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 INTRODUÇÃO 

O trópico úmido é uma região caracterizada por condições climáticas favoráveis à atividade 

biológica, como umidade suficiente, temperaturas ideais e alta energia solar. Entretanto, a baixa 

fertilidade e fragilidade, presente em cerca de 80% dos solos da região, constitui um entrave para o 

desenvolvimento de sistemas agrícolas produtivos. Segundo Moura (2006), a ação da intensa 

precipitação pluvial, aliada a elevada insolação equatorial, sob o material de origem sedimentar e de 

frágil estrutura presente nesses solos gera problemas como: compactação do solo, lixiviação de 

nutrientes e acelerada decomposição da matéria orgânica, o que pode resultar em degradação dessas 

áreas.  

No trópico úmido maranhense os problemas agrícolas são fortemente presentes, tanto na 

agropecuária, onde a degradação de pastagens é 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 períodos de pousio com curtos períodos de cultivo intensivo (Brady, 1996). 

Embora persistam controvérsias, essa forma de cultivo vai contra os princípios da sustentabilidade, 

podendo levar a perda de nutrientes, degradação dos solos, dos mananciais hídricos (Holsher, 1997; 

Kaminura & Rinny, 1998), perdas de biodiversidade, agravamento do efeito estufa, (Roder et al., 

1995; Matson et al., 1997; Altieri, 1999) e elevado índice de desmatamento (Yared, 1990). 

 As tentativas de introdução, de práticas “modernas” no Estado, concebidas para outras 

realidades de solo e clima, resultaram apenas no surgimento de extensas áreas degradadas onde até 

a recuperação da vegetação natural foi prejudicada pela erosão da biodiversidade e pela 

compactação do solo (Moura et al., 2009). Segundo Drinkwater & Snapp (2007), o acúmulo de 

nutrientes por meio de processos microbiologicamente mediados consiste numa alternativa 

adequada para elevar a sustentabilidade de agroecossistemas. 

Os sistemas agroflorestais são alternativas viáveis para a substituição do modelo de agricultura 

itinerante no trópico úmido 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 é um sistema simples que 

combina em uma mesma área espécies arbóreas, preferencialmente leguminosas, com culturas 

anuais ou perenes. A utilização de leguminosas arbóreas nesse sistema deve ser destacada por sua 

grande acumulação de nutrientes, baixa relação C/N dos resíduos (Ferraz Jr., 2006), e sua 

capacidade de fixação biológica de nitrogênio (FBN), em simbiose com rizóbios. Essas mesmas 
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características possibilitam a utilização dessas leguminosas para a recuperação das áreas 

degradadas (RAD) existentes no Estado.   

O uso de leguminosas melhora a qualidade do solo por meio do aumento dos níveis de matéria 

orgânica e N, sendo uma alternativa eficiente para o manejo de áreas com baixo poder de 

resiliência (Siqueira, 1994; Franco et al., 1992). Entretanto, os benefícios das leguminosas para a 

agricultura ou recuperação de áreas degradadas se verificam somente na presença ou adição, via 

inoculante, de microbiossimbiontes compatíveis e eficazes na fixação do nitrogênio. Diante do 

exposto, verifica-se uma grande necessidade de estudos sobre a composição e potencial simbiótico, 

das comunidades nativas de rizóbios existentes no Maranhão para a FBN com leguminosas 

arbóreas. Entre as leguminosas arbóreas de maior interesse no estado estão 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 é uma leguminosa nativa 

da região e, juntamente com a leucena, tem sido muito utilizado em sistemas de aléias no estado. A 

gliricidia foi recentemente introduzida na área e seu potencial para o “alley cropping” ainda está 

em avaliação. 

A diversidade das comunidades nativas de rizóbios deve ser acessada tanto fenotípica quanto 

genotipicamente, realizando testes de tolerância dos membros dessas comunidades a fatores 

ambientais. Esta caracterização é necessária para a obtenção de um perfil geral da comunidade e 

seleção de estirpes de rizóbios eficientes e adaptadas as condições locais para as leguminosas de 

interesse. Testes envolvendo a inoculação dessas leguminosas arbóreas com estirpes comerciais de 

rizóbios recomendados, nas condições do estado, também são necessários na busca da otimização 

da fixação biológica de nitrogênio. Essa otimização é necessária para elevar a taxa de crescimento 

inicial das leguminosas arbóreas em solos de baixa fertilidade natural, diminuindo o intervalo entre 

o plantio das árvores e a produção de biomassa em sistemas agroflorestais, e aumentando a taxa de 

sobrevivência e desenvolvimento de mudas em áreas de projeto de RAD.  
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2. REFERÊNCIAL TEÓRICO 

2.1 Potencial de utilização das leguminosas arbóreas para a agricultura e recuperação de 

áreas degradadas 

A degradação de áreas nos trópicos tem como principais responsáveis atividades ligadas ao 

desmatamento, pastagens mal conduzidas, adoção de sistemas agrícolas inadequados e extrativismo 

(Porrota et al., 1997; Oldeman & Lynden, 1998). A recuperação de áreas degradadas tem como 

objetivo restaurar funções essenciais para restabelecer o equilíbrio e a sustentabilidade antes 

existente no sistema natural (Dias & Griffith, 1988). Este processo consiste num conjunto de etapas 

que visam restabelecer o potencial de produção, criando assim um equilíbrio ambiental e uma 

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

A recuperação de florestas tropicais é lenta e incerta devido a diversos fatores que dificultam o 

restabelecimento inicial das espécies vegetais, tais como: agressividade e dominância de gramíneas, 

queimadas, baixa fertilidade dos solos, condições climáticas desfavoráveis e a falta de bancos de 

sementes de leguminosas arbóreas nativas (Porrota et al., 1997). Porém, a implantação e o 

restabelecimento de espécies leguminosas arbóreas em áreas degradadas favorecem e aceleram o 

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

Estima-se que a família leguminosea tem em torno de 20.000 espécies e 700 gêneros, cerca de 

23% dessas espécies já foram estudadas quanta a capacidade de nodular e 88% dos gêneros 

nodulam (Lewis et al., 2003; Faria & Campelo, 2000). Essa família tem grande importância 

econômica no Brasil devido a sua alta ocorrência, diversidade e adaptação aos diferentes biomas 

brasileiros, além de ter fácil propagação e grande potencial para a FBN, o que lhe confere um 

importante papel ecológico.  

Conforme discutido em Ferraz Jr. (2006), as leguminosas arbóreas têm grande potencial para 

recuperação de áreas degradadas. Dentre os benefícios proporcionados, destaca-se a maior 

resiliência aos sistemas, pois apresentam sistema radicular profundo, o qual lhes confere melhor 

ciclagem de nutrientes, crescimento rápido, maior tolerância a acidez e as mudanças de 

temperaturas e simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio e fungos micorrízicos. A simbiose 

com rizóbios estimula a aquisição de nutriente pelas plantas, contribuindo para seu estabelecimento 

inicial e crescimento, com consequente deposição de matéria orgânica no solo facilitando assim a 

recuperação deste. 
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A capacidade de nodular e fixar nitrogênio das leguminosas bem como sua diversidade genética 

são fatores de grande importância para sistemas agrícolas e recuperação de áreas degradadas. 

Entretanto, para uma leguminosa se beneficiar da fixação de nitrogênio em dado local, devem-se 

levar em consideração as comunidades nativas de rizóbios, pois a eficiência dessa simbiose depende 

de características da planta, da bactéria, do clima e do solo. Neste sentido, estudos que envolvam 

caracterização e identificação de espécies indígenas de rizóbios são altamente relevantes para a 

recomendação da melhor taxa a ser usada como inoculante para cada leguminosa em determinada 

região. Os isolados de leguminosas arbóreas nativas estão classificados dentro dos seguintes 

gêneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium (Zahran, 2001), 

Burkholderia, Azorhizobium e Methylabacterium (Vandame et al., 2002; Menna et al., 2006).  

 

2.2 Potencial de nodulação e fixação biológica de nitrogênio pela simbiose rizóbio-

leguminosa 

A fixação do nitrogênio é um importante processo biológico que move N da atmosfera para os 

ecossistemas terrestres (Garten Jr et al., 2008), representando uma alternativa econômica e 

sustentável de fornecimento de nitrogênio 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 

produções no campo, aliada a um equilíbrio com o meio ambiente e a racionalização dos custos 

(Quesada et al., (2003). A racionalização dos custos reduz as despesas com fertilizantes 

nitrogenados químicos, já o equilíbrio ambiental é conseguido por meio da eliminação do impacto 

negativo destes produtos sobre o ambiente (Straliotto et al., 2002), aliada a outras ações. 

Certamente o principal exemplo da aplicação prática da FBN na produção agrícola é a soja, onde, 

segundo Araújo & Carvalho (2006), a principal vantagem é a substituição total da adubação 

nitrogenada, por meio da inoculação das sementes com bactérias especificas e eficientes, como 

Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii. O uso desses rizóbios, para a soja, proporciona uma 

economia anual da ordem de três bilhões de dólares para o Brasil. A utilização econômica da FBN 

também é observada em outras culturas leguminosas e representa uma parte importante das muitas 

praticas agroflorestais e de recuperação de áreas degradadas (Danso et al., 1992; Kang et al., 1990). 

Como vantagem adicional há elevado aproveitamento do N fixado, ao contrário das fontes 

químicas, para as quais as perdas podem superar 50%. 

A fixação biológica do N envolve uma sucessão de processos que começam com a adaptação 

de determinada bactéria a sua leguminosa hospedeira e culminam na fixação do N2 atmosférico 
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(Fagan et al., 2007). O processo de infecção e colonização de plantas pelas bactérias é um evento 

dinâmico, o qual envolve o reconhecimento de sinais moleculares, seguido do movimento da 

bactéria em direção a planta hospedeira. Posteriormente ocorre a adesão à superfície vegetal e 

penetração e multiplicação no interior da planta (Reis & Olivares, 2006). 

Segundo Timmers et al., (1990), as bactérias nodulíferas migram em direção as raízes em 

função de uma resposta quimiostática decorrente da atração por flavonóides e betaínas secretadas 

pelas raízes, que funcionam como sinalizadores para as bactérias, além disso, as células dos pêlos 

radiculares liberam fatores de nodulação (Nod). Esse processo pode ser observado por meio da 

esquematização feita por esses autores e adaptada por Fagan et al. (2007) (Figura 1).  

A penetração pode ocorrer através de aberturas naturais, como estômatos, hidatódios, nectários 

e lenticelas, ou através de injúrias e feridas (Reis & Olivares, 2006). Com a penetração da bactéria 

na planta (infecção), ocorrem divisões celulares mitóticas que culminam com a formação dos 

nódulos radiculares. Os nódulos são estruturas específicas onde ocorre a quebra da tripla ligação do 

N2, através de um complexo enzimático denominado nitrogenase. Por meio desse processo, 

bactérias do gênero Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium (geralmente conhecidas por 

rizóbios) convertem o N2 atmosférico em amônia, que é incorporada em diversas formas de N 

orgânico para a utilização pelas plantas da família das leguminosas (Araújo & Carvalho, 2006). 

Atualmente, bactérias pertencentes aos gêneros Mesorhizobium e Sinorhizobium, além da bactéria 

Metylobacterium nodulans, única descrita nesse gênero, por Weir (2008), foram incluídas no grupo 

dos rizóbios. 

A formação do nódulo radicular pode ser melhor entendida por meio da observação do esquema 

proposto por Gerahty et al. (1992), que descreve cronologicamente a formação dos nódulos em 

raízes de soja (Figura 2). De acordo com o esquema, no estágio 0 a raiz não está infectada, no 

estágio I ocorre o inicio da infecção, no II iniciam das divisões celulares nas células corticais 

externas, no III verifica-se uma divisão evidente no córtex interno e em células do córtex externo, 

no IV ocorre a formação de um meristema nodular, no V ocorre o aumento do meristema nodular e 

no estágio VI finalmente tem-se a emergência do nódulo.  
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Figura 1. Esquema do processo de simbiose de bactérias do gênero Rhizobium com leguminosas, 

adaptado de Timmers et al., (1999). 

 

Figura 2. Estágios de infecção e formação de nódulos em raízes de soja. Fonte: Gerahty et al. 

(1992).  

O processo de fixação biológica do nitrogênio demanda um alto gasto energético para a 

redução do N2 a NH3 (Huergo, 2006). Isso ocorre porque o nitrogênio atmosférico é uma molécula 

composta por dois átomos de nitrogênio, ligados por uma tripla ligação muito forte, sendo 

necessárias grandes quantidades de energia para quebrar essa ligação e tornar a molécula 

quimicamente não reativa (Hubbell & Kidder, 2003). Segundo Aranjuelo et al. (2009), raízes 

noduladas podem requerer até 60% dos fotoassimilados produzidos em fotoperíodo acima de 12 

horas. As plantas fornecem um ambiente que leva a manutenção do metabolismo bacteriano através 

da redução dos níveis internos de O2 livre e fornecimento de uma fonte de energia, geralmente na 

forma de succinato e malato. Sacarose, formada pela fotossíntese nas folhas, é translocada para o 
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sistema radicular onde é convertida em malato e succinato, enquanto que a amônia é assimilada 

para o interior do tecido infectado do nódulo para formar amidas ou ureídos que são translocados 

para a copa. Desta forma os parceiros simbióticos formam uma relação muito intima e de 

complementaridade nutricional (Hardarson & Atkins, 2003). 

 

2.3 Fatores ambientais que afetam a capacidade competitiva de estirpes de rizóbios 

e a Fixação Biológica de Nitrogênio 

A FBN é afetada por inúmeros fatores capazes de prejudicar o hospedeiro, o rizóbio ou ambos. 

A influência negativa de fatores ambientais sobre a estreita inter-relação 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 população de rizóbios pode 

ser diminuída por fatores como o pH ácido e alumínio tóxico (Wood, 1995; Igual et al., 1997; 

Hungria & Vargas, 2000; Chagas Jr., 2007; Chagas Jr et al., 2009; Garau et al., 2009), temperatura, 

disponibilidade hídrica (Hashem et al 1998; Zahran, 1999; Garten Jr et al, 2008; Ruiz-Díez et al., 

2009), e salinidade (Hashem et al., 1998; Freitas et al., 2007; Ruiz-Díez et al., 2009). 

Os rizóbios são 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 exsudação de carbono pelas raízes, favorecida pelo pH neutro, interfere na 

sobrevivência e competição do rizóbio no solo, à medida que compostos de carbono são substratos 

para os microrganismos que vivem na rizosfera. Em contrapartida, a acidez do meio é capaz de 

afetar o crescimento de isolados de rizóbios, como descrito por Hara & Oliveira (2005). O 

crescimento dos isolados é afetado em solos ácidos devido a maior solubilidade de Al+3 e Mn+2, 

nestes solos. O Al+3 age reduzindo a atividade de células de bactérias e aumentando o tempo de 

geração, ocasionando diminuição na população, devido à elevada taxa de mortalidade em relação a 

multiplicação celular (Hungria & Vargas, 2000; Watkin et al., 2003).  

Apesar dessa hipótese, Chagas Jr (2007), relata que os estudos relativos à acidez e toxidade de 

alumínio são limitados pela dificuldade em determinar se os efeitos nocivos afetam a multiplicação 

do microssimbionte, o desenvolvimento da planta ou alguma etapa específica no estabelecimento e 

funcionamento da simbiose. Essa limitação deve ser superada por meio da realização de pesquisas 

para determinar o exato ponto onde a simbiose é prejudicada por esses fatores. Esse mesmo autor 

estabelece que a quantificação da tolerância à acidez e alumínio em laboratório pode ser o primeiro 

passo na seleção de isolados de rizóbios para aquelas regiões onde esse tipo de limitação é comum.  
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Entre os sistemas ambientais mais problemáticos para os rizóbios encontram-se aqueles que 

apresentam extremos de temperatura (Zahran, 1999). Segundo Hashem et al (1998) elevadas 

temperaturas e concentração de sais na zona radicular são 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 rizóbios (Bowen & Kennedy 1959; Pate 1961; Lie 

1971). Ela afeta a simbiose rizóbio-leguminosa, por inibir o crescimento ou sobrevivência do 

rizóbio na rizosfera (Parker et al., 1977; Day et al., 1978).  

Solos salinos, em geral, contêm valores muitos baixos de nitrogênio, não 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 sensíveis à salinidade (Singleton et al., 1986). O 

insucesso de inoculações sobre condições salinas pode ser causado pela diminuição da 

sobrevivência e proliferação das bactérias introduzidas na rizosfera (Singleton et al., 1986). A 

salinidade interfere negativamente no desenvolvimento da leguminosa hospedeira, por provocar 

uma redução do potencial hídrico do solo, resultando em menor capacidade de absorção de água 

pelas plantas (Nóbrega et al., 2004), o que, aliado aos efeitos tóxicos dos sais, interfere tanto na 

germinação quanto no desenvolvimento das plantas (Rebouças et al.,1989). Já o efeito prejudicial 

dos sais sobre as bactérias é relacionado particularmente aos efeitos da concentração do íon Na+ 

específico e, em menor escala, ao efeito osmótico (Elsheikh, 1998). 

A redução das limitações ambientais aqui citados sobre a fixação biológica do nitrogênio pode 

ser conseguida por meio do uso de leguminosas hospedeiras e rizóbios tolerantes a esses fatores. 

Segundo Chagas Jr. (2007), dentre os microrganismos, as bactérias formam o grupo com maior 

diversidade fisiológica, o que propicia maior adaptabilidade. O autor comenta ainda que devido à 

plasticidade fisiológica destes microrganismos, é possível selecionar estirpes indígenas ou obter 

mutantes tolerantes à acidez, o que pode ser aplicado também a outros fatores ambientais. Ainda 

segundo o mesmo autor, testes de laboratório são significativos processos de seleção de estirpes 

tolerantes e eliminação de estirpes sensíveis a fatores ambientais negativos, como pH inadequado e 

elevada concentração de Al.  

Em geral, rizóbios de crescimento rápido são mais tolerantes a condições ambientais adversas 

que rizóbios de crescimento lento. Isto pode estar relacionado com a maior produção de 

polissacarídeos extracelulares por essas bactérias. Essa característica vem sendo descrita por vários 

autores como um mecanismo envolvido no processo de adaptação e sobrevivência dos rizóbios em 

distintas condições edafoclimáticas (Freitas et al., 2007). 
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2.4 Seleção de estirpes nativas de rizóbios para o uso em leguminosas arbóreas 

A biodiversidade do solo é responsável pela estabilidade e resiliência do ecossistema, por estar 

relacionada, direta ou indiretamente, a processos de formação do solo, ciclagem e armazenamento 

de nutrientes, dentre outros (Santos et al., 2007). De acordo com Odum (1988), a melhor 

compreensão da diversidade da microbiota do solo pode propiciar desenvolvimento de estratégias 

que permitam a otimização dos processos biológicos, entre esses processos merece destaque a FBN.  

Uma leguminosa introduzida formará nódulos e se beneficiará da FBN, em dado local, se 

populações nativas de rizóbios compatíveis estiverem presentes no solo. A eficiência do processo 

depende, porém, de fatores da planta, da bactéria, do clima e do solo (Souza et al., 2007). Estudos 

indicam que o número de nódulos e sua taxa de fixação de nitrogênio são determinados pela 

efetividade e número de rizóbios presente no solo, como descrito em Amijee & Giller (1998) e 

Aynabeba et al. (2001). 

As bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas de leguminosas (BFNNL) têm, durante as 

últimas décadas, recebido muita atenção e o número 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, à falta de estudos . No Maranhão, não 

existem estudos acerca de comunidades nativas de bactérias nodulíferas de leguminosas. 

Rizóbios indígenas são aqueles naturalmente encontrados em solos de uma determinada 

localidade (Lindstro et al., 2010). Em muitos solos, essas comunidades apresentam grande 

diversidade tanto em nível de espécie, quanto dentro de uma mesma espécie. Segundo Bala & Giller 

(2001), um solo pode conter várias espécies e vários isolados de uma mesma espécie de BFNNL.  

Populações desses organismos podem ser aumentadas onde leguminosas compatíveis são cultivadas 

(Zengeni et al., 2006).  

Grandes comunidades indígenas de rizóbios, compatíveis com leguminosas cultivadas, em 

geral, induzem respostas baixas dos hospedeiros (Lindstro et al., 2010), devido, principalmente, a 

existência de bactérias simbiontes ineficientes ou com baixa eficiência para a FBN, nessas 

comunidades. Além disso, algumas estirpes capazes de aumentar significativamente a FBN, em 

condições controladas, podem ser ineficientes sob condições de campo. Isso decorre do fato do 

sucesso da inoculação ser limitada por diversos fatores, incluindo a presença de bactérias indígenas 

competitivas, as quais representam uma barreira contra a nodulação pelas estirpes selecionadas 

(Thies et al., 1991). A falta de competitividade é uma das maiores causas de falhas quando novos 

isolados, provenientes de regiões ecologicamente distintas, são introduzidos em solos com grande 

número de rizóbios indígenas (Triplett & Sadowsky 1992). Estes dados enfatizam a necessidade de 
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obtenção de estirpes efetivas e competitivas em relação às comunidades nativas e, se possível, 

tolerantes a fatores ambientais limitantes na área onde serão utilizadas. 

Devido à alta variabilidade das bactérias fixadoras de nitrogênio, em diferentes regiões, estas 

constituem a fonte primária na busca de novas estirpes eficientes, competitivas e resistentes a 

condições abióticas estressantes. Lindstro et al (2010), reportam que a adaptação de populações 

indígenas de rizóbios a ambientes locais, consiste em uma grande vantagem para a seleção de novas 

estirpes inoculantes. Segundo Liu et al. (2007), leguminosas nativas são fontes potenciais de 

diversas populações indígenas destas bactérias. Entretanto, as populações nativas são constituídas 

por estirpes com eficiência variável, das quais somente algumas podem ser incluídas em testes de 

eficiência agronômica (Lima et al., 2005).  

Para a obtenção de estirpes capazes de nodular e eficientes na FBN, para cada espécie arbórea, 

várias etapas são necessárias: verificação da capacidade de nodulação da espécie; coleta dos 

nódulos, isolamento das bactérias; purificação das colônias; seleção das estirpes mais eficientes em 

vasos com substrato esterilizado e em vasos com solo não esterilizado (Faria & Franco, 2002). 

Faria (2000) relata a utilização de quatro bases de recomendação de estirpes de rizóbios para 

leguminosas florestais. A base I consiste na seleção, feita em condições estéreis, e testes com 

bactérias purificadas a fim de verificar se estas são rizóbios e possuem capacidade de nodular a 

planta testada. Para a base de recomendação II as estirpes selecionadas na etapa anterior são 

testadas em vasos de Leonard em casa de vegetação, utilizando substrato esterilizado em autoclave. 

A base de recomendação III é feita em vasos com solo não estéril, avaliando a competitividade das 

bactérias testadas com as estirpes nativas. A etapa IV consiste no teste das estirpes selecionadas na 

etapa III sob condições de campo. As estirpes que apresentam melhores resultados, em termos de 

eficiência de ganho de massa seca, em relação a testemunhas nitrogenadas e absolutas, são 

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

 

2.5 Caracterização fenotípica e genotípica de rizóbios 

Atualmente, diversas metodologias estão disponíveis 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 rápidos e econômicos que fornecem 

informações sobre grupos de microrganismos viáveis e cultiváveis em uma amostra de solo. As 

metodologias independentes de cultivo apresentam a vantagem de acessar a diversidade de 

microrganismos cultiváveis e não cultiváveis. Estas metodologias baseiam-se na amplificação de 
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fragmentos específicos de rDNA (DNA ribossômico) por meio de PCR (Polymerase Chain 

Reaction), utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos, e posterior aplicação do produto de 

amplificação em géis de eletroforese para separação dos fragmentos. 

A caracterização de isolados de bactérias nodulíferas de leguminosas corresponde ao primeiro 

passo no acesso à diversidade de uma comunidade indígena e na busca por estirpes eficientes, que 

poderão servir futuramente para a produção de inoculantes. Essa caracterização pode ser feita por 

meio de diversos mecanismos. Entre os métodos mais comumente utilizados está a caracterização 

fenotípica, baseada no isolamento de colônias em meio de cultura, principalmente devido ao seu 

menor custo e simplicidade de aplicação. O estudo da diversidade das bactérias baseado em 

características culturais, envolve a avaliação de parâmetros como: tempo que as bactérias levam 

para formar colônias individuais em meio de cultura, diâmetro destas colônias, forma, cor, produção 

de ácido e álcali, produção de muco (Santos et al., 2007), métodos de coloração, alteração do pH do 

meio de cultura, produção de pigmentos, tolerância a baixo pH e produção de compostos indólicos 

(Andrade et al., 2002; Reis Jr., 2004).  

A caracterização fenotípica, baseada na morfologia das colônias, possui a vantagem de ser 

rápida, além de permitir uma análise prévia da diversidade e obtenção de microrganismos isolados, 

que poderão ser armazenados e usados posteriormente (Santos et al., 2007). Entretanto, essa 

caracterização, por ser dependente de cultura in vitro de rizóbios, apresenta alguns inconvenientes, 

como: dificuldades em desalojar microrganismos associados a biofilmes e partículas do solo, 

seletividade do meio, condições ótimas para crescimento e interações negativas entre as colônias de 

microrganismos (Kirk et al., 2004). Além disso, esse método não é tão discriminatório quanto o uso 

de ferramentas moleculares. 

Apesar da caracterização fenotípica apresentar capacidade de revelar certa diferenciação entre 

isolados de rizóbios, consideráveis avanços foram conseguidos nos últimos anos, pelo emprego de 

técnicas de biologia molecular nos estudos de taxonomia e diversidade de rizóbios (Fernandes et al 

2003). A caracterização genotípica de rizóbios só foi possível graças ao desenvolvimento de 

métodos rápidos e fáceis, capazes de exibir caracterização microbiana, incluindo análise ao nível de 

gênero, espécie e até mesmo de isolados (Schneider & De Bruijn, 1996). Entre essas técnicas, se 

destaca a PCR, que permite a amplificação de sequências definidas da molécula de DNA, associada 

ao método do RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), em geral com amplificações de 

regiões de genes cromossômicos conservados, mas com variabilidade suficiente para detectar 

diferenças entre gêneros e espécies, como o 16S rRNA, o 23S rRNA e o espaço intergênico (IGS: 

Intergenic Space) entre estas duas regiões (Fernandes et al 2003).  
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Uma técnica de grande aplicabilidade na caracterização genotípica de rizóbios é a RAPD (DNA 

polimórfico amplificado ao acaso), que consiste numa técnica molecular rápida, barata e 

informativa (Williams et al., 1990), pois dispensa o conhecimento prévio da seqüência de DNA alvo 

e amplifica as sequências de DNA a partir de um par de iniciadores de seqüência arbitrária (Xavier 

et al., 2005). Além disso, estudos têm revelado que esse método pode ser uma ferramenta 

apropriada em estudos da distribuição geográfica de populações de rizóbios (Leite et al., 2009; 

Shamseldin et al.,2009) e para estudos de diversidade genética e sua relação com características 

morfológicas, agronômicas e bioquímicas (Koening & Gepts, 1989; Singh et al., 1991). A aplicação 

das ferramentas da biologia molecular também tem auxiliado a elucidar mecanismos relacionados 

ao entendimento da coevolucão das leguminosas e bactérias nodulíferas e como esses mecanismos 

ativaram processos genéticos em ambos os simbiontes.  
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RESUMO 

 

A utilização de leguminosas arbóreas é recomendada para o uso em sistemas agroflorestais e 

recuperação de áreas degradadas, por sua capacidade de fixação biológica de nitrogênio em 

simbiose com rizóbios. Este trabalho verificou a ocorrência, diversidade e eficiência de uma 

comunidade nativa de bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas de leguminosas (BFNNL), para 

a Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala e Clitoria fairchildiana, em solo da região Centro-

Norte do Maranhão. Foi avaliada ainda a resposta da inoculação dessas leguminosas com estirpes 

comerciais de rizóbios, na presença e ausência de competição com a comunidade nativa. Foram 

instalados dois experimentos, em casa de vegetação, com delineamento inteiramente casualizado. O 

primeiro, com substrato estéril, foi composto de 4 tratamentos com 6 repetições: 1- inoculação com 

inoculantes ; 2-inoculação com suspensão de solo; 3-testemunha nitrogenada; 4-testemunha sem N 

e sem inoculação. O segundo, em solo não estéril, foi composto por 4 tratamentos com 5 repetições: 

1- inoculação A (BR 825-leucena, BR 8003-sombreiro e BR 8801-gliricídia); 2-inoculação B (BR 

827-leucena, BR 8007-sombreiro e 8003-gliricídia) e testemunhas. Verificou-se que: a) em solos no 

Centro-Norte do Maranhão ocorrem bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas, com elevada 

diversidade fenotípica, capazes de estabelecer simbiose e beneficiar, moderadamente, o crescimento 

da gliricidia e da leucena, mas ineficientes em beneficiar a nodulação e crescimento do sombreiro; 

b) o baixo desempenho das estirpes recomendadas para o sombreiro e leucena, em condições de 

competição com os rizóbios nativos, sugere a busca por estirpes de rizóbios mais eficientes para 

estas espécies, na região estudada; c) os isolados da comunidade nativa demonstraram boa 

tolerância a extremos de temperatura e salinidade; d) a maioria dos isolados apresentaram tolerância 

a pH alcalino (12), mas não a pH ácido (4); e) dentre os isolados indígenas estudados há grande 

divergência genética, comparados às estirpes padrões, abrindo a possibilidade da existência de 

genótipos de BFNNL ainda não descritos na região. Os resultados obtidos demonstram a 

necessidade de estudos relativos a populações indígenas de rizóbios, no Maranhão. A procura por 

estirpes de rizóbios eficientes e adaptadas as condições climáticas do Estado é imprescindível para a 

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

 

 

Palavras-chave: rizóbio; comunidade nativa; leguminosas arbóreas. 
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SUMMARY: DIVERSITY AND SYMBIOTIC EFFICIENCY OF RIZOBIA  NODULATING 

Gliricidia sepium Leucaena leucocephala and Clitoria Fairchildiana IN A MARANHÃO  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 Maranhão (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 Maranhão. 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. 
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INTRODUÇÃO  

No Estado do Maranhão 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 

econômica e ambientalmente, a exemplo da: diminuição da produtividade agrícola, perda de 

nutrientes, redução da biodiversidade local e emissão de gases do efeito estufa (Roder et al., 1995; 

Matson et al., 1997; Altieri, 1999), resultando, em muitos casos, no surgimento de grandes 

extensões de áreas degradadas. 

Segundo Drinkwater & Snapp (2007), a adoção intencional de práticas que aumentem o 

acúmulo de nutrientes no solo, por meio de processos microbiologicamente mediados, consiste 

numa alternativa mais adequada para garantir a sustentabilidade de agroecossistemas. 

O nitrogênio é um elemento essencial para a manutenção de qualquer agroecossistema, sendo 

considerado, juntamente com a água, o fator mais limitante para o desenvolvimento da produção 

agrícola (Parry et al., 2005; Glass, 2003). A fixação biológica do nitrogênio (FBN) é um importante 

processo que incorpora N da atmosfera nos ecossistemas terrestres (Garten Jr et al., 2008) e 

representa uma alternativa mundialmente econômica e sustentável de fornecimento deste nutriente, 

via cultivo de leguminosas (Gonzalez et al., 2008). De acordo com Xavier et al. (2006) em 

ambientes tropicais, a importância da FBN está relacionada com a baixa disponibilidade de 

nitrogênio nos solos, agravada pela lixiviação desse macronutriente. A utilização de leguminosas 

arbóreas é comum em sistemas agroflorestais e na recuperação de áreas degradadas devido a sua 

alta capacidade de produção de biomassa e FBN (Moura et al., 2010; Aguiar et al., 2010; Leite et 

al., 2008; Costa et al., 2004).  

A eficiência da FBN para a agricultura e recuperação de áreas degradadas depende, sobretudo, 

da existência local ou fornecimento de estirpes eficientes de bactérias fixadoras de N para as 

espécies hospedeiras envolvidas no processo. Isso porque a inoculação com rizóbios oriundos de 

regiões ecologicamente diferentes nem sempre é capaz de incrementar a FBN, devido à falta de 

competitividade destas em relação aos rizóbios indígenas ou tolerância limitada as novas condições 

ambientais (Chagas Jr., 2007; Lindstro et al., 2010). Logo, a prospecção em loco da nodulação 

natural de espécies arbóreas, associada a um programa de seleção de novas estirpes, com posterior 

aplicação de testes de eficiência agronômica com estirpes potenciais e recomendadas, são 

estratégias necessárias para a definição das melhores combinações hospedeiro-simbionte a serem 

utilizadas (Souza et al., 2007). 
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 A caracterização fenotípica, genotípica e o entendimento do comportamento dos diversos 

membros das comunidades indígenas de rizóbios, em relação aos fatores ambientais, também 

auxiliam na busca por combinações simbióticas eficientes. Entre as leguminosas arbóreas de maior 

interesse, no Maranhão, destacam-se a leucena ( Leucaena leucocephala), a gliricidia (Gliricidia 

sepium) e sombreiro (Clitoria fairchildiana), este último nativo da região, por sua grande 

aplicabilidade no sistema de cultivo em aléias e potencial uso na recuperação de áreas degradadas. 

Em virtude do exposto, este trabalho teve como objetivos verificar a ocorrência, diversidade e 

eficiência simbiótica de uma comunidade nativa de bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas de 

leguminosas (BFNNL), para a G. sepium, L. leucocephala e C. fairchildiana, em solo da região 

Centro-Norte do Maranhão. Esse estudo também verificou a resposta da inoculação dessas 

leguminosas com estirpes recomendadas de rizóbios (BR 825 e BR 827, para leucena; BR 8003 e 

BR 8007, para sombreiro; BR 8801 e BR 8803 para gliricidia), em competição com a comunidade 

indígena estudada. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Área experimental e estirpes de rizóbios recomendadas  

Os experimentos foram realizados no Núcleo Tecnológico de Engenharia Rural da 

Universidade Estadual do Maranhão, em casa de vegetação. Foi utilizado um PLINTOSSOLO 

ARGILÚVICO Distrófico típico proveniente de uma área de produção familiar (área de roça - 

sistema de corte e queima), localizada no Munícipio 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 

Colonização e Reforma Agrária). A amostragem da área foi realizada no início do período chuvoso 

(Janeiro de 2009), em zigue-zague, foram obtidas quatro amostras compostas de solo, cada uma 

resultante da retirada e homogeneização de seis amostras simples, retiradas na profundidade de 0-20 

cm Essas amostras foram utilizadas para análise química e para o experimento em vasos de 

Leonard. Para o experimento com substrato não estéril foram retirados cerca de 250 kg de solo da 

mesma área em igual profundidade, em locais próximos dos pontos amostrados. 

A análise química 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 (não estéril) para comparar a ação de estirpes de rizóbios previamente testadas e recomendadas 

pela EMBRAPA Agrobiologia e da comunidade nativa de rizóbios sob o crescimento de três 
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espécies arbóreas, a gliricidia (Gliricidia sepium), a leucena (Leucaena leucocephala) e o sombreiro 

(Clitoria fairchildiana).  

As estirpes utilizadas nos ensaios em substrato estéril e não 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. Após o recebimento estas foram 

recuperadas em meio 79 (YMA) (Fred & Waksman, 1928), líquido, posteriormente essa suspensão 

foi transferida com auxilio de alça 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 colônias. 

Os inóculos foram preparados por meio da transferência de colônias das placas para Erlenmeyers 

contendo 50 ml de meio YMA semi-sólido, estes foram mantidos a 28°C, sob agitação constante, 

durante seis dias, quando se verificou o crescimento das colônias. As inoculações foram realizadas 

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

Tabela1. Análise química do solo proveniente da área de estudo. 

M.O pH P K Ca Mg H+Al Na Al C 

g/dm3 CaCl2 mg/dm3 ..........mmolc/dm3.......... % 

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 proporção de 1:1 (v:v), enquanto a parte inferior 

continha solução nutritiva de Hoagland sem nitrogênio, exceto o tratamento controle nitrogenado, o 

qual recebeu solução completa (Hoagland & Arnon, 1950). Em ambas as situações, a solução 

nutritiva continha apenas 50% da concentração original. Os vasos foram esterilizados em autoclave 

por 1,5 horas à pressão de 1,5 atm e 127°C, enquanto a solução nutritiva foi esterilizada por 20 

minutos sob a mesma pressão 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 germinação, as sementes foram 

desinfestadas superficialmente com solução de hipoclorito a 1% de cloro, por quatro minutos. Além 

da desinfestação, as sementes de leucena passaram por quebra de dormência, por imersão em água a 
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80°C e embebição por 3 horas. Foram semeadas quatro sementes por vaso e 15 dias após o plantio 

foi realizado o desbaste, permanecendo duas plantas por vaso.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repetições. Os tratamentos 

para cada espécie vegetal foram: 1- inoculação 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- inoculação com suspensão de solo (diluição 10-1, em solução salina de NaCl a 0,55%); 3- 

controle com nitrogênio; 4- controle absoluto (sem inoculação e sem nitrogênio). Os inóculos com 

as estirpes recomendadas foram preparados separadamente para cada estirpe e misturados, em igual 

proporção, no momento da inoculação. As plantas permaneceram em casa de vegetação por 90 dias 

após a implantação. 

 

Ensaio em vasos com solo 

O solo da área estudada foi colocado em vasos plásticos com capacidade para 3 dm³ e recebeu 

calcário dolomítico com o objetivo de elevar a saturação por bases a 60% (Raij, 1981). Sementes de 

gliricidia, leucena e sombreiro passaram pelo mesmo processo de desinfestação e quebra de 

dormência anteriormente descritos e foram semeadas. Após o desbaste manteve-se apenas duas 

plantas por vaso. O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, com cinco repetições. Os 

tratamentos estudados para cada hospedeiro foram: 1-inoculação com estirpe A; 2-inoculação com 

estirpe B, 3-testemunha nitrogenada e 4-solo sem adubação nitrogenada e sem inoculação 

(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 o sombreiro.  

A produção dos inoculantes e o procedimento de inoculação foram realizados conforme 

anteriormente descrito. A adubação foi realizada por meio da aplicação de solução nutritiva de 

Hoagland completa para testemunha nitrogenada (N total = 105 mg de N-NO3 por vaso) e solução 

nutritiva de Hoagland sem nitrogênio para os demais tratamentos. No primeiro mês aplicou-se cerca 

de 50 ml de solução nutritiva por vaso, a cada sete dias, posteriormente adotou-se o intervalo de 15 

dias. Também aplicou-se adubação complementar de potássio e fósforo, via solução de KH2PO4, 

totalizando 100 mg de fósforo e 126 mg de potássio por dm³ de solo. As plantas foram conduzidas 

em casa de vegetação por 120 dias após a implantação do ensaio. 
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Parâmetros de nodulação e crescimento das leguminosas avaliados 

Tanto para o experimento em substrato estéril quanto para em solo natural, foram avaliados o 

peso seco da parte aérea (PSPA) das plantas, após secagem em estufa de circulação forçada de ar a 

temperatura de 60 ºC por 72 horas, número de nódulos e peso seco dos nódulos. Além disso, foi 

calculada a eficiência relativa, que consiste na eficiência de acúmulo de massa seca dos tratamentos 

inoculados em relação a testemunha nitrogenada, e a eficiência absoluta, eficiência de acúmulo de 

massa seca dos tratamentos inoculados em relação a testemunha absoluta, da comunidade nativa de 

BFNNL para o crescimento dos hospedeiros. A eficiência relativa foi calculada segundo a 

expressão: 

Efr=(MSPAinoculado /  MSPAcom N)x100 

Sendo: Efr= eficiência relativa; MSPAinoculado= massa seca da parte área do tratamento 

inoculado; MSPAcom N= massa seca da parte aérea da testemunha nitrogenada (média das 

repetições). 

 A eficiência absoluta foi calculada segundo a expressão:  

Efa=(MSPAinoculado /  MSPAsem N) x 100 

 Sendo: Efa= eficiência absoluta; MSPAinoculado= massa seca da parte área do tratamento 

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

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância com comparação de médias pelo 

teste LSD a 5%.   

 

Captura, isolamento e caracterização fenotípica dos rizóbios da comunidade indígena  

Após a coleta do experimento com solo, as raízes das plantas do tratamento testemunha 

absoluta (sem inoculação e sem adubação nitrogenada) foram lavadas e seus nódulos retirados, 

foram amostrados, ao acaso, quarenta e cinco nódulos de cada leguminosa. Os nódulos foram 

distribuídos em três frascos de polietileno contendo sílica gel, constituindo-se três repetições para 

cada leguminosa, e conservados em geladeira para subsequente isolamento dos rizóbios. Para o 

isolamento, três nódulos de cada repetição foram utilizados, um pequeno, um médio e um grande, 

com o objetivo de acessar a comunidade nativa da forma mais abrangente possível. Os nódulos 

foram primeiramente desinfestados, sendo imersos em álcool 70% por um minuto, depois em 



38 

 

 

 

hipoclorito de sódio 1% por 3 minutos e lavados quatro vezes em água destilada esterilizada. Em 

seguida foram colocados em tubos de extração, contendo água estéril, durante trinta minutos, para 

reidratação. Após a desinfestação e reidratação, os nódulos foram macerados e a suspensão 

resultante foi riscada em placas de Petri contendo meio YMA, sob condições assépticas. As placas 

foram incubadas a 28°C e sucessivas repicagens foram feitas para a obtenção de colônias puras. 

 As características dos rizóbios observadas foram: 1- tempo em dias para o aparecimento das 

colônias isoladas, sendo estas classificadas em muito rápida (1 dia), rápida (2 ou 3 dias), 

intermediária (4 a 5 dias), lenta (5 a 10 dias) e muito lenta (acima de 10 dias); 2- diâmetro da 

colônia; 3- cor da colônia; 4 - forma da colônia, 5-produção de goma (baixa, média ou alta); 6-

consistência (viscosa, gomosa, coriácea); 7- densidade (opaca ou translúcida); 8- elevação (convexa 

ou plana) e 9- alteração do pH (acida, neutra ou alcalina).  

Uma matriz binária foi construída a partir das características dos rizóbios e os isolados foram 

agrupados por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 

baseado no índice de Jaccard (J), usando o programa NTSYSpc versão 2.1  (Rohlf, 1992) para 

geração de um dendrograma de similaridade fenotípica. O UPGMA é denominado método da 

distância média e utiliza a média das distâncias entre todos os pares de genótipos para formação de 

cada grupo (Bertan et al., 2006). 

 

Tolerância a fatores abióticos 

Para os testes de tolerância 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 tolerância a extremos de acidez e alcalinidade: os isolados foram transferidos para o 

meio YMA com pH regulado para 4,0, com ácido acético (absoluto) e 12, com hidróxido de 

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

Teste de salinidade: os isolados foram transferidos para placas contendo meio YMA modificado 

a pH 6,5, acrescido de 1%, 2% e 3% de NaCl.  

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

YMA, logo após 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 colônias foi observado aos 3, 

6, 9 e 12 dias, para cada teste. Uma matriz binária foi construída a partir das características de 

tolerância dos isolados ao pH, salinidade e temperatura e estes foram agrupados por meio do 

método UPGMA baseado no índice de Jaccard (J), usando o programa NTSYSpc versão 2.1 (Rohlf, 

1992) para geração de um dendograma de similaridade com base no perfil de tolerância a fatores 

abióticos. 

 

Extração de DNA, amplificação do gene 16s do DNAr e Análise de Restrição do DNA 

Ribossomal Amplificado (ARDRA). 

Para acessar a diversidade genotípica, foram utilizados 24 isolados de rizóbios representativos 

dos 53 obtidos, sendo 11 provenientes de nódulos de gliricidia e 13 de leucena. Devido a baixa 

nodulação, diversidade de isolados e eficiência da comunidade nativa de rizóbios para o 

crescimento do sombreiro, os poucos isolados provenientes dos nódulos dessa leguminosa foram 

excluídos da avaliação genotípica. A avaliação da diversidade fenotípica serviu como parâmetro 

para a escolha dos isolados mais diversos e representativos dos grupos, sendo que apenas um 

representante de cada grupo com elevada similaridade fenotípica foi escolhido para a avaliação 

genotípica.  

Os isolados em colônias 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 rápido e muito rápido. Após o crescimento das colônias, uma pequena 

quantidade de massa celular foi transferida, com auxílio de alça de platina, para microtubos 

contendo 600 µL de tampão TES (0.05 mol L-1 NaCl, 0.01 mol L-1 de Tris HCl SDS 1 %, pH 8), 

após esse procedimento a extração do DNA seguiu conforme protocolo proposto por Xavier et al. 

(2004). O DNA extraído foi purificado, conforme metodologia proposta por Ferreira & Grattapaglia 

(1998). Subsequentemente, a extração e qualidade do DNA obtido foi confirmada por meio da 

visualização após eletroforese em gel de agarose 0,8% horizontal em tampão TBE 0,5% a 80 V 

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

A reação de PCR (polymerase chain reaction) foi dimensionada para um volume final de 50 μL, 

contendo 1X de tampão de reação, 1,5 μmol L-1 de MgCl2, 2,5 U de Taq DNA polymerase, 200 

μmol L-1 de dNTP, 0,2 μmol L-1 de cada primer e 2 µL de DNA extraído dos isolados, diluído 1:50. 

Os primers utilizados foram o 27F 5'AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG3' e o oligonucleotídeo 
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reverso universal 1492R  5'TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT3' (Weissburg et al., 1991). A 

amplificação consistiu de uma desnaturação 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 extensão final a 72°C por 10 min. O 

resultado foi analisado em gel de agarose 1% horizontal em tampão 0,5% a 85 V, corado com 

brometo de etídeo, usando o marcador de peso molecular φX174 nos poços iniciais e finais do gel 

(Invitrogen cat. No. 10488-037). 

As análises de restrição foram realizadas com as endonucleases DdeI, MspI e HinfI, usando 6 

µL de DNA amplificado, de acordo com as recomendações do fabricante. A digestão do DNA 

ocorreu após 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 tampão TBE 0,5% por 3 horas a 75V constante, 

usando o marcador de peso molecular φX174 nos poços iniciais e 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 

construção de um dendograma de similaride genotípica.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Experimento em vaso de Leonard 

Na área estudada ocorre uma comunidade de BFNNL capaz de colonizar abundantemente e 

beneficiar o crescimento das leguminosas arbóreas estudadas, exceto o sombreiro (Tabela 2). 

Nenhum vestígio de nodulação foi verificado nas testemunhas não inoculadas, evidenciando a 

adequada condição de condução do experimento.  

A gliricidia apresentou boa nodulação 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 existência de uma comunidade nativa de bactérias 

compatível com esta leguminosa e eficiente em proporcionar seu desenvolvimento vegetal, como 

observado pela eficiência no acumulo de biomassa, equivalente ao inoculante recomendado e cerca 

de 500% superior à testemunha absoluta. Apesar de ser uma espécie exótica, a gliricidia se adaptou 

bem aos rizóbios locais, o que otimiza sua utilização em sistemas agrícolas e na recuperação de 

áreas degradadas no Centro-Norte do Maranhão.  



41 

 

 

 

Com relação à leucena verificou-se que, apesar do menor desempenho tanto em número quanto 

em peso de nódulos da comunidade nativa em relação ao inoculante recomendado, o acúmulo de 

massa seca e a eficiência relativa e absoluta foram semelhantes nos dois tratamentos. Isso indica a 

boa resposta da comunidade nativa de BFNNL da área em relação ao desenvolvimento dessa 

leguminosa, em condições estéreis, o que é enfatizado pela Efr em torno de 70% da testemunha 

nitrogenada e Efa muito elevada em relação a testemunha absoluta. Entretanto, assim como ocorreu 

com a gliricidia, a comunidade nativa demonstrou desempenho inferior para o acúmulo 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 indígenas.  

No que diz respeito ao sombreiro, verificou-se uma reduzida nodulação quando associado à 

bactérias nativas, com reflexo negativo para o crescimento da planta, porém se beneficiou 

plenamente das estirpes recomendadas e da adubação nitrogenada. Estes resultados indicam a 

existência de uma comunidade indígena de rizóbios ineficiente ou incompatível com o sombreiro. 

Segundo Souza et al. (2007), uma leguminosa formará nódulos e se beneficiará da fixação biológica 

de nitrogênio, em dado local, se populações nativas de rizóbios compatíveis estiverem presentes no 

solo. Verificou-se um comportamento altamente seletivo dessa espécie vegetal com a comunidade 

nativa de rizóbios. Isto sugere a necessidade de inoculação com estirpes selecionadas ou adubação 

nitrogenada complementar para o adequado crescimento do sombreiro, nas condições estudadas. 
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Tabela 2. Peso Seco da Parte Aérea (PSPA), Peso dos Nódulos (PN), Número de Nódulos (NN), 
Eficiência Relativa (Efr) e Eficiência 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 (%) 

GLIRICÍDIA 

INOCULADO 8,38 ab 0,81 a 469,27 b 81,32 b 682, 54 ab 

INOCULADO SOLO 10-1 7,45 b 0,78 a 676,00 a 72,58 b 606,54 b 

TEST NITROGENADA 10,25 a 0,00 b 0,00 c 100,00 a 853,07 a 

TEST ABSOLUTA 1,20 c 0,00b 0,00 c 11,57 c 100,00 c 

LEUCENA 

INOCULADO 4,30 ab 0,66 a 333,23 a 76,65 b 1716 60 b 

INOCULADO SOLO 10-1 4,08 b 0,26 b 24,27 b 72,85 b 1632,00 b 

TEST NITROGENADA 5,62 a 0,00 c 0,00 c 100,00 a 2249,13 a 

TEST ABSOLUTA 0,25 c 0,00 c 0,00 c 4,66 c 100,00 c 

SOMBREIRO 

INOCULADO 4,06 a 0,46 a 184, 33 a 89,75 a 471,63 a 

INOCULADO SOLO 10-1 1,46 b 0,007 b 1,33 b 32,33 b 170,15 b 

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

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, não diferem entre si pelo teste LSD a 5%. 

 

Experimento em vaso com solo 

A inoculação das estirpes recomendadas em vaso com solo não resultou em benefício para o 

crescimento das plantas, em relação à testemunha absoluta (Tabela 3). Isto indica a baixa 

capacidade competitiva das estirpes recomendadas frente a comunidade nativa, o que segundo 

Triplett & Sadowsky (1992), é uma das principais causas de falhas de inoculação quando novos 

isolados, provenientes de áreas ecologicamente diferentes, são introduzidas em solos com grande 

número de estirpes indígenas. Isto pode ser notado mais pronunciadamente no caso do sombreiro, 

no qual as estirpes recomendadas apresentaram desempenho de acúmulo de massa seca e eficiência 
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muito inferiores aos obtidos pela testemunha nitrogenada, assemelhando-se a comunidade nativa, o 

que não ocorreu em condições estéreis.  

Com relação ao número de nódulos da leucena, verificou-se que, apesar da maior nodulação 

apresentada pela estirpe BR 827, esta não foi suficiente para determinar um melhor desempenho em 

termos de ganho de massa seca deste tratamento. Esse fato pode estar relacionado com a existência 

de muitos nódulos inativos, pois não houve diferença significativa para o peso de nódulos de 

leucena, tendo o mesmo ocorrido com a BR 8803 e a gliricidia (Tabela 3). 

A baixa nodulação (Tabelas 2 e 3) e baixo número de isolados obtidos (Figura 3), utilizando o 

sombreiro como planta isca, expressa uma baixa promiscuidade dessa leguminosa em relação aos 

rizóbios nativos da região Centro- Norte do Maranhão. Resultados contrastantes foram obtidos por 

Souza et al (2007), que observou nodulação natural abundante, eficiente fixação de N2 e 

compatibilidade com as populações de rizóbios nativas do solo, neste caso, na Zona da Mata de 

Pernambuco. O mesmo estudo demonstrou ainda que o sombreiro concentrou o maior potencial 

para fixação de N2 e maior eficiência de nodulação com populações nativas de rizóbios, em 

comparação com outras espécies testadas pelo autor.  

A diferença de nodulação apresentada pela mesma leguminosa, em diferentes áreas, está 

relacionada a fatores ligados a composição da comunidade nativa de rizóbios, ao hospedeiro e ao 

ambiente. Como exemplo, é um fator relevante para o sucesso da ocupação dos nódulos pelas 

bactérias, a seletividade simbiótica dos genótipos vegetais, cuja especificidade pode ter sido o fator 

principal nas modificações das populações de Rhizobium no solo (Paffetti et al., 1998). As sementes 

de sombreiro utilizadas no experimento não foram provenientes da área estudada, logo, isso pode 

ter contribuído para a baixa nodulação dessa espécie, resultante de uma possível incompatibilidade 

hospedeiro-simbionte. 

Estes resultados indicam ainda a necessidade de mais estudos sobre comunidades nativas de 

rizóbios, a fim de obter isolados, para espécies de leguminosas de interesse, competitivos e 

adaptados as condições locais, e elevar a FBN. Segundo Figueiredo et al. (2001), em regiões onde 

ocorre uma grande diversidade de espécies nativas de bactérias fixadoras de nitrogênio, com baixo 

grau de eficiência, é necessária a obtenção de estirpes de rizóbios de alta qualidade, capazes de 

sobreviver e competir pela fixação eficiente do nitrogênio atmosférico com o hospedeiro alvo. A 

obtenção dessas estirpes pode ser uma alternativa à aplicação de fertilizantes nitrogenados, que, 

neste caso, está demonstrando ser a opção mais eficiente para a maximização do desenvolvimento 

vegetativo, principalmente do sombreiro. 



44 

 

 

 

O baixo desempenho da testemunha nitrogenada para o crescimento da gliricidia é indicativo 

da maior demanda de nitrogênio pela espécie, nas condições estudadas. Isto é confirmado pela 

eficiência relativa obtida na testemunha absoluta e nos tratamentos inoculados, muito superiores à 

observada na testemunha nitrogenada (Tabela 3). 

Tabela 3. Peso Seco da Parte Aérea (PSPA), Peso dos Nódulos (PN), Número de Nódulos (NN), 
Eficiência Relativa (Efr) e Eficiência absoluta (Efa) obtidas no experimento com substrato não 
estéril (vasos contendo solo). 

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

 

Caracterização morfocultural e diversidade fenotípica 

Foram obtidos ao todo 53 isolados de bactérias nodulíferas das leguminosas estudadas, sendo 

18 provenientes dos nódulos 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 três de sombreiro, apenas estes foram utilizados na construção do dendograma de 

PLANTA ISCA TRATAMENTO PSPA (g) PN (g) NN Efr (%) Efa (%) 

GLIRICIDIA 

INOCULADO BR 8801 8,58 a 0,35 b 13,12 b 130,01 a 96,39 a 

INOCULADO BR 8803 8,11 a 0,48 a 25,00 a 122, 99 a 91,18 a 

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

TEST NITROGENADA 6,59 b 0,33 ab 19,00 ab 100, 00 b 74, 14 b 

LEUCENA 

INOCULADO BR 825 2,83 ab 0,48 ns 136,84 b 80,94 ab 115,21 ab 

INOCULADO BR 827 2,31 b 0,43 ns 393,06 a 65,96 b 93,88 b 

COMUNIDADE NATIVA 2,45 b 0,46 ns 105,72 b 70,25b 100,00 b 

TEST NITROGENADA 3, 49 a 0,46 ns 176,50 b 100,00 a 142,34 a 

SOMBREIRO 

INOCULADO BR 8003 4,15 b 0,13 ns 83,32 a 66,61 b 104, 84 b 

INOCULADO BR 8007 3,97 b 0,09 ns 42,62 b 63,69 b 100, 25 b 

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

TEST NITROGENADA 6,24 a 0,03 ns 9,84 c 100,00 a 157,39 a 
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diversidade fenotípica. Os isolados obtidos e seus respectivos grupos estão representados na Tabela 

4. O agrupamento dos rizóbios, de acordo com suas características morfoculturais resultou em treze 

grupos distintos. Os grupos I, X e XIII, foram os que reuniram o maior número de isolados, 

englobando isolados provenientes das três 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, o que sugere a 

possível colonização das diferentes leguminosas testadas por uma mesma estirpe (Figura 1).  

Os resultados demonstram que a comunidade nativa de rizóbios da área estudada apresenta uma 

grande população de bactérias de crescimento rápido e muito rápido (Tabela 4). Esta característica 

pode estar relacionada ao ambiente altamente seletivo ao qual essa comunidade de rizóbios está 

submetida, resistindo a períodos de grande precipitação e posterior estiagem de cerca de seis meses. 

Sprent (1994) sugeriu que bactérias de crescimento rápido são mais comuns em regiões áridas, 

porque a habilidade para fixar nitrogênio não é a maior prioridade para estes microrganismos, mas 

sim a sua sobrevivência no solo. Segundo Martins et al. (2007), isto indica que pode ser esperado 

um alto grau de rizóbios de crescimento rápido nodulando leguminosas tropicais nativas, como foi 

observado neste trabalho. O rápido crescimento das bactérias indígenas constitui um dos fatores 

responsáveis pela sua maior competitividade frente às estirpes recomendadas, visto estas 

apresentarem crescimento lento. 

A alta taxa de isolados de crescimento rápido na comunidade nativa estudada também explica a 

ausência de isolados capazes de alcalinizar o meio e elevada presença de isolados acidificantes 

(Tabela 4). Tan & Broughton (1981), estabeleceram que certas combinações de aminoácidos e 

açucares, como glutamina e galactose, promovem uma acidificação do meio após o crescimento de 

microrganismos de crescimento rápido, já os microrganismos de crescimento lento alteram o pH do 

meio para alcalino. 

O baixo número de isolados obtidos pelo uso do sombreiro como planta–isca, três isolados, 

enfatiza sua baixa promiscuidade em relação aos rizóbios nativos. A leucena demonstrou grande 

diversidade de isolados nos nódulos, sendo estes distribuídos 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, características estas comuns 

nos isolados indígenas obtidos. Essas espécies foram relatadas por Moreira (1991), como sendo 

pertencentes aos gêneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium. 
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Com relação 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 características fenotípico-culturais. Logo, apesar de ser uma espécie 

recentemente introduzida na área de estudo, verificou-se a existência de rizóbios nativos 

compatíveis 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 populações nativas de rizóbios compatíveis estão presentes no solo. 

 

Figura 1. Dendograma de similaridade com base em características fenotípicas 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 rizóbios baseados nas características fenotípicas das colônias tempo de crescimento (1), diâmetro (2), cor (3), 

forma (4), produção de goma (5), densidade (6), consistência (7), coalescência (8), elevação (9), reação quanto a mudança de pH (10). N° IS = n° de 

isolados.  

 
GRUPO 

 

PLANTA 
ISCA 

CARACTERÍSTICAS 

ACI(1)* D(2) COR(3) FORMA(4) GOMA(5) DEN(6) CONS(7) COAL(8) ELEV(9) REAÇÃO pH(10) N° IS 

I 
leucena 

sombreiro 
gliricidia 

MR 
< 1 
>2 

Branca 
circular 

puntiforme 
pouca translúcida viscosa 

pouca 
média 

Plana neutra 4 
I 

II 
leucena 

sombreiro 
gliricidia 

MR >2 
branca 

amarela 
Circular pouca opaca viscosa pouca Plana neutra 3 

III gliricidia MR >2 Branca Circular pouca opaca viscosa média Plana neutra 1 

IV leucena MR >2 Amarela Circular média translúcida 
viscosa 
gomosa 

média Plana neutra 2 

V gliricidia MR >2 Amarela Circular pouca translúcida viscosa pouca Plana ácida 1 

VI leucena R 
1 a 2 
>2 

Amarela Circular pouca translúcida 
viscosa 
gomosa 

pouca Convexa neutra 2 

VII sombreiro MR 1 a 2 Amarela Puntiforme pouca translúcida viscosa média Convexa neutra 1 
VIII leucena R >2 Amarela Circular pouca opaca viscosa pouca Convexa ácida 1 

IX 
leucena 

gliricidia 
R 

1 a 2 
>2 

Branca Circular pouca 
opaca 

translúcida 
viscosa pouca Convexa ácida 2 

X 
leucena 

gliricidia 
R 1 a 2 Amarela Circular pouca 

opaca 
translúcida 

viscosa 
gomosa 

pouca 
média 

Convexa ácida 5 

XI leucena MR 1 a 2 Amarela Circular pouca opaca viscosa pouca Convexa ácida 2 

XII leucena MR >2 Amarela Circular baixa opaca 
viscosa 
gomosa 

média Plana 
ácida 
neutra 

2 

XIII 
leucena 

gliricidia 
MR 
R 

1 a 2 
>2 

branca 
amarela 

circular 
puntiforme 

alta translúcida 
viscosa 
gomosa 

média 
alta 

Convexa ácida 5 

             

*MR – muito rápido (1 dia); R – rápido (2 a 3 dias); I intermediário (4 a 5 dias); L – lento (5 a 10 dias); ML – muito lento (> 10 dias).
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Tolerância a fatores abióticos 

Os isolados testados quanto a sua resistência a fatores abióticos, extremos de pH, salinidade e 

temperatura, foram agrupados em três 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 existência de uma menor diversidade dos isolados quanto a tolerância aos fatores 

abióticos testados. Apenas o isolado 30, proveniente do sombreiro, não foi inserido em nenhum dos 

grupos formados, o que está relacionado, principalmente, ao fato desse ser o único isolado que não 

cresceu a pH 12. 

Apenas os grupos IV e VII apresentaram isolados provenientes de mais de uma das 

leguminosas, isto se deu principalmente à grande diferenciação das características apresentadas 

pelos isolados provenientes de leucena e gliricidia (Figura 2). Essa diferença esteve relacionada, 

principalmente, a tolerância à salinidade e a temperatura. Cerca de 88%, 82% e 23% dos isolados de 

leucena cresceram a concentração de 1%, 2% e 3% de NaCl, respectivamente, enquanto  apenas 

dois isolados de gliricidia (cerca de 18%) apresentaram resistência a salinidade. Com relação à 

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 divergência, 

quanto a tolerância ao pH e salinidade, entre isolados de leucena e gliricidia (Tabela 5), contrasta 

com a alta similaridade fenotípica observada entre isolados provenientes dessas duas leguminosas 

(Figuras 1 e 2). Isso pode ser explicado pela tolerância de rizóbios a salinidade, acidez e 

alcalinidade ser descrita como mais especifica em nível de isolados (estirpe) que em nível de 

espécies (Amarger et al. 1997).  

A elevada tolerância da maioria dos isolados de leucena e de vários isolados provenientes de 

gliricidia a altas temperaturas pode ser explicada pela adaptação da comunidade nativa às condições 

extremas de temperatura, devido ao ambiente onde essa comunidade evoluiu, uma região tropical 

cujas temperaturas são elevadas durante praticamente todo o ano. Segundo Graham (1992), a 

temperatura ótima de crescimento para a maioria dos rizóbios situa-se compreendida entre 27 e 31 

ºC, sendo muitos incapazes de crescer a temperaturas superiores a 37 ºC. Com relação aos isolados 

que não apresentaram crescimento a 45°C verifica-se que, em geral, a baixa capacidade de 

sobrevivência de rizóbios em altas temperaturas pode ser relacionada com a redução de sua 

capacidade de infecção. 

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

eficiencia simbiótica (Rodrigues et al., 2006). Entretanto, não deve ser descartado o possível 



49 

 

 

potencial de desenvolvimento desses isolados em temperaturas não tão extremas, visto que 45°C é 

tido como uma temperatura praticamente limítrofe para o desenvolvimento da maioria dos rizóbios. 

A boa tolerância dos isolados nativos, principalmente, aqueles provenientes da leucena, à elevada 

temperatura, tem importância especial para a seleção de possíveis estirpes de alta eficiência para as 

leguminosas testadas na região, visto que solos tropicais podem atingir temperaturas superiores a 

40ºC nas camadas superficiais, tornando-se um dos principais fatores limitantes ao processo da 

fixação simbiótica do nitrogênio nos trópicos (Vargas & Hungria 1997). 

Em geral, a reposta ao efeito do NaCl é um bom indicador de resposta dos rizóbios a diferentes 

condições de salinidade (Abdelmoumen et al., 1999). Observou-se que cinco dos sete grupos 

obtidos apresentaram tolerância ao NaCl a 1% e quatro grupos ao NaCl a 2%, sendo que 3% foi 

uma concentração já limitante ao desenvolvimento das bactérias (Tabela 4). Apenas seis isolados 

(19%) foram tolerantes a este ultimo nível de salinidade. Deve-se destacar aqui a superioridade dos 

isolados provenientes de leucena, com relação a esse parâmetro. Os grupos I e II (Figura 4) 

apresentaram resistência aos três níveis de concentração de NaCl, já os grupos VI e VII foram os 

que apresentaram menor grau de tolerância.  

O isolamento e a seleção de rizóbios com características de tolerância ao estresse salino vêm 

revelando alto grau de diversidade nas populações destes microrganismos nos solos, 

principalmente, em regiões tropicais (Neves & Rumjanek, 1998). Os resultados obtidos podem ser 

considerados satisfatórios, em virtude dos isolados estudados não 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 aplicação de 1,6% de NaCl+. O teste 

de tolerância a salinidade nos estudos da biodiversidade de rizóbios nativos é fundamental em 

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

Com relação 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 satisfatório 

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 nódulos de sombreiro, do grupo V) 

não apresentou crescimento a pH 12 sendo este caráter, em maior parte, responsável por sua 

exclusão dos demais agrupamentos no dendograma de similaridade (Figura 2). Isto pode ser 

explicado pela maior afinidade dos rizóbios a pH neutro e alcalino.  



50 

 

 

Com relação ao desenvolvimento em pH ácido (4,0), apenas dois grupos apresentaram isolados 

resistentes, o G1 e o G7 (Tabela 4), sendo este um fator altamente limitante para os isolados 

estudados. A tolerância de rizóbios ao pH baixo está associada à capacidade de manter seu pH 

interno estável e próximo à neutralidade, independentemente do pH externo, enquanto que as 

estirpes sensíveis reduzem seu pH interno quando cultivadas em meio ácido (Vargas et al., 2007). O 

baixo desenvolvimento dos rizóbios nativos em pH 4,0, apesar de serem oriundos de solo levemente 

ácido (Tabela 1) pode ser explicado pela atividade diferente dos íons H+ em meio de cultura 

comparando com o solo onde mudanças nos colóides podem neutralizar parcialmente a atividade 

desses íons (Ruiz-Díez et al., 2008). 

O estudo do comportamento de comunidades nativas de rizóbios quanto a sua resistência a 

acidez é fundamental, à medida que os rizóbios podem ser mais sensíveis ao pH baixo que sua 

leguminosa hospedeira, afetando diretamente o estabelecimento da simbiose (Zahran, 1999). Além 

disso, a seleção de rizóbios tolerantes a acidez pode aumentar a tolerância da leguminosa 

hospedeira a essa adversidade. 

 

Figura 2. – Dendrograma de similaridade de isolados de nódulos de leucena, gliricidia e sombreiro 
com base no perfil de tolerância a fatores abióticos.*L = isolados provenientes de leucena, G = 
isolados provenientes de gliricidia, S = isolados provenientes de sombreiro. 
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Tabela 5. Caracterização dos grupos de isolados quanto a resistência a fatores abióticos. 

GRUPOS PLANTA ISCA 
pH NaCl (%) Temperatura 

N° Isolados 
4 12 1 2 3 45° C 

A leucena + + + + ± + 8 

B gliricidia - + + + + ± 2 

C leucena - + + ± - + 5 

D 
leucena 

sombreiro 
- + + + - - 3 

E sombreiro - - + - - + 1 

F 

leucena 

sombreiro 

gliricidia 

- + - - - + 6 

G gliricidia + + - - - - 6 

 

Caraterização genotípica 

A qualidade do DNA extraído foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose. O 

padrão de tamanho molecular utilizado foi o 1 kb DNA ladder. O aparecimento de uma única banda 

de alto peso molecular e boa integridade indica que o processo de extração do DNA foi bem 

sucedido e o mesmo não se encontra degradado (Figura 3). A reação de PCR também foi 

confirmada por eletroforese em gel de agarose, utilizando como padrão de tamanho molecular o 

φX174 (Invitrogen). A obtenção de bandas nítidas e a ausência de banda na testemunha indicam que 

a reação foi bem conduzida e a ausência de contaminação (Figura 4). 

O dendograma de similaridade genética resultante da restrição do 16S rDNA dos 24 isolados 

provenientes dos nódulos de leucena, gliricidia e das estirpes padrões digeridos com as enzimas 

DdeI, HinfI e MspI (Figura 5), demonstra a geração de sete grandes grupos principais, com baixa 

similaridade, variando de menos de 20% (grupo D) a 60% (grupo A). O baixo nível de similaridade 

final dos grupos formados, inferior a 20%, expressa um grande nível de diversidade entre os 

isolados. Elevada diversidade genética entre isolados de rizóbios utilizando ARDRA foi observada 

anteriormente por outros autores (Leite et al., 2009; Ruiz-Díez et al., 2009), confirmando o bom 

desempenho dessa metodologia para acessar a diversidade genética de rizóbios.  
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O grupo A englobou somente estirpes padrões pertencentes aos gêneros Mesorhizobium e 

Sinorhizobium, com 60 % de similaridade entre os membros. O grupo B englobou dois isolados 

provenientes de leucena, o L8 e o L54, que apresentaram cerca de 72% de similaridade com estirpes 

padrões pertencentes ao gênero Rhizobium, demonstrando-se serem provavelmente pertencentes a 

esse gênero. O grupo C englobou, fora os isolados L8 e L54, apenas estirpes padrões. No grupo D 

foram incluídos os isolados L35, G1R1 e L48, e as demais estirpes padrões, com cerca de 36 % de 

similaridade. Verificou-se ainda que essas estirpes nativas foram agrupadas, com cerca de 50% de 

similaridade com a estirpe padrão Metylobacterium nodulans, o gênero mais recentemente incluído 

no grupo das bactérias fixadoras de nitrogênio e que apresenta somente um isolado de rizóbios 

descrito (Weir, 2008). Os grupos E, F e G englobaram todos os demais isolados nativos, com baixa 

similaridade, menor que 30%, em relação ao perfil eletroforetico de todas as estirpes padrões. 

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 nodulíferos dessa espécie em relação à leucena. 

Esse resultado era esperado, visto a gliricidia ser uma leguminosa antes inexistente na área, ao 

contrário da leucena, que é amplamente distribuída na região, além da alta promiscuidade da 

mesma, já 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, o que demonstra que as duas leguminosas podem ser 

colonizadas por bactérias nodulíferas indígenas muito semelhantes geneticamente. A colonização de 

diferentes leguminosas por um mesmo rizóbio é possível graças aos determinantes genéticos do 

conjunto de leguminosas hospedeiras e outras funções simbióticas serem em grande parte, quando 

não totalmente, codificadas por plasmídeos 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 distância genética (menos de 20% de 

similaridade) sendo determinados por perfis únicos.  

A tendência dos isolados provenientes de leguminosas diferentes se reunirem em grupos 

distintos, como observado nos subgrupos III e IV, sugere que a ARDRA possa ser uma ferramenta 

eficiente para acessar a diversidade de rizóbios específicos para cada leguminosa. Os dados obtidos 

sugerem a existência de uma grande diversidade de rizóbios na área estudada. A baixa similaridade 
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entre as estirpes padrões e os isolados nativos enfatiza esse resultado, e pode ser atribuída, 

principalmente, por esses padrões serem oriundos de áreas com condições ambientais e 

edafoclimáticas totalmente diferentes das existentes no Maranhão. Isto expressa a carência desse 

tipo de pesquisa na área de estudo e a necessidade de mais avaliações para acessar a biodiversidade 

local em busca de estirpes de rizóbios mais eficientes nessas condições para leguminosas de 

interesse. A grande diferença genética entre as estirpes padrões e os isolados indígenas também abre 

a possibilidade da existência de genótipos de BFNNL ainda não descritos na região.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Extração de DNA de isolados de leucena e gliricidia em gel de agarose 0,8% corado com 
brometo de etídeo. *P = marcador de peso molecular 1 kb. 

 Figura 4. Fragmentos de DNA dos isolados amplificados por PCR em gel de agarose 1% corado 
com brometo de etídeo.* P=marcador de peso molecular φX174; T=testemunha (sem DNA). 
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Figura 5. Dendograma de similaridade entre BFNNL isoladas de nódulos de leucena e gliricidia 
cultivadas em solo proveniente da região Centro-Norte do Maranhão e estirpes padrões com base no 
perfil de restrição 16S rDNA utilizando as endonucleases Hinf I, Msp I e DdeI. As estirpes padrões 
pertencem aos gêneros Mesorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium, Bradyrhizobium e 

Azospirilum.*L = isolados provenientes de leucena; G= isolados provenientes de gliricidia. 
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CONCLUSÕES 

 Em solos no Centro-Norte do Maranhão ocorrem bactérias fixadoras de nitrogênio 

nodulíferas, com elevada diversidade fenotípica, capazes de estabelecer simbiose e beneficiar, 

moderadamente, o crescimento da gliricidia e da leucena, mas ineficientes em beneficiar a 

nodulação e crescimento do sombreiro.  

 O desempenho das estirpes recomendadas BR 8003 e BR 8007, para o sombreiro BR 825 e 

BR 827 para a leucena, em condições de competição com os rizóbios nativos, sugere a necessidade 

de busca por estirpes de rizóbios mais eficientes para estas espécies na região estudada como 

alternativa à aplicação de fertilizantes nitrogenados. 

 A comunidade nativa demonstrou tolerância moderada a salinidade, tolerância elevada a alta 

temperatura e alcalinidade e baixa resistência a acidez.  

 Houve grande divergência genética entre os isolados locais de bactérias fixadoras de 

nitrogênio, comparados às estirpes padrões, abrindo a possibilidade da existência de genótipos de 

BFNNL ainda não descritos na região. Esse resultado confirma a carência de pesquisa na região e a 

necessidade de mais avaliações para acessar a biodiversidade local em busca de estirpes de rizóbios 

mais eficientes e adaptadas as condições locais. 
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REVISTA BRASILEIRA DE CIÊNCIA DO SOLO 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 

 A Revista Brasileira de Ciência do Solo  é um periódico de divulgação científica 
publicado pela Sociedade Brasileira de Ciência do Solo (SBCS).  

 Os trabalhos submetidos à publicação somente poderão ser enviados pelo site 
www.sbcs.org.br, e não mais em papel, e nas seguintes formas:  

 Artigos ou notas científicas . 

 Revisões de literatura  sobre tema específico.  

 Cartas ao Editor  de, no máximo, quatro páginas digitadas em espaço duplo, 
contendo um dos seguintes temas: (a) Comunicação de matéria diretamente l igada à 
Ciência do Solo; (b) Comentário crítico de trabalhos publicados na Revista Brasileira 
de Ciência do Solo.  

 Só serão aceitos trabalhos escritos em português ou inglês, depois de revistos e 
aprovados pela Comissão Editorial, e que não foram publicados e não submetidos à 
publicação em outro veículo. Excetuam-se, nesta última limitação, os apresentados em 
congressos, em forma de resumo. O autor que encaminhar o trabalho deverá se 
responsabilizar pelos demais autores, quando houver, como corresponsáveis pelo 
conteúdo científico do trabalho. 

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

 Solicita-se observar as seguintes instruções para o preparo dos artigos e notas 
científicas: 

1. O original deve ser encaminhado completo e revisto.  
2. Deve ser enviado digitado em espaço 1,5, utilizando fonte “Times New Roman 12”, formato 

A4, com 2,5 cm nas margens superior e inferior e 2,0 cm nas margens direita e esquerda, 
enumerando-se todas as páginas e as linhas do texto. 

3. O trabalho deve ser o mais claro e conciso possível. Somente em casos especiais serão aceitos 
trabalhos com número de páginas de texto superior a quinze. 
4. Os artigos, notas e revisões  deverão ser iniciados com o título do trabalho e, logo 

abaixo, os nomes completos dos autores. Como chamada de rodapé referente ao 
título, deve-se usar número-índice que poderá indicar se foi trabalho extraído de 
tese, ou apresentado em congresso, entidades financiadoras do projeto e, 
necessariamente, a data (Recebido para publicação em   /  /  ) em que o trabalho foi 
recebido para publicação. O cargo, o local de trabalho dos autores [endereço postal 
e, se possível, eletrônico (E-mail)], deverão ser inseridos também no rodapé, em 
numeração consecutiva de chamada de números-índices colocados logo após o nome 
de cada autor. A condição de bolsista poderá ser incluída.  

5. Os artigos deverão ser divididos, sempre que possível, em seções com cabeçalho, na 
seguinte ordem: RESUMO, SUMMARY (precedido da tradução do título para o 
inglês), INTRODUÇÃO, MATERIAL E MÉTODOS , RESULTADOS, 
DISCUSSÃO, CONCLUSÕES , AGRADECIMENTOS  e LITERATURA CITADA. 
Não há necessidade dessa subdivisão para os artigos sobre educação, revisões de 
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literatura e notas científicas, embora devam ter, obrigatoriamente, RESUMO e 
SUMMARY. 

 Tais seções devem ser constituídas de:  
5.1. TÍTULO do trabalho que deve ser conciso e indicar o seu conteúdo.  
5.2. RESUMO que deve apresentar, objetivamente, uma breve frase introdutória, 

que justifique o trabalho, o que foi feito e estudado, os mais importantes 
resultados e conclusões. Será seguido da indicação dos termos de indexação, 
diferentes daqueles constantes do título. A tradução do RESUMO para o inglês 
constituirá o SUMMARY. 
5.3. INTRODUÇÃO que deve ser breve, esclarecendo o tipo de problema abordado ou a(s) hipótese(s) 
de trabalho, com citação da bibliografia específica e finalizar com a indicação do objetivo do trabalho. 

5.4. MATERIAL E MÉTODOS  em que devem ser reunidas informações necessárias 
e suficientes que possibilitem a repetição do trabalho por outros pesquisadores.  

5.5. RESULTADOS que devem conter uma apresentação concisa dos dados obtidos. 
Quadros ou figuras devem ser preparados sem dados supérfluos.  

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

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

5.8. AGRADECIMENTOS  devem ser sucintos e não 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. Periódicos: Nome de todos os autores, Título do artigo. Título abreviado do 

periódico, volume: páginas inicial e final, ano de publicação. Exemplo:  

FONSECA, J.A. & MEURER, E.J. Inibição da absorção de magnésio pelo 
potássio em plântulas de milho em solução nutritiva. R. Bras. Ci. Solo, 
21:47-50, 1997. 

b. Livro: Autores. Título da publicação. Número da edição. Local, Editora, ano de 
publicação. Número de páginas. Exemplo:  

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

c. Participação em obra coletiva : Autores. Título da parte referenciada seguida 
de In: Nome do editor. Título da publicação, número da edição. Local de 
Publicação, Editora, ano. Páginas inicial e final. Exemplos:  

- Capítulo 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 cálculo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE 
CIÊNCIA DO SOLO, 15., Campinas, 1975. Anais. Campinas, Sociedade 
Brasileira de Ciência do Solo, 1976. p.127-128. 

e. CD-ROM: 
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SILVA, M.L.N.; FREITAS, P.L.; BLANCANEAUX, P. & CURI, N. Índice de 
erosividade de chuva da região de Goiânia (GO). In: CONGRESSO 
LATINO AMERICANO DE CIÊNCIA DO SOLO. 13., 1996. Anais. Águas 
de Lindóia, Embrapa, 1996. CD-ROM 

f. Internet: 

EL NIÑO and La Niña. Disponível em: < 
http://www.stormfax.com/elnino.htm>. Acesso em 15 out. 2000. 

 As abreviações de nome de revistas devem ser feitas de acordo com as usadas pelos 
“abstracting journals”, como dos Commonwealth Agricultural Bureaux.  
6. As Referências no texto deverão ser feitas na forma: Silva & Smith (1975) ou (Si lva 

& Smith, 1975). Quando houver mais de dois autores, usar a forma reduzida: (Souza 
et al., 1975). Referências a dois ou mais artigos do(s) mesmo(s) autor(es), no mesmo 
ano, serão discriminadas com letras minúsculas (Ex.: Silva, 1975a,b).  

7. Os quadros deverão ser numerados com algarismos arábicos, sempre providos de um 
título claro e conciso e construídos de modo a serem auto -explicativos. Não usar 
linhas verticais. As linhas horizontais devem aparecer para separar o título do 
cabeçalho e este do conteúdo, 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 células distintas, estando centralizado e 
alinhado. 

8. Os gráficos deverão ser preparados, uti lizando-se “Softwares” compatíveis com 
“Microsoft Windows” (“Excel”, “Power Point”, “Sigma Plot”, etc.). Para fotos e mapas 
coloridos utilizar resolução de 150 a 300 DPI. Não serão aceitas figuras que repitam informações 
de quadros. 

9. Fotos coloridas, quando imprescindíveis, a critério da Comissão Editorial, serão, 
também, aceitas. Os custos adicionais deverão ser cobertos pelos autores.  

10. Para publicação de artigos na RBCS serão cobrados por página editorada (forma 
final na Revista): para sócios da SBCS (primeiro autor e, ou, autor correspondente) 
R$ 25,00, até oito páginas, e R$ 50,00 por página adicional, para não-sócios 
(primeiro autor e, ou, autor correspondente): R$  50,00 por página até oito páginas e 
R$ 100,00 por página adicional.  
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS 

 The Revista Brasileira de Ciência 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 Ciência 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, II, 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, liter ature 
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, Ti tle 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. Proceed ings. 
Montpellier, International Soil Science Society, 1998. CD-ROM 

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

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

 

 

 

 

 


