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RESUMO

As atividades de mineracdo e processamento deiosrgdo de grande
importancia socioecon6mica, entretanto, podem aalter meio ambienteQ
estudo da diversidade e a aplicacdo biotecnolédecdactérias fixadoras de
nitrogénio que possam atuar na promoc¢do de crestmnde plantas € uma
alternativa para mitigar os impactos da mineraBésta forma, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a diversidadmagipica, fenotipica e
simbidtica de bactérias noduliferas que estabelesiethioses radiculares com
mudas de leguminosas produzidas em viveiro emdgeaineracdo. Para isto, a
coleta dos nddulos foi realizada no viveiro peréerte a Mina de Corrego do
Meio, Propriedade da VALE, no municipio de SabM®&,. No viveiro havia 20
espécies de leguminosas e foram encontrados néeidkl, os nddulos foram
macerados em placas contendo meio de cultura @8s bs morfotipos obtidos
foram isolados e caracterizados culturalmente. dfostnente, realizou-se
experimento para autenticar e avaliar a eficiédeisses isolados na fixacdo de
nitrogénio em simbiose com siratroMdcroptilium atropurpureum) O
experimento foi realizado em tubetes contendo @&errmiculita (1:1), sendo 0s
controles, os tratamentos sem inoculacdo de est{qmm alto e baixo teor de
nitrogénio mineral) e com inoculacdo das estirpegaderéncia para siratro na
fixacdo biolégica de nitrogénio UFLA 04-0212 e SAVB56. O delineamento
foi inteiramente casualizado com trés repeticdascezido por um periodo de 45
dias. Ap6s este periodo foram avaliados os seguipé@dmetros: nimero de
nédulos, matéria seca do nédulo, matéria secartia g&rea, matéria seca da raiz,
matéria seca total e eficiéncia relativa. Os dddmm submetidos & analise de
variancia por meio do teste de Scott-Knott, a 5% mbabilidade. Para verificar
a diversidade genética realizou-se a extracdo doA Dgéndmico e o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Foramdabtd2 isolados em
cultura pura, a distribuicdo destes de acordo cemtempo de crescimento e
reacdo do indicador de pH do meio formaram nowvestigulturais, 17 isolados
apresentaram crescimento rapido com acidificacdaondm, 12 apresentaram
crescimento rapido sem alteracdo do pH do mei@ptsentaram crescimento
rapido e alcalinizaram o meio, seis apresentaragscitmento intermediario
acidificando o meio, cinco apresentaram crescimeinti@rmediario sem
modificar o pH do meio, sete apresentaram cresc¢onertermediario com
alcalinizacdo do meio, um apresentou crescimento lecidificando o meio, um
apresentou crescimento lento sem modificar o pHné e 33 apresentaram
crescimento lento alcalinizando o meio. No expenibede autenticacdo e
eficiéncia simbidtica, 90% dos isolados nodularameficiéncia relativa das
estirpes autenticadas foi varidvel, sendo que 1@% idolados promoveram
aumento estatisticamente superior ao controle ctiontaor de N, ou seja,



apresentaram alta eficiéncia na fixacdo biol6geanitkogénio. Das 92 estirpes
isoladas foram sequenciadas 37, representantatifdcentes grupos culturais, as
qguais foram identificadas como pertencentes aosergérBradyrhizobium
Rhizobium Burkholderia Bacillus Paenibacillus Lysinibacillus Bosea,
Cohnella e Leifsonia Os resultados mostraram alta diversidade genética
fenotipica e simbiética.

Palavras-chave: Fixacdo bioldégica de nitrogénio.raGarizacdo cultural.
Sequenciamento parcial do gene 16S rRNWacroptilium
atropurpureumRecuperacgédo de &reas degradadas.



ABSTRACT

Mining and mineral dressing activities have a doead economic
importance, but they canalter the environment. $tuely on the diversity and
biotechnological application of nitrogen-fixing heda, which play a role on
promoting plant growth are an alternative to miiggome mining impacts. Thus,
the aim of this work was to evaluate the genotyplognotypic, and symbiotic
diversity of nodulating bacteria that establishestrsymbioses with legume
plants grown in a greenhouse in the mining area.tltie purpose, the nodules
were collected in the greenhouse belonging to Miea Corrego do Meio,
ownership of VALE, in Sabara municipality. In theegnhouse, there were 20
legume plant species, which 11 plant species hddles. They were smashed in
petri dishes with 79 culture medium.The morphotyplesined were isolated and
cultural characterized.After wards a trial was perfed to authenticate and
evaluate the isolates nitrogen fixing efficiency symbiosis with Siratro
(Macroptilium atropurpureum The trial was carried out in tubes containingdsa
and vermiculite (1:1). The treatments were obtaingth the isolates plus the
controls treatments without inoculation of the &ek (with high and low mineral
nitrogen content) and with inoculation of the refare strains for siratro in
biological nitrogen fixation UFLA 04-0212 and SEMI&56.The experimental
design was completed randomized with three reg&atonducted for 45 days.
After this period, the following parameters were asigred: nodules number,
nodule dry weight, shoot, root and total dry wejdginid relative efficiency. The
data were analysed by variance analysis using -Bomtt test at 5% of
probability. The genetic diversity was verified the genomic DNA extraction
and partial sequencing of thel6SrRNA gene. 92 tisplavere obtained in pure
culture, which 17 isolates shown fast growing dgidg the79 medium, 12
isolates shown fast growing without changing the @Hthe 79 medium, 10
isolates shown fast growing alkalinizing the 79 med six isolates shown
moderate growing acidifying the 79 medium, five lages shown moderate
growing without changing the pH of the 79 mediumeyen isolates shown
moderate growing alkalinizing the 79 medium, or@ate shown slow growing
without changing the pH of the79 medium, and 3%iss shown slow growing
alkalinizing the 79 medium. In the authenticatiod aymbiotic efficiency trial,
90% of the isolates nodulated, but their relatifiiciency were variable, and
10% of the isolates promoted an increase statlisticeyher than the control with
high N content, showing high biological nitrogemration efficiency. From 92
isolates, 37 strains were sequenced, represeriffiegedt culture groups, which
were identified belonging tBradyrhizobiumRhizobium Burkholderia Bacillus



Paenibacillus Lysinibacillus Bosea, CohnellandLeifsoniagenera. The results
show a high genetic, phenotypic, and symbiotic it

Keywords: Biological nitrogen fixation. Cultural afacterization. 16SrRNA
sequencingMacroptilium atropurpureumRestoration of degraded
areas.
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1 INTRODUCAO

As atividades de mineracao e processamento deiosreio de grande
importancia socioecondmica, contribuindo para o lestar e a melhoria de
gualidade de vida, entretanto, é inevitavel aaf#o do meio ambiente (FOX et
al., 1991; FRANCO et al., 1994).

Desde o final da década de 80 houve a criacdoidguée obriga as
empresas mineradoras a minimizarem 0s impactosdasisao meio ambiente,
através da recomposicao floristica das areas exfdere afetadas (BRASIL,
1989)

A recuperacédo da vegetacdo natural de uma areataigapor metais
pesados € lenta e incerta, a qual pode ser codsegtravés da revegetacdo. O
desenvolvimento da vegetacdo esta relacionado &rédade microbiana do
solo que pode, entre diversos mecanismos, dispiaaibinutrientes para as
plantas.

As bactérias fixadoras de nitrogénio ,{Natmosférico (BFN) sé&o
microrganismos abundantes em solos de diferentessistemas. Alguns
géneros de BFN sdo capazes de estabelecer sinsbimsem grande namero de
espécies leguminosas, caracterizada pela formagaddulos que sdo estruturas
especificas formadas nas raizes e as vezes nodmalgumas espécies, como
Sesbania rostrataNestes nodulos ocorre a conversao do nitrog@mosdérico
(N2) em aménia (Nk) pelas BFN forma assimilada pelas plantas, caritrido
para o desenvolvimento vegetal.

Essas bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas leguminosas
(BFNNL) sdo capazes de fornecer a quantidade deggitio total ou parcial
para o desenvolvimento dessas plantas, justificandoportancia dos estudos
envolvendo BFNNL em cultivos agricolas e em prograurde revegetagédo de

solos degradados. As leguminosas, por incorporareogénio no sistema solo-
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planta e apresentarem crescimento rapido contribc@m o maior aporte de
material organico no solo, permitindo, assim, code$ ideais para o
restabelecimento da biota do solo.

Aliado a isso, alguns estudos demonstram que algBhRa apresentam
resisténcia a metais pesados (TRANNIN; MOREIRA; \$ERA, 2001;
MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; FERREIRA et al2013). Desta
forma, a utilizacdo de BFN capazes de estabelérdriase com leguminosas
em &reas contaminadas com metais pesados é deegrapdrtancia para a
recuperacdo desses ecossistemas. A introducdosdBEdHNL deve ocorrer
através da inoculacdo de estirpes noduliferas eafies em mudas de
leguminosas. Sendo estas capazes de se adaptasendesenvolverem nos
diferentes tipos de solos. Por isso, torna-se itapt® que a BFN, além de
estabelecer simbiose eficientemente com a leguimirsega capaz de tolerar as
condi¢bes edafoclimaticas do ambiente.

Considerando a importancia das BFNNL para o deseémento das
leguminosas, o0 objetivo deste trabalho foi analesadiversidade genotipica,
fenotipica e simbittica de bactérias noduliferag @stabelecem simbioses
radiculares com mudas de leguminosas pertencemtesivairo do CeBio
(Centro de Pesquisas e Conservacdo da Biodivessidid Quadrilatero
Ferrifero), propriedade da VALE, visando a seledé@oestirpes eficientes em
estabelecer simbiose com leguminosas, com potaieiaso em reflorestamento
de areas degradadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atividade de mineracéo

A mineracdo é um dos setores basicos da econonmaigiocontribui de
forma decisiva para o bem-estar e a melhoria didqde de vida das presentes
e futuras geracdes, pois, a partir da producédo rémiaecriam-se empregos e
insumos para a industria em geral, sendo fundamgata o desenvolvimento
da sociedade (FARIAS; GOMES, 2002).

O setor mineral, em 2012, gerou US$ 82,3 bilhGesldares e criou
aproximadamente 193 mil empregos diretos (DNPM,320BGE, 2013). Os
estados que mais produziram minérios em 2012 fokdimas Gerais (53,2%),
Para (28,6%), Goias (4,1%), Sao Paulo (2,8%), B@i@ e outros (9,3%) e os
minérios mais exportados foram niébio, minério ded, manganés, tantalita,
bauxita, entre outros (IBRAM, 2012).

O Brasil € o maior produtor mundial de niébio, @&3dutor de minério
de ferro, o 3° de bauxita, o 6° de fosfato, o 12°pdtassio, também séo
produzidos magnesita, ouro, vermiculita, estanhomo, niquel, entre outros
(IBRAM, 2012).

A producéo de niébio em 2012 no Brasil foi de apnadamente 82 mil
toneladas, ou seja, 93,52% da producdo mundials erimcipais estados
produtores foram Minas Gerais (69%) e Goias (3@HNMP, 2013)

A producado de minério de ferro em 2012 no Brasit#400,8 milhdes
de toneladas, ou seja, 11,4% da producdo mundiad @rincipais estados
produtores foram Minas Gerais (69,2%), Para (26,8%gto Grosso do Sul
(2,2%) e Amapéa (1,7%) (DNPM, 2013). Ja a produg@ddoduxita foi de 33
milhdes de toneladas, o que representa 12,7% dahugio mundial (DNPM,
2013).
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A producéo de fosfato no Brasil foi de 6,7 milhdestoneladas, ou seja,
3,2% da producdo mundial e a de potassio de 40fbrmeladas que representa
aproximadamente 1% da producdo mundial (DNPM, 2013)

O Brasil € um grande produtor de varios minériasém € dependente
de alguns minérios estratégicos para a economiagrimm 91% do potassio e
51% do fosfato, ambos essenciais para a indugrfartlizantes e é o 4° maior
consumidor de fertilizantes do mundo (IBRAM, 2012).

Todavia, esta atividade assim como toda explordedrecurso natural
provoca impactos ao meio ambiente, seja com a eqgélo de areas naturais ou
mesmo na geragdo de residuos. A poluigdo visuah élas efeitos visiveis da
mineracdo ao meio ambiente, grandes crateras, @madareas devastadas sao
produtos da mineracdo (MECHI; SANCHES, 2010). Aldisso, outros
problemas ocorrem, tais como: poluicdo da aguardsonora, impacto no solo
e incéndios em decorréncia do carvao e rejeitdeatidos (MME, 2002).

Em areas degradadas pela mineracdo, além da aetii@mdsegetacao
natural, também ocorre uma intensa movimentacétirada do solo no local de
abertura da lavra, gerando um volume de solo egMECHI; SANCHES,
2010).

Areas vizinhas também séo afetadas, sendo utiizeatao depodsitos de
estéril (substancias minerais que ndo tém aproweitto econdmico) e de
rejeito (rochas ou minerais inaproveitaveis presenio minério e que sao
separadas deste, total ou parcialmente, durantenefibiamento) (IBRAM,
1987).

Na éarea na qual o estudo foi realizado, CeBio, iamte foi
morfologicamente modificado com alteracdo na paisa@m decorréncia da
abertura da lavra, de areas com deposito de estégjeitos, com abertura de

estradas.
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A intensidade da degradacédo depende do tipo deragie do volume
de solo retirado e dos rejeitos produzidos, mafdea geral essas areas iréo
apresentar baixos teores de matéria organica, @mjedica a estruturacdo do
solo, torna a atividade biolégica insuficiente midiui a translocacédo de agua e
nutrientes as plantas, principalmente o nitrog@&im fosforo (FRANCO et al.,
1995).

Em alguns casos, como a extragdo em grandes jazidaw a
reconstituicdo do ecossistema dificil, porém, a@sada conducdo adequada das
operac0es de lavra e de um projeto de recuperagiEgradacao ambiental pode

ser minimizada.

2.2 Recuperacéo das areas degradadas

A recuperacdo de &reas degradadas tem como objetstabelecer
funcbes essenciais para proporcionar o equilibosestentabilidade existente
anteriormente no sistema natural (DIAS; GRIFFITII88). De acordo com a
Constituicdo Federal de 1998, artigo 225, estabdjee: “aquele que explorar
recursos minerais fica obrigado a recuperar o raenbiente degradado, de
acordo com solucao técnica exigida pelo 6rgdo pdldompetente, na forma de
lei”.

O Decreto n° 97.632 de 10 de abril de 1989 estabeldinalidade do
Plano de Recuperacdo de Area Degradada (PRAD)muiekracio, onde: “A
recuperacdo devera ser um processo de reversa@igieareas em terras
produtivas e autossustentaveis, de acordo com vopmgia preestabelecida de
uso do solo, podendo chegar ao nivel de uma reacfeerde processos
biolégicos — sendo assim chamada ‘reabilitacdobs,mesmo aproximar-se

muito da estrutura ecolégica original — restauracéo
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A recuperacdo da vegetacdo natural é lenta e &ndextido a diversos
fatores como os substratos possuirem caractesistedaixa retencéo de agua,
baixa fertilidade dos solos, condi¢cdes desfavosagieisolo, atividade biologica
insuficiente ao crescimento vegetal e a falta decds de sementes (BARTH,
1989; IBAMA, 1990; PARROTTA; TURNBULL, 1997). Assinuma estratégia
gue vem sendo empregada na recuperacdo destasédmamplantacdo de
leguminosas associadas a bactérias fixadoras degéiio (BFN), pois
favorecem e aceleram o processo de sucessao vigR@WN; LUGO, 1994)
por contribuir com a biomassa e pela entrada degéihio na area impactada.

Segundo Matias et al. (2009) ao avaliarem os bensftle rizébios e/ou
fungos micorrizicos e microrganismos solubilizadade fosfato na rizosfera de
Centrosema  coriaceum (Leguminosae) e Tibouchina  multiflora
(Melastomataceae) para recuperacdo de uma areglieagdo de minério de
ferro constataram que a leguminosa cobriu o sole rpido, resultando em um
aumento de nitrogénio e fésforo na biomassa vegetatlhoria na capacidade
de retencao da agua.

Melloni et al. (2006) ao avaliarem a eficiénciaieedsidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas em legumino¢B&ENNL) em areas
reabilitadas com gramineas, leguminosas herbadeasatinga, espécies
arbéreas nativas e eucalipto concluiram que a ndaiersidade de BFNNL foi
encontrada nas areas revegetadas com as legumibhoszainga e feijao
guandu.

Souza et al. (2012), ao avaliarem o potencial BEmMosa
caesalpiniaefolia Erythrina speciosae Schizolobium parahybadeguminosas
arbéreas nativas na fase de mudas para revegetagieas contaminadas com
chumbo, encontraram que a espédiecaesalpiniaefolidoi a Gnica em que os
parametros avaliados ndo apresentaram efeito apaseh altas concentracdes

de chumbo. J& as outras duas espécies apresemttagdes na producdo de
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biomassa e altura das plantas. As altas conceesai® chumbo no solo néo
afetaram estatisticamente o nimero de nédulos @ g0 de nodulos da.M
caesalpiniaefolia, porém paraE. speciosahouve reducdo estatisticamente
significativa para o peso seco de nddulos. De acaam os resultados, a
espécie com potencial para a revegetacdo de sotansimado com chumbo é a
Mimosa caesalpiniaefolia.

No estudo de Ferreira et al. (2013) observou-seaguembinacdo de
rizobios, leguminosas e aplicacdo de silicato deiacdodem auxiliar na
recuperacdo de solos contaminados por metais esAdoaplicar calcério e
silicato de calcio em solo contaminado com metalage ocorreu aumento
significativo no pH do solo, com reducdes na didgidade de cadmio e zinco.
Além disso, a aplicacdo de silicato de calcio aumera disponibilidade de
fésforo, o nimero de ndédulos, a taxa de fixacadmittegénio e houve maior
producdo de matéria seca da parte aérea das lemganiestudadakeucaena
leucocephalaMimosa caesalpiniaefolia Mimosa pudica

As espécies vegetais utilizadas na recuperacaorets a@egradadas
podem ser provenientes de viveiro, sendo que aptesentam condi¢des ideais
para o desenvolvimento de mudas, como: umidadgeetura, luminosidade,
protecdo contra o vento e chuvas. Conhecer o caamento dessas espécies
em viveiro é fundamental para estabelecer o plamtidarga escala em areas ja
desmatadas (MOREIRA, 1997).

A revegetacdo aliada a uma selecdo adequada dessasies e das
técnicas de manejo do solo devera proporcionacwupesacdo do ecossistema,
de maneira a possibilitar o retorno da fauna, almente de dispersores e

polinizadores responsaveis pela introducédo de nesécies na area.
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2.3 Utilizacdo de leguminosas na recuperacao de asdegradadas

As espécies leguminosas apresentam ampla dis&ibuggografica,
incluindo cerca de 20.000 espécies em aproximadan¥d® géneros (LEWIS
et al., 2005). Sendo composta por espécies de maldpos de habito, como
lianas, herbaceas, arbustos e arvores (FRANCO; RB&E CAMPELLO,
2003).

As leguminosas destacam-se por sua grande impi@t&aoldgica e
econbmica, estabelecem simbiose com BFN, sdo madutle 6leos, resinas,
sementes utilizadas na alimentacdo, madeiras quens#o valiosas, além de
espécies que sdo exploradas como forrageiras (SRAJEFRANCO, 1988).
Além disso, podem ser utilizadas na adubacdo verdelhorando as
propriedades do solo, auxiliando no controle dégeaios e de plantas invasoras
e quando ocorre a fixacao bioldgica de nitrogéeimtribui para o fornecimento
de nitrogénio para outras culturas (ESPINDOLA; GB2RALMEIDA, 2005).

A familia Leguminosae é dividida em trés subfamilRapilionoideae,
Mimosoideae e Caesalpinoideae (APG II, 2003). \&gi@éneros de leguminosas
tém sido estudados nesses Ultimos anos quantcaaidage destas em fixap N
e, com isso, diversos géneros noduliferos e naoulifeehs tém sido
identificados. De um modo geral, em torno de 23%odas as espécies ja foram
estudadas quanto a esse respeito e 88% dos gémusholem (FARIA et al.,
1999). Papilionoideae é a que apresenta 0 maioeride espécies noduliferas,
seguida de Mimosoideae e Caesalpinoideae é a meeposssiva (BARBERI et
al., 1998; FARIA; GUEDES, 1999; SPRENT, 2001).

O uso de espécies leguminosas apresenta beneféciss, familia se
associa simbioticamente as bactérias fixadoras ithteg@énio e ocorre a

incorporacdo de nitrogénio ao sistema solo-plaAtedo a isso, apresenta
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crescimento rapido e sistema radicular profundgua confere maior ciclagem
de nutrientes (FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 2003).

A capacidade de nodular e fixar o, Nas leguminosas sdo fatores
importantes devido a possibilidade da utilizacastate no desenvolvimento de
sistemas agroflorestais, recuperacdo de encostpaddelas e recuperacdo de
areas com exploracao mineral (FRANCO et al., 192®RIA et al., 1998, 2002;
VIEIRA; FEISTAUER; SILVA, 2003).

Para a leguminosa se beneficiar da fixacdo gdieMem-se considerar as
comunidades nativas de BFN, pois a eficiéncia degshiose depende das
caracteristicas da planta, da bactéria, do clindo esolo, além do grau de
especificidade simbidtica entre a planta e a bacigoculada.

A simbiose com as BFN, sendo eficiente, apresentaargagem
econbmica de dispensar totalmente ou parcialmenigsam de fertilizantes
nitrogenados industriais, pois a FBN vai dispoighil nitrogénio as plantas,
reduzindo os custos com esse insumo (MATSUDA; MOREISIQUEIRA,
2002).

2.4 Caracteristicas gerais das mudas de leguminosatiizadas neste estudo

O viveiro de mudas do CeBio (Centro de Pesquis@sreservacdo da
Biodiversidade do Quadrilatero Ferrifero) perteeed Mina de Cérrego do
Meio, Propriedade da VALE, localizada no municigie Sabara, MG, esta
focado na reproducéo de espécies arboreas, admistiproducdo de mudas de
espécies dos campos rupestres, principalmentedeagie bromélias.

As mudas produzidas no CeBio sdo destinadas aanm#giéo e
manutencdo de bancos de germoplasma, recuperacé@ate mineradas pela

Vale e projetos desenvolvidos por outras institescé organizacoes.



Quadro 1 Caracteristicas gerais das mudas de lngsas

Distribuicdo em

Espécies Subfamilia Minas Gerais Nodulagao Aplicagbes Referéncias
Abarema
brachystachya . . - AL Madeira é apreciada para| Oliveira — Filho,
(DC.) Barneby & Mimosoideae Dominio Atlantico Sl diversos fins 2006
J.W. Grimes
Arvore de rapido
Enterolobium Dominios cresumuglril;gér;mglr;ode Ser Lorenzi, 2008;
contortisiliguum Mimosoideae | Atlantico, Cerrado + P . Oliveira — Filho,
reflorestamento de areas
(Vell.) Morong. e Mata Seca . 2006
degradadas, juntamente com
outras espécies
Enterolobium - A Ea!§ag|smo; Construgao Lorenzi, 2009;
. . . Dominios Atlantico civil, Goma da casca, as o .
gummiferum Mimosoideae e Cerrado Sl folhas e a seiva Sa0 reputad aSOIlve|ra — Filho,
(Mart.) J.F. Macbr. Sao rep 2006
como medicinais
Mimosa Madeira utilizada na Lorenzi, 2009;
bimucronata (DC.)] Mimosoideae Dominio Atlantico + carpintaria, marcenaria; Oliveira — Filho,
Kuntze Cerca viva 2006
Plathvmenia Dominios Paisagismo; Madeira é Lorenzi, 2008;
_atny Mimosoideae | Atlantico, Cerrado Si propria para mobiliario de |  Oliveira — Filho,
reticuladaBenth. ) .
e Mata Seca luxo; Construcéo civil 2006
. Recomposicéo de areas . .
Centrolob|urr_1 S Dominios Atlantico degradadas em plantios Lorenzi, 2908’
tomentosungGuill. Papilionoideae + . . Oliveira — Filho,
e Cerrado mistos por ser pioneira e de
ex Benth Al . 2006
rapido crescimento
Continua...

ve




Quadro 1 “concluséo”

Distribuicdo em

Espécies Subfamilia Minas Gerais Nodulacéo Aplicacdes Referéncias
Dalbergia L AL Recomposicao arbérea dg  Lorenzi, 2008;
: . I Dominios Atlantico . . o .
miscolobium Papilionoideae e Cerrado Sl areas degradadas juntamente Oliveira — Filho,
Benth. com outras espécies 2006
Planta com carater pioneirg,

Dalbergia nigra o Dominios Atlantico rustica e .a_ldaptada a terren DS L<_)re.n2|, 2908;
(Vell.) Allemao ex | Papilionoideae e Cerrado + secos, utilizada para plantigs Oliveira — Filho,
Benth. mistos em areas degradadas 2006

de preservagdo
Machaerium Dominios A eslgﬁggerﬁi;%egr%aggzsara 0 Lorenzi, 2009;
nictitans(Vell.) Papilionoideae | Atlantico, Cerrado Sl P b Oliveira — Filho,
degradadas por ser rusticale
Benth. e Mata Seca 5 . 2006
adaptada a luz direta
A arvore pode ser utilizada
juntamente com outras Lorenzi. 2008:
Ormosia arborea . Dominios Atlantico espécies para plantios mistps ..~ !
Papilionoideae Sl ; N . <.~ Oliveira — Filho,
(Vell.) Harms e Cerrado destinados a recomposicap 2006
de areas degradadas de
preservacdo permanente
Platvoodium Dominios Planta pioneira e rustica Lorenzi, 2008;
cle gﬁs Voael Papilionoideae| Atlantico, Cerrado + utilizada na recomposi¢éo de Oliveira — Filho,
9 9 e Mata Seca areas degradadas 2006

Sl: Sem informagéo de relatos de nodulagéo

14
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2.5 Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb

O Macroptilium atropurpureum(siratro) € uma espécie originaria do
México e ocorre naturalmente em alguns paises dé@risaCentral e do Sul. E
uma leguminosa, perene, com raizes profundas,deepaherbacea (PUPO,
1979).

O siratro € uma leguminosa forrageira que pode usdizada na
recuperacdo de pastagem devido a grande producAmtéeia seca e elevada
taxa de fixacdo de nitrogénio (MACHARIA et al., 2)1 Também pode ser
usado na adubacédo verde por ser adaptado as cemdiethaixa fertilidade do
solo e por ser uma leguminosa perene, ou seja,émastias folhas durante o
periodo de floracdo, formando uma cobertura permaneno solo
(ESPINDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 2005).

Em estudo realizado por Perin et al. (2009), paediaxr o efeito da
cobertura viva formada por leguminosas perenesr{don® forrageiro, cudzu
tropical, siratro) e pela vegetacdo espontaneafgen) e vegetacdo espontanea
+ N (fertilizante), verificaram que todas as legonosias proporcionaram
aumento no crescimento das bananeiras em relaggiotrammentos com
vegetacdo esponténea (com ou sem N fertilizantepot®ncial benéfico das
leguminosas cudzu tropical e siratro, como cobasturivas, qualifica essas
espécies como alternativas promissoras para fegdio do solo, adubacéo e
nutricdo das bananeiras.

A espécieM. atropurpureumé considerada uma hospedeira promiscua
por estabelecer simbiose com bactérias nodulifenas leguminosas de
diferentes géneros, comdrhizobium e Sinorhizobium (BROMFIELD;
BARRAN, 1990; TRINICK; MILLER; HADOBAS, 1991) Mesorhizobiume
Bradyrhizobium(JORDAN, 1984)Azorhizobium(FLORENTINO; MOREIRA,
2009; GONCALVES; MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., Z)0e as bactérias
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da subclass@ — proteobactériaBurkholderia(MOULIN et al., 2001; SILVA,
2009; CARVALHO, 2010) € upriavidus(SILVA et al., 2012).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), as espéciesecatds de bactérias
fixadoras de nitrogénio que estabelecem simbioge Mo atropurpureumséo,
Rhizobium leguminosarurtFRANK, 1879, 1889), biovares phaseoli, trifolii,
viceae (JORDAN, 1984)Rhizobium giardinii AMARGER; MACHERET;
LAGUERRE, 1997) biovares phaseoli, giardiniiRhizobium gallicum
(AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997)Bradyrhizobium japonicum
(JORDAN, 1984), Bradyrhizobium canariensgVINUESA et al., 2005),
Azorhizobium doebereineragsyn. A johannag (MOREIRA et al., 2006) e
Mesorhizobium lot(JARVIS; BPANKHURST; PATEL, 1982; JARVIS et al.,
1997;: JORDAN, 1984), com as respectivas estirpes ATCC10004, H152,
R602sp, ATCC10324, BTA-1", BR5401 e NZP2213.

O siratro tem sido muito utilizado em estudos gbgtivem a captura
de bactérias noduliferas em leguminosas, por sarleguminosa promiscua, de
pequeno porte o que facilita a manipulacao e paementes viaveis por longos
periodos (JESUS et al.,, 2005; MOREIRA; SIQUEIRAQZOLIMA et al.,
20009).

2.6 Fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio é o elemento mais abundante na atmeosfarestre,
constituindo em torno de 78% do ar atmosférico, dseressencial a
sobrevivéncia e ao crescimento dos organismos.eBepta um dos principais
componentes das biomoléculas, fazendo parte dawestidos acidos nucléicos,
aminodacidos, proteinas, bases nitrogenadas, emntiesomoléculas (KIM;
REES, 1994).
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Apesar da abundancia de Na atmosfera, esse gas ndo é utilizado de
forma direta pela maioria dos seres vivos. Apetgsna organismos do grupo
dos procariotos conseguem converter ou reduzimetziamente o nitrogénio
da atmosfera () em amoénia (Nk), uma forma assimilavel que pode ser
incorporada para o crescimento e manutencdo dakaséDOBEREINER,
1984).

Estes organismos sdo denominados bactérias fixadimanitrogénio
(BFN) e o processo responséavel pela incorporacamtideénio (N) a biomassa
€ chamado de fixacao biolégica de nitrogénio (FBNPREIRA; SIQUEIRA,
2006).

A fixacdo biolégica de nitrogénio envolve uma séle etapas que
comecam com a adaptacéo da bactéria a sua legantinepedeira e culminam
na fixagdo do N atmosférico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O process®
infec¢do e colonizagdo de plantas por bactériam @€vwento dindmico e para a
ocorréncia € necessaria a troca de sinais molesylamdicando o
reconhecimento entre os simbiontes. Em seguidaeeoradesdo a superficie
vegetal, penetracdo e multiplicacdo no interiorptiata (REIS; OLIVARES,
2006).

As bactérias noduliferas migram em direcdo as same caule em
decorréncia dos flavonéides que sdo secretadospieaida, estes funcionam
como sinalizadores para as bactérias que possusmteina NodD, a planta
reconhece os fatores de Nod e inicia-se 0 encumnano pelo radicular e,
posteriormente, a formagcdo dos nddulos (SPAINKIgt1®91; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). A penetracdo da bactéria poderecatravés de aberturas
naturais como estdmatos, lenticelas ou atravésjdeas e feridas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; REIS; OLIVARES, 2006).

Os noédulos séo estruturas especificas onde oaoreglucdo de Na

NHs, intermediada pelo complexo enzimatico denominaitoogenase. A
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amoOnia é disponibilizada para a planta em conttiglgano fornecimento de
fotoassimilados para as bactérias (ALBINO; CAMP@)D).

As principais reacdes bioquimicas em plantas eewola presenca do
N, sendo um dos elementos absorvidos em maior igadet pelas plantas
cultivadas, esse se perde facilmente por lixiviacAmlatilizacdo e
desnitrificagdo, sendo necessario um manejo adeqdadadubacéo tanto do
ponto de vista econdmico como ecolégico e agrondmiMOREIRA,
SIQUEIRA, 2006).

Devido ao alto custo da producéo agricola e addgras ambientais é
importante recorrer ao processo de FBN, o qualribomtpara a qualidade
ambiental e outros processos biolégicos do solmalle reduzir o custo da
atividade produtiva, por ser um processo natut@h poluente, por consumir
energia da fotossintese e ser manipulavel e baMBREIRA; SIQUEIRA,
2006).

O melhor exemplo de utilizacdo do processo de FBNdé inoculacdo
de BNL do géneroBradyrhizobiumna cultura da soja, onde a adubagéo
nitrogenada é totalmente substituida.

A simbiose das BFN com leguminosas séo caracteizp€ela formacgao
de nodulos, porém essas bactérias também podendeserida livre ou
encontradas em associagdo com plantas de outrdm$amas sem a formacao
de nodulos (ESPINDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 1997).

As BFNNL séo encontradas principalmente nodile Proteobacteria na
Ordem Rhizobiales, nos seguintes géneRisizobium (FRANK, 1889),
Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1988; DE LAJUDIE et al., 1994),
Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998)Bradyrhizobium(JORDAN, 1984),
Azorhizobium(DREYFUS; GARCIA; GILIS, 1988)Devosia(RIVAS et al.,
2002; 2003)Mesorhizobium(JARVIS et al., 1997)Methylobacterium(SY et
al., 2001, JOURAND et al., 2004pchrobactrum(TRUJILLO et al., 2005).
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Chen et al. (2001) e Moulin et al. (2001) obsemarpie bactérias do filp —
Proteobacteria pertencentes a Ordem Burkholderigdesntificadas como
Burkholderia sp e Cupriavidus sp.também sado capazes de se associar com
leguminosas.

Estirpes de BFNN e espécies leguminosas podemr dgialtamente
especificas a altamente promiscuas, ou seja, paaesade estabelecer simbiose
COm poucos ou com varios parceiros. A promiscuidiméospedeiro pode ser
um fator limitante a fixacdo bioldgica de nitrog&nja que algumas espécies
nodulam com varias estirpes de BFN. Deste mod@isennecessario a selecdo
de estirpes eficientes na FBN que possam compeldspmesmos sitios de
infeccdo com a comunidade nativa, que é muito siver as vezes pouco
eficiente, e a inoculacdo deve conter elevado ndirdercélulas para dar uma
vantagem competitiva & populacao introduzida (MOREISIQUEIRA, 2006).

Em estudo realizado por Matsuda, Moreira e Siguita2), verificou-
se a tolerancia de rizébios ao cobre, cadmio eozimg qual demonstraram que
estirpes deBradyrhizobiumprocedentes de solos contaminados e isolados de
hospedeiros deEnterolobium apresentaram alta tolerdncia a esses metais,
ressaltando a importancia dos estudos de selegéstidees.

A selecdo de estirpes eficientes de BFN é de eatiemortancia, pois
através dessas é possivel produzir mudas com jeitede uso em areas
degradadas e de reflorestamento, com crescimemidorée resistentes as
condicbes de campo.

2.7 Diversidade microbiana

Os Microrganismos apresentam elevada diversidadeétiga,

morfolégica e desempenham func¢des cruciais nos sistemas como
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componentes fundamentais das cadeias alimentales @clos biogeoquimicos
(MYERS, 1996).

A diversidade de microrganismos é muito vasta, rpogtande parte
destes é desconhecida. Estima-se que menos deelridanaximo 10% das
espécies microbianas tenham sido caracterizadass@itds, dependendo do
habitat estudado (STURSA et al., 2009).

A razdo para o baixo nimero de espécies descritaglificuldade no
cultivo destes microrganismos em condicdes labneaigo incluindo o pouco
conhecimento sobre seus requisitos nutricionais kBolgia de organismos
presentes em diferentes amostras ambientais (LifviA,e2009).

A biologia molecular tem contribuido significativante para o avanco
no conhecimento da diversidade microbiana, porémdispensa o uso de dados
fenotipicos e simbibticos. Dentre as andlises fpiwals, a caracterizacédo
cultural é primordial para a classificacdo de nowdsrorganismos e auxiliam
nos estudos de diversidade (JESUS et al., 2005).

Com o advento das técnicas moleculares, o sequescia de genes
que codificam para subunidades do RNA ribossont6,(23S e 5S) tem sido
amplamente empregado para estudos de diversidade.

Os RNAs ribossomais sdo moléculas universais compdis altamente
especificas estabilizadas ao longo da evolugcdooesafieram influéncia por
mudancas no ambiente, sendo o gene 16S rRNA unmmeds utilizados para
detectar as relacdes entre bactérias (WOESE, 1991).

O gene 16S rRNA pode ser amplificado pela reacdocadeia da
polimerase (PCR) e o produto da PCR sequenciadmp@mcdes entre as
sequéncias de nucleotideos do 16S rRNA tém sidizadths para avaliar
relacdes filogenéticas entre espécies de bacfé@aoras de nitrogénio (LIMA
et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012; COSTA et aD13).
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Nos estudos de diversidade microbiana, a técnid2Cfe é utilizada em
varias metodologias como analise de restricdo doArBmplificado (ARDRA),
no polimorfismo do tamanho do fragmento de restrigiminal (TRFLP), na
amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico (RAPD)a ranalise do espaco
ribossomal intergénico (RISA), na eletroforese eml gom gradiente
desnaturante (DGGE), na eletroforese em gel deiagad de temperatura
(TGGE) e no polimorfismo conformacional de fita ples (SSCP) (KIRK et al.,
2004)

Estudos que visem identificar a ocorréncia, a didade e a eficiéncia
de bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferasegmaminosas podem fornecer

informacdes importantes sobre a ecologia desta®+oiganismos.
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de arak diversidade
fenotipica, genotipica e simbidtica de bactériass@mtes em nddulos de
diferentes leguminosas. Para isto, a coleta doslo®doi realizada no viveiro
pertencente a Mina de Corrego do Meio, Propriedad¢ALE, no municipio de
Sabara, MG. No viveiro havia 20 espécies de legosais, no entanto foram
encontrados nédulos somente em 11. Os nédulos foracerados em placas
contendo meio de cultura 79 e todos os morfotidudos foram isolados e
caracterizados culturalmente, posteriormente malse experimento para
autenticar e avaliar a eficiéncia desses isoladogixacdo de nitrogénio em
simbiose com siratro Macroptilium atropurpureum) O experimento foi
realizado em tubetes contendo areia e vermiculith),(sendo os controles, os
tratamentos sem inoculacdo de estirpes (com ahaixo teor de nitrogénio
mineral) e com inoculacdo das estirpes de refeaépara siratro na fixacao
biolégica de nitrogénio, UFLA 04-0212 e SEMIA 65B. delineamento foi
inteiramente casualizado com trés repeticdes, abalyor um periodo de 45
dias. ApOs este periodo foram avaliados os seguipdeametros: nimero de
nédulos, matéria seca do ndédulo, matéria seca da gérea, matéria seca da
raiz, matéria seca total e eficiéncia relativad@dos foram submetidos a analise
de variancia por meio do teste de Scott-Knott, a d@aprobabilidade. Para
verificar a diversidade genética realizou-se aagfn do DNA gendmico e o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. ForandabtP2 isolados em
cultura pura, destes 42,39% apresentaram cresamemido, 19,56% de
crescimento intermediario, 38,04% de crescimenttoleQuanto a modificacédo
do pH do meio de cultura, 26,08% acidificaram, &95mantiveram o pH
neutro e 54,34% alcalinizaram. No experimento derdicacdo e eficiéncia
simbidtica, 90% dos isolados nodularam, a efic@nalativa das estirpes
autenticadas foi varidvel, sendo que 10% dos isslgitomoveram aumento
estatisticamente superior ao controle com alto deol, ou seja, apresentaram
alta eficiéncia na fixacéo bioldgica de nitrogémas 92 estirpes isoladas foram
sequenciadas 37, representantes dos diferentessgeufiurais as quais foram
identificadas como pertencentes aos géndBoadyrhizobium Rhizobium
Burkholderiag Bacillus Paenibacillus Lysinibacillus Bosea, Cohnellae
Leifsonia Os resultados mostraram alta diversidade genéfarmtipica e
simbidtica. Além disso, verificou-se que algumass dsstirpes estudadas
apresentaram alto potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Fixacdo biol6gica de nitrogéniora@arizacdo cultural.
Sequenciamento parcial do gene 16S rRMAacroptilium
atropurpureumRecuperacédo de areas degradadas.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the genotypltenotypic, and
symbiotic diversity of bacteria present in nodwéslifferent legume plants. For
this purpose, the nodules were collected in thergreuse belonging to Mina de
Cérrego do Meio, ownership of VALE, in Sabara mipaéity. In the
greenhouse, there were 20 legume plant specieghwltl plant species had
nodules. They were smashed in petri dishes withc@®ure medium.The
morphotypes obtained were isolated and culturatacherized. After wards a
trial was performed to authenticate and evaluate islolates nitrogen fixing
efficiency in symbiosis with siratroMacroptilium atropurpureumn The trial
was carried out in tubes containing sand and veritéc(1:1). The treatments
were obtained with the isolates plus the contnaatments without inoculation
of the isolates (with high and low mineral nitrogaomtent) and with inoculation
of the reference strains for siratro in biologin@togen fixation UFLA 04-0212
and SEMIA 656.The experimental design was completedomized with three
replicates, conducted for 45 days. After this pirithe following parameters
were measured: nodules number, nodule dry weidplaipts root and total dry
weight, and relative efficiency. The data were gsedl by variance analysis
using Scott-Knott test at 5% of probability. Thengtic diversity was verified by
the genomic DNA extraction and partial sequencihghel6SrRNA gene. 92
isolates were obtained in pure culture, which 4%h3Bolates shown fast
growing, 19,56% shown moderate growing, 38,04% sha@low growing.
Alteration of pH of the 79 medium, 26,08% acidifid®,56% remained neutral
pH e 54,34% alkalinizing. In the authentication aydnbiotic efficiency trial,
90% of the isolates nodulated, but their relatifficiency were variable, and
10% of the isolates promoted an increase statlistibigher than the control
with high N content, showing high biological niteagfixation efficiency. From
92 isolates, 37 strains were sequenced, repregedifferent culture groups,
which were identified belonging tBradyrhizobium Rhizobium Burkholderia
Bacillus, Paenibacillus Lysinibacillus Bosea, Cohnellaand Leifsonia genera.
The results show a high genetic, phenotypic, andhbsytic diversity.
Furthermore, it was found that some of the strpiesent great biotechnological
potential.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Cultural atacterization. 16SrRNA
sequencingMacroptilium atropurpureumRestoration of degraded
areas.
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1 INTRODUCAO

A mineracdo é uma atividade de grande importaraia p sociedade e
para a economia brasileira, entretanto gera impawambiente como poluicéo
do ar, da agua, do solo e sonora.

As éareas de mineracdo apresentam baixos teoresatdgianorganica,
diminui a translocacgéo de 4gua e nutrientes asgsdaprincipalmente nitrogénio
e fésforo e torna a atividade bioldgica insuficee(ERANCO et al., 1995).

A recuperacdo dessas areas dependera, dentre tatboss, de uma
microbiota ativa em virtude de sua participa¢deinkagem de nutrientes e nas
mudancas fisico-quimicas necessarias para o crestrdas plantas.

As bactérias fixadoras de nitrogénio ;) Natmosférico (BFN) sao
microrganismos abundantes em solos de diferentessistemas. Alguns
géneros de BFN séo capazes de estabelecer sinsbimsem grande nimero de
espécies leguminosas, caracterizada pela formazdmdllos, nestes ocorre a
conversao do nitrogénio atmosférico,\ldm amdnia (Nk), que sera utilizada
no metabolismo vegetal, contribuindo para o seerdedvimento.

Estudos com leguminosas florestais vém sendo agllizem processos
de restauracdo de solos degradados pela mineragddodao fato destas
obterem nitrogénio pela simbiose com bactériaglfixas de nitrogénio (BFN),
contribuindo para o estabelecimento de ecossistélorastais e acelerando a
sucessdo natural (FRANCO; FARIA, 1997).

A maior diversidade de bactérias fixadoras de gé&nbo noduliferas em
leguminosas (BFNNL) pode maximizar o processo dacfio biolégica de
nitrogénio (FBN) em &reas degradadas devido aodizgtas poderem realizar a
simbiose com vérias espécies de leguminosas, aantgnta resiliéncia dos
processos microbianos no solo (MELLONI et al., 200d0OREIRA;
SIQUEIRA, 2006).
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Estudos de diversidade de bactérias noduliferadegominosas tém
utilizado plantas isca, que capturam populacdeBFi¢ de amostras de solo ou
diretamente das raizes das plantas através da atgéenddulos, este Ultimo
demonstra a relagdo da diversidade de BFN comeasiilade de suas espécies
hospedeiras (MOREIRA, 2008).

Para se ter acesso a diversidade, o isolamentaeaeterizacao cultural
(cor, diametro das col6nias, borda, forma, elevaséperficie, consisténcia da
colénia, producdo de exopolissacarideos, absoreamihnte) sdo primordiais
para a classificagdo de novos microrganismos (JESUS, 2005), os géneros
de BFNNL podem ser diferenciados pela caracterizagétural em meio de
cultura 79.

Guimardes et al. (2012), ao estudarem a diversidgsi®itica e
simbidtica de BFN isoladas de solos agricolas daaZmia Ocidental,
utilizando feijado caupi \(igna unguiculatqa como planta isca, por meio do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Estegemuterificaram que as
estirpes de crescimento intermediario e as de ionesto lento, que
alcalinizaram ou mantiveram o pH neutro em meiofagi@am identificadas,
predominantemente, como sendo do géBeanlyrhizobiume apresentaram alta
diversidade genética entre as estirpes. As carstétas culturais observadas sao
tipicas desse género, demonstrando que dadosplienstialiados as técnicas
moleculares tornam a identificacéo de microrgangsmais completa e precisa.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetive dvaliar a
diversidade fenotipica, genotipica e simbidtica lictérias presentes em
nédulos de mudas de diferentes leguminosas. Alémedficar a eficiéncia

simbiética destas bactérias em sirai@¢roptilium atropurpureum
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e coleta de nddulos de rizébios

Este trabalho esta vinculado ao projeto “Diversidadé plantas e de
organismos do solo com potencial biotecnolégicadéicadores de recuperacdo
ambiental em Minas Gerais”.

A coleta de nédulos de mudas das leguminosas &tizagla em 9 de
outubro de 2013, no viveiro pertencente a Mina d&régo do Meio,
Propriedade da VALE, localizada no municipio degsapMG.

No viveiro estudado havia 20 espécies de legumiodantre as
noduliferas foram encontrados nédulos nas raizekldespécies leguminosas:
Abarema brachystachyéb nédulos) Centrolobium tomentosurfé noédulos)
Dalbergia miscolobiung5 nédulos) Dalbergia nigra(3 nédulos) Enterolobium
contortisiliquum (7 nédulos) Enterolobium gummiferum(4 nddulos)
Machaerium nictitang5 noédulos) Mimosa bimucronatd5 nédulos), Ormosia
arborea (5 nodulos) Plathymenia foliolosg5 nédulos) ePlatypodium elegans
(6 nédulos), totalizando 57 nédulos (Tabela 1). f&am encontrados nédulos
nas raizes deDalbergia sp., Inga cylindrica, Inga vulpinae Mimosa
pogocephala.E havia cinco ndo noduliferag€assia ferruginea, Hymenaea
courbaril, Senna macranthera Senna multijuga, Sbtium parahyba

Na coleta, sistemas radiculares das espécies dmnilegsas foram
retirados de sacos plasticos manualmente. Apédetac@inda no viveiro, os
nédulos foram lavados em agua corrente e armazeramofrascos de vidro
com tampa rosqueédvel, contendo um chumago de algeddsilica gel,
respectivamente, até a etapa de isolamento no affiior de Biologia,
Microbiologia e Processos Biolégicos do Solo (D@8)Universidade Federal
de Lavras (UFLA).
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Tabela 3 Caracteristicas das espécies das mudkEgueinosas

Espécies Subfamilia Habito Idade das mudas
Abarema brachystachya Mimosoideae Arvore 7 meses
Centrolobium tomentosum Papilionoideae Arvore 5 meses
Dalbergia nigra Papilionoideae Arvore 10 meses
Dalbergia miscolobium Papilionoideae Arvore 10 meses
Enterolobium contortisiliguum  Mimosoideae Arvore 7 meses
Enterolobium gummiferum Mimosoideae Arvore 10 meses
Machaerium nictitans Papilionoideae Arvore 9 meses
Mimosa bimucronata Mimosoideae Arvore 8 meses
Ormosia arborea Papilionoideae Arvore 7 meses
Plathymenia foliolosa Mimosoideae Arvore 8 meses
Platypodium elegans Papilionoideae Arvore 11 meses

Foram retiradas amostras do substrato de cultig rdadas apés a
retirada dos nodulos das raizes. Estas amostram feubmetidas a analises
quimicas e fisicas efetuadas no Laboratério de isewl de Solo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidadeerigédde Lavras. O
substrato apresentava pH tendendo a neutralidadg, (& alta fertilidade
indicada pelos valores das bases trocaveis e gagen da saturacdo de bases

(79,85%) (Tabela 2).



Tabela 4 Analises quimicas e fisicas do substmtmullivo das mudas
pH K* P ca’ Mg Al H+Al SB t T Vv m
----- mg/dm’ ----- cmol/dn? T —
6,5 146 90,6 9,5 1,6 0 2,9 11,47 11,47 14,37 79,85 0
Alto Muito Muito Muito Muito Mulito Médio Muito Muito Bom Bom Mu.ito
Bom Bom Bom Bom Baixo Bom Bom Baixo
M.O P-rem Zn Fe Mn Cu B S Argila Silte Areia
dag/kg mg/L L 1 — dag/kg ----—---
3,28 8,05 8,68 34,58 84,73 0,92 0,28 24,45 57 5 38
Médio Muito Muito Bom Muito Médio Baixo Muito
Bom Bom Bom Bom
Legenda:
pH em agua; Ca — Mg — Al — Extrator: KCI — 1 mol/L S — Extrator — Fosfato monocalcio em acido acético
SB = Soma de bases trocaveis P — Na — K —4/e—Mn — Cu — Extrator Mehlich 1
CTC (T) — Capacidade de Troca Catidnica a pH 7,0 + Al — Extrator : SMP
m = indice de Saturac&o de Aluminio CTC (t) p&adade de Troca Catidnica Efetiva
P-rem: Fosforo remanescente V = indice de Sefiarde Bases
B — Extrator agua quente

Mat. Org. (MO) — Oxidagéo: N&r,O; 4N+H,SO, 10N

TS
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2.2 Isolamento e caracterizacao cultural

Para o isolamento das bactérias foram utilizados ndslulos
provenientes de cada espécie de leguminosa. Paimaite, os nodulos foram
lavados e hidratados em agua destilada estérilfrpwa minutos. Apds esse
procedimento, os nodulos foram desinfestados duodnfiente, sendo
primeiramente imersos em &lcool etilico 95% pos8§undos, em seguida em
H,O, por trés minutos e, apds, lavados seis vezes em dagtilada estéril. A
cada desinfestacdo dos nodulos de plantas diferémtam trocados todos os
reagentes (alcool, @, e agua), sendo que a cada troca a agua foi plaguead
para comprovar a eficacia do processo de desigfestaDs nddulos foram
macerados em placas contendo meio de cultura 7ROFR/AKSMAN, 1928)

e o liquido obtido foi espalhado em forma de esttiampostas para a obtengéo
de colbnias isoladas.

Todos os morfotipos observados foram plaqueados parificacéo,
apos esse processo o0s isolados foram estocadashendé ensaio com tampa
rosqueavel contendo meio 79 (solido), mais 6lecerainem meio 79 (liquido),
mais glicerol 20% e armazenado a 4°C. Além diss@nfi mantidos em agua
destilada estéril, em temperatura ambiente.

Os isolados foram avaliados quanto as caracte$stialturais, como
alteracdo do pH do meio de cultura apés o crestordknbactéria (acido, neutro
ou alcalino), taxa de crescimento avaliado pelgoteate formacgéo de coldnias
isoladas (1-3 dias, crescimento rapido; 4-5 diesaimento intermediario; 6-10,
crescimento lento; mais de 10 dias, crescimentoonhento), alteracdo do pH do
meio (acidificacdo, neutralizagéo e alcalinizagém)forme (MOREIRA, 1991),
caracteristicas das col6nias: cor (creme, bramqoareda ou rosa), didmetro das
coldénias (mm), borda (inteira, ondulada, filameatotbada ou denteada),

forma (circular, irregular ou puntiforme), elevag@tana, lente, convexa, drop-
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like, umbilicada ou umbanada), superficie (lisagyosa ou papilosa) detalhes
Opticos (transparente ou opaca), consisténcia ldaiao(seca, aquosa, gomosa,
butirica ou viscosa), elasticidade, producdo depelissacarideos (escassa,
pouca, moderada ou abundante) e absor¢édo de cQIBRES et al., 2005).

2.3 Autenticacédo dos isolados e eficiéncia simbicdi

Foram testados 90 isolados obtidos (dois ndo fdemtados devido a
obtencéo tardia de colbnias puras), contemplandespg&cies de leguminosas
estudadas. Esses foram autenticados em siMaorgptilium atropurpureutna
fim de verificar sua capacidade nodulifera e sitéeicia para fixacéo biologica
de nitrogénio nessa leguminosa.

O experimento foi conduzido de dezembro (2013)artbro (2014) em
casa de vegetacdo do Laboratério de Biologia, Miotogia e Processos
Bioldgicos do Solo (DCS) da Universidade Federallderas (UFLA). As
plantas foram cultivadas em tubetes de polipropilecom capacidade
volumétrica de 250 cincontendo uma mistura de areia e vermiculita na
proporcdo de 1:1 (viv) e adicionada solucdo nu&ritide Hoagland
(HOAGLAND; ARNON, 1950) esterilizada, de acordo camecessidade das
plantas.

O experimento constituiu-se de trés repeticdeslizatido um
delineamento inteiramente casualizado com 94 textéws, sendo 90 isolados,
dois controles negativos (um com teor de nitrogénioeral (N) ideal para o
desenvolvimento das plantas e outro com baixo terN, ambos sem
inoculagéo) e dois controles positivos (com baear de N mineral e inoculado
com as estirpes referéncia para espécie vegetatstmdo, UFLA 04-212 e
SEMIA 656).
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Os dois controles negativos foram adicionados pamaprovar a

auséncia de contaminacdo e para comparacdo comardaspinoculadas. Nos
tratamentos controle com baixo teor de N e nosuiolos, a solucdo nutritiva
de Hoagland utilizada continha 5,25 mgde N, a qual é considerada uma dose
de arranque para o processo de fixacdo biol6gicaitdegénio. As seguintes
guantidades de solugdo estoque foram adicionadas lerde 4gua: 0,1 mL de
114 g.I'* NHH,PO; 0,6 mL de 101,11 gt KNOs; 0,4 mL de 236,16 gt
Ca(NQy),.4H,0; 2 mL de 246,9 gt MgSO,.7H,0; 3 mL de 87,13 g.LK,SOy;
10 mL de 12,6 g.t Ca(HPOy)2.H,0; 200 mL de 1,72 gt CaSQ.2H,0; 1 mL
FEeEDTA e 1 mL de micronutrientes (2,86 mg.lH:BOs; 2,03 mg.L*
MnSO,.4H,0; 0,22 mg.[* ZnSQ.7H,0; 0,09 mg.[* Na;MoO,.H,0; 0,08 mg.L
1).

No controle com teor de nitrogénio mineral (N) idgzara o
desenvolvimento das plantas foi utilizada a solugéloagland e Arnon (1950)
completa com 52,5 mgide nitrogénio.

A estirpe UFLA 04-0212, identificada con8yadyrhizobiumsprefere-
se a um controle positivo de comprovada eficiémreia estabelecer simbiose
com o siratro (FLORENTINO et al., 2009) e a SEMIB66refere-se a estirpe
recomendada como inoculante paiatro Macroptilium atropurpureum pela
reunido de laboratorios para recomendacdo, pacightz e difusdo de
tecnologia de inoculantes microbioldgicos de irdseeagricola (RELARE) e
autorizada pelo MAPA, do géneBrsadyrhizobium

Apbs o preparo dos tubetes com areia, vermiculitmagel aluminio,
estes foram autoclavados por uma hora a 120°Ceierges de siratro foram
escarificadas e desinfestadas com acido sulfaridopBr 20 minutos, lavadas
sucessivamente em agua destilada estéril e imensagua destilada por duas
horas. Posteriormente foram transferidas para eapie Petri com algodao

umedecido e incubadas a 28°C até a germinagéo.deuzntes pré-germinadas
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foram inseridas manualmente em cada tubete corticadgiuma pinca estéril e
apis uma semana uma das plantulas foi desbastada.

Para a inoculacdo das plantas foi utilizado 1 micu&ra crescida em
meio de cultura 79 liquido sob agitacdo, por ceecdrés a sete dias de acordo
com a taxa de crescimento dos isolados.

O experimento foi conduzido por 45 dias, apés gmyéodo foram
avaliados os seguintes parametros: nimero de r&dihid), matéria seca de
nédulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSRR}gria seca da raiz
(MSR), matéria seca total (MST) e eficiéncia remt{EFR), que foi calculada
segundo a férmula EFR = (MSPA inoculada) *100 / BMSda planta com N
mineral). Os resultados dos experimentos foram stidos a analise de
variancia, empregando-se o programa SISVAR versidFERREIRA, 2008).
As médias dos tratamentos foram comparadas patdesScott-Knott a 5% de
probabilidade e as médias originais de NN e MSkesaf transformacdes pela

raiz quadrada (x+1).

2.4 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dasigsts bacterianas

Das 92 estirpes isoladas foram selecionadas 3Tesmmantes dos
diferentes grupos culturais. O DNA gendmico foiraido pelo método de lise
alcalina como descrito por Niemann et al. (1997%)a#ir de células de cultura
pura, cultivadas de trés a sete dias de acordoataxa de crescimento das
estirpes em meio de cultura 79 (FRED; WAKSMAN, 1pFaara a amplificacao
do gene 16S rRNA foram utilizados os pares de nligieotideos iniciadores
(primerg 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991). Aliquotas de HiL do
templatede DNA foram utilizadas para % de reacédo de PCR. O volume final
dos reagentes por reacdo foram: 5 mL de tampadiiziRa(10X), 2,5uL dNTP
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Mix (0,2 mM de cada), fL (2,5 mM) de MgCJ, 2,5uL de cadarimer (10
uM), 0,2 uL (5U pL™) deTagDNA Polimerase e &gua estéril ultra pura para
completar o volume da reacdo. A reacdo de ampjficafoi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercydlatas seguintes condicdes: desnaturacéo
inicial de 94°C por 5 minuntos, 35 ciclos de desmaio (94°C por 40
segundos), anelamento (55°C por 40 segundos),séxt€@2°C por 1 minuto e
30 segundos) e uma extensao final de 72°C por 7tasn Os produtos
amplificados foram separados em gel de agarose \ii%ualizados sob luz UV.
Os produtos de PCR foram enviados para o LabooatlariMacrogen (Coréia),
para purificacdo e sequenciamento. A qualidadese@séncias foram avaliadas
com uso do programa BioNumerics, versdo 7.1 (AdpMaths, Austin, TX,
EUA) e posteriormente foram submetidas ao progr&hASTn (Bethesda,
MD, EUA) (ALTSCHUL et al.,, 1997), para comparacaonc sequéncias
similares depositadas no banco de dados do GenBankKational Center for

Biotechnology Information (NCBI).
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3 RESULTADOS

3.1 Isolamento e caracterizacdo cultural

A partir dos nddulos das 11 espécies de leguminfosas obtidos 92

isolados (Tabela 3).

Tabela 3 Espécies vegetais e numero de isolados

Espécies N° nddulos N° isolados

Abarema brachystachya 5 7
Centrolobium tomentosum 6 15
Dalbergia nigra 3 2
Dalbergia miscolobium 5 7
Enterolobium contortisiliquum 7 18
Enterolobium gummiferum 4 6
Machaerium nictitans 5 15
Mimosa bimucronata 5 9
Ormosia arborea 5 1
Plathymenia reticulada 5 4
Platypodium elegans 6 8
Total 57 92

Dos 92 isolados, 42,39% apresentaram crescimemioloral9,56%
crescimento intermedidrio, 38,04% crescimento leQimanto a modificacédo do
pH do meio de cultura, 26,08% acidificaram, 19,56&mtiveram o pH neutro e
54,34% alcalinizaram. A distribuicdo desses isddadi® acordo com seu tempo
de crescimento e reacdo do indicador de pH do rfweimaram nove tipos
culturais (Figura 1), sendo que a espécie que aqu@s maior diversidade
cultural foi aEnterolobium contortisiliquun@Figura 2).

A maioria dos isolados alcalinizou o meio de catui54,34%),
apresentou coloracdo creme, forma circular, bontigira, pouca producao de
exopolissacarideo, consisténcia de massa gomosa ebsorveram indicador
(Figura 3).



58

35 33
30
25
20 | 17

15 12

N° Isolados

10
10 7

RA RN RAL 1A IN IAL LA LN LAL

Grupos culturais

Figura 4 Distribuicdo dos 92 isolados de diferereepécies de mudas de
leguminosas, em nove tipos culturais baseados mapae de
crescimento e alteracdo do pH do meio de cultuescamento rapido
com acidificacdo do meio (RA), sem alteracdo dodpHnmeio (RN) e
alcalinizando o meio (RAL); de crescimento interiagd
acidificando o meio (IA), sem maodificar o pH do mdIN) e com
alcalinizacéo do meio (IAL); de crescimento lentaldicando o meio
(LA), sem modificar o pH do meio (LN) e alcalinizhm o meio
(LAL).



Figura 5 Numero de isolados de cada espécie daasmiel leguminosas, em tipos culturais baseadogmpot de
crescimento e alteracdo do pH do meio de cultuescimento rapido com acidificagdo do meio (RAjnse
alteracdo do pH do meio (RN) e alcalinizando o nfRi&L); de crescimento intermediario acidificandmeio
(IA), sem modificar o pH do meio (IN) e com alc@tiecdo do meio (IAL); de crescimento lento acidifido o

meio (LA), sem modificar o pH do meio (LN) e alcgiando o meio (LA
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3.2 Autenticacdao e eficiéncia simbiética dos isoled

No experimento de autenticacdo, dos 90 isoladasuiados em tubetes,
81 apresentaram nodulacdo positiva e nove néo awaanl Dos isolados que
ndo nodularam cinco apresentaram crescimento rapldés crescimento
intermediario e dois crescimento lento.

No experimento de eficiéncia simbidtica, os comsadem inoculagéo e
com baixo teor de N mineral ndo apresentaram ng#ajJacomprovando a
auséncia de contaminacdo. A analise de variandextde efeito significativo
dos tratamentos sobre matéria seca da parte M8RA), matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca total (MST), matéria seca diuled (MSN), nimero de
nédulos (NN) e eficiéncia relativa (EFR %) (Tabg)a

Os tratamentos inoculados com as estirpes UFLA311-8FLA 01-
810, UFLA 01-809, UFLA 01-811, UFLA 01-818, UFLA @&u5, UFLA 01-
834, UFLA 01-820 e UFLA 01-805 se destacaram paesgntar MSPA
estatisticamente superior aos controles: com attode N mineral e a estirpe de
referéncia Semia 656. De modo geral, 39% das estigpresentaram alta
eficiéncia na fixacdo biolégica do nitrogénio e aaum na promocdo do
crescimento d&lacroptilium atropurpureungTabela 4).

Na matéria seca da raiz os tratamentos que apaesentas maiores
médias foram UFLA 01-831, UFLA 810, UFLA 01-809, A&01-811, UFLA
01-818, UFLA 01-845, UFLA 01-834, UFLA 01-836, UFL0M-817, UFLA 01-
808, UFLA 01-850 e UFLA 01-880 sendo estas estaiitde superiores a
estirpe de referéncia Semia 656 e similares aoralentom alto teor de
nitrogénio. Além disso, 19 estirpes apresentaramorem de MSR
estatisticamente similares a estirpe de refer&®mia 656 (Tabela 4).

Para matéria seca total, 12% das estirpes aprementaalores

significativamente similares ao tratamento contrcben alto teor de N, 21%
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obtiveram valores similares ao controle de reféeéremia 656 e 67%
apresentaram valores similares aos tratamentostesitsem inoculagdo e com
baixo teor de N mineral e a referéncia UFLA 04-0¢lzbela 4).

Para a matéria seca de nédulos (MSN) e numero dala® (NN),
foram observados dois grupos: um com o resultah@lb@ante aos tratamentos
das estirpes de referéncia Semia 656 e UFLA 04,0242 quais as médias do
NN variaram entre 29,33 e 110,33 e outro nos camimédias variaram entre
dois e 24 nédulos (Tabela 4).

A eficiéncia relativa (EFR) das estirpes varioulée41% na estirpe 88J
a 148,61% na estirpe mais eficiente (UFLA 01-838¢ndo a primeira
considerada ineficiente por nado diferir estatistieate do controle sem
inoculagéo e com baixo teor de N mineral (Tabela 4)

Tabela 4 Matéria seca da parte aérea (MSPA), ddM8R), total (MST) e dos
nodulos (MSN), nimero de nédulos (NN) e eficiéneiativa (EFR)
obtidos em plantas de siratro, com inoculacédo tipes isoladas de
diferentes mudas de leguminosas, dois controleiiyuss(Semia 656
e UFLA 04-212) e dois controles negativos (AltoNAE baixo teor de
nitrogénio mineral (B/N)Y.

Tratamentos  MSPA MSR MST MSN NN EFR (%)
--------------- (mg por planta) ------------
A/N 562 b 283,00 a 845,00 a Ob Ob 100 b
B/ N 105 ¢ 61,33 ¢c 166,67 ¢ Ob Ob 19,23 ¢

Semia 656 400 b 144,33 b 544,33 b 38a 52,00a O0m4
UFLA 04-212 221c 86,67 c 307,67 c 30a 75,00 a 4488,
UFLA 01-829 466 b 124,67 c 591,00 b 18b 8,33b 58%
UFLA 01-827 436 b 142,33 b 578,67 b 3la 11,67 b ,23b
UFLA 01-830 370 b 153,00 b 523,33 b 23b 12,67b ,6B4
UFLA 01-831 665 a 191,33 a 856,33 a 49 a 21,67 b 2,1R2a
UFLA 01-832 511 b 167,33b 678,67 b 29a 24,00 b 2,083b
UFLA 01-828 516 b 162,00 b 678,33 b 38a 17,33 b ,3DP
UFLA 01-857 274 c 130,00 c 404,00 c 18Db 16,67 b ,96@
UFLA 01-837 303 ¢ 95,33¢c 398,67c 32a 47,00a ,064

9J 181 c 143,67 b 324,33 ¢c 20b 21,00 b 32,61c
10J 229 c 139,67b  368,67c Ob Ob 40,73 c
UFLA 01-856 328 c 111,00 c 439,33 c 37a 50,33 a ,28%6

“continua”
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Tratamentos MSPA MSR MST MSN NN EFR (%)
--------------- (mg por planta) ------------
UFLA 01-862 245 ¢ 99,33 ¢ 344,67 c 32a 17,33b 028,
UFLA 01-826 542 b 179,00b  721,00b 46a  38,67a 1,91
UFLA 01-881 307 ¢ 98,67c 405,67 c 46a 3533a 168,
UFLA 01-812 494 b 157,33b  651,67b 36a 16,00b ,1B8
UFLA 01-858 249 ¢ 143,33 b 392,67 c Ob Ob 44,95 c
UFLA 01-867 331c 127,67 c 458,67 c 49a 110,33a ,3%8
UFLA 01-855 283 ¢ 124,00 c 407,00 c 26 b 16,33b ,752
UFLA 01-836 591 b 209,00 a 800,00 a 53a 15,00b 8,6M4a
UFLA 01-823 299 ¢ 133,33 ¢ 432,00 c 7b 2,00b 329
UFLA 01-851 408 b 105,33 ¢ 513,33 ¢ 51a 65,67a ,68B
UFLA 01-822 242 ¢ 143,67 b 385,67 c 5b 267b 826
UFLA 01-841 271¢c 84,00 c 355,33 ¢ 36a 45,00a 078,
UFLA 01-869 216 ¢ 97,67 c 313,33 ¢ 27b  24,00b 23e,
UFLA 01-875 142 ¢ 72,33 ¢ 214,00 c 26 b 29,33a 925,
UFLA 01-853 195¢ 94,67 c 289,67 c 23b  18,33b 538,
UFLA 01-868 145 ¢ 91,33 ¢c 236,67 c 17b  17,33b 326,
UFLA 01-885 240 ¢ 84,67 c 324,67 c 35a 54,00a 498,
UFLA 01-859 213 ¢ 135,33 ¢c 348,00 c 32a 29,33a ,68B6
UFLA 01-846 334c 112,33 c¢c 446,33 c 44a 66,67a 558
UFLA 01-819 558 b 144,33b 702,67 b 52a 64,00a ,99B
UFLA 01-874 288 ¢ 110,33 c¢c 398,67 c 33a 68,00a ,0%8
UFLA 01-806 267 ¢ 126,00 c 393,33 ¢ Ob Ob 48,12 c
UFLA 01-843 455 b 122,33¢c 577,33 b 39a 34,67a ,58BB
UFLA 01-810 780 a 210,67a 990,33 a 50a 74,67 al,1®da
UFLA 01-809 632 a 232,00a 864,00 a 60a 97,67 a2,3%la
38J 203 ¢ 121,33 ¢c 324,67 c 29a 40,00a 36,27c
UFLA 01-816 418 b 150,67 b 569,00 b 27b 13,00b ,90D
UFLA 01-805 684 a 161,67 b 845,33 a 49a 69,00 a9,96la
UFLA 01-871 243 ¢ 95,67 c 338,33 ¢c 21b 10,00b 948,
UFLA 01-860 391 b 88,33¢c 479,67 ¢c 36a 50,33a 77B,
UFLA 01-863 303 ¢ 137,00 c 440,33 c 39a 22,33b ,3%B
UFLA 01-883 318¢c 116,67 c 435,00 c 34a 85,00a ,966
UFLA 01-804 497 b 153,33b 650,33 b 54a 54,00a ,18B
UFLA 01-814 381b 136,67 c 517,33 c¢c 16 b 9,67b 784,
UFLA 01-842 149 ¢ 67,00 c 216,00 c 20b  48,00a 1%FE,
UFLA 01-870 155 ¢ 98,00 c 253,00 c Ob Ob 27,58 ¢
UFLA 01-813 266 ¢ 102,00 c 367,67 c 22b 12,33b ,098
UFLA 01-872 205 ¢ 88,33 ¢ 293,67 c 25b 56,00 a 7886,
UFLA 01-876 164 ¢ 100,33 c 264,33 c 15b 40,00 a 528
UFLA 01-820 581 a 175,67b 756,67 b 52a 29,33 a5,4b
UFLA 01-840 319¢c 102,00 c 420,67 c 40a 49,67a ,168
UFLA 01-839 198 ¢ 111,00 c 308,67 c 32a 47,67a ,986

“continua”
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Tratamentos MSPA MSR MST MSN NN EFR (%)
--------------- (mg por planta) ------------
UFLA 01-873 409 b 121,00c 530,33 b 35a 58,67 a ,19¢&
UFLA 01-865 336 ¢ 131,67 c 467,67 c 52a 56,33 a ,7%50
58J 257 c 109,33 ¢ 366,67 c 32a 57,67 a 47,55 c¢c
UFLA 01-817 466 b 195,00a 660,67 b 2b 10,33 b 030,
UFLA 01-811 760 a 217,67 a 977,67 a 63 a 69,33 a6,66%
UFLA 01-864 174 c 49,00 c 223,33 ¢ 16 b 42,33 a 6@,
UFLA 01-835 375b 92,67 c 468,00 c 33a 41,67a 8%5,
UFLA 01-808 400 b 212,00a 612,33 b 26b 33,33 a ,8%¢
UFLA 01-833 148 ¢ 90,67 c 238,33 ¢c 21b 53,67 a 826,
UFLA 01-825 335¢ 111,67 c 446,67 c 23b 533b 838,
UFLA 01-818 707 a 239,00 a 946,00 a 47 a 55,67 a7,2b62a
UFLA 01-845 616 a 200,00 a 816,00 a 49a 41,00 a3,9%1a
68J 184 ¢ 102,33 ¢c 286,33 c 19b 62,00 a 34,39 ¢
UFLA 01-882 248 ¢ 74,33 ¢ 322,33 ¢ 24 b 13,33 b 582,
UFLA 01-821 422 b 150,00b 572,33 b 23b 11,33b ,180
UFLA 01-866 236 ¢ 98,33 ¢ 334,00 c 27b 62,67 a 1l@g,
UFLA 01-847 351c 120,67 c 472,00 c 50 a 62,67 a 662
UFLA 01-824 319¢ 120,00 c 439,00 c 34 a 29,00 a ,6(%8
UFLA 01-854 231c 88,67 c 319,33 ¢ 27b 61,67 a 9ug,
UFLA 01-879 187 ¢ 101,33 ¢ 288,33 c 3b 50,67 a 838,
UFLA 01-815 365 ¢ 109,33 c 474,00 c 32a 20,67b ,6®%4
UFLA 01-849 315¢ 141,67 b 457,00 c 38b 37,33a ,8%4
UFLA 01-838 228 ¢ 145,33 b 373,33 ¢ 16 b 9,00b 24t
UFLA 01-807 507 b 163,67b 670,67 b 44 a 59,33 a ,9@B
UFLA 01-852 342 ¢ 130,67 c 473,00 c 55a 49,00 a ,062
UFLA 01-861 355 ¢ 127,33 ¢ 482,00 c 26 b 16,67 b ,28@
UFLA 01-877 126 ¢ 88,33 ¢c 214,67 c Ob Ob 22,93 ¢
UFLA 01-844 416 b 119,00c 535,00 b 33a 47,00a ,238
84J 133 ¢ 76,33 ¢ 209,33 c¢c Ob Ob 24,44 c
UFLA 01-848 128 ¢ 71,33 ¢c 199,00 c Ob Ob 22,85¢
UFLA 01-850 440 b 196,00 a 636,33 b 35a 66,33a ,50b
87J 384 b 105,33 ¢ 489,33 ¢ 23b 10,33 b 66,03 c
88J 88¢c 48,00 ¢ 136,33 ¢ Ob Ob 16,41 c
UFLA 01-878 133 ¢ 96,33 ¢ 229,33 c¢c Ob Ob 23,63 ¢c
UFLA 01-884 476 b 112,00c 587,00 b 51a 30b  8#,50
UFLA 01-834 718 a 199,00 a 917,33 a 49 a 65,67 a9,002a
UFLA 01-880 410 b 186,33a 596,33 b 17b 15,67b ,149
CV (%) 48,41 34,38 43,26 1 38,56 50,76

WMédias seguidas de letras iguais nas colunas fié@uli pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.
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3.3 Sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA

Das 92 estirpes isoladas foram sequenciadas ¥&smpantes de seis
grupos culturais (RA, RAL, RN, IA, LAL, LA).

As sequéncias obtidas variaram de 318 a 1028 pistramolo uma
porcentagem de identidade de 98% a 100% com isplgdestudados (Tabela
5).

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA ideatifias estirpes
noduliferas como pertencentes aos génBraslyrhizobiumsendo este o mais
encontrado com treze estirpes, seguidos dos gértn@obiumcom oito
estirpes,Burkholderiae Bacillus com trés estirpeBoseae Paenibacilluscom
duas estirped,ysinibacilluse Leifsoniacom uma estirpe. E entre as estirpes néo
noduliferas estdo os génesadyrhizobium, Cohnella Paenibacillus(Tabela
5).

Entre as estirpes identificadas coBi@dyrhizobium a UFLA 01-805,
UFLA 01-809, UFLA 01-811 e UFLA 01-834 apresentararaior eficiéncia
relativa na fixagdo de nitrogénio, com os seguiatdsres: 119,95%; 112,34%;
136,66%; 129%, respectivamente, sendo estes &estatisnte superiores ao
controle com alto teor de N mineral.



Tabela 5 Identificacdo de estirpes com base nagrei@s do 16S rRNA mais similares encontradas entB@nk. Os
isolados séo oriundos de diferentes leguminosas

Hospedeiros de Cédigos? EFR®  Grupos Sequéncia mais similar encontrada no GenBank

origem isolados Estirpe Nodulacdd (%) culturais NPB Espécie Si (%) Codigo de Acesso
Machaerium 5,  UFLA + 83,58 RA 709  Paenibacillussp. 99 KC189948.1
nictitans 01-829
Dalbergia UFLA .
miscolobium Dm2.1 01-827 + 75,23 RA 620  Burkholderiasp. 99 JQ316419.1
Dalbergia UFLA o
miscolobium Dm 4.2 01-830 + 64,61 RA 490 Rhizobiunsp. 99 KF571875.1
Mimosa UFLA S
bimucronata Mb 4.3 01-858 - 44,95 RA 658  Paenibacillussp 100 DQ365577.1
Abarema UFLA o
brachystachya Ab 5.1 01-855 + 52,71 RA 824 Rhizobiunsp. 99 GU433459.1
Ormosia UFLA o
arborea Oa4.1 01-823 + 52,93 RA 655 Rhizobiunsp. 100 AB456618.1
Abarema Ab 5.2 24) RA 672 Boseasp. 100 JIX566529.1
brachystachya
Centrolobium UFLA S
tomentosum Ct2.1 01-861 + 60,23 RA 730  Paenibacillussp. 100 JF768727.1
Centrolobium o 5, UFLA - 2293 RA 318  Cohnellasp. 98 GU181266.2
tomentosum 01-877
Dalbergia nigra Dn 3.2 gf;& + 84,50 RA 522 Leifsoniasp. 100 AB730539.1
Enterolobium UFLA o
gummiferum Egl.1 01-832 + 92,02 RN 843 Rhizobiunsp. 99 GU433459.1
Enterolobium ¢ o UFLA + 97,31 RN 1025  Rhizobiumsp. 100 JX855180.1
gummiferum 01-828
Enterolobium UFLA o
qummiferum Eg 4.2 01-857 + 50,96 RN 339 Rhizobiunsp. 100 KF053325,1
Enterolobium UFLA o
gummiferum Eg1.2 01-837 + 54,06 RN 740 Rhizobiunsp. 99 HQ231924.1
“continua”
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Tabela 5 “continuagéo”

Hospedeiros de Cédigos? Estive  Nodulacdd EFR®  Grupos NPB Sequéncia mais similar encontrada no GenBank
origem isolados P § (%) culturais Espécie Si (%) Codigo de Acesso
Dalbergia UFLA .
miscolobium Dm2.2 01-826 + 101,91 RN 854  Burkholderiasp. 99 AY773190.1
Mimosa UFLA .
bimucronata Mb 4.2 01-867 + 59,35 RN 994 Bacillussp. 99 KC236700.1
Machaerium UFLA .
nictitans Mn 4.1 01-817 + 80,05 RN 719 Bacillussp. 100 KJ545711.1
Dalbergia UFLA .
miscolobium Dm4.1 01-831 + 122,15 RAL 730 Burkholderiasp. 100 JQ316419.1
Abarema UFLA
brachystachya Ab 2.1 01-841 + 49,07 RAL 1028 Boseasp. 99 HQ260890.1
Centrolobium UFL A L
tomentosum Ct6.1 01-865 + 60,75 RAL 698  Lysinibacillussp. 100 KF151163.1
Machaerium UFLA o
nictitans Mn 4.2 01-868 + 26,33 1A 827 Rhizobiunsp. 99 JX855182.1
Enterolobium ¢, 5 48] LA 741  Paenibacilusp. 98 AY556412.1
contortisiliquum
Centrolobium 4, UFLA N 4349  LAL 740 Bacillussp. 99 AJ438301.1
tomentosum 01-885
Platypodium 5o 54 UFLA + 5300 LAL 758  Dradyrhizobium g4 AJ431635.1
elegans 01-874 sp.
Centrolobium Ct3.2 UFLA + 112,34 LAL 954 Bradyrhizobium 99 AB513458 1
tomentosum 01-809 sp.
Machaerium g 1 UFLA + 7290 LAL 665  Bradyrhizobium 4, JX284229.1
nictitans 01-816 sp.
Centrolobium Ct5.2 UFLA + 119.95 LAL 664 Bradyrhizobium 100 GU433446.1
tomentosum 01-805 sp.
Abarema UFLA Bradyrhizobium
brachystachya Ab 5.3 01-871 + 43,94 LAL 720 sp. 99 JX284227.1
“continua”
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Tabela 5 “concluséo”

Hospedeiros de Cédigos? Estive  Nodulacdd EFR®  Grupos NPB Sequéncia mais similar encontrada no GenBank
origem isolados P § (%) culturais Espécie Si (%) Codigo de Acesso
Machaerium UFLA Bradyrhizobium
nictitans Mn 2.1 01-860 + 72,77 LAL 642 sp. 100 GU433446.1
Machaerium 45 UFLA . 5591  LAL 582  bradyrhizobium ., IX284238.1
nictitans 01-883 sp.
Machaerium 5, UFLA + 6473  LAL 78  bradyrhizobium o JNO85505.1
nictitans 01-814 sp.
Dalbergia pm31  UFLA - 2758  LAL 3o  Bradyrhizobium - gq FR753001.1
miscolobium 01-870 sp.
Machaerium 5,  UFLA N 3695 LAL 711 Bradyrhizobium ., KF311071.1
nictitans 01-839 sp.
Enterolobium o5, UFLA N 7119  LAL 604  Bradyrhizobum ., IX284238.1
contortisiliquum 01-873 sp.
Machaerium —, , 5  UFLA . 13666 LAL  68s  bradyrhizobium g4 KC113622.1
nictitans 01-811 sp.
Centrolobium Cta2 UFLA + 64.68 LAL 573 Bradyrhizobium 100 KC113622.1
tomentosum 01-815 sp.
Machaerium 5,  UFLA . 12000 LAL 609  Bradyrhizobium 5 IX284238.1
nictitans 01-834 sp.

W Codigos dos Isolados: Sigla alfabética correspaedan hospedeiro de origem, o primeiro nimero @aeo nodulo utilizado
para o isolamento e o segundo nimero se refett@pees
@ Sinal positivo (+): presenca de nédulos nas plathéasiratro; sinal negativo (-): auséncia de nélaks plantas de siratro

® EFR: eficiéncia relativa obtida em plantas detsira

@ Caracteristicas culturais no meio 79: (RA) tempoctescimento rapido com acidificacdo do meio, (RM)po de crescimento
rapido sem alteracdo do pH do meio, (RAL) tempocdescimento rapido alcalinizando o meio, (1A) temg® crescimento
intermediario acidificando o meio, (LA) tempo destimento lento acidificando e (LAL) tempo de cie&nto lento alcalinizando
0 meio; NPB: nimero de pares de bases; Sl (%)epargem de similaridade no GenBank.

89
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4 DISCUSSAO

O siratro Macroptilium atropurpureum estabeleceu simbiose com a
maioria das estirpes isoladas, confirmando ser legiaminosa promiscua. Os
resultados deste estudo através da alta diversidadética, fenotipica e
simbidtica entre as estirpes estudadas concordamocde outros autores que
verificaram a promiscuidade desta espécie vedetdiX et al., 2009; SILVA et
al., 2012).

Tais resultados corroboram os encontrados por Jsals (2005) que
verificaram alta diversidade cultural em solo, 8ék sistemas de uso da terra da
Amazobnia Ocidental, usando siratro como planta. ise@am obtidos 257
isolados, os quais formaram cinco tipos culturssiando de crescimento muito
rapido a muito lento e que acidificaram, alcaliréma e ndo alteraram o pH do
meio.

Florentino et al. (2009) obtiveram diferentes tipoturais de BFNNL,
ao avaliarem a ocorréncia éeorhizobium doebereineraede outras BFNNL
em amostras de solo utilizandesbania virgatae leguminosas promiscuas
como leucena, siratro, feijdo e feijdo caupi. Biréi a espécie mais promiscua,
seguida por feijdo caupi, feijao, leucena e sesbasiduas Ultimas capturaram o
mesmo numero de tipos culturais.

Do total de 81 isolados com capacidade de estayetdmbiose com
siratro, 16,04% apresentaram crescimento rapido acidificacdo do meio e
13,25% apresentaram crescimento rapido e reacéoandisses dois grupos
apresentaram estirpes pertencentes aos géRéimsbiume ainda estirpes do
géneroBurkholderia no primeiro grupo. Os 38,27% de crescimento lento e
reacdo alcalina do pH do meio pertencem ao g@wayrhizobium

O fato de nove isolados nao terem nodulado sirgtoosignifica que ndo

possuam a capacidade de nodulagéo, ja que nao focgnladas nas espécies
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das quais foram isoladas, o que poderia indicar esypecificidade dessas
bactérias com seu hospedeiro de origem (MOREIR@UHEIRA, 2006).

A estirpe de referéncia UFLA 04-0212 demonstrouxdaficiéncia
relativa, sendo estatisticamente similar ao comts@m inoculacdo e com um
baixo teor de N mineral. O fato da estirpe ndo apresentado bom
desenvolvimento neste experimento pode estar oelado as altas temperaturas
diarias registradas no periodo em que o experinfentostalado.

Durante o periodo em que o experimento foi instalademperatura
externa da estufa foi de aproximadamente 31° Ggando que a temperatura
interior foi ainda mais elevada. As altas tempeestupodem ter afetado a
infeccdo de alguns isolados, com isso pode-seirinfere os isolados que
nodularam séo tolerantes a alta temperatura, sestdaim fator positivo, ja que
um dos critérios nos estagios de selecdo de estirpee sejam competitivas em
condi¢Bes de estresse.

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA ideatifi87 estirpes,
sendo estas pertencentes aos gérianadyrhizobiumRhizobium Burkholderia,
BoseaBacillus, PaenibacillusLysinibacillus Leifsoniae Cohnella

Guimardées et al. (2012) ao estudar a diversidadétiga e simbidtica de
bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de satpfcolas, utilizando feijdo
caupi como planta isca, obtiveram no sequenciangmigene 16S rRNA que o
géneroBradyrhizobiumfoi predominante, além de identificarem bactérias d
géneroRhizobiumBurkholderiae Achromobacter

A identificac@o de estirpes pertencentes aos {iles Proteobacteria,
provenientes de nddulos de siratro e feijdo caempi $ido relatada em varios
trabalhos, (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al013; LIMA et al., 2009).

Diversos trabalhos tém identificado a simbioseivdade varias espécies
de Mimosa com o géneBurkholderia(BONTEMPS et al., 2010; CHEN et al.,

2005; 2007), entretanto, neste estudo foi obseraadeidéncia deste género em
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nédulo da espécie vegetllalbergia miscolobiumem que foi realizado o
isolamento

Rasolomampianina et al. (2005) ao estudarem 68dsesl oriundos de
oito espécies dPalbergiano sequenciamento do gene 16S rRNA identificaram
0s géneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Azorhiznwoh
Phyllobacterium, Burkholderia Cupriavidus.

O géneroBurkholderiatem sido identificado em varios estudos que
utilizaram feijdo caupi e siratro como planta iSGeNGUS et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2012; LIMA et al., 2009; MOULIN teal., 2001;
OLIVEIRA LONGATI; MARRA, 2014). Essas bactérias g¢em atuar na
promocéo do crescimento vegetal por processos eoRBN e solubilizacdo de
fosfato inorgénico (ANGUS et al., 2013; SILVA et,&012).

Os génerosBacillus e Paenibacillus geralmente sdo endofiticos de
nédulos, no entanto héa relatos da nodulacéo e@ofegupi e siratro por esses
géneros (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al.,, 2013 et al., 2008;
MARRA et al., 2012; OLIVEIRA-LONGATTI; MARRA, 2014SILVA et al.,
2012) e diversos trabalhos descrevem esses géuwerne promotores de
crescimento de plantas (MARRA et al., 2012; PEDRINét al., 2010).

Costa et al. (2013) ao avaliarem o potencial decareento vegetal e a
diversidade genética de bactérias isoladas de o®dde feijdo caupi,
identificaram no sequenciamento do gene 16S rRNi#pes noduliferas como
pertencentes aos géneiadyrhizobium, Rhizobium, BacillePaenibacillus
Sendo que as estirpes do gérBagillus e Paenibacillusatuaram na promoc¢ao
do crescimento de feijdo caupi, através da prodag&ma e solubilizacdo do
fosfato.

O géneraLysinibacillusgeralmente é endofitico de nédulos, em estudo
realizado, Andrade et al. (2014) constataram lgysinibacillus foi capaz de

solubilizar fosfato de calcio e produzir AlA (acidudolacético) em meio de
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cultura, demonstrando o potencial de uso desser@é&wmno promotor de
crescimento para banana.

O géneroBoseae a espéciBosea thiooxidanforam descritos por Das
et al. (1996) a partir de um isolado de solo atpiam género pertence a familia
Bradyrhizobiaceae. Esse género também foi encantradrabalho de Jaramillo
et al. (2013), no qual se avaliou a diversidadeétiem e simbiotica de bactérias
fixadoras de nitrogénio isoladas de nddulos datplésta feijao caupi de solo
sob agrofloresta na Amazénia Ocidental.

O géneroCohnellafoi descrito pela primeira vez por Kampfer et al.
(2006), isolado a partir de amostra de amido de imdéstria, esse género
pertence a familia Paenibacillaceae. O primeiratoella associacdo da bactéria
do géneraCohnellacom uma leguminosa foi realizado por Garcia-Freilal.
(2008) no qual isolaram a bactéria a partir de luédde feijao-da-espanha.

O género encontrado com maior frequéncia Byadyrhizobium,
corroborando com trabalhos que isolaram estirpesddellos de leguminosas
florestais na Amazonia (MOREIRA et al., 1993; MORE| 1997). A espécie
vegetal com a maior diversidade genética Ealbergia miscolobiumque
estabeleceu simbiose com estirpes do géBeadyrhizobium, Burkholderiz
RhizobiumNa tabela 6 constam as espécies vegetais dasoguadglulos foram

provenientes e na tabela 7 relatos anteriorestl@iase das espécies estudadas.



Tabela 6 Relatos anteriores de simbiose das espEstiedadas

Espéci . Identificagéo do Designacao Referéncias da simbiose e identificagdo do
spécies de leguminosas . E L2 . o
microssimbionte original microssimbionte
Centrolobium tomentosum Rhizobism - Moreira; Haukka; Young, 1998
Dalbergia nigra Bradyrhizob@um elkanﬁ BR 8407 Faria_, 1997; Faria; Guede_s, 1999; Faria; Mello,8199
Bradyrhizobium elkanii  BR 8404  Moreira et al., 1993; Moreira; Haukka; Youg, 1998
Enterolobium Bradyrhizobium elkanii  BR 4406  Faria, 1997; Faria; Guedes, 1999; Faria; Mello,8199
contortisiliquum Bradyrhizobium elkanii  BR 4407  Moreira et al., 1993; Moreira; Haukka; Young, 1998
: . Burkholderia gladioli BR 3460 .
Mimosa bimucronata Burkholderia?\odosa BR 3461 Chen et al., 2007; Faria, 1997
Platypodium elegans Bradyrhizobiunsp. - Parker, 2008

R estirpes recomendadas para espécies arbéreas

€L



Tabela 7 Hospedeiros de origem e espécies idat#i

Hospedeiro de origem Espécie Hospedeiro de origem sjiecie
Abarema brachystachya Bradyrhizobiunmsp. Centrolobium tomentosum Paenibacillussp.
Centrolobium tomentosum " Enterolobium contortisiliquum "
Dalbergia miscolobium " Machaerium nictitans "
Enterolobium contortisiliquum " Machaerium nictitans Bacillussp.
Machaerium nictitans " Mimosa bimucronata "
Platypodium elegans " Dalbergia miscolobium Burkholderiasp.
Abarema brachystachya Rhizobiumsp. Abarema brachystachya Boseasp.
Dalbergia miscolobium " Centrolobium tomentosum Cohnellasp.
Enterolobium gummiferum " Centrolobium tomentosum Lysinibacillussp.
Machaerium nictitans " Dalbergia nigra Leifsoniasp.

Ormosia arborea

172
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O estudo da diversidade das BFNNL é de grande tépca, uma vez
gue os isolados obtidos podem apresentar potguenial serem utilizados como
inoculantes em leguminosas nativas para fins deipezacdo de areas
degradadas. Além disso, este estudo demonstromtaosie entre as espécies
Abarema brachystachya, Dalbergia miscolobium, Eoitdrium gummiferum,
Machaerium nictitans, Ormosia arboreaPlathymenia foliolosacom BFNNL,
nao relatados na literatura, anteriormente.

A consideravel diversidade fenotipica, genéticardigtica encontrada
nos isolados das mudas de viveiro, aliada a ailt#€e€tia relativa apresentada
por tais estirpes em simbiose com siratro, noscamdi que estas apresentam
potencial para serem utilizadas como inoculantesds necessarios mais
estudos para avaliar a simbiose das estirpes cgomiaosas utilizadas em

revegetacao de areas impactadas pela atividadendeagéo.
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5 CONCLUSAO

A diversidade fenaotipica, genotipica e simbioties bactérias isoladas
dos nodulos das mudas de leguminosas, coletadasaim, foi alta.

Algumas estirpes (UFLA 01-831, UFLA 01-836, UFLA-810, UFLA
01-809, UFLA 01-805, UFLA 01-811, UFLA 01-818, UFL®1-845 e UFLA
01-834) apresentam potencial de uso como inoculg@e siratro, por
apresentarem alta eficiéncia relativa, quando comaaa com tratamentos
inoculados com estirpes de referéncia ou com edtode nitrogénio em solugéo
nutritiva.

O géneroBradyrhizobiumé de extrema importédncia em estudos de
selecdo de estirpes para uso em inoculante, apgadenmaior incidéncia nas
espécies utilizadas e alta eficiéncia relativa (AFQL1-809, UFLA 01-805,
UFLA 01-811 e UFLA 01-834).

Este estudo contribuiu significativamente paracamhecimento da
diversidade de BFNNL e para os primeiros passoa patesenvolvimento de
novas pesquisas que tém por objetivo avaliar anp@tiédade destes isolados
para uso como inoculantes nas leguminosas de ofdpamema brachystachya,
Dalbergia miscolobium, Enterolobium gummiferum, Keerium nictitans,
Ormosia arboreae Plathymenia foliolosapromovendo a selecdo de estirpes

adaptadas para a recuperacéo de areas degradadas.
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TABELA 1A Caracterizacdo cultural de 92 isoladostidiis de diferentes

leguminosas no viveiro do Centro de Biodiversidé@ebio) da
Vale, localizado em Sabara, MG. Significado dasafet palavras
no final da tabela: Tempo de aparecimento da caldih, Cor,
CM - Consisténcia da massa da colbénia, F- Forma,—El
Elevacdo, B — Borda, Sup. — Superficie, EPS — Rdaule
exopolissacarideo, D.O — Detalhes opticos, A.l sdkbdo de
indicador.

01-829
01-827
01-830
01-831
01-832
01-828
01-857
01-837
9J
10J
01-856
01-862
01-826
01-881
01-812
01-858
01-867
01-855
01-836
01-823
01-851
01-822
01-841
24J
01-869
01-875
01-853
01-868
01-885
01-859
01-846
01-819

Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O Al
R Ac Am G C C o L P @] S
R Ac Cr G C C I L A @] S
R Ac Cr G C D I L M T S
R Al Cr B C C I L P 0] S
R N Cr G C C I L M T S
R N Cr G C C I L M T S
R N Cr G C D I L M T S
R N Cr G C D I L A T N
R Ac Am G C C I L M T N
R N Cr S P L I L E (@) N
R Al Cr B C C o L P (@) S
R N Cr B C C I L P (0] S
R N Cr B C C I L P (0] S
R Al Cr B C C I L P 0] S
R Al Cr G C C I L M (0] S
R Ac Am V C D I L M T S
R N Cr G C C I L P 0] S
R Ac Cr G C C I L A T S
R Ac Cr B C C I L P (0] S
R Ac Cr G C C I L A T N
R Al Cr B C C I L P 0] S
R Ac Cr B C C @) L P 0] S
R Al Cr B C L I L E (@) S
R Al Cr B C L I L P (@) S
R N Cr B C C I L P (0] S
R N Cr B C C I L P (0] S

I N Cr B C C o L P (@) S
I Ac Cr G C C I L M 0] S
L Al Cr B C P (0] R P o N
I Ac Cr G I C L L P o] N
L Al Cr A I C I L P T N
L Al Cr Y C C I L P (@) N
L Al Cr V C C I L P T N

01-874

“continua”



Tabela 1A “continuacéo”
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Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O Al
01-806 I N Cr B C C o L P (@) S
01-843 L Al Cr G C C I L P o N
01-810 L Al Cr A I C I L P T N
01-809 L Al Cr G I C I L P T N
38J I N Br S P L I L E (0] S
01-816 L Al Cr B C C I L P T N
01-805 L Al Cr B C C I L P (0] N
01-871 L Al Cr Y C D I L P 0] N
01-860 L Al Cr G C C I L P 0] N
01-863 L N Br S P L F R E o] S
01-883 L Al Cr G C C I L P T N
01-804 L Al Cr G C C I L P o N
01-814 L Al Cr G C C I L P T N
01-842 L Al Cr G C C I L P 0] N
48J L Ac  Am S I L 0] R E 0] N
01-870 L Al Cr G C C I L P T N
01-813 L Al Cr G C C I L P o N
01-872 L Al Cr G C C I L P T N
01-876 L Al Cr G C C I L P T N
01-820 L Al Cr A I C I L P T N
01-840 L Al Cr G C C I L P 0] N
01-839 L Al Cr G C C I L P o N
01-873 L Al Cr A I C I L P T N
01-865 R Al Cr B C L L L E (0] N
58J R Ac Am G C C I L P T S
01-817 R N Cr B C C I L P (@) N
01-811 L Al Cr A C C I L P T N
01-864 I Ac  Am S P L I R E (@) N
01-835 L Al In A C C I L P T N
01-808 I Ac Cr G C C I L P T S
01-833 L Al Cr G C C I L P o S
01-825 I Ac Cr B C P F L P 0] N
01-818 I Al In A C C I L P T N
01-845 I Al Cr G I C I L P (@) N
68J L Al Cr \Y C C I L P 0] N
01-882 I N Cr S P L F L E (0] S
01-821 R Al B B C P I L P 0] N
01-866 L Al Cr A C C I L P (@) N
01-847 I Al Cr G C C I L P T N
01-824 I Al Cr A C C I L P (0] N
01-854 I Al In A C C I L P T N
01-879 I Al In A C C | L P T N

“continua”



Tabela 1A “concluséo”

Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O Al
01-815 L Al Cr A C C I L M o N
01-849 L Al Br \Y C C I L P o S
01-838 I N Cr B C C 0] L P (0] S
01-807 L Al In A C C I L P T N
01-852 R Ac Cr B I C F L P (0] N
01-861 R Ac  Am S C L I L E 0] N
01-877 R Ac  Am S C C I L P o S
01-844 R Al Cr \Y, C C I L P T N
84J R Ac Am S P L I L E 0] S
01-848 L Al Am A C C I L M (0] N
01-850 R N Br B C C L L P (0] N
87J R Ac Cr B I P F L P (@) S
88J R Ac  Am S C L I L P 0] S
01-878 I Ac  Am B C L I L P (0] N
01-884 R Ac  Am S P P I L P (0] N
01-834 L Al Cr A C C I L P (0] N
01-880 I Al Cr A C C I L P 0] N

Significado das letras utilizadas na identificagims isolados: Tempo: dias para o
aparecimento de colbnias isoladas R: rapido (1, & B)termediario (4 a 5), L: lento (6
al0), pH: modificagdo do pH meio de cultivo: Acidificacdo, N: neutralizacéo, Al:
alcalinizacao, Cor: Cr: creme, B: branca, Am: ah@r€EM: Consisténcia de massa da
colénia: A: aquosa, B: butirica, G: gomosa, S: s&taviscosa, Forma: C: circular, I
irregular, P: puntiforme, elevacdo (plana, lentenvexa, drop-like, umbilicada ou
umbanada), Elevacéo das colbnias: P: plana, Le,|€itconvexa, D: drop-like, Borda: I:
inteira, O: ondulada, F: filamentosa, L: lobadap@&ticie: L: lisa, R: rugosa, EPS:
producédo de exopolissacarideos: E: escassa, Pa,pduenoderada, A: abundante, D.O:
detalhes Opticos: T: transparente, O: opaca, Adoaao de indicador: S: sim, N: ndo.



