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FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO E SUAAPLICACAO EM AGROSSISTEMAS
E NA RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS NO TROPICO UMIDO

CAPITULO |



INTRODUCAO

O tropico umido é uma regido caracterizada por condi¢des climéaticas favoraveis a atividade
biol6gica, como umidade suficiente, temperaturas ideais e alta energia solar. Entretanto, a baixa
fertilidade e fragilidade, presente em cerca de 80% dos solos da regido, constitui um entrave para 0
desenvolvimento de sistemas agricolas produtivos. Segundo Moura (2006), a acdo da intensa
precipitacdo pluvial, aliada a elevada insolagéo equatorial, sob o material de origem sedimentar e de
fragil estrutura presente nesses solos gera problemas como: compactagdo do solo, lixiviacdo de
nutrientes e acelerada decomposicéo da matéria organica, o que pode resultar em degradacéo dessas

areas.

No tropico Umido maranhense os problemas agricolas sdo fortemente presentes, tanto na
agropecuaria, onde a degradacdo de pastagens € um dos principais problemas (Dias-Filho, 2007),
quanto na agricultura familiar, onde a maioria dos pequenos agricultores pratica a agricultura
itinerante ou agricultura de corte e queima. Este modelo consiste em um sistema comum de uso da
terra que alterna periodos de pousio com curtos periodos de cultivo intensivo (Brady, 1996).
Embora persistam controveérsias, essa forma de cultivo vai contra os principios da sustentabilidade,
podendo levar a perda de nutrientes, degradacao dos solos, dos mananciais hidricos (Holsher, 1997;
Kaminura & Rinny, 1998), perdas de biodiversidade, agravamento do efeito estufa, (Roder et al.,
1995; Matson et al., 1997; Altieri, 1999) e elevado indice de desmatamento (Yared, 1990).

As tentativas de introducdo, de praticas “modernas” no Estado, concebidas para outras
realidades de solo e clima, resultaram apenas no surgimento de extensas areas degradadas onde até
a recuperacdo da vegetacdo natural foi prejudicada pela erosdo da biodiversidade e pela
compactacdo do solo (Moura et al., 2009). Segundo Drinkwater & Snapp (2007), o acimulo de
nutrientes por meio de processos microbiologicamente mediados consiste numa alternativa

adequada para elevar a sustentabilidade de agroecossistemas.

Os sistemas agroflorestais sdo alternativas viaveis para a substituicdo do modelo de agricultura
itinerante no tropico Umido maranhense. O principal sistema agroflorestal testado no estado é o
cultivo em aléias ou “alley cropping” (Leite et al., 2008; Moura et al., 2008; Aguiar et al., 2009;
Aguiar et al., 2010; Moura et al., 2010). Segundo Ferraz Jr. (2006), este € um sistema simples que
combina em uma mesma area espécies arbdreas, preferencialmente leguminosas, com culturas
anuais ou perenes. A utilizacdo de leguminosas arboreas nesse sistema deve ser destacada por sua
grande acumulacdo de nutrientes, baixa relacdo C/N dos residuos (Ferraz Jr., 2006), e sua

capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), em simbiose com rizobios. Essas mesmas
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caracteristicas possibilitam a utilizacdo dessas leguminosas para a recuperagdo das A&reas
degradadas (RAD) existentes no Estado.

O uso de leguminosas melhora a qualidade do solo por meio do aumento dos niveis de matéria
organica e N, sendo uma alternativa eficiente para 0 manejo de areas com baixo poder de
resiliéncia (Siqueira, 1994; Franco et al., 1992). Entretanto, os beneficios das leguminosas para a
agricultura ou recuperacdo de areas degradadas se verificam somente na presenc¢a ou adi¢do, via
inoculante, de microbiossimbiontes compativeis e eficazes na fixacdo do nitrogénio. Diante do
exposto, verifica-se uma grande necessidade de estudos sobre a composic¢éo e potencial simbidtico,
das comunidades nativas de rizobios existentes no Maranhdo para a FBN com leguminosas
arbdreas. Entre as leguminosas arboreas de maior interesse no estado estdo o sombreiro (Clitoria
fairchildiana), a leucena (Leucaena leucocephala) e a gliricidia (Gliricidia sepium), devido ao seu
potencial de uso no sistema de cultivo em aléias e na RAD. O sombreiro € uma leguminosa nativa
da regido e, juntamente com a leucena, tem sido muito utilizado em sistemas de aléias no estado. A
gliricidia foi recentemente introduzida na area e seu potencial para o “alley cropping” ainda esta

em avaliacdo.

A diversidade das comunidades nativas de rizobios deve ser acessada tanto fenotipica quanto
genotipicamente, realizando testes de tolerancia dos membros dessas comunidades a fatores
ambientais. Esta caracterizacdo é necessaria para a obtencdo de um perfil geral da comunidade e
selecdo de estirpes de rizdbios eficientes e adaptadas as condi¢des locais para as leguminosas de
interesse. Testes envolvendo a inoculacdo dessas leguminosas arbdreas com estirpes comerciais de
rizbios recomendados, nas condi¢fes do estado, também sdo necessarios na busca da otimizacdo
da fixacgdo bioldgica de nitrogénio. Essa otimizacdo é necesséria para elevar a taxa de crescimento
inicial das leguminosas arboreas em solos de baixa fertilidade natural, diminuindo o intervalo entre
o0 plantio das arvores e a producdo de biomassa em sistemas agroflorestais, e aumentando a taxa de

sobrevivéncia e desenvolvimento de mudas em areas de projeto de RAD.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Potencial de utilizacao das leguminosas arboreas para a agricultura e recuperacao de
areas degradadas

A degradacdo de areas nos trépicos tem como principais responsaveis atividades ligadas ao
desmatamento, pastagens mal conduzidas, adogdo de sistemas agricolas inadequados e extrativismo
(Porrota et al., 1997; Oldeman & Lynden, 1998). A recuperacdo de areas degradadas tem como
objetivo restaurar funcdes essenciais para restabelecer o equilibrio e a sustentabilidade antes
existente no sistema natural (Dias & Griffith, 1988). Este processo consiste num conjunto de etapas
que visam restabelecer o potencial de producdo, criando assim um equilibrio ambiental e uma

paisagem mais diversificada, a fim de reverter os processos de degradacao.

A recuperacdo de florestas tropicais € lenta e incerta devido a diversos fatores que dificultam o
restabelecimento inicial das espécies vegetais, tais como: agressividade e dominancia de gramineas,
queimadas, baixa fertilidade dos solos, condicfes climaticas desfavoraveis e a falta de bancos de
sementes de leguminosas arbdreas nativas (Porrota et al., 1997). Porém, a implantacdo e o
restabelecimento de espécies leguminosas arboreas em areas degradadas favorecem e aceleram o

processo de sucessdo vegetal (Brown & Lugo, 1994; Silva et al., 1995).

Estima-se que a familia leguminosea tem em torno de 20.000 espécies e 700 géneros, cerca de
23% dessas espécies ja foram estudadas quanta a capacidade de nodular e 88% dos géneros
nodulam (Lewis et al., 2003; Faria & Campelo, 2000). Essa familia tem grande importancia
econdmica no Brasil devido a sua alta ocorréncia, diversidade e adaptacdo aos diferentes biomas
brasileiros, além de ter facil propagacdo e grande potencial para a FBN, o que lhe confere um

importante papel ecolégico.

Conforme discutido em Ferraz Jr. (2006), as leguminosas arboreas tém grande potencial para
recuperacdo de areas degradadas. Dentre os beneficios proporcionados, destaca-se a maior
resiliéncia aos sistemas, pois apresentam sistema radicular profundo, o qual lhes confere melhor
ciclagem de nutrientes, crescimento rapido, maior tolerancia a acidez e as mudancas de
temperaturas e simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos. A simbiose
com rizobios estimula a aquisi¢do de nutriente pelas plantas, contribuindo para seu estabelecimento
inicial e crescimento, com consequente deposicdo de matéria organica no solo facilitando assim a

recuperagéo deste.
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A capacidade de nodular e fixar nitrogénio das leguminosas bem como sua diversidade genética
sdo fatores de grande importancia para sistemas agricolas e recuperacdo de &reas degradadas.
Entretanto, para uma leguminosa se beneficiar da fixacdo de nitrogénio em dado local, devem-se
levar em consideracao as comunidades nativas de rizobios, pois a eficiéncia dessa simbiose depende
de caracteristicas da planta, da bactéria, do clima e do solo. Neste sentido, estudos que envolvam
caracterizacdo e identificagdo de espécies indigenas de rizobios sdo altamente relevantes para a
recomendacdo da melhor taxa a ser usada como inoculante para cada leguminosa em determinada
regido. Os isolados de leguminosas arboreas nativas estdo classificados dentro dos seguintes
géneros:  Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium (Zahran, 2001),
Burkholderia, Azorhizobium e Methylabacterium (Vandame et al., 2002; Menna et al., 2006).

2.2 Potencial de nodulacédo e fixacdo biolégica de nitrogénio pela simbiose riz6bio-

leguminosa

A fixagdo do nitrogénio é um importante processo biolégico que move N da atmosfera para o0s
ecossistemas terrestres (Garten Jr et al., 2008), representando uma alternativa econémica e
sustentavel de fornecimento de nitrogénio por meio do cultivo de leguminosas (Gonzalez et al.,
2008) e outras espécies fixadoras. A FBN atua como um grande suporte para se conseguir altas
producdes no campo, aliada a um equilibrio com o meio ambiente e a racionalizagdo dos custos
(Quesada et al., (2003). A racionalizacdo dos custos reduz as despesas com fertilizantes
nitrogenados quimicos, ja o equilibrio ambiental é conseguido por meio da eliminacdo do impacto
negativo destes produtos sobre o ambiente (Straliotto et al., 2002), aliada a outras agoes.
Certamente o principal exemplo da aplicacdo pratica da FBN na producdo agricola é a soja, onde,
segundo Aradjo & Carvalho (2006), a principal vantagem é a substituicdo total da adubacdo
nitrogenada, por meio da inoculacdo das sementes com bactérias especificas e eficientes, como
Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii. O uso desses rizébios, para a soja, proporciona uma
economia anual da ordem de trés bilhdes de dolares para o Brasil. A utilizagdo econdmica da FBN
também é observada em outras culturas leguminosas e representa uma parte importante das muitas
praticas agroflorestais e de recuperacdo de &reas degradadas (Danso et al., 1992; Kang et al., 1990).
Como vantagem adicional ha elevado aproveitamento do N fixado, ao contrario das fontes
quimicas, para as quais as perdas podem superar 50%.

A fixacdo bioldgica do N envolve uma sucessdo de processos que comegam com a adaptacéo

de determinada bactéria a sua leguminosa hospedeira e culminam na fixagdo do N, atmosférico
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(Fagan et al., 2007). O processo de infec¢do e colonizacdo de plantas pelas bactérias € um evento
dindmico, o qual envolve o reconhecimento de sinais moleculares, seguido do movimento da
bactéria em direcdo a planta hospedeira. Posteriormente ocorre a adesdo a superficie vegetal e
penetracdo e multiplicacdo no interior da planta (Reis & Olivares, 2006).

Segundo Timmers et al., (1990), as bactérias noduliferas migram em direcdo as raizes em
funcdo de uma resposta quimiostatica decorrente da atracdo por flavondides e betainas secretadas
pelas raizes, que funcionam como sinalizadores para as bactérias, além disso, as células dos pélos
radiculares liberam fatores de nodulacdo (Nod). Esse processo pode ser observado por meio da
esquematizacao feita por esses autores e adaptada por Fagan et al. (2007) (Figura 1).

A penetracdo pode ocorrer através de aberturas naturais, como estdmatos, hidatodios, nectéarios
e lenticelas, ou através de injurias e feridas (Reis & Olivares, 2006). Com a penetracdo da bactéria
na planta (infeccdo), ocorrem divisbes celulares mitéticas que culminam com a formacdo dos
nodulos radiculares. Os nodulos sdo estruturas especificas onde ocorre a quebra da tripla ligacao do
N,, através de um complexo enzimatico denominado nitrogenase. Por meio desse processo,
bactérias do género Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium (geralmente conhecidas por
rizobios) convertem o N, atmosférico em amonia, que € incorporada em diversas formas de N
organico para a utilizacdo pelas plantas da familia das leguminosas (Aratjo & Carvalho, 2006).
Atualmente, bactérias pertencentes aos géneros Mesorhizobium e Sinorhizobium, além da bactéria
Metylobacterium nodulans, Unica descrita nesse género, por Weir (2008), foram incluidas no grupo
dos rizdbios.

A formacéo do nédulo radicular pode ser melhor entendida por meio da observacao do esquema
proposto por Gerahty et al. (1992), que descreve cronologicamente a formacdo dos nddulos em
raizes de soja (Figura 2). De acordo com o0 esquema, no estagio 0 a raiz ndo esta infectada, no
estagio | ocorre o inicio da infeccdo, no Il iniciam das divisdes celulares nas células corticais
externas, no Il verifica-se uma divisdo evidente no cortex interno e em células do cortex externo,
no 1V ocorre a formagdo de um meristema nodular, no V ocorre o0 aumento do meristema nodular e

no estagio VI finalmente tem-se a emergéncia do nédulo.
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Figura 1. Esquema do processo de simbiose de bactérias do género Rhizobium com leguminosas,
adaptado de Timmers et al., (1999).
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Figura 2. Estagios de infeccdo e formacdo de nddulos em raizes de soja. Fonte: Gerahty et al.
(1992).

O processo de fixacdo biol6gica do nitrogénio demanda um alto gasto energético para a
reducdo do N, a NH3 (Huergo, 2006). Isso ocorre porque o nitrogénio atmosférico € uma molécula
composta por dois atomos de nitrogénio, ligados por uma tripla ligacdo muito forte, sendo
necessarias grandes quantidades de energia para quebrar essa ligacdo e tornar a molécula
quimicamente ndo reativa (Hubbell & Kidder, 2003). Segundo Aranjuelo et al. (2009), raizes
noduladas podem requerer até 60% dos fotoassimilados produzidos em fotoperiodo acima de 12
horas. As plantas fornecem um ambiente que leva a manutencdo do metabolismo bacteriano através
da reducdo dos niveis internos de O, livre e fornecimento de uma fonte de energia, geralmente na

forma de succinato e malato. Sacarose, formada pela fotossintese nas folhas, é translocada para o
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sistema radicular onde é convertida em malato e succinato, enquanto que a amodnia é assimilada
para o interior do tecido infectado do nddulo para formar amidas ou ureidos que séo translocados
para a copa. Desta forma os parceiros simbidticos formam uma relagdo muito intima e de

complementaridade nutricional (Hardarson & Atkins, 2003).

2.3 Fatores ambientais que afetam a capacidade competitiva de estirpes de rizobios
e a Fixacao Biologica de Nitrogénio

A FBN ¢ afetada por inimeros fatores capazes de prejudicar o hospedeiro, o rizobio ou ambos.
A influéncia negativa de fatores ambientais sobre a estreita inter-relacdo planta-bactéria é capaz de
reduzir a FBN e, consequentemente, o rendimento das plantas, acarretando em perda parcial ou total
dos investimentos feitos em insumos e trabalho (Chagas Jr., 2007). A populacdo de rizébios pode
ser diminuida por fatores como o pH &cido e aluminio téxico (Wood, 1995; Igual et al., 1997;
Hungria & Vargas, 2000; Chagas Jr., 2007; Chagas Jr et al., 2009; Garau et al., 2009), temperatura,
disponibilidade hidrica (Hashem et al 1998; Zahran, 1999; Garten Jr et al, 2008; Ruiz-Diez et al.,
2009), e salinidade (Hashem et al., 1998; Freitas et al., 2007; Ruiz-Diez et al., 2009).

Os riz6bios sdo capazes de nodular em pH entre 4,9 e 8,1 (Melo, 2009). Em geral, o
crescimento da bactéria é favorecido em pH neutro ou levemente alcalino. Segundo Moreira &
Siqueira (2002), a maior exsudacdo de carbono pelas raizes, favorecida pelo pH neutro, interfere na
sobrevivéncia e competicdo do rizobio no solo, a medida que compostos de carbono sdo substratos
para 0s microrganismos que vivem na rizosfera. Em contrapartida, a acidez do meio é capaz de
afetar o crescimento de isolados de rizobios, como descrito por Hara & Oliveira (2005). O
crescimento dos isolados é afetado em solos 4cidos devido a maior solubilidade de AlI** e Mn*?,
nestes solos. O Al™ age reduzindo a atividade de células de bactérias e aumentando o tempo de
geracdo, ocasionando diminuicdo na populacdo, devido a elevada taxa de mortalidade em relacdo a
multiplicacdo celular (Hungria & Vargas, 2000; Watkin et al., 2003).

Apesar dessa hipotese, Chagas Jr (2007), relata que os estudos relativos a acidez e toxidade de
aluminio sdo limitados pela dificuldade em determinar se os efeitos nocivos afetam a multiplicacao
do microssimbionte, o desenvolvimento da planta ou alguma etapa especifica no estabelecimento e
funcionamento da simbiose. Essa limitacdo deve ser superada por meio da realizacdo de pesquisas
para determinar o exato ponto onde a simbiose é prejudicada por esses fatores. Esse mesmo autor
estabelece que a quantificacdo da tolerancia a acidez e aluminio em laboratorio pode ser o primeiro

passo na selecdo de isolados de rizobios para aquelas regides onde esse tipo de limitagdo é comum.
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Entre os sistemas ambientais mais problematicos para os rizobios encontram-se aqueles que
apresentam extremos de temperatura (Zahran, 1999). Segundo Hashem et al (1998) elevadas
temperaturas e concentracdo de sais na zona radicular sdo geralmente prejudiciais para a maioria
das plantas e microrganismos. O efeito da temperatura varia com a espécie hospedeira, entre
cultivares da mesma espécie e entre isolados de rizobios (Bowen & Kennedy 1959; Pate 1961; Lie
1971). Ela afeta a simbiose rizébio-leguminosa, por inibir o crescimento ou sobrevivéncia do
rizobio na rizosfera (Parker et al., 1977; Day et al., 1978).

Solos salinos, em geral, contém valores muitos baixos de nitrogénio, ndo adequados para o
cultivo da maioria das plantas (Freitas et al 2007), o que é agravado pelo fato da maioria das
leguminosas e seus microssimbiontes serem sensiveis a salinidade (Singleton et al., 1986). O
insucesso de inoculacdes sobre condicBes salinas pode ser causado pela diminuicdo da
sobrevivéncia e proliferacdo das bactérias introduzidas na rizosfera (Singleton et al., 1986). A
salinidade interfere negativamente no desenvolvimento da leguminosa hospedeira, por provocar
uma reducdo do potencial hidrico do solo, resultando em menor capacidade de absorcdo de agua
pelas plantas (Ndbrega et al., 2004), o que, aliado aos efeitos tdxicos dos sais, interfere tanto na
germinacdo gquanto no desenvolvimento das plantas (Reboucas et al.,1989). Ja o efeito prejudicial
dos sais sobre as bactérias é relacionado particularmente aos efeitos da concentragdo do fon Na*
especifico e, em menor escala, ao efeito osmatico (Elsheikh, 1998).

A reducdo das limitacGes ambientais aqui citados sobre a fixacdo bioldgica do nitrogénio pode
ser conseguida por meio do uso de leguminosas hospedeiras e rizobios tolerantes a esses fatores.
Segundo Chagas Jr. (2007), dentre os microrganismos, as bactérias formam o grupo com maior
diversidade fisioldgica, o que propicia maior adaptabilidade. O autor comenta ainda que devido a
plasticidade fisioldgica destes microrganismos, é possivel selecionar estirpes indigenas ou obter
mutantes tolerantes a acidez, o que pode ser aplicado também a outros fatores ambientais. Ainda
segundo 0 mesmo autor, testes de laboratério sdo significativos processos de selecdo de estirpes
tolerantes e eliminacdo de estirpes sensiveis a fatores ambientais negativos, como pH inadequado e
elevada concentragéo de Al.

Em geral, rizébios de crescimento rapido sdo mais tolerantes a condi¢cGes ambientais adversas
que rizobios de crescimento lento. Isto pode estar relacionado com a maior producdo de
polissacarideos extracelulares por essas bactérias. Essa caracteristica vem sendo descrita por varios
autores como um mecanismo envolvido no processo de adaptacédo e sobrevivéncia dos rizébios em

distintas condic¢des edafoclimaticas (Freitas et al., 2007).
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2.4 Selecdo de estirpes nativas de rizobios para o uso em leguminosas arboreas

A biodiversidade do solo € responsavel pela estabilidade e resiliéncia do ecossistema, por estar
relacionada, direta ou indiretamente, a processos de formacédo do solo, ciclagem e armazenamento
de nutrientes, dentre outros (Santos et al., 2007). De acordo com Odum (1988), a melhor
compreensdo da diversidade da microbiota do solo pode propiciar desenvolvimento de estratégias
que permitam a otimizagdo dos processos bioldgicos, entre esses processos merece destaque a FBN.

Uma leguminosa introduzida formard nodulos e se beneficiara da FBN, em dado local, se
populacdes nativas de rizobios compativeis estiverem presentes no solo. A eficiéncia do processo
depende, porém, de fatores da planta, da bactéria, do clima e do solo (Souza et al., 2007). Estudos
indicam que o numero de nodulos e sua taxa de fixacdo de nitrogénio sdo determinados pela
efetividade e nimero de rizébios presente no solo, como descrito em Amijee & Giller (1998) e
Aynabeba et al. (2001).

As bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas de leguminosas (BFNNL) tém, durante as
ltimas décadas, recebido muita atencdo e o nimero de descobertas de espécies capazes de formar
simbiose com leguminosas tem aumentado a elevadas taxas (Lindstro et al., 2010). Essas
descobertas de novas estirpes se devem, principalmente, a falta de estudos . No Maranhdo, nédo
existem estudos acerca de comunidades nativas de bactérias noduliferas de leguminosas.

Rizdbios indigenas sdo aqueles naturalmente encontrados em solos de uma determinada
localidade (Lindstro et al., 2010). Em muitos solos, essas comunidades apresentam grande
diversidade tanto em nivel de espécie, quanto dentro de uma mesma espécie. Segundo Bala & Giller
(2001), um solo pode conter varias espéecies e varios isolados de uma mesma espécie de BFNNL.
Populacdes desses organismos podem ser aumentadas onde leguminosas compativeis sdo cultivadas
(Zengeni et al., 2006).

Grandes comunidades indigenas de rizébios, compativeis com leguminosas cultivadas, em
geral, induzem respostas baixas dos hospedeiros (Lindstro et al., 2010), devido, principalmente, a
existéncia de bactérias simbiontes ineficientes ou com baixa eficiéncia para a FBN, nessas
comunidades. Além disso, algumas estirpes capazes de aumentar significativamente a FBN, em
condicdes controladas, podem ser ineficientes sob condi¢cbes de campo. Isso decorre do fato do
sucesso da inoculagdo ser limitada por diversos fatores, incluindo a presenca de bactérias indigenas
competitivas, as quais representam uma barreira contra a nodulagdo pelas estirpes selecionadas
(Thies et al., 1991). A falta de competitividade é uma das maiores causas de falhas quando novos
isolados, provenientes de regides ecologicamente distintas, sdo introduzidos em solos com grande

numero de rizobios indigenas (Triplett & Sadowsky 1992). Estes dados enfatizam a necessidade de
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obtencdo de estirpes efetivas e competitivas em relacdo as comunidades nativas e, se possivel,
tolerantes a fatores ambientais limitantes na area onde seréo utilizadas.

Devido a alta variabilidade das bactérias fixadoras de nitrogénio, em diferentes regides, estas
constituem a fonte primaria na busca de novas estirpes eficientes, competitivas e resistentes a
condigOes abidticas estressantes. Lindstro et al (2010), reportam que a adaptacdo de populacbes
indigenas de rizObios a ambientes locais, consiste em uma grande vantagem para a selecdo de novas
estirpes inoculantes. Segundo Liu et al. (2007), leguminosas nativas sdo fontes potenciais de
diversas populacdes indigenas destas bactérias. Entretanto, as populacdes nativas sdo constituidas
por estirpes com eficiéncia varidvel, das quais somente algumas podem ser incluidas em testes de
eficiéncia agrondmica (Lima et al., 2005).

Para a obtencdo de estirpes capazes de nodular e eficientes na FBN, para cada espécie arborea,
varias etapas sdo necessarias: verificacdo da capacidade de nodulacdo da espécie; coleta dos
nodulos, isolamento das bactérias; purificacdo das colbnias; selecdo das estirpes mais eficientes em
vasos com substrato esterilizado e em vasos com solo néo esterilizado (Faria & Franco, 2002).

Faria (2000) relata a utilizacdo de quatro bases de recomendacdo de estirpes de rizébios para
leguminosas florestais. A base | consiste na selecdo, feita em condicbes estéreis, e testes com
bactérias purificadas a fim de verificar se estas séo rizobios e possuem capacidade de nodular a
planta testada. Para a base de recomendacdo Il as estirpes selecionadas na etapa anterior s&o
testadas em vasos de Leonard em casa de vegetacdo, utilizando substrato esterilizado em autoclave.
A base de recomendacéo 11 é feita em vasos com solo nédo estéril, avaliando a competitividade das
bactérias testadas com as estirpes nativas. A etapa IV consiste no teste das estirpes selecionadas na
etapa 1l sob condi¢cbes de campo. As estirpes que apresentam melhores resultados, em termos de
eficiéncia de ganho de massa seca, em relacdo a testemunhas nitrogenadas e absolutas, séo

identificadas, caracterizadas e armazenadas para seu posterior uso (Faria & Uchdas, 2007).

2.5 Caracterizacgdo fenotipica e genotipica de rizobios

Atualmente, diversas metodologias estdo disponiveis para acessar a diversidade microbiana.
Lambais et al. (2005) separam essas metodologias em dois grupos: as dependentes e as
independentes de cultivo dos microrganismos. Metodologias dependentes de cultivo, como o
isolamento em meio de cultura, consistem em métodos rapidos e econdmicos que fornecem
informagdes sobre grupos de microrganismos viaveis e cultivaveis em uma amostra de solo. As
metodologias independentes de cultivo apresentam a vantagem de acessar a diversidade de

microrganismos cultivaveis e ndo cultiviveis. Estas metodologias baseiam-se na amplificacdo de
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fragmentos especificos de rDNA (DNA ribossdmico) por meio de PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos, e posterior aplicacdo do produto de
amplificacdo em géis de eletroforese para separacdo dos fragmentos.

A caracterizacdo de isolados de bactérias noduliferas de leguminosas corresponde ao primeiro
passo no acesso a diversidade de uma comunidade indigena e na busca por estirpes eficientes, que
poderdo servir futuramente para a producdo de inoculantes. Essa caracterizagdo pode ser feita por
meio de diversos mecanismos. Entre os métodos mais comumente utilizados esta a caracterizacéo
fenotipica, baseada no isolamento de colénias em meio de cultura, principalmente devido ao seu
menor custo e simplicidade de aplicacdo. O estudo da diversidade das bactérias baseado em
caracteristicas culturais, envolve a avaliacdo de pardmetros como: tempo que as bactérias levam
para formar coldnias individuais em meio de cultura, didmetro destas coldnias, forma, cor, producédo
de &cido e alcali, producdo de muco (Santos et al., 2007), métodos de coloracdo, alteracdo do pH do
meio de cultura, producdo de pigmentos, tolerancia a baixo pH e producdo de compostos ind6licos
(Andrade et al., 2002; Reis Jr., 2004).

A caracterizacdo fenotipica, baseada na morfologia das coldnias, possui a vantagem de ser
rapida, além de permitir uma andlise prévia da diversidade e obtencdo de microrganismos isolados,
que poderdo ser armazenados e usados posteriormente (Santos et al., 2007). Entretanto, essa
caracterizagdo, por ser dependente de cultura in vitro de rizobios, apresenta alguns inconvenientes,
como: dificuldades em desalojar microrganismos associados a biofilmes e particulas do solo,
seletividade do meio, condicBes Gtimas para crescimento e interacdes negativas entre as col6nias de
microrganismos (Kirk et al., 2004). Além disso, esse método ndo é tdo discriminatorio quanto o uso
de ferramentas moleculares.

Apesar da caracterizacdo fenotipica apresentar capacidade de revelar certa diferenciacdo entre
isolados de rizobios, consideraveis avangos foram conseguidos nos Gltimos anos, pelo emprego de
técnicas de biologia molecular nos estudos de taxonomia e diversidade de rizébios (Fernandes et al
2003). A caracterizacdo genotipica de rizébios sé foi possivel gracas ao desenvolvimento de
métodos rapidos e faceis, capazes de exibir caracterizacdo microbiana, incluindo analise ao nivel de
género, espécie e até mesmo de isolados (Schneider & De Bruijn, 1996). Entre essas técnicas, se
destaca a PCR, que permite a amplificacdo de sequéncias definidas da molécula de DNA, associada
ao método do RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), em geral com amplificacGes de
regides de genes cromossOmicos conservados, mas com variabilidade suficiente para detectar
diferencas entre géneros e espécies, como 0 16S rRNA, o 23S rRNA e o espaco intergénico (IGS:

Intergenic Space) entre estas duas regides (Fernandes et al 2003).
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Uma técnica de grande aplicabilidade na caracteriza¢do genotipica de rizbios é a RAPD (DNA
polimorfico amplificado ao acaso), que consiste numa técnica molecular répida, barata e
informativa (Williams et al., 1990), pois dispensa o conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo
e amplifica as sequéncias de DNA a partir de um par de iniciadores de sequéncia arbitraria (Xavier
et al., 2005). Além disso, estudos tém revelado que esse método pode ser uma ferramenta
apropriada em estudos da distribuicdo geografica de populaces de rizébios (Leite et al., 2009;
Shamseldin et al.,2009) e para estudos de diversidade genética e sua relacdo com caracteristicas
morfoldgicas, agronémicas e bioquimicas (Koening & Gepts, 1989; Singh et al., 1991). A aplicacédo
das ferramentas da biologia molecular também tem auxiliado a elucidar mecanismos relacionados
ao entendimento da coevolucdo das leguminosas e bactérias noduliferas e como esses mecanismos

ativaram processos genéticos em ambos os simbiontes.
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RESUMO

A utilizacdo de leguminosas arboreas é recomendada para o uso em sistemas agroflorestais e
recuperacdo de &reas degradadas, por sua capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio em
simbiose com rizdbios. Este trabalho verificou a ocorréncia, diversidade e eficiéncia de uma
comunidade nativa de bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas de leguminosas (BFNNL), para
a Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala e Clitoria fairchildiana, em solo da regido Centro-
Norte do Maranh&o. Foi avaliada ainda a resposta da inoculacdo dessas leguminosas com estirpes
comerciais de rizobios, na presenca e auséncia de competicdo com a comunidade nativa. Foram
instalados dois experimentos, em casa de vegetacdo, com delineamento inteiramente casualizado. O
primeiro, com substrato estéril, foi composto de 4 tratamentos com 6 repeticdes: 1- inoculacdo com
inoculantes ; 2-inoculagcdo com suspensdo de solo; 3-testemunha nitrogenada; 4-testemunha sem N
e sem inoculacdo. O segundo, em solo ndo estéril, foi composto por 4 tratamentos com 5 repeticGes:
1- inoculacdo A (BR 825-leucena, BR 8003-sombreiro e BR 8801-gliricidia); 2-inoculacdo B (BR
827-leucena, BR 8007-sombreiro e 8003-gliricidia) e testemunhas. Verificou-se que: a) em solos no
Centro-Norte do Maranhdo ocorrem bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas, com elevada
diversidade fenotipica, capazes de estabelecer simbiose e beneficiar, moderadamente, o crescimento
da gliricidia e da leucena, mas ineficientes em beneficiar a nodulacdo e crescimento do sombreiro;
b) o baixo desempenho das estirpes recomendadas para o sombreiro e leucena, em condicGes de
competicdo com os rizébios nativos, sugere a busca por estirpes de rizébios mais eficientes para
estas espécies, na regido estudada; c) os isolados da comunidade nativa demonstraram boa
tolerancia a extremos de temperatura e salinidade; d) a maioria dos isolados apresentaram tolerancia
a pH alcalino (12), mas ndo a pH acido (4); e) dentre os isolados indigenas estudados ha grande
divergéncia genética, comparados as estirpes padrbes, abrindo a possibilidade da existéncia de
genétipos de BFNNL ainda ndo descritos na regido. Os resultados obtidos demonstram a
necessidade de estudos relativos a populac6es indigenas de rizébios, no Maranhdo. A procura por
estirpes de rizdbios eficientes e adaptadas as condicdes climaticas do Estado é imprescindivel para a

maximizacdo da FBN com as leguminosas leucena, gliricidia e sombreiro.

Palavras-chave: rizobio; comunidade nativa; leguminosas arbéreas.
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SUMMARY: DIVERSITY AND SYMBIOTIC EFFICIENCY OF RIZOBIA NODULATING
Gliricidia sepium Leucaena leucocephala and Clitoria Fairchildiana INA MARANHAO SOIL,
BRAZIL

Legume trees are recommended in agroforestry systems and degraded land restoration for their
ability to fix nitrogen in symbiosis with rhizobia. This study evaluated the occurrence, diversity and
efficiency of a native rhizobia community for the legumes Gliricidia sepium, Leucaena
leucocephala and Clitoria fairchildiana in a soil from center-north Maranhdo (Brazil). To evaluate
efficiency, the response of these legume trees to commercial inoculants was evaluated with and
without the native community. Two greenhouse experiments were settled in a complete random
design. The experiment 1 with sterile substrate had 4 treatments and 6 repetitions: 1- inoculation
with commercial inoculants; 2- inoculation with soil suspension; 3- control with mineral nitrogen;
4- control without nitrogen and nor inoculation. The experiment 2 with non-sterile soil had 4
treatments and 5 repetitions: 1- inoculation with inoculants BR 825, BR 8003 and BR 8801 for L.
leucocephala, C. fairchildiana and Gliricidia sepium, respectively; 2- inoculation with inoculants
BR 827, BR 8007 e BR 8003 for the same legumes; 3- control with mineral nitrogen; 4- control
without nitrogen and nor inoculation. Main results were: a) the native community had rizobia
efficient to nodulate and enhance G. sepium and L. leucocephala growt; but, low ability and
efficiency to nodulate C. fairchildiana; b) low competitiveness of commercial inoculants for C.
fairchildiana nodulation suggests that efficient inoculants have to be further searched in the native
community; c) isolates from native communities studied tolerates better extreme temperature and
salinity; d) most of isolates tolerated high pH (12) but not low pH (4); e) local community showed
great genetic diversity compared with commercial inoculants, suggesting the occurrence of new
rizobia genotypes in the region. These results reinforce the need to further study indigenous
communities of rhizobia in Maranhdo. The search for strains efficient and adapted to the state
climate is essential to maximize the BNF with legumes L.leucocephala, G. sepium and C.

fairchildiana.

Keywords: rhizobia, native community; leguminous trees.



33

INTRODUCAO

No Estado do Maranhdo predominam, inclusive entre os pequenos agricultores, agrossistemas
pouco produtivos e potencialmente degradadores do solo e meio ambiente. Neste contexto destaca-
se a agricultura itinerante (corte e queima) por sua capacidade de produzir reflexos negativos
econdmica e ambientalmente, a exemplo da: diminuicdo da produtividade agricola, perda de
nutrientes, reducdo da biodiversidade local e emisséo de gases do efeito estufa (Roder et al., 1995;
Matson et al., 1997; Altieri, 1999), resultando, em muitos casos, no surgimento de grandes

extensdes de areas degradadas.

Segundo Drinkwater & Snapp (2007), a adocdo intencional de praticas que aumentem o
acumulo de nutrientes no solo, por meio de processos microbiologicamente mediados, consiste

numa alternativa mais adequada para garantir a sustentabilidade de agroecossistemas.

O nitrogénio é um elemento essencial para a manutencdo de qualquer agroecossistema, sendo
considerado, juntamente com a agua, o fator mais limitante para o desenvolvimento da producao
agricola (Parry et al., 2005; Glass, 2003). A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é um importante
processo que incorpora N da atmosfera nos ecossistemas terrestres (Garten Jr et al., 2008) e
representa uma alternativa mundialmente econémica e sustentavel de fornecimento deste nutriente,
via cultivo de leguminosas (Gonzalez et al., 2008). De acordo com Xavier et al. (2006) em
ambientes tropicais, a importancia da FBN esta relacionada com a baixa disponibilidade de
nitrogénio nos solos, agravada pela lixiviacdo desse macronutriente. A utilizacdo de leguminosas
arbdreas € comum em sistemas agroflorestais e na recuperacdo de areas degradadas devido a sua
alta capacidade de producdo de biomassa e FBN (Moura et al., 2010; Aguiar et al., 2010; Leite et
al., 2008; Costa et al., 2004).

A eficiéncia da FBN para a agricultura e recuperacdo de areas degradadas depende, sobretudo,
da existéncia local ou fornecimento de estirpes eficientes de bactérias fixadoras de N para as
espécies hospedeiras envolvidas no processo. Isso porque a inoculacdo com rizébios oriundos de
regides ecologicamente diferentes nem sempre € capaz de incrementar a FBN, devido a falta de
competitividade destas em relagdo aos rizébios indigenas ou tolerancia limitada as novas condicGes
ambientais (Chagas Jr., 2007; Lindstro et al., 2010). Logo, a prospec¢do em loco da nodulagéo
natural de espécies arbdreas, associada a um programa de selecdo de novas estirpes, com posterior
aplicacdo de testes de eficiéncia agrondmica com estirpes potenciais e recomendadas, séo
estratégias necessarias para a definicdo das melhores combinagdes hospedeiro-simbionte a serem
utilizadas (Souza et al., 2007).
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A caracterizacdo fenotipica, genotipica e o entendimento do comportamento dos diversos
membros das comunidades indigenas de rizobios, em relacdo aos fatores ambientais, também
auxiliam na busca por combinagdes simbioticas eficientes. Entre as leguminosas arbdreas de maior
interesse, no Maranhdo, destacam-se a leucena ( Leucaena leucocephala), a gliricidia (Gliricidia
sepium) e sombreiro (Clitoria fairchildiana), este Ultimo nativo da regido, por sua grande
aplicabilidade no sistema de cultivo em aléias e potencial uso na recuperagdo de areas degradadas.

Em virtude do exposto, este trabalho teve como objetivos verificar a ocorréncia, diversidade e
eficiéncia simbidtica de uma comunidade nativa de bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas de
leguminosas (BFNNL), para a G. sepium, L. leucocephala e C. fairchildiana, em solo da regido
Centro-Norte do Maranhdo. Esse estudo também verificou a resposta da inoculacdo dessas
leguminosas com estirpes recomendadas de rizobios (BR 825 e BR 827, para leucena; BR 8003 e
BR 8007, para sombreiro; BR 8801 e BR 8803 para gliricidia), em competicdo com a comunidade

indigena estudada.

MATERIAL E METODOS

Area experimental e estirpes de rizobios recomendadas

Os experimentos foram realizados no Nucleo Tecnologico de Engenharia Rural da
Universidade Estadual do Maranhdo, em casa de vegetacdo. Foi utilizado um PLINTOSSOLO
ARGILUVICO Distréfico tipico proveniente de uma area de producdo familiar (area de roca -
sistema de corte e queima), localizada no Municipio de Miranda do Norte - MA, a 36° 36’ de
latitude sul e 45° 24’ de longitude oeste, no assentamento Tico-tico — INCRA (Instituto Nacional de
Colonizacdo e Reforma Agréaria). A amostragem da area foi realizada no inicio do periodo chuvoso
(Janeiro de 2009), em zigue-zague, foram obtidas quatro amostras compostas de solo, cada uma
resultante da retirada e homogeneizacao de seis amostras simples, retiradas na profundidade de 0-20
cm Essas amostras foram utilizadas para analise quimica e para o experimento em vasos de
Leonard. Para o experimento com substrato ndo estéril foram retirados cerca de 250 kg de solo da

mesma area em igual profundidade, em locais proximos dos pontos amostrados.

A analise quimica do solo foi realizada conforme metodologia do IAC (2001), o resultado
encontra-se na tabela 1. Foram realizados dois experimentos, um em substrato estéril e outro em
solo (ndo esteéril) para comparar a acao de estirpes de rizébios previamente testadas e recomendadas

pela EMBRAPA Agrobiologia e da comunidade nativa de rizobios sob o crescimento de trés
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espécies arboreas, a gliricidia (Gliricidia sepium), a leucena (Leucaena leucocephala) e o sombreiro
(Clitoria fairchildiana).

As estirpes utilizadas nos ensaios em substrato estéril e ndo estéril foram a BR 825 e BR 827
para a leucena; BR 8003 e BR 8007 para o sombreiro; BR 8801 e BR 8803 para a gliricidia. As
estirpes foram fornecidas como culturas liofilizadas em ampolas. Apds o recebimento estas foram
recuperadas em meio 79 (YMA) (Fred & Waksman, 1928), liquido, posteriormente essa suspensao
foi transferida com auxilio de alca de platina para placas de Petri contendo meio YMA. Essas placas
foram mantidas em incubadora tipo BOD a 28°C durante oito dias para crescimento das coldnias.
Os inoculos foram preparados por meio da transferéncia de coldnias das placas para Erlenmeyers
contendo 50 ml de meio YMA semi-sélido, estes foram mantidos a 28°C, sob agitagdo constante,
durante seis dias, quando se verificou o crescimento das coldnias. As inoculagdes foram realizadas

no momento do plantio adicionando-se um ml do inéculo para cada semente.

Tabelal. Anélise quimica do solo proveniente da area de estudo.

M.O pH P K Ca Mg H+AI Na Al C
gddm®* CaCl, mg/dm® .. mmol/dm?.......... %
32 4,8 2,2 3,7 47,5 14 44 6,1 5 1,85

Ensaio em vaso de Leonard

O ensaio em substrato estéril foi realizado em vasos de Leonard (Vincent 1970). A parte
superior dos vasos continha areia e vermiculita na proporgéo de 1:1 (v:v), enquanto a parte inferior
continha solu¢édo nutritiva de Hoagland sem nitrogénio, exceto o tratamento controle nitrogenado, o
qual recebeu solucdo completa (Hoagland & Arnon, 1950). Em ambas as situacdes, a solucdo
nutritiva continha apenas 50% da concentracao original. Os vasos foram esterilizados em autoclave
por 1,5 horas a pressdo de 1,5 atm e 127°C, enquanto a solu¢do nutritiva foi esterilizada por 20

minutos sob a mesma pressdo e temperatura.

As plantas iscas utilizadas foram a gliricidia, a leucena e o sombreiro, suas sementes foram pré-
selecionadas por uniformidade de tamanho e sanidade. Antes da germinacdo, as sementes foram
desinfestadas superficialmente com solugéo de hipoclorito a 1% de cloro, por quatro minutos. Além

da desinfestacéo, as sementes de leucena passaram por quebra de dorméncia, por imersdo em agua a
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80°C e embebicdo por 3 horas. Foram semeadas quatro sementes por vaso e 15 dias ap6s o plantio
foi realizado o desbaste, permanecendo duas plantas por vaso.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repeti¢des. Os tratamentos
para cada especie vegetal foram: 1- inoculacdo conjunta das estirpes recomendadas (BR 825 + BR
827 para a leucena; BR 8003 + BR 8007 para o sombreiro e BR 8801 + BR 8803 para a gliricidia);
2- inoculacdo com suspensdo de solo (diluicdo 10™, em solucdo salina de NaCl a 0,55%); 3-
controle com nitrogénio; 4- controle absoluto (sem inoculagdo e sem nitrogénio). Os in6culos com
as estirpes recomendadas foram preparados separadamente para cada estirpe e misturados, em igual
proporcao, no momento da inoculagdo. As plantas permaneceram em casa de vegetacdo por 90 dias

apos a implantacao.

Ensaio em vasos com solo

O solo da area estudada foi colocado em vasos plasticos com capacidade para 3 dm3 e recebeu
calcério dolomitico com o objetivo de elevar a saturacdo por bases a 60% (Raij, 1981). Sementes de
gliricidia, leucena e sombreiro passaram pelo mesmo processo de desinfestacdo e quebra de
dorméncia anteriormente descritos e foram semeadas. Apds o desbaste manteve-se apenas duas
plantas por vaso. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des. Os
tratamentos estudados para cada hospedeiro foram: 1-inoculacdo com estirpe A; 2-inoculacdo com
estirpe B, 3-testemunha nitrogenada e 4-solo sem adubacdo nitrogenada e sem inoculacéo
(testemunha absoluta). A “estirpe A” refere-se a BR 825 para a leucena, 8801 para a gliricidia e
8003 para o sombreiro e a “estirpe B” refere-se a BR 827 para a leucena, 8803 para a gliricidia e

8007 para o0 sombreiro.

A producdo dos inoculantes e o procedimento de inoculacdo foram realizados conforme
anteriormente descrito. A adubacdo foi realizada por meio da aplicacdo de solucdo nutritiva de
Hoagland completa para testemunha nitrogenada (N total = 105 mg de N-NO3 por vaso) e solucéo
nutritiva de Hoagland sem nitrogénio para os demais tratamentos. No primeiro més aplicou-se cerca
de 50 ml de solugéo nutritiva por vaso, a cada sete dias, posteriormente adotou-se o intervalo de 15
dias. Também aplicou-se adubacdo complementar de potassio e fésforo, via solugdo de KH,POy
totalizando 100 mg de fésforo e 126 mg de potassio por dm? de solo. As plantas foram conduzidas

em casa de vegetacdo por 120 dias apds a implantacdo do ensaio.
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Parametros de nodulagéo e crescimento das leguminosas avaliados

Tanto para 0 experimento em substrato estéril quanto para em solo natural, foram avaliados o
peso seco da parte aérea (PSPA) das plantas, apds secagem em estufa de circulacdo forgada de ar a
temperatura de 60 °C por 72 horas, nimero de nodulos e peso seco dos nddulos. Além disso, foi
calculada a eficiéncia relativa, que consiste na eficiéncia de acimulo de massa seca dos tratamentos
inoculados em relagdo a testemunha nitrogenada, e a eficiéncia absoluta, eficiéncia de acimulo de
massa seca dos tratamentos inoculados em relacéo a testemunha absoluta, da comunidade nativa de
BFNNL para o crescimento dos hospedeiros. A eficiéncia relativa foi calculada segundo a

expressao:
Efr=(MSPAinoculado / MSPAcom N)x100

Sendo: Efr= eficiéncia relativa; MSPAinoculado= massa seca da parte area do tratamento
inoculado; MSPAcom N= massa seca da parte aérea da testemunha nitrogenada (média das

repeticoes).
A eficiéncia absoluta foi calculada segundo a expressao:
Efa=(MSPAinoculado / MSPAsem N) x 100

Sendo: Efa= eficiéncia absoluta; MSPAinoculado= massa seca da parte area do tratamento

inoculado; MSPAsem N= massa seca da parte aérea da testemunha absoluta (média das repeticGes).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia com comparagdo de médias pelo
teste LSD a 5%.

Captura, isolamento e caracterizacgdo fenotipica dos rizébios da comunidade indigena

Apls a coleta do experimento com solo, as raizes das plantas do tratamento testemunha
absoluta (sem inoculacdo e sem adubacdo nitrogenada) foram lavadas e seus nodulos retirados,
foram amostrados, ao acaso, quarenta e cinco nddulos de cada leguminosa. Os nédulos foram
distribuidos em trés frascos de polietileno contendo silica gel, constituindo-se trés repetices para
cada leguminosa, e conservados em geladeira para subsequente isolamento dos rizébios. Para o
isolamento, trés nodulos de cada repeticdo foram utilizados, um pequeno, um médio e um grande,
com o objetivo de acessar a comunidade nativa da forma mais abrangente possivel. Os nodulos

foram primeiramente desinfestados, sendo imersos em alcool 70% por um minuto, depois em
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hipoclorito de sddio 1% por 3 minutos e lavados quatro vezes em agua destilada esterilizada. Em
seguida foram colocados em tubos de extracdo, contendo &gua estéril, durante trinta minutos, para
reidratacdo. Apdés a desinfestacdo e reidratacdo, os nodulos foram macerados e a suspensao
resultante foi riscada em placas de Petri contendo meio YMA, sob condicdes assépticas. As placas

foram incubadas a 28°C e sucessivas repicagens foram feitas para a obtencdo de col6nias puras.

As caracteristicas dos rizobios observadas foram: 1- tempo em dias para o aparecimento das
colonias isoladas, sendo estas classificadas em muito rapida (1 dia), rapida (2 ou 3 dias),
intermediaria (4 a 5 dias), lenta (5 a 10 dias) e muito lenta (acima de 10 dias); 2- diametro da
coldnia; 3- cor da col6nia; 4 - forma da colbnia, 5-producdo de goma (baixa, média ou alta); 6-
consisténcia (viscosa, gomosa, coridcea); 7- densidade (opaca ou translicida); 8- elevagdo (convexa
ou plana) e 9- alteracdo do pH (acida, neutra ou alcalina).

Uma matriz binéria foi construida a partir das caracteristicas dos rizobios e os isolados foram
agrupados por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
baseado no indice de Jaccard (J), usando o programa NTSYSpc versdo 2.1 (Rohlf, 1992) para
geracdo de um dendrograma de similaridade fenotipica. O UPGMA é denominado método da
distancia média e utiliza a média das distancias entre todos o0s pares de gendtipos para formacao de
cada grupo (Bertan et al., 2006).

Tolerancia a fatores abioticos

Para os testes de tolerancia ao pH, salinidade e temperatura, os isolados foram primeiramente
cultivados em placas de Petri contendo meio YMA (Fred & Waksman, 1928) a pH 6,5 e incubados a

28°C por cinco dias.

Teste de tolerancia a extremos de acidez e alcalinidade: os isolados foram transferidos para o
meio YMA com pH regulado para 4,0, com &cido acético (absoluto) e 12, com hidroxido de

potassio (1M), acrescido de 5 ml/l de azul de bromotimol (0,5 g/I) e incubados a 28°C.

Teste de salinidade: os isolados foram transferidos para placas contendo meio Y MA modificado
a pH 6,5, acrescido de 1%, 2% e 3% de NaCl.

Teste de resisténcia a temperatura: os isolados foram transferidos para placas contendo meio

YMA, logo apos a riscagem as placas foram mantidas a temperatura de 45°C em incubadora.
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Todos os testes foram realizados em triplicata, o crescimento das colonias foi observado aos 3,
6, 9 e 12 dias, para cada teste. Uma matriz binaria foi construida a partir das caracteristicas de
tolerancia dos isolados ao pH, salinidade e temperatura e estes foram agrupados por meio do
método UPGMA baseado no indice de Jaccard (J), usando o programa NTSY Spc verséao 2.1 (Rohlf,
1992) para geragdo de um dendograma de similaridade com base no perfil de tolerancia a fatores
abidticos.

Extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16s do DNAr e Analise de Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA).

Para acessar a diversidade genotipica, foram utilizados 24 isolados de rizObios representativos
dos 53 obtidos, sendo 11 provenientes de nodulos de gliricidia e 13 de leucena. Devido a baixa
nodulacdo, diversidade de isolados e eficiéncia da comunidade nativa de rizobios para o
crescimento do sombreiro, 0s poucos isolados provenientes dos ndédulos dessa leguminosa foram
excluidos da avaliagdo genotipica. A avaliacdo da diversidade fenotipica serviu como parametro
para a escolha dos isolados mais diversos e representativos dos grupos, sendo que apenas um
representante de cada grupo com elevada similaridade fenotipica foi escolhido para a avaliacdo

genotipica.

Os isolados em col6nias puras foram transferidos para placas contendo meio de cultura YMA e
incubados a 28°C até apresentarem crescimento, cerca de 5 dias devido os isolados serem quase
todos de crescimento rapido e muito rapido. Apds o crescimento das colbnias, uma pequena
quantidade de massa celular foi transferida, com auxilio de alca de platina, para microtubos
contendo 600 pL de tamp&o TES (0.05 mol L™ NaCl, 0.01 mol L™ de Tris HCI SDS 1 %, pH 8),
apos esse procedimento a extracdo do DNA seguiu conforme protocolo proposto por Xavier et al.
(2004). O DNA extraido foi purificado, conforme metodologia proposta por Ferreira & Grattapaglia
(1998). Subsequentemente, a extracdo e qualidade do DNA obtido foi confirmada por meio da
visualizacdo ap0s eletroforese em gel de agarose 0,8% horizontal em tampdo TBE 0,5% a 80 V

constante, corado com brometo de etideo, utilizando marcador de peso molecular 1 Kb.

A reacdo de PCR (polymerase chain reaction) foi dimensionada para um volume final de 50 pL,
contendo 1X de tampdo de reagdo, 1,5 umol L-1 de MgCl,, 2,5 U de Tag DNA polymerase, 200
umol L™ de dNTP, 0,2 pmol L™ de cada primer e 2 uL de DNA extraido dos isolados, diluido 1:50.
Os primers utilizados foram o 27F 5’AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAGS3' e o oligonucleotideo
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reverso universal 1492R 5TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT3' (Weissburg et al., 1991). A
amplificagdo consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de
93°C por 1 min, 57°C por 1 min, 72°C por 2 min e uma extensdo final a 72°C por 10 min. O
resultado foi analisado em gel de agarose 1% horizontal em tampédo 0,5% a 85 V, corado com
brometo de etideo, usando o marcador de peso molecular X174 nos pocos iniciais e finais do gel

(Invitrogen cat. No. 10488-037).

As analises de restricdo foram realizadas com as endonucleases Ddel, Mspl e Hinfl, usando 6
puL de DNA amplificado, de acordo com as recomendacbes do fabricante. A digestio do DNA
ocorreu ap6s a mistura do DNA com o mix incubando-o a 37°C por 4 horas e, o resultado foi
analisado em gel de agarose 3% horizontal em tampdo TBE 0,5% por 3 horas a 75V constante,
usando o marcador de peso molecular X174 nos pogos iniciais ¢ finais do gel (Invitrogen cat. No.
10488-037). Os fragmentos de DNA digeridos foram analisados usando o programa Gel Compar
2.0, foram aplicados o coeficiente de Jaccard e o método UPGMA de agrupamento para a

construcao de um dendograma de similaride genotipica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento em vaso de Leonard

Na area estudada ocorre uma comunidade de BFNNL capaz de colonizar abundantemente e
beneficiar o crescimento das leguminosas arboreas estudadas, exceto o sombreiro (Tabela 2).
Nenhum vestigio de nodulacdo foi verificado nas testemunhas ndo inoculadas, evidenciando a

adequada condicdo de conduc¢do do experimento.

A gliricidia apresentou boa nodula¢do com as bactérias nativas, tendo este tratamento inclusive
superado, numericamente, as estirpes recomendadas (Tabela 2). Isto refletiu em um
desenvolvimento vegetativo semelhante ao obtido com as estirpes recomendadas, porém inferior ao
tratamento com N mineral. Este fato sugere a existéncia de uma comunidade nativa de bactérias
compativel com esta leguminosa e eficiente em proporcionar seu desenvolvimento vegetal, como
observado pela eficiéncia no acumulo de biomassa, equivalente ao inoculante recomendado e cerca
de 500% superior a testemunha absoluta. Apesar de ser uma espécie exatica, a gliricidia se adaptou
bem aos rizobios locais, 0 que otimiza sua utilizacdo em sistemas agricolas e na recuperacdo de

areas degradadas no Centro-Norte do Maranhdo.
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Com relacéo a leucena verificou-se que, apesar do menor desempenho tanto em nimero quanto
em peso de nodulos da comunidade nativa em relacdo ao inoculante recomendado, o acimulo de
massa seca e a eficiéncia relativa e absoluta foram semelhantes nos dois tratamentos. Isso indica a
boa resposta da comunidade nativa de BFNNL da area em relacdo ao desenvolvimento dessa
leguminosa, em condicOes estéreis, 0 que é enfatizado pela Efr em torno de 70% da testemunha
nitrogenada e Efa muito elevada em relagdo a testemunha absoluta. Entretanto, assim como ocorreu
com a gliricidia, a comunidade nativa demonstrou desempenho inferior para o acimulo de massa
seca quando comparada a testemunha nitrogenada (Tabela 2). A elevada promiscuidade da leucena
(Florentino et al., 2009), provavelmente influenciou na boa resposta de seu desenvolvimento em

simbiose com bactérias indigenas.

No que diz respeito ao sombreiro, verificou-se uma reduzida nodulagdo quando associado a
bactérias nativas, com reflexo negativo para o crescimento da planta, porém se beneficiou
plenamente das estirpes recomendadas e da adubacdo nitrogenada. Estes resultados indicam a
existéncia de uma comunidade indigena de rizobios ineficiente ou incompativel com o sombreiro.
Segundo Souza et al. (2007), uma leguminosa formara nodulos e se beneficiara da fixacdo bioldgica
de nitrogénio, em dado local, se populacdes nativas de rizdbios compativeis estiverem presentes no
solo. Verificou-se um comportamento altamente seletivo dessa espécie vegetal com a comunidade
nativa de rizobios. Isto sugere a necessidade de inoculacdo com estirpes selecionadas ou adubacéo

nitrogenada complementar para o adequado crescimento do sombreiro, nas condi¢6es estudadas.
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Tabela 2. Peso Seco da Parte Aérea (PSPA), Peso dos Nodulos (PN), Namero de N6dulos (NN),
Eficiéncia Relativa (Efr) e Eficiéncia absoluta (Efa) obtidos no experimento em vasos de Leonard,
utilizando a leucena, sombreiro e gliricidia como plantas iscas.

PLANTA ISCA TRATAMENTO PSPA(g) PN (g) NN Efr (%)  Efa (%)
INOCULADO 838ab  08la 46927b 8132b 682 54ab
INOCULADO SOLO 10*  745b  0,78a  67600a 7258b 606,54 b
GLIRICIDIA
TEST NITROGENADA ~ 1025a  0,00b  0,00c  100,00a 853,07a
TEST ABSOLUTA 120c  000b  000c  11,57¢c 100,00 ¢
INOCULADO 430ab  066a 33323a 7665b 171660b
INOCULADO SOLO 10 4,08b  026b  2427b  72,85b  1632,00 b
LEUCENA
TEST NITROGENADA  562a  000c  000c 10000a 2249,13a
TEST ABSOLUTA 025¢  000c  000c  466c  100,00c
INOCULADO 406a  046a 184,33a 89,75a 471,63a
INOCULADO SOLO 10%  1,46b  0,007b  133b  3233b  170,15b
SOMBREIRO

TEST NITROGENADA 4,52 a 0,00 b 0,00b  100,00a 524,42a

TEST ABSOLUTA 0,86 b 0,00 b 0,00 b 19,03 b 100,00 b

Médias seguidas pela mesma letra, para cada hospedeiro, ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5%.

Experimento em vaso com solo

A inoculacdo das estirpes recomendadas em vaso com solo ndo resultou em beneficio para o
crescimento das plantas, em relacdo a testemunha absoluta (Tabela 3). Isto indica a baixa
capacidade competitiva das estirpes recomendadas frente a comunidade nativa, 0 que segundo
Triplett & Sadowsky (1992), é uma das principais causas de falhas de inoculagdo quando novos
isolados, provenientes de areas ecologicamente diferentes, sdo introduzidas em solos com grande
numero de estirpes indigenas. Isto pode ser notado mais pronunciadamente no caso do sombreiro,

no qual as estirpes recomendadas apresentaram desempenho de acumulo de massa seca e eficiéncia



43

muito inferiores aos obtidos pela testemunha nitrogenada, assemelhando-se a comunidade nativa, o

que ndo ocorreu em condigdes estéreis.

Com relacdo ao nimero de nddulos da leucena, verificou-se que, apesar da maior nodulagdo
apresentada pela estirpe BR 827, esta ndo foi suficiente para determinar um melhor desempenho em
termos de ganho de massa seca deste tratamento. Esse fato pode estar relacionado com a existéncia
de muitos nddulos inativos, pois ndo houve diferenca significativa para o peso de nodulos de
leucena, tendo 0 mesmo ocorrido com a BR 8803 e a gliricidia (Tabela 3).

A baixa nodulagdo (Tabelas 2 e 3) e baixo nimero de isolados obtidos (Figura 3), utilizando o
sombreiro como planta isca, expressa uma baixa promiscuidade dessa leguminosa em relacdo aos
rizobios nativos da regido Centro- Norte do Maranhédo. Resultados contrastantes foram obtidos por
Souza et al (2007), que observou nodulacdo natural abundante, eficiente fixacdo de N, e
compatibilidade com as populacfes de rizobios nativas do solo, neste caso, na Zona da Mata de
Pernambuco. O mesmo estudo demonstrou ainda que o sombreiro concentrou 0 maior potencial
para fixacdo de N, e maior eficiéncia de nodulacdo com populacGes nativas de rizébios, em

comparagdo com outras espécies testadas pelo autor.

A diferenca de nodulacdo apresentada pela mesma leguminosa, em diferentes areas, esta
relacionada a fatores ligados a composi¢do da comunidade nativa de rizébios, ao hospedeiro e ao
ambiente. Como exemplo, € um fator relevante para o sucesso da ocupacdo dos nddulos pelas
bactérias, a seletividade simbidtica dos gendtipos vegetais, cuja especificidade pode ter sido o fator
principal nas modificacdes das populacdes de Rhizobium no solo (Paffetti et al., 1998). As sementes
de sombreiro utilizadas no experimento ndao foram provenientes da area estudada, logo, isso pode
ter contribuido para a baixa nodulacdo dessa espécie, resultante de uma possivel incompatibilidade

hospedeiro-simbionte.

Estes resultados indicam ainda a necessidade de mais estudos sobre comunidades nativas de
rizobios, a fim de obter isolados, para espécies de leguminosas de interesse, competitivos e
adaptados as condicOes locais, e elevar a FBN. Segundo Figueiredo et al. (2001), em regibes onde
ocorre uma grande diversidade de espécies nativas de bactérias fixadoras de nitrogénio, com baixo
grau de eficiéncia, € necessaria a obtencdo de estirpes de rizobios de alta qualidade, capazes de
sobreviver e competir pela fixacdo eficiente do nitrogénio atmosférico com o hospedeiro alvo. A
obtencdo dessas estirpes pode ser uma alternativa & aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, que,
neste caso, estd demonstrando ser a op¢do mais eficiente para a maximizacao do desenvolvimento

vegetativo, principalmente do sombreiro.
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O baixo desempenho da testemunha nitrogenada para o crescimento da gliricidia é indicativo
da maior demanda de nitrogénio pela espécie, nas condi¢des estudadas. Isto é confirmado pela
eficiéncia relativa obtida na testemunha absoluta e nos tratamentos inoculados, muito superiores a

observada na testemunha nitrogenada (Tabela 3).

Tabela 3. Peso Seco da Parte Aérea (PSPA), Peso dos Nodulos (PN), Namero de N6dulos (NN),
Eficiéncia Relativa (Efr) e Eficiéncia absoluta (Efa) obtidas no experimento com substrato nédo
estéril (vasos contendo solo).

PLANTA ISCA TRATAMENTO PSPA(g) PN (g) NN Efr (%)  Efa(%)
INOCULADO BR 8801 858a  035b  1312b  1300la  9639a
INOCULADO BR 8803 8lla  048a  2500a 122,99a  9118a

GLIRICIDIA

COMUNIDADE NATIVA 8,89a 0,21b 15,40 b 134,88 a 100,00 a

TEST NITROGENADA 6,59 b 0,33ab  19,00ab  100,00b 74,14 b
INOCULADO BR 825 2,83ab 048" 136,84b  80,94ab 11521 ab

INOCULADO BR 827 2,31b 043"™  393,06a 65,96 b 93,88 b

LEUCENA

COMUNIDADE NATIVA 245D 046"™  105,72b 70,25b 100,00 b

TEST NITROGENADA 3,49a 046" 176,50b 100,00 a 142,34 a
INOCULADO BR 8003 4,15Db 0,13™ 83,32a 66,61 b 104,84 b
INOCULADO BR 8007 3,97b 0,09 "™ 42,62 b 63,69 b 100,25 b

SOMBREIRO

COMUNIDADE NATIVA 3,96 b 0,07 "™ 37,50 b 63,53 b 100,00 b

TEST NITROGENADA 6,24 a 0,03™ 9,84c 100,00 a 157,39 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5%.

Caracterizacdo morfocultural e diversidade fenotipica

Foram obtidos ao todo 53 isolados de bactérias noduliferas das leguminosas estudadas, sendo
18 provenientes dos nodulos de gliricidia, 30 de leucena e apenas cinco de sombreiro. Entretanto,
apenas 31 isolados se apresentaram morfoculturalmente distintos sendo 17 de leucena, 11 de

gliricidia e trés de sombreiro, apenas estes foram utilizados na constru¢cdo do dendograma de
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diversidade fenotipica. Os isolados obtidos e seus respectivos grupos estdo representados na Tabela
4. O agrupamento dos rizdbios, de acordo com suas caracteristicas morfoculturais resultou em treze
grupos distintos. Os grupos I, X e XIII, foram 0s que reuniram o maior nimero de isolados,
englobando isolados provenientes das trés leguminosas utilizadas como planta-isca. Além disso,
alguns isolados apresentarem 100% de similaridade, mesmo sendo oriundos de leguminosas
diferentes, como é o caso dos isolados L3R1 e S30; G14 e S42; L48, G1R1, e G22, 0 que sugere a

possivel colonizacgdo das diferentes leguminosas testadas por uma mesma estirpe (Figura 1).

Os resultados demonstram que a comunidade nativa de rizébios da area estudada apresenta uma
grande populacdo de bactérias de crescimento rapido e muito rapido (Tabela 4). Esta caracteristica
pode estar relacionada ao ambiente altamente seletivo ao qual essa comunidade de rizObios esta
submetida, resistindo a periodos de grande precipitacdo e posterior estiagem de cerca de seis meses.
Sprent (1994) sugeriu que bactérias de crescimento rapido sdo mais comuns em regides aridas,
porque a habilidade para fixar nitrogénio ndo € a maior prioridade para estes microrganismos, mas
sim a sua sobrevivéncia no solo. Segundo Martins et al. (2007), isto indica que pode ser esperado
um alto grau de rizébios de crescimento rapido nodulando leguminosas tropicais nativas, como foi
observado neste trabalho. O répido crescimento das bactérias indigenas constitui um dos fatores
responsaveis pela sua maior competitividade frente as estirpes recomendadas, visto estas

apresentarem crescimento lento.

A alta taxa de isolados de crescimento rapido na comunidade nativa estudada também explica a
auséncia de isolados capazes de alcalinizar 0 meio e elevada presenca de isolados acidificantes
(Tabela 4). Tan & Broughton (1981), estabeleceram que certas combinacGes de aminoacidos e
acucares, como glutamina e galactose, promovem uma acidificacdo do meio ap0s o crescimento de
microrganismos de crescimento rapido, ja os microrganismos de crescimento lento alteram o pH do

meio para alcalino.

O baixo numero de isolados obtidos pelo uso do sombreiro como planta—isca, trés isolados,
enfatiza sua baixa promiscuidade em relacdo aos rizobios nativos. A leucena demonstrou grande
diversidade de isolados nos nodulos, sendo estes distribuidos em dez dos treze grupos obtidos
(Figura 1). Segundo Florentino et al (2009), L. leucocephala é considerada uma espécie promiscua,
capaz de formar simbiose com qualquer BFNNL acidificante do meio, caracteristicas estas comuns
nos isolados indigenas obtidos. Essas espécies foram relatadas por Moreira (1991), como sendo

pertencentes aos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium.
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Com relacédo a gliricidia, verificou-se que o grupo formado pelos isolados G18, G20, G24 e
G25 e o grupo dos isolados G1R1 e G22 apresentaram 100% de similaridade (Figura 1),
provavelmente se tratando de apenas dois isolados diferentes, resultando assim em apenas sete
isolados distintos quanto as caracteristicas fenotipico-culturais. Logo, apesar de ser uma espécie
recentemente introduzida na &rea de estudo, verificou-se a existéncia de rizobios nativos
compativeis com esta leguminosa. De acordo com Souza et al (2007), atualmente sabe-se que
espécies introduzidas se desenvolvem bem mesmo, longe de seus centros de origem, especialmente

quando populacgdes nativas de rizébios compativeis estdo presentes no solo.
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Figura 1. Dendograma de similaridade com base em caracteristicas fenotipicas dos isolados de
bactérias que nodulam leucena, gliricidia e sombreiro, oriundos de solo proveniente do Centro-
Norte Maranhense. * L = isolados provenientes de leucena, S = isolados provenientes de sombreiro

e G = isolados provenientes de gliricidia.
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Tabela 4. Grupos morfoculturais de rizébios baseados nas caracteristicas fenotipicas das colénias tempo de crescimento (1), didametro (2), cor (3),
forma (4), producdo de goma (5), densidade (6), consisténcia (7), coalescéncia (8), elevagéo (9), reagcdo quanto a mudanca de pH (10). N° IS = n° de

isolados.
GRUPO PLANTA CARACTERISTICAS .
ISCA ACI¥” D@  corR® FORMA®  GOMA® DEN® CONS®  CcOAL® ELEV®  REACAOpH™  N°IS
leucena MR .
I sombreiro <1 Branca cng:ular pouca translicida  viscosa pouca Plana neutra 4
A I >2 puntiforme média
gliricidia
leucena branca
1 sombreiro MR >2 Circular pouca opaca viscosa pouca Plana neutra 3
L amarela
gliricidia
Il gliricidia MR >2 Branca Circular pouca opaca viscosa média Plana neutra 1
v leucena MR >2 Amarela Circular média transllcida ;/(')Srf]gzg média Plana neutra 2
\Y/ gliricidia MR >2 Amarela Circular pouca translicida  viscosa pouca Plana acida 1
la2 . - viscosa
VI leucena R ) Amarela Circular pouca translcida gomosa pouca Convexa neutra 2
VIl sombreiro MR la2 Amarela Puntiforme pouca translicida  viscosa média Convexa neutra 1
VIl leucena R >2 Amarela Circular pouca opaca viscosa pouca Convexa cida 1
leucena la2 . opaca : L
IX gliricidia R >2 Branca Circular pouca translicida  V1S€osa pouca Convexa acida 2
leucena . opaca viscosa pouca .-
X gliricidia R la2 Amarela Circular pouca wranslicida  gomosa média Convexa 4cida 5
Xl leucena MR la2 Amarela Circular pouca opaca viscosa pouca Convexa acida
. . viscosa .- acida
Xl leucena MR >2 Amarela Circular baixa opaca gomosa média Plana neutra 2
Xl Ie_u.cgng MR la2 branca c|r_cular alta translicida ¥ 02 média Convexa acida 5
gliricidia R >2 amarela  puntiforme gomosa alta

*MR — muito rapido (1 dia); R — rapido (2 a 3 dias); | intermediario (4 a 5 dias); L — lento (5 a 10 dias); ML — muito lento (> 10 dias).
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Tolerancia a fatores abidticos

Os isolados testados quanto a sua resisténcia a fatores abioticos, extremos de pH, salinidade e
temperatura, foram agrupados em trés grandes grupos com baixa similaridade, entre 28% e 60 % e
sete grupos com similaridade superior a 70%. Obtiveram-se agrupamentos com muitos isolados, o
que demonstra a existéncia de uma menor diversidade dos isolados quanto a tolerancia aos fatores
abidticos testados. Apenas o isolado 30, proveniente do sombreiro, ndo foi inserido em nenhum dos
grupos formados, o0 que esta relacionado, principalmente, ao fato desse ser o Unico isolado que ndo

cresceu a pH 12.

Apenas os grupos IV e VII apresentaram isolados provenientes de mais de uma das
leguminosas, isto se deu principalmente a grande diferenciacdo das caracteristicas apresentadas
pelos isolados provenientes de leucena e gliricidia (Figura 2). Essa diferenca esteve relacionada,
principalmente, a tolerancia a salinidade e a temperatura. Cerca de 88%, 82% e 23% dos isolados de
leucena cresceram a concentracdo de 1%, 2% e 3% de NaCl, respectivamente, enquanto apenas
dois isolados de gliricidia (cerca de 18%) apresentaram resisténcia a salinidade. Com relagédo a
temperatura, mais de 88% dos isolados de leucena foram tolerantes a temperatura de 45°C,
enquanto que apenas 36% dos isolados de gliricidia resistiram a esse fator. A grande divergéncia,
quanto a tolerancia ao pH e salinidade, entre isolados de leucena e gliricidia (Tabela 5), contrasta
com a alta similaridade fenotipica observada entre isolados provenientes dessas duas leguminosas
(Figuras 1 e 2). Isso pode ser explicado pela tolerdncia de rizobios a salinidade, acidez e
alcalinidade ser descrita como mais especifica em nivel de isolados (estirpe) que em nivel de
espécies (Amarger et al. 1997).

A elevada toleréncia da maioria dos isolados de leucena e de varios isolados provenientes de
gliricidia a altas temperaturas pode ser explicada pela adaptacdo da comunidade nativa as condi¢bes
extremas de temperatura, devido ao ambiente onde essa comunidade evoluiu, uma regido tropical
cujas temperaturas sao elevadas durante praticamente todo o ano. Segundo Graham (1992), a
temperatura 6tima de crescimento para a maioria dos rizébios situa-se compreendida entre 27 e 31
°C, sendo muitos incapazes de crescer a temperaturas superiores a 37 °C. Com relacao aos isolados
que ndo apresentaram crescimento a 45°C verifica-se que, em geral, a baixa capacidade de
sobrevivéncia de rizobios em altas temperaturas pode ser relacionada com a reducdo de sua

capacidade de infecgé&o.

Tem sido relatado que rizobios mais tolerantes ao estresse de temperatura apresentam menor

eficiencia simbidtica (Rodrigues et al., 2006). Entretanto, ndo deve ser descartado o possivel
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potencial de desenvolvimento desses isolados em temperaturas ndo tdo extremas, visto que 45°C é
tido como uma temperatura praticamente limitrofe para o desenvolvimento da maioria dos rizobios.
A boa tolerancia dos isolados nativos, principalmente, aqueles provenientes da leucena, a elevada
temperatura, tem importancia especial para a selecdo de possiveis estirpes de alta eficiéncia para as
leguminosas testadas na regido, visto que solos tropicais podem atingir temperaturas superiores a
40°C nas camadas superficiais, tornando-se um dos principais fatores limitantes ao processo da

fixacdo simbiotica do nitrogénio nos tropicos (Vargas & Hungria 1997).

Em geral, a reposta ao efeito do NaCl é um bom indicador de resposta dos rizébios a diferentes
condicdes de salinidade (Abdelmoumen et al., 1999). Observou-se que cinco dos sete grupos
obtidos apresentaram tolerancia ao NaCl a 1% e quatro grupos ao NaCl a 2%, sendo que 3% foi
uma concentracdo ja limitante ao desenvolvimento das bactérias (Tabela 4). Apenas seis isolados
(19%) foram tolerantes a este ultimo nivel de salinidade. Deve-se destacar aqui a superioridade dos
isolados provenientes de leucena, com relagdo a esse parametro. Os grupos | e Il (Figura 4)
apresentaram resisténcia aos trés niveis de concentracdo de NaCl, ja os grupos VI e VII foram os

que apresentaram menor grau de tolerancia.

O isolamento e a selecdo de riz6bios com caracteristicas de tolerancia ao estresse salino vém
revelando alto grau de diversidade nas populacdes destes microrganismos nos solos,
principalmente, em regides tropicais (Neves & Rumjanek, 1998). Os resultados obtidos podem ser
considerados satisfatorios, em virtude dos isolados estudados ndo serem oriundos de solo com
problema de salinidade. Por exemplo, Freitas et al (2007), trabalhando com estirpes provenientes de
solo salino, encontraram sensibilidade dos isolados a partir da aplicacdo de 1,6% de NaCl™. O teste
de tolerancia a salinidade nos estudos da biodiversidade de rizobios nativos é fundamental em

virtude da maioria das plantas e dos rizébios ser sensivel a salinidade (Singleton et al., 1986).

Com relacdo ao desenvolvimento dos isolados em extremos de pH, verificou-se que o
comportamento dos isolados provenientes de leucena e gliricidia foi semelhante para esse fator.
Apenas 47% dos isolados de leucena e 55% dos de gliricidia apresentaram crescimento satisfatorio
a pH 4,0, enquanto que o crescimento a pH 12 foi de 100% nos isolados provenientes dessas duas
leguminosas. Apenas um isolado (isolado S30, proveniente de nédulos de sombreiro, do grupo V)
ndo apresentou crescimento a pH 12 sendo este carater, em maior parte, responsavel por sua
exclusdo dos demais agrupamentos no dendograma de similaridade (Figura 2). Isto pode ser
explicado pela maior afinidade dos rizobios a pH neutro e alcalino.
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Com relacdo ao desenvolvimento em pH acido (4,0), apenas dois grupos apresentaram isolados
resistentes, o0 G1 e o G7 (Tabela 4), sendo este um fator altamente limitante para os isolados
estudados. A tolerancia de rizobios ao pH baixo esta associada a capacidade de manter seu pH
interno estavel e proximo a neutralidade, independentemente do pH externo, enquanto que as
estirpes sensiveis reduzem seu pH interno quando cultivadas em meio acido (Vargas et al., 2007). O
baixo desenvolvimento dos rizobios nativos em pH 4,0, apesar de serem oriundos de solo levemente
4cido (Tabela 1) pode ser explicado pela atividade diferente dos ions H* em meio de cultura
comparando com o solo onde mudancas nos coldides podem neutralizar parcialmente a atividade
desses ions (Ruiz-Diez et al., 2008).

O estudo do comportamento de comunidades nativas de rizobios quanto a sua resisténcia a
acidez é fundamental, a medida que os rizébios podem ser mais sensiveis ao pH baixo que sua
leguminosa hospedeira, afetando diretamente o estabelecimento da simbiose (Zahran, 1999). Além
disso, a selecdo de rizobios tolerantes a acidez pode aumentar a tolerdncia da leguminosa
hospedeira a essa adversidade.

70% L3R1
L8

L9
A L35

L15
L43

L 45
B G1R1
L G1R2
L 36
L 37

L47
L 49
D L48

530
L17

] c13

G18

0,28 0,46 0,64 0,82 1,00
Jaccard

Figura 2. — Dendrograma de similaridade de isolados de nddulos de leucena, gliricidia e sombreiro
com base no perfil de tolerancia a fatores abidticos.*L = isolados provenientes de leucena, G =
isolados provenientes de gliricidia, S = isolados provenientes de sombreiro.
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Tabela 5. Caracterizacdo dos grupos de isolados quanto a resisténcia a fatores abioticos.

pH NacCl (%) Temperatura
GRUPOS PLANTA ISCA N° Isolados
4 12 1 2 3 45° C
A leucena + + + o+ + + 8
gliricidia - + + + + + 2
C leucena - + + o+ - + 5
leucena
D - + + o+ - ; 3
sombreiro
E sombreiro - - + - - + 1
leucena
F sombreiro - + - - - + 6
gliricidia
G gliricidia + + - - - - 6

Caraterizacao genotipica

A qualidade do DNA extraido foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose. O
padréo de tamanho molecular utilizado foi 0 1 kb DNA ladder. O aparecimento de uma Unica banda
de alto peso molecular e boa integridade indica que o processo de extracdo do DNA foi bem
sucedido e o mesmo nao se encontra degradado (Figura 3). A reacdo de PCR também foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose, utilizando como padrdo de tamanho molecular o
¢X174 (Invitrogen). A obtengdo de bandas nitidas e a auséncia de banda na testemunha indicam que

a reacdo foi bem conduzida e a auséncia de contaminacao (Figura 4).

O dendograma de similaridade genética resultante da restricdo do 16S rDNA dos 24 isolados
provenientes dos nodulos de leucena, gliricidia e das estirpes padrdes digeridos com as enzimas
Ddel, Hinfl e Mspl (Figura 5), demonstra a geracdo de sete grandes grupos principais, com baixa
similaridade, variando de menos de 20% (grupo D) a 60% (grupo A). O baixo nivel de similaridade
final dos grupos formados, inferior a 20%, expressa um grande nivel de diversidade entre os
isolados. Elevada diversidade genética entre isolados de rizobios utilizando ARDRA foi observada
anteriormente por outros autores (Leite et al., 2009; Ruiz-Diez et al., 2009), confirmando o bom

desempenho dessa metodologia para acessar a diversidade genética de rizdbios.
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O grupo A englobou somente estirpes padrbes pertencentes aos géneros Mesorhizobium e
Sinorhizobium, com 60 % de similaridade entre os membros. O grupo B englobou dois isolados
provenientes de leucena, o L8 e 0 L54, que apresentaram cerca de 72% de similaridade com estirpes
padrdes pertencentes ao género Rhizobium, demonstrando-se serem provavelmente pertencentes a
esse género. O grupo C englobou, fora os isolados L8 e L54, apenas estirpes padrdes. No grupo D
foram incluidos os isolados L35, G1R1 e L48, e as demais estirpes padrfes, com cerca de 36 % de
similaridade. Verificou-se ainda que essas estirpes nativas foram agrupadas, com cerca de 50% de
similaridade com a estirpe padrdo Metylobacterium nodulans, o género mais recentemente incluido
no grupo das bactérias fixadoras de nitrogénio e que apresenta somente um isolado de rizébios
descrito (Weir, 2008). Os grupos E, F e G englobaram todos os demais isolados nativos, com baixa

similaridade, menor que 30%, em relacdo ao perfil eletroforetico de todas as estirpes padrdes.

Dois grupos de isolados nativos, o grupo formado pelos isolados L43, L47 e L52, provenientes
da leucena, e o grupo formado pelos isolados de gliricidia G18, G20, G22, G24, G25 e G26,
apresentaram 100% de similaridade, dentro do grupo, possivelmente se tratando de isolados
pertencentes a mesma espécie. Esse agrupamento de mais de 50% dos isolados de gliricidia testados
mostra uma menor diversidade de isolados nativos noduliferos dessa espécie em relacdo a leucena.
Esse resultado era esperado, visto a gliricidia ser uma leguminosa antes inexistente na area, ao
contrario da leucena, que é amplamente distribuida na regido, além da alta promiscuidade da

mesma, ja relatada por Florentino et al. (2009).

O subgrupo IV englobou isolados provenientes de leucena (L17, L34 e L49) e gliricidia (G13 e
G14) com mais de 70% de similaridade, 0 que demonstra que as duas leguminosas podem ser
colonizadas por bactérias noduliferas indigenas muito semelhantes geneticamente. A colonizacgéo de
diferentes leguminosas por um mesmo rizobio é possivel gracas aos determinantes genéticos do
conjunto de leguminosas hospedeiras e outras funcdes simbidticas serem em grande parte, quando
ndo totalmente, codificadas por plasmideos os quais permanecem funcionais quando transferidos
entre estirpes isoladas, como observado para leguminosas como ervilha, trevo e feijoeiro (Lamb et
al., 1982). Dois isolados, L3R1 e G1R2, apresentaram alta distancia genética (menos de 20% de

similaridade) sendo determinados por perfis Unicos.

A tendéncia dos isolados provenientes de leguminosas diferentes se reunirem em grupos
distintos, como observado nos subgrupos 11 e 1V, sugere que a ARDRA possa ser uma ferramenta
eficiente para acessar a diversidade de rizobios especificos para cada leguminosa. Os dados obtidos

sugerem a existéncia de uma grande diversidade de rizébios na area estudada. A baixa similaridade
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entre as estirpes padrbes e os isolados nativos enfatiza esse resultado, e pode ser atribuida,
principalmente, por esses padrGes serem oriundos de &reas com condi¢fes ambientais e
edafoclimaticas totalmente diferentes das existentes no Maranhdo. Isto expressa a caréncia desse
tipo de pesquisa na area de estudo e a necessidade de mais avaliacdes para acessar a biodiversidade
local em busca de estirpes de rizébios mais eficientes nessas condi¢cdes para leguminosas de
interesse. A grande diferenca genética entre as estirpes padrdes e os isolados indigenas também abre

a possibilidade da existéncia de gendtipos de BFNNL ainda nédo descritos na regido.

P GIR213 18 20 22 24 25 26 27 8 15 17 35 43 44 47 48 49 52 54 P
—_— - — === -

uu&u“ ‘ “ m“u-—“h

,"__ “A

Figura 3. Extracdo de DNA de isolados de leucena e gliricidia em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etideo. *P = marcador de peso molecular 1 kb.
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Figura 4. Fragmentos de DNA dos isolados amplificados por PCR em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo.* P=marcador de peso molecular pX174; T=testemunha (sem DNA).
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Figura 5. Dendograma de similaridade entre BFNNL isoladas de nédulos de leucena e gliricidia

cultivadas em solo proveniente da regido Centro-Norte do Maranhao e estirpes padrdes com base no

perfil de restricdo 16S rDNA utilizando as endonucleases Hinf I, Msp | e Ddel. As estirpes padroes
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CONCLUSOES

e Em solos no Centro-Norte do Maranhdo ocorrem bactérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas, com elevada diversidade fenotipica, capazes de estabelecer simbiose e beneficiar,
moderadamente, o crescimento da gliricidia e da leucena, mas ineficientes em beneficiar a
nodulacgéo e crescimento do sombreiro.

e O desempenho das estirpes recomendadas BR 8003 e BR 8007, para o sombreiro BR 825 e
BR 827 para a leucena, em condi¢fes de competicdo com os rizébios nativos, sugere a necessidade
de busca por estirpes de rizobios mais eficientes para estas espécies na regido estudada como
alternativa a aplicacéo de fertilizantes nitrogenados.

e A comunidade nativa demonstrou tolerancia moderada a salinidade, tolerancia elevada a alta
temperatura e alcalinidade e baixa resisténcia a acidez.

e Houve grande divergéncia genética entre os isolados locais de bactérias fixadoras de
nitrogénio, comparados as estirpes padrdes, abrindo a possibilidade da existéncia de gendtipos de
BFNNL ainda ndo descritos na regido. Esse resultado confirma a caréncia de pesquisa na regido e a
necessidade de mais avaliacGes para acessar a biodiversidade local em busca de estirpes de rizobios

mais eficientes e adaptadas as condic6es locais.
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REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO
INSTRUCOES AOS AUTORES

A Revista Brasileira de Ciéncia do Solo é um periddico de divulgacgdo cientifica
publicado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo (SBCS).

Os trabalhos submetidos & publicagdo somente poderdo ser enviados pelo site
www.shcs.org.br, e ndo mais em papel, e nas seguintes formas:

Artigos ou notas cientificas.
Revisdes de literatura sobre tema especifico.

Cartas ao Editor de, no maximo, quatro paginas digitadas em espaco duplo,
contendo um dos seguintes temas: (a) Comunicacdo de matéria diretamente ligada a
Ciéncia do Solo; (b) Comentario critico de trabalhos publicados na Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo.

SO0 serdo aceitos trabalhos escritos em portugués ou inglés, depois de revistos e
aprovados pela Comissdo Editorial, e que ndo foram publicados e ndo submetidos a
publicacdo em outro veiculo. Excetuam-se, nesta Gltima limitacdo, os apresentados em
congressos, em forma de resumo. O autor que encaminhar o trabalho devera se
responsabilizar pelos demais autores, quando houver, como corresponsaveis pelo
conteudo cientifico do trabalho.

Os trabalhos subdivididos em partes I, Il..., devem ser enviados juntos, pois serdo
submetidos aos mesmos revisores.

Solicita-se observar as seguintes instrucfes para o preparo dos artigos e notas
cientificas:

1. O original deve ser encaminhado completo e revisto.

2. Deve ser enviado digitado em espago 1,5, utilizando fonte “Times New Roman 127, formato
A4, com 2,5 cm nas margens superior e inferior e 2,0 cm nas margens direita e esquerda,
enumerando-se todas as paginas e as linhas do texto.

3. O trabalho deve ser 0 mais claro e conciso possivel. Somente em casos especiais serdo aceitos

trabalhos com nimero de paginas de texto superior a quinze.

4. Os artigos, notas e revisGes deverdo ser iniciados com o titulo do trabalho e, logo
abaixo, os nomes completos dos autores. Como chamada de rodapé referente ao
titulo, deve-se usar numero-indice que podera indicar se foi trabalho extraido de
tese, ou apresentado em congresso, entidades financiadoras do projeto e,
necessariamente, a data (Recebido para publicacdo em / / ) em que o trabalho foi
recebido para publicacdo. O cargo, o local de trabalho dos autores [endereco postal
e, se possivel, eletrénico (E-mail)], deverdo ser inseridos também no rodapé, em
numeracdo consecutiva de chamada de numeros-indices colocados logo apds o nome
de cada autor. A condicao de bolsista poderéa ser incluida.

5. Os artigos deverdo ser divididos, sempre que possivel, em se¢Bes com cabecalho, na
seguinte ordem: RESUMO, SUMMARY (precedido da traducdo do titulo para o
inglés), INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, AGRADECIMENTOS e LITERATURA CITADA.
N&o h& necessidade dessa subdivisdo para os artigos sobre educacdo, revisdes de
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literatura e notas cientificas, embora devam ter, obrigatoriamente, RESUMO e

SUMMARY.

Tais se¢gOes devem ser constituidas de:

5.1. TITULO do trabalho que deve ser conciso e indicar o seu contetdo.

5.2. RESUMO que deve apresentar, objetivamente, uma breve frase introdutoria,
que justifique o trabalho, o que foi feito e estudado, os mais importantes
resultados e conclusdes. Sera seguido da indicacdo dos termos de indexacao,
diferentes daqueles constantes do titulo. A tradugcdo do RESUMO para o inglés
constituira o SUMMARY.

5.3. INTRODUCAO que deve ser breve, esclarecendo o tipo de problema abordado ou a(s) hipotese(s)
de trabalho, com citacdo da bibliografia especifica e finalizar com a indica¢éo do objetivo do trabalho.

5.4. MATERIAL E METODOS em que devem ser reunidas informacdes necessarias
e suficientes que possibilitem a repeticdo do trabalho por outros pesquisadores.
5.5. RESULTADOS que devem conter uma apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros ou figuras devem ser preparados sem dados supérfluos.

5.6. DISCUSSAO que deve conter os resultados analisados, levando em conta a
literatura, mas sem introdugdo de novos dados.

5.7. CONCLUSOES que devem basear-se somente nos dados apresentados no
trabalho e deverdo ser numeradas.

5.8. AGRADECIMENTOS devem ser sucintos e ndo aparecer no texto ou em notas
de rodapé.

5.9. LITERATURA CITADA, incluindo trabalhos citados no texto, quadro(s) ou
figura(s) e inserida em ordem alfabética e da seguinte forma:
a. Periodicos: Nome de todos os autores, Titulo do artigo. Titulo abreviado do

periddico, volume: péaginas inicial e final, ano de publicagdo. Exemplo:

FONSECA, J.A. & MEURER, E.J. Inibicdo da absorcdo de magnésio pelo
potassio em plantulas de milho em solucdo nutritiva. R. Bras. Ci. Solo,
21:47-50, 1997.

b. Livro: Autores. Titulo da publicacdo. Numero da edicdo. Local, Editora, ano de
publicacdo. Numero de paginas. Exemplo:

KONHNKE, H. Soil physics. 2.ed. New York, MacGraw Hill, 1969. 224p.

c. Participacdo em obra coletiva: Autores. Titulo da parte referenciada seguida
de In: Nome do editor. Titulo da publicacdo, nimero da edicdo. Local de
Publicacdo, Editora, ano. Paginas inicial e final. Exemplos:

- Capitulo de livro:
JACKSON, M.L. Chemical composition of soil. In: BEAR, F.E., ed.
Chemistry of the soil. 2.ed. New York, Reinhold, 1964. p.71-141.

d. Trabalho em Anais:

VETTORI, L. Ferro “livre” por calculo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
CIENCIA DO SOLO, 15., Campinas, 1975. Anais. Campinas, Sociedade
Brasileira de Ciéncia do Solo, 1976. p.127-128.

e. CD-ROM:
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SILVA, M.L.N.; FREITAS, P.L.; BLANCANEAUX, P. & CURI, N. indice de
erosividade de chuva da regido de Goiania (GO). In: CONGRESSO
LATINO AMERICANO DE CIENCIA DO SOLO. 13., 1996. Anais. Aguas
de Lindoia, Embrapa, 1996. CD-ROM

f. Internet:

EL NINO and La Nifia. Disponivel em: <
http://www.stormfax.com/elnino.htm>. Acesso em 15 out. 2000.

As abreviacdes de nome de revistas devem ser feitas de acordo com as usadas pelos

“abstracting journals”, como dos Commonwealth Agricultural Bureaux.

6. As Referéncias no texto deverdo ser feitas na forma: Silva & Smith (1975) ou (Silva
& Smith, 1975). Quando houver mais de dois autores, usar a forma reduzida: (Souza
et al., 1975). Referéncias a dois ou mais artigos do(s) mesmo(s) autor(es), no mesmo
ano, serdo discriminadas com letras minusculas (Ex.: Silva, 1975a,b).

7. Os quadros deverdo ser numerados com algarismos ardbicos, sempre providos de um
titulo claro e conciso e construidos de modo a serem auto-explicativos. Ndo usar
linhas verticais. As linhas horizontais devem aparecer para separar o titulo do
cabecalho e este do contetdo, além de uma ao final do quadro. O quadro deve ser
feito por meio de uma tabela (MICROSOFT WORD/TABELA/INSERIR TABELA),
no qual cada valor deve ser digitado em ceélulas distintas, estando centralizado e
alinhado.

8. Os graficos deverdo ser preparados, utilizando-se “Softwares” compativeis com
“Microsoft Windows” (“Excel”, “Power Point”, “Sigma Plot”, etc.). Para fotos e mapas
coloridos utilizar resolugédo de 150 a 300 DPI. Ndao serdo aceitas figuras que repitam informacdes
de quadros.

9. Fotos coloridas, quando imprescindiveis, a critério da Comissdo Editorial, serdo,
também, aceitas. Os custos adicionais deverdo ser cobertos pelos autores.

10. Para publicacdo de artigos na RBCS serdo cobrados por pagina editorada (forma
final na Revista): para s6cios da SBCS (primeiro autor e, ou, autor correspondente)
R$ 25,00, até oito paginas, e R$ 50,00 por pagina adicional, para ndo-sécios
(primeiro autor e, ou, autor correspondente): R$ 50,00 por pagina até oito paginas e
R$ 100,00 por pagina adicional.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

The Revista Brasileira de Ciéncia do Solo is a scientific journal published by the
Brazilian Society for Soil Science (SBCS).

Contributions for publication are to be sent in by the site: www.sbcs.org.br, not in
print, in one of the following forms:

Article or scientific notes.

Literature review on a specific theme.

Letter to the Editor should contain a maximum of four pages (double spacing),
related to one of the following categories: (a) Communications directly related to Soil Science; (b)
Critical comments on articles published in the Revista Brasileira de Ciéncia do Solo.

Contributions, in Portuguese or English only, are subjected to revision and approval
by the Editorial Board. With the exception of papers presented at professional
meetings in summary form, only unpublished texts, not submitted to other periodicals,
are eligible for publication. The submitting author assumes responsibility for co-
authors, where there are, as co-responsible for the scientific content of the text.

Texts which are subdivided into parts I, Il, etc., must be sent together, as they will
be forwarded to the same reviewers.

The following formatting instructions for articles and scientific notes should be
observed:

1. The complete original text should be sent in, ready for publication.

2. Manuscripts must be typed in Times New Roman 12, spacing 1.5, format A4, with margins (left
and right 2.0 cm, superior and inferior 2.5 cm), providing page and line numeration.

3. Texts should be as clear and concise as possible. Only in exceptional cases can
papers exceeding 15 pages be accepted.

4. Articles, notes and reviews should begin with the title, followed by the complete
names of the authors. The title should have a numbered footnote, which specifies if
the text was part of a thesis or presented at a professional meeting, subsidiary
organizations of the project, and necessarily, the date of reception for publication
(Received for publication on [/ / ). After the name of each author, a numbered
footnote should include the author’s current position, place of employment, postal
and E-mail address. Reference to institutions providing financial support may be
made.

5. Articles should be divided, wherever possible, into sections with headings, in the
following order: RESUMO, SUMMARY (beginning with the translated English
title), INTRODUCTION, MATERIAL AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION,
CONCLUSIONS, ACKNOWLEDGEMENTS and REFERENCES (those cited in the
text). This complete subdivision is not necessary for articles on education, literature
reviews and scientific notes, though a SUMMARY and RESUMO are always
required.

The content of each section is expected to meet the following criteria:

5.1. The TITLE should be concise and indicate the content of the text.

5.2. The RESUMO should consist of a brief introductory sentence stating the
study’s objective, followed by a specification of what was performed and
studied, and end with principal results and conclusions. This should be followed
by index terms, different from those included in the title. The SUMMARY is the
English translation of the RESUMO.
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5.3. The INTRODUCTION should be brief, presenting the type of problem and/or
working hypothesis(es) dealt with, citing specific references, and concluding with
a statement about the study’s objective.

5.4. MATERIAL AND METHODS should provide necessary and sufficient
information to permit a replication of the study by other researchers.

5.5. RESULTS should contain a concise presentation of the data obtained. Tables or
graphs should omit unnecessary data.

5.6. DISCUSSION should contain an analysis of the obtained results, taking current
literature into consideration, but without introduction of new data.

5.7. CONCLUSIONS, based only on data presented in the study, should be
numbered.

5.8. ACKNOWLEDGEMENTS should be succinct and not included in the main text
or in footnotes.

5.9. REFERENCES should include studies cited in the text, tables, figures, and be
organized in alphabetical order, using the following format:
a. Journals: Name of each author, Title of the article. Abbreviated title of the

Journal, volume: initial and final pages, year of publication. Example:

MYERS, R.G.; PIERZYNSKI, G.M. & THIEN, S.J. Improving the iron
oxide sink method for extracting soil phosphorus. Soil Sci. Soc. Am. J.,
59:853-857, 1995

b. Book: Authors. Title. Number of Edition. Place of publication, Editor, year of
publication. Number of pages. Example:

KONHNKE, H. Soil physics. 2.ed. New York, MacGraw Hill, 1969. 224p.

c. Participation in collective work: Authors, Title of part referred to. In: Name
of editor. Title of publication, number of the edition. Place of Publication,
Editor, year. Initial and final pages. Examples:

- Chapter of book:

JACKSON, M.L. Chemical composition of soil. In. BEAR, F.E., ed.
Chemistry of the soil. 2.ed. New York, Reinhold, 1964. p.71-141.

d. Text in Annals:

UEHARA, G & GILLMAN, G. Acric properties and their significance for
soil classification. In: INTERNATIONAL SOIL CLASSIFICATION
WORKSHOP, 8., Rio de Janeiro, Embrapa/SNLCS, 1985. p.19-22

e. CD-ROM:

URQUIAGA, S.; OLIVEIRA, O.; OLIVEIRA, I|.; FERREIRA, E.; ALVES,
B.; CADISCH, G. & BODDEY, R. Soil nutrient availability in relation to
the productivity of pastures in the Brazilian cerrado. In: WORLD
CONGRESS OF SOIL SCIENCE, 16., Montpellier, 1998. Proceedings.
Montpellier, International Soil Science Society, 1998. CD-ROM

f. Internet:
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EL NINO and La Nifa. Access under: <
http://www.stormfax.com/elnino.htm>. Access date: Oct.15, 2000.

Abbreviations of journal names should agree with those used by the “abstracting

journals”, such as those of the Commonwealth Agricultural Bureaux.

6. References in the text are to be cited using the format: Silva & Smith (1975) or
(Silva & Smith, 1975). When there are more than two authors, use the reduced
format: (Souza et al., 1975). References to two or more articles by the same
author(s) in the same year should be identified with small letters (Ex.: Silva,
1975a,b).

7. Tables should always be numbered with Arabic numerals and identified with clear,
concise and self-explanatory titles. Do not use vertical lines. Horizontal lines should
appear as a separation between title and heading, heading and content, and beneath
the completed table. Format tables with MICROSOFT WORD/TABLE/INSERT
TABLE. Each value should be set in its own cell, centralized and aligned.

8. For graphs, Microsoft Windows compatible software should be used (Excel, Power
Point, Sigma Plot etc.). Figures repeating information contained in a table will not
be accepted.

9. Colored photographs, where indispensable, may also be accepted at the discretion
of the Editorial Board. Additional costs will be responsibility of the authsors.

10. A fee will be charged per page edited (final versin in the Journal) for articles

published in the RBCS: for SBCS members (first author, and/or corresponding author)
U$ 10.00, up to eight pages, and U$ 20.00 por additional page; for non-members (first
author, and/or corresponding author) U$ 20.00, per pag



