + + + +
8IMC 1 + + + + + +
63M C 12 + + + + + +
49M C 7 + + + + + +
10IM C 10 + + + + + +
69M C 6 - - - - - -
67M C 8 + + + + - -
43M C 13 + + + + + +
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1

2

3

4

5

6

7

8

9
10
11
12
13

19M S
74M S
82M S
38MS
62M S
43M S
88M S
45MS
46M S
93M S
33MS
106M S
26MS

1
2
3

89S C
149S C

48SC
510S C2

4
5

68SC
58S C
2108 C

6
7
8
9

27SC
129S C

10
11

79S8 C?

139SC

12
13

1558 C

79SC

1
2
3

46SS
18SS
5288
23SS
102S S

4
5

6
7
8
9

228S
95SS
43SS
63SS
12SS
62SS
54SS
193SS

10
11

12
13

1
2
3

99CS
29CS

14CS
1711CS

4
5

411CS

6
7
8
9

69CS
128CS

111CS
46CS
39CS
88CS
75CS

10
11

12
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16CS 13 + + + + + +
13CS 14 + + + + + +
122CS 15 - - - - - -
151C C 1 + + + + + +
44CC 2 - - - - - -
23a2CC 3 + + + + + +
910C C 4 + + + + + +
48CC 5 + + + + + +
16aSA 6 + + + + + +
19CC 7 + + + + + +
811C C 8 + + + + + +
84CC 9 + + + + + +
91C1C 10 + + + + + +
86CC 11 + + + + + +
39CC 12 + + + + + +
281CC 13 + + + + + +
75CC 14 + + + + + +
191CC 15 + + + + + +
35CC 16 + + + + + +
12SA C 17 + + + + + +
14CC 18 + + + + + +
25a2CC 19 + + + + + +
10SA C 20 + + + + + +
511CC 21 + + + + + +
311CC 22 + + + + + +
laSAC 23 + + + + + +
81CC 24 + + + + + +
7SAC 25 + + + + + +

Sinal (+) indica tolerincia; sinal (-) morte.
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Tabela 18: Espécies de leguminosa nativas e codificacdo de solo coletado.

Espécie

Amostra de solo

Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)
Bauhinia
cheilantha
(Morord)
Mimosa
acustistipula
(Jurema-branca)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Mimosa tenuiflora
(Jurema-Preta)
Anadenanthera
macrocarpa
(Benth.) Brenan
(Angico)
Mimosa
acustistipula
(Jurema-branca)
Toresia cearensis
Fr. All
(Emburana)
Mimosa
caesalpinifolia
(Sabia)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Toresia cearensis
Fr. All
(Emburana)

10

11
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Tabela 19: Isolados representativos identificados de acordo com as plantas nativas e
isolados, com as caracteristicas culturais de tempo de crescimento e quantidade de
muco, indicando a sobrevivéncia dos mesmos 4 temperatura de 45° C.

Leguminosa Culturais Tolerancia
Espécie vegetal Isolado | Grupo Tem.po de | Quantidade | Repeticido | Repeticao
crescimento | de muco 1 2
Erythrina fusca
(Mulungu) 311G S 1 rapido muito + +
Bauhinia cheilantha
(Morord) 42G S 2 rdpido nenhum + +
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 68GS 3 rapido pouco + +
Bauhinia cheilanta
(Mororo) 32G S2 4 rapido nenhum + +
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 128G S 5 rdpido pouco + +
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 76G S 6 répido pouco + +
Bauhinia cheilantha
(Mororo) 52G $2 7 lento nenhum + +
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 18GS 8 médio muito + +
Erythrina fusca
(Mulungu) 311G $2 9 rapido nenhum + +
Erythrina fusca
(Mulungu) 94G S 10 rdpido nenhum + +
Erythrina fusca
(Mulungu) 511G S 11 rdpido médio + +
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 36GS 12 lento pouco + +
Erythrina fusca
(Mulungu) 411G S 13 lento Pouco + +
Erythrina fusca
(Mulungu) 74G C 1 rédpido médio + +
Mimosa tenuiflora
(Jurem-preta) 35GC 2 rapido médio + +
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 917G C 3 médio médio + +
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 88G C 4 rapido médio + +
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 43G C 5 rapido nenhum + +
Bauhinia cheilanta
(Mororo) 22G C 6 rdpido nenhum + +
Mimosa tenuiflora
(Jurem-preta) 15G C 7 médio nenhum + +
Bauhinia cheilanta
(Morord) 8§2G C 8 médio nenhum + +
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Toresia cearensis Fr.

All (Emburana) 68G C 9 rapido nenhum
Caesalpinia
pyramidalis Tul.
(Catingueira) 21G C 10 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 83G C 11 rdpido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 63GC 12 rapido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 23G C 13 rapido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurem-preta) 25GC 14 répido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 26G C 15 rapido muito
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 10 6G C 16 rapido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 53M C 11 rapido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 47M C 3 répido pouco
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 8 oM C 9 rapido pouco
Bauhinia cheilanta
(Morord) 32M C 4 rapido médio
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 105M C 5 rapido nenhum
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 1 9M C 2 répido nenhum
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 81IMC 1 rapido muito
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 63M C 12 rapido pouco
Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 4 9\ C 7 rapido pouco
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 101IMC 10 répido médio
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) ¢ 9M C 6 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 67M C 8 rdpido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 43M C 13 rdpido médio
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 19M S 1 répido nenhum

116



Erythrina fusca

(Emburana) 74M S 2 rapido pouco
Bauhinia cheilantha
(Morord) 8§2M S 3 rédpido pouco
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana) 38MS 4 rapido nenhum
Bauhinia cheilantha
(Morord) 62M S 5 rapido médio
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 43M S 6 rapido pouco
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana) 88SM S 7 rapido pouco
Mimeosa tenuiflora
(Jurema-preta) 45M S 8 réapido pouco
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 46MS 9 rdpido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 93M S 10 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 33M S 11 rapido pouco
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 106M S 12 répido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 26MS 13 rapido nenhum
Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 89S C 1 répido médio
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 14 9S C 2 répido médio
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana) 48S C 3 rapido médio
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana) 510S C2 4 rapido médio
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 68SC 5 rapido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 58 C 6 répido pouco
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana) 210S C 7 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 27SC 8 rapido nenhum
Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 129§ C 9 rapido pouco
Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 79§ 2 10 rapido muito
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 139§ C 11 répido nenhum
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 1558 C 12 rapido nenhum
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Mimosa

caesalpinifolia (Sabid) 798 C 13 rapido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 46SS 1 répido nenhum
Toresia cearensis Fr.
All. (Emburana) 18SS 2 rapido nenhum
Bauhinia cheilanta
(Morord) 528S 3 rdpido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 23S S 4 rapido médio
Bauhinia cheilanta
(Morord) 102S S 5 rédpido médio
Bauhinia cheilanta
(Morord) 22SS 6 rapido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 95SS 7 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 43S S 8 rapido nenhum
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 63SS 9 rapido muito
Bauhinia cheilanta
(Mororé) 12SS 10 rapido pouco
Bauhinia cheilanta
(Morord) 62SS 11 rapido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 54S S 12 rapido pouco
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 193S S 13 rapido pouco
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 99C S 1 répido muito
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 29C S 2 rapido médio
Erythrina fusca
(Mulungu) 14CS 3 rapido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 1711CS 4 rapido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 411CS 5 rdpido médio
Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) ¢9C S 6 rapido pouco
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 128CS 7 rdpido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 111CS 8 rapido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 46CS 9 répido nenhum
Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 39C S 10 répido nenhum
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Toresia cearensis Fr.

All (Emburana) 88CS 11 rapido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 75CS 12 répido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 16CS 13 rapido muito
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 13CS 14 rdpido médio
Bauhinia cheilanta
(Mororé) 122CS 15 rdpido muito
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 151C C 1 lento muito
Erythrina fusca
(Mulungu) 44CC 2 lento médio
Bauhinia cheilanta
(Morord) 23a2CC 3 médio médio
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana 910CC 4 rapido nenhum
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana 48CC 5 rapido nenhum
Nodulo - Mimosa
caesalpinifolia (Sabid) 16a SA C 6 répido pouco
Mimosa caesalpinia
(Sabia) 19CC 7 rédpido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 811CC 8 rdpido nenhum
Erythrina fusca
(Mulungu) 84CC 9 rdpido médio
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 91C1C 10 répido nenhum
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 86CC 11 rapido nenhum
Mimosa caesalpinia
(Sabia) 39CcC 12 rapido médio
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 281C C 13 rdpido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 75CC 14 rédpido pouco
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira) 191CC 15 rapido pouco
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta) 35CC 16 rapido pouco
Nodulo - Mimosa
caesalpinifolia (Sabia) 12 SA C 17 répido pouco
Erythrina fusca
(Mulungu) 14CC 18 répido muito
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Bauhinia cheilanta
(Mororo)
Nodulo - Mimosa
caesalpinifolia (Sabia)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Nodulo - Mimosa
caesalpinifolia (Sabia)
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)

Nédulo - Mimosa
caesalpinifolia (Sabia)

2522CC 19 rapido
10SA C 20 rapido
511CC 21 médio
311CC 22 médio
laSAC 23 médio

81CC 24 médio

7SAC 25 rdpido

muito

muito

muito

nenhum

pouco

nenhum

nenhum

Tabela 20: Isolados representativos identificados de acordo com as plantas nativas,
isolados das plantas-isca e grupos culturais utilizados para andlise genética.

Sinal (+) indica tolerancia; sinal (-) morte.

L -
e’glfmlnosa Isolado | Grupo
Espécie vegetal
Erythrina fusca
(Mulungu) 311G S 1
Bauhinia cheilantha
(Morord) 42G S 2
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 68GS 3
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 128G S 5
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 76G S 6
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana) 18GS 8
Erythrina fusca
(Mulungu) 94G S 10
Erythrina fusca
(Mulungu) 511G S 11
Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico) 36GS 12
Erythrina fusca
(Mulungu) 411G S 13
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 97G C 3
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca) 43GC 5
Bauhinia cheilanta
(Mororé) 22G C 6
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Bauhinia cheilanta
(Mororo)

Toresia cearensis Fr.
All (Emburana)

Caesalpinia
pyramidalis Tul.
(Catingueira)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa tenuiflora
(Jurem-preta)

Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)

Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)
Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)
Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Erythrina fusca
(Emburana)
Bauhinia cheilantha
(Mororo)

Toresia cearensis Fr.
All(Emburana)

Bauhinia cheilantha
(Mororo)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

82GC 8
68G C 9
21GC 10
83GC 11
23GC 13
25GC 14
106G C 16
S3MC 11
47T™M C 3
8§9M C 9
105M C 5
S§IMC 1
49M C 7
101IMC 10
69M C 6
67 C 8
43M C 13
19M S 1
74M S 2
8§2M S 3
38MS 4
62M S 5
43M S 6
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Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana)

Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)
Toresia cearensis Fr.
All(Emburana)
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)
Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)

Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Bauhinia cheilanta
(Mororo)
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)
Bauhinia cheilanta
(Mororo)

Bauhinia cheilanta
(Mororo)

Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)
Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Bauhinia cheilanta
(Mororo)

46MS 9
93M S 10
33MS 11
26M S 13
149S C 2
485 C 3
68SC 5
58 C 6
2108 C 7
278 C 8
129S C 9
79S8 C2 10
139SC 11
1558 C 12
798 C 13
46SS 1
528S 3
23SS 4
102S S 5
228S 6
95SS 7
63SS 9
1288 10
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Bauhinia cheilanta
(Mororo)

Erythrina fusca
(Mulungu)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Erythrina fusca
(Mulungu)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana)

Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Mimosa caesalpinifolia
(Sabia)
Toresia cearensis Fr.
All (Emburana)

Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)

Anadenanthera
macrocarpa (Benth.)
Brenan (Angico)

Mimosa acustistipula
(Jurema-branca)

Toresia cearensis Fr.
All (Emburana

Toresia cearensis Fr.
All (Emburana

Mimosa caesalpinia
(Sabia)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Mimosa tenuiflora
(Jurema-preta)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Erythrina fusca
(Mulungu)
Caesalpinia
pyramidalis
Tul.(Catingueira)

62SS 11
54SS 12
99CS 1
411CS 5
69CS 6
128CS 7
46CS 9
39CS 10
88CS 11
75CS 12
16CS 13
13CS 14
910CC 4
48CC 5
19CC 7
811CC 8
84CC 9
75CC 14
14CC 18
511CC 21
311CC 22
81CC 24
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Tabela 21: Niveis de fertilidade para interpretacdo de resultados de andlise do solo
utilizados pelos laboratérios do Estado do Ceara.

Classificacao
Muito
Det. Unid. Baixo Médio Alto Alto
Al(AL*) meq/ 100cm® 0-0,5 0,6-1,0 >1,0 -
Ca(Ca?) meq/100cm’ 0-1,5 1,6-4,0 >4.0 -
Mg(Mg *) meq/ 100cm® 0-0,5 0,6-1,0 >1,0 -
KK ug/cm3 0-45 46-90 91-180 >180
PP) ug/ cm® 0-10 nov/20 21-40 >40

Mat.Org.(M.O.) % g/Kg 0-1,5x10  1,6-3,0x10 >3,0x10 -

Acidez
pH(H20)(1:2,5) Alta Média Baixa
<5,0 5,1-59 6,0-6,9
Neutralidade
pH(H20)(1:2,5) 7
Alcalinidade
pH(H20)(1:2,5) Alta Média Baixa
>7,9 7,5-71,9 7,1-74

Fonte:Recomendagdes de adubacdo e calagem para o Estado doCeara-Fortaleza. UFC,1993.
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Figura 65: Dendrograma de similaridade gerados para Feijao guandu de rizobios
capturados de amostras de solos coletados em periodo chuvoso na Reserva Particular do
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Figura 67: Dendrograma de similaridade gerados para mimosa de rizébios capturados
de amostras de solos coletados em periodo chuvoso na Reserva Particular do Patrimdnio
Natural (RPPN) na Serra das Almas. Crateis,Ceara.
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Figura 68: Dendrograma de similaridade gerados para mimosa de rizébios capturados
de amostras de solos coletados em periodo da seca na Reserva Particular do Patrimdnio
Natural (RPPN) na Serra das Almas. Crateus,Ceara.
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Figura 69: Dendrograma de similaridade gerados para siratro de rizébios capturados de
amostras de solos coletados em periodo chuvoso na Reserva Particular do Patrimdnio

Natural (RPPN) na Serra das Almas.Crateus,Ceara.
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Figura 70. Dendrograma de similaridade gerados para siratro de rizébios capturados de
amostras de solos coletados em periodo da seca na Reserva Particular do Patrimonio
Natural (RPPN) da Serra das Almas. Crateis,Ceara.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

