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INTRODUGAO

A biodiversidade microbiana é um recurso precioso, embora pouco
visivel, merece grande atenc¢éo. O fato dos microrganismos ndo serem visiveis
a olho nu, néo significa que tenham pouco valor. Eles sdo essenciais para a
sustentabilidade da biosfera, reciclando nutrientes, produzindo e consumindo
gases que afetam o clima global, destruindo poluentes e decompondo detritos.
Na agricultura tanto representam agentes de doencas de plantas e animais,
como podem ser fonte de substancias medicinais, incluindo agentes anti-
microbianos, anti-helminticos, anti-tumorais, além de fontes de vitaminas,
enzimas, imunosupressores e imunomoduladores. S0 0s principais agentes
de controle biolégico de pragas, produtores de substancias de agéo inseticida e
enriquecedores do solo, solubilizando nutrientes de rochas ou transformando o
inerte nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis por plantas e animais.

A diversidade microbiana de solo é provavelmente um fator determinante
do estado de sustentabilidade do sistema. No entanto, avaliagbes deste
parametro tém se mostrado complexas, dificultando a obtengdo de indicadores
capazes de alertar para estagios de degradacédo de solo que comprometam a
produgéo agricola.

O nitrogénio é o nutriente que mais limita o desenvolvimento das
plantas, principalmente nos solos poucos férteis das regibes tropicais.
Paradoxalmente, o nitrogénio é o elemento mais abundante na nossa
atmosfera porém nesta forma gasosa ndo pode ser assimilado por plantas e
animais. Somente, algumas bactérias e actinomicetos desenvolveram

mecanismos enzimaticos que os permitem converter o nitrogénio gasoso em

! Estudante de Pos-Graduagio da UFRRJ, Embrapa Agrobiologia
? Pesquisadores da Embrapa Agrobiologia, Caixa Postal 74505, CEP: 23851-970 Seropédica, RJ



amobnia e amino-acidos, formas capazes de serem usadas pelos demais seres
vivos. Estes microrganismos sdo conhecidos como fixadores de nitrogénio.

Associados ou em simbiose com culturas de interesse, estes
microrganismos representam uma importante estratégia capaz de promover
economia no uso de fertilizantes nitrogenados, diminuindo o custo de produgdo
de alimentos. Os rizobios representam um grupo de microrganismos fixadores
de nitrogénio capaz de formar simbiose com leguminosas. A simbiose do
rizébio com a soja promove uma economia no uso de fertilizantes nitrogenados
estimada em 1,5 bilhées de doblares que deixam de ser gastos a cada ano.

O uso de rizobios associados com leguminosas nos sistemas de
producgéo agricola é freqlientemente limitado por problemas relacionados com
a sobrevivéncia da bactéria no solo e a competicdo com rizobios nativos do
solo.

A caracterizagdo molecular e filogenética de rizobios nativos de solos
brasileiros € uma ac¢do importante para orientar a recomendacées de estirpes
selecionadas para serem usadas como inoculante das culturas, possibilitando a
utilizagdo mais eficiente destas bactérias nos sistemas de produgéo.

A avaliacdo das populagbes de rizobio é facilitada a partir da utilizagdo
de plantas iscas e isolamento a partir dos ndédulos formados. Além disso as
caracteristicas morfolégicas de rizobios fornecem informagdes importantes
para identificagdo e agrupamento de estirpes. Assim avaliar o tempo de
crescimento, reagdo de pH, consisténcia do muco produzido sdo caracteristicas
importantes no agrupamento destes isolados. Um levantamento feito em solos
do Sertdo, Agreste e Zona da Mata do Estado de Pernambuco mostrou uma
enorme diversidade na populagédo de rizobios dos solos estudados (Martins et
al. 1995)

O levantamento da populagdo de rizobio em areas do Sistema Integrado
de Produgédo Agroecoldgica foi feito com o objetivo de entender o padrdo de
distribuicdo espacial e temporal da diversidade deste grupo de microrganismo,

bem como sua disperséo e restrigdo.



MATERIAL E METODOS
COLETA DE SOLO - Dentro do Sistema Integrado de Produgdo

Agroecoldgica, selecionou-se trés areas com aproximadamente 300 m2 cada
uma: Bosque (floresta remanescente), Pasto (area com cobertura de
gramineas) e Cultivo (area com cultivo convencional) (Vide mapa em anexo).
Cada area foi subdividida em 12 parcelas. Em duas destas parcelas coletou-se
solo a 20 cm de profundidade, com 12 amostras simples cada parcela.

CULTIVO DE PLANTAS ISCAS — As amostras compostas de cada uma das
parcela foram diluidas com 1/3 de areia previamente autoclavada e cultivado
em casa de vegetagcdo com sementes de caupi (Vigna unguiculata), siratro
(Macropitilum atropurpureum) e indigofera (Indigofera hirsuta) que foram
desinfestadas com perdxido de hidrogénio por trés minutos. A irrigagdo das
plantas foi realizada diariamente com agua esterilizada. Apés 45 dias do plantio
0s nodulos formados nas raizes foram coletados e isolados.

ISOLAMENTO DAS ESTIRPES DE RIZOBIO - Primeiramente os nédulos
foram lavados com etanol 90% por 1 minuto, seguido de imerséo em HgCI2 1%
por dois minutos e lavados por 8 vezes com agua esteril. Em seguida os
nodulos foram pressionados com uma pinga sobre o meio 79 (Vincent, 1970)
contido em placa de Petri em presengca de azul de bromotimol. Apds o
isolamento incubou-se as placas a 28°C até o surgimento de colbnias crescidas
e isoladas. Foram isolados inicialmente 30 nodulos obtidos das plantas de
caupi de cada uma das areas, com o objetivo de estudar a diversidade de
rizobio em diferentes areas. Em uma segunda etapa realizou-se novo
isolamento agora com o objetivo de avaliar a diversidade de rizobio que
nodularam as diferentes espécies de leguminosas testadas.

CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS - As colbnias crescidas sem
contaminantes foram transferidas para outra placa contento também o meio 79
(Vincent, 1970). Aguardou-se novamente o crescimento das colbnias e
realizou-se a caracterizagdo observando: dias para o surgimento das colbnias,
reagéo de pH apos o crescimento das colbnias, didmetro, forma e elevagdo das

colbnias, presenga, quantidade, consisténcia e transparéncia do muco.



RESULTADOS

O Sistema Integrado de Produgdo Agroecoldgica (Figura 1), foi
implantado em 1993 em solos Podzolicos vermelho — amarelos e Planossolos
de baixa fertilidade que vém sendo desde entdo manejados organicamente,
baseado na utilizagdo de processos biolégicos do solo para intensificar a
ciclagem de nutrientes e a biodiversidade e racionalizar o uso dos recursos
naturais. Inicialmente, a acidez dos solos foi corrigida com a incorporagéo de
calcario dolomitico. Baseado nas analises de fertilidade, a adubagdo das
culturas tem sido feita através da incorporagéo de esterco de “ curral ”, fresco
ou curtido, por ocasido do plantio das espécies herbaceas (hortalicas e
cereais), aléem de uma mistura de termofosfato Yoorin e cinza de lenha, visando

o aporte de macro (P e K) e micronutrientes.

Local onde se situam as areas de coleta do solo. Solo classificado
como podzdlico vermelho-amarelo

Figura 1. Mapa de levantamento semi-detalhado dos solos da area do Sistema

Integrado de Produgdo Agroecologica



A adubacgéo verde com leguminosas tem sido usada em consorcios ou
rotacées de culturas com o uso de espécies de crotalaria e mucuna, além de
feijdo de porco, guandu, caupi e amendoim forrageiro. Os solos tém sido
protegidos mediante utilizagdo de cobertura viva, seja com a propria vegetagéo
espontanea, manejada através de rogadas periodicas e de modo seletivo,
deixando-se as leguminosas de ocorréncia espontdnea, dentre as quais se

destaca a Indigofera hirsuta, conhecida como anileira . Os estudos abrangeram

a area do bosque, a pastagem e a area sob cultura de olericolas (Figura 2).

Figura 2. Areas Selecionadas: Bosque, Pasto e Cultivo

A distribuicdo dos isolados por area no primeiro isolamento pode ser
observada na Tabela 1. A morfologia da colbnia tem sido um parédmetro
adotado para caracterizar populagbes rizobiais em diferentes ecossistemas e
até em diferentes profundidades de solo, (Jenkins et al., 1989). Fuhrmann
(1990), considerou a caracterizagdo morfolégica, como um parametro bastante

util na avaliagdo da eficiéncia simbidtica das estirpes de Bradyrhizobium que



nodulam soja. Dos noventa nodulos isolados das raizes de caupi em meio 79,

foram obtidos 81 isolados, distribuidos em 15 grupos morfologicamente

diferentes, quanto as seguintes caracteristicas: velocidade de crescimento,

reagédo de pH (Tabela 2) e consisténcia do muco produzido (Tabela 3). Foram

encontrados em alguns nodulos, dimorfismo da coldnia, resultando em dois

isolados.

Tabela 1. Distribuicdo de isolados por area de estudo de acordo com

aparecimento do grupo em uma unica area, em 2 areas ou nas 3

areas de estudo. B - grupos exclusivos da area do bosque, P - grupos

exclusivos da area do pasto, E - grupos exclusivos da area de cultivo,

B/P - grupos comuns as areas do bosque e pasto, P/E- grupos

comuns as areas do pasto e cultivo, B/P/E - grupos comuns as areas

do bosque, pasto e cultivo.

Distribuicao de isolados por drea de estudo

Caracteristicas Grupos Grupos comuns
Grupo Principais exclusivos B/P PIE B/P/E Total
de cada grupo
B |P| E B P P |E|B| P E
01 |Lento, acido, butirico | 12 | - - - - - | - - - 12
02 |Lent. dc. Floculoso 1 - - - - - - - - - 1
03 |Lent. ac. Viscoso 1 - - - - - - - - - 1
04 |Lent. alcalino aquosa | - - 1 - - - - - - - 1
05 |Lent. alc. Butirico 1 - - - - - - - - - 1
06 |Lent. alc. Floculoso - - - - - - -1 5| 4 3 12
07 |Lent. alc. Seco - 1 - - - - - - - - 1
08 |Lent. alc. Viscoso - - - - - - -1 1| 10| 16 27
09 |Lent. Neutrobutirico - - - 1 1 - - - - - 2
10 |Lent. Eutrofloculoso - - - 2 4 - - - - - 6
11 |Lent. neutro viscoso - - - - - 3 | 2] - - - 5
12 |Rap. ac. Seca 1 - - - - - - - - 1
13 |Rap. ac. Viscoso - - - - - 8 1] - - - 9
14 |Rap. alc. Viscosa 1 - - 1 - - - - - 1
15 |Rap. neutro seco 1 - - - - - - - - - 1
TOTAL 17 |1 2| 1 3 5 |11 3|1 14| 19 81

Os resultados, referentes

a diversidade de rizobio, foram analisados

neste estudo através da determinagdo dos indices de Margalef e Menhinick,

capazes de avaliar a riqueza dos grupos por area (Tabela 4).
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Tabela 2. Percentagem de rizobios que nodulam caupi, obtidos a partir de

amostras de solo de trés areas do SIPA, em relagcdo a presenca ou

consisténcia do muco produzido.

Tipos de mucos produzidos pelos isolados de
rizobio
Areas Isolados Viscoso | Floculoso| Butirico | Seco |Aquoso
de estudo | nimero.drea™ (%) (%) (%) (%) (%)
Pasto 32 68 26 3 3 0
Bosque 26 11 26 56 7 0
Cultivo 23 78 17 0 0 5

Tabela 3. Comparagéo entre a velocidade de crescimento e a reagdo de pH,

promovidos pelos isolados obtidos de noédulos de caupi coletados a partir de

amostra de solo das 3 areas de estudo:

Velocidade de crescimento
Areas Lenta Répida
de pH do meio de cultura apos o crescimento da colénia
Estudo acido Neutro Alcalino Acido Neutro | Alcalino
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Bosque 54 12 26 4 4 0

Pasto 0 25 47 25 0 3
Cultivo 0 9 87 4 0 0

Tabela 4. Dados utilizados para a avaliacdo de diversidade de grupos de

rizobio: A- Total de grupos encontrados em cada area; B- Numero de grupos

exclusivos de cada area; indice de Margalef (DMG=(S-1)/InN) e indice de
Menhinick (DMN=S/N).

Areas de [A- Nimero total| B- Nimero total de | indice de diversidade |indice de diversidade
estudo de grupos grupos exclusivo de Margalef de Menhinick
Bosque 10 6 2.76 1.96

Pasto 8 2 2.02 1.41
Cultivo 5 1 1.28 1.04

Na segunda etapa de isolamento, os isolados foram classificados morfologicamente e

separados em grupos de acordo com a planta-isca (Vigna unguiculata, Macopitilum

atropurpureum ¢ Indigofera hirsuta). Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 5- Grupos morfologicamente distintos isolados de espécies das tribos Phaseoleae

e Indigoferae (Vigna unguiculata, Macopitilum atropurpureum e Indigofera

hirsuta). C, S, 1 — representam grupos exclusivos para caupi, siratro e

indigéfera; C/S- grupos comuns a caupi e siratro, C/I- grupos comuns a caupi

e indigofera, C/S- grupos comuns a siratro e indigofera e C/S/I- grupos

comuns as trés espécies. Os valores representam o nimero de isolados em

cada classe.

Grupos
Obtidos

Distribuicio dos isolados para as diferentes espécies

Grupos
Exclusivos

Grupos comuns as diferentes espécies

C/S

C/1 S/1 C/S/1

C|S | I

C | S | C S

Total

01

02

A=A

— | - | TR
1
1
1
1
1

03

-l -] - -] - e ] 1

04

0s

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

(DN | | (DN [ [ (e (DN [k [ (GO (N[N

16

S
R

17

[y

18

[
<

19

[

20

9]

21

=)}

Total

5 10 | 13 2 2 27 6

114

DISCUSSAO

Partindo-se do objetivo geral do trabalho realizado no SIPA foi feito o agrupamento

e a diferenciagdo dos isolados, através das trés caracteristicas morfologicas selecionadas

(velocidade de crescimento, pH e muco) quando ficou evidenciada a grande diversidade
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da populagdo de rizobio presente. Essas diversidades morfoldgicas indicam a

possibilidade de diversidade genética presente na populacdo destes solos.

Na comparacdo das trés dareas, percebe-se que o bosque e o pasto possuem
diversidades semelhantes (9 grupos com carateristicas morfoldgicas diferentes), e que o
campo ¢ menos diverso (5 grupos com carateristicas morfologicas diferentes). Se
estudarmos cada caracteristica separadamente, percebe-se que a velocidade de
crescimento ¢ mais diversa na area do pasto. H4 um predominio de bactérias de
crescimento lento, cerca de 69%, porém com 31%. Seguindo esta caracteristica observa-
se que tanto o experimento, como o bosque, apresentaram praticamente 100% de
bactérias que se desenvolveram a partir do quarto dia. A rea¢do de pH chama a aten¢do
na area do campo, mais de 90% dos isolados, alcalinizaram o meio na placa, enquanto
que as outras areas houveram resultados peculiares entre si, ficando uma propor¢ao

semelhante quanto a acidificacdo, neutralidade ou alcalinizacao do meio.

No isolamento realizado dos nodulos obtidos das trés espécies, obteve-se 114
bactérias, das quais 35 cresceram até o terceiro dia, onde inclui-se 19 bactérias que
cresceram logo no primeiro dia. Percentualmente 31% cresceram até o terceiro dia.
Bactérias com crescimento rapida nodularam preferencialmente com a tribo Phaseoleae.
O siratro apresentou 60% dos seus isolados com crescimento até 3 dias, embora tenha se
obtido apenas 19 isolados para esta espécie, enquanto as demais se obteve 45 para o
caupi e 49 para indigéfera. O motivo deste baixo nimero de isolados parece apontar por
nao adequacao do meio de cultura com estes isolados. Portanto ndo seria correto afirmar

que o siratro nodula preferencialmente com bactérias de crescimento rapido.

Franco & Siqueira, 1988, apontam o caupi como uma planta que nodula apenas com
bactérias de crescimento lento. Dados conflitantes foram encontrados por Martins,
1996, em um estudo realizado na regido nordeste do Brasil. Este autor apresenta um
expressivo numero de rizobios com crescimento rapido capazes de nodular caupi. No
trabalho desenvolvido, observou-se que 35% de um total de 45 bactérias isoladas do
caupi tiveram um crescimento em meio de cultura até o terceiro dia, sendo que 24%

destes isolados cresceram logo no primeiro dia.

A indigoéfera foi a espécie que menos apresentou bactérias com crescimento rapido

em meio de cultura. Apenas 6 bactérias de um total de 49 tiveram crescimento até o
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terceiro dia. Isto pode ser justificado talvez por que esta espécie vegetal esta
naturalmente dispersa na regido e teria selecionado uma possivel populacio de

bactérias.

A partir das caracteristicas morfologicas observadas das bactérias em placa de Petri,
agrupou-se estes isolados. Como mostra a tabela 05, tem-se grupos exclusivos e comuns
entre as espécies. De um modo geral obteve-se 9 grupos exclusivos. Os demais grupos
foram comuns a pelo menos 2 espécies. Sobressai-se nesta andlise os isolados de
indigéfera, pois obteve-se apenas um grupo exclusivo morfologicamente diferente,
representado por apenas uma bactéria. 51% dos isolados de indigofera apresentaram
caracteristicas comuns ¢ foram agrupados em apenas 1 grupo. Este grupo que também
reuniu 42% dos isolados de caupi, apresenta como caracteristicas principais,
crescimento lento em meio de cultura, reagdo de pH alcalino, colonia opaca, presenca de

muco tipo butirico e forma irregular das colonias apds o crescimento.

A partir do nimero de grupos exclusivos a cada espécie e o numero total de grupos
morfologicamente diferentes encontrados no estudo, estimou-se a diversidade

populacional de rizébio para cada espécie.

Tabela 6- Relagdo do numero de grupos totais e exclusivos, morfologicamente
diferentes, obtidos de 3 espécies das tribos Phaseoleae e Indigofereae, V.

unguiculata, M. atropurpureum e 1. hirsuta

Espécies Estudadas Numero de grupos total Numero de grupos exclusivos
V. unguiculata 12 2
M. atropurpureum 14 6
L. hirsuta 10 1

Observando a tabela 2, pode-se inferir a possibilidade de que o siratro reuna maior
diversidade de rizobios capazes de estabelecer simbiose, esta conclusdo pode ser tirada
por que o siratro apresentou maior numero de grupos totais e exclusivos, quando foram
agrupados morfologicamente. Seguindo o mesmo raciocinio, aparece o caupi € por
ultimo a indigofera. Logo pode-se deduzir a indicagdo de que a tribo Phaseoleae tenha
sido mais promiscua que a Indigofereae. Novamente pode se justificar que a indigofera
estd naturalmente dispersa na area onde coletou-se o solo e pode ter selecionado uma

populagao.
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CONCLUSOES

I- A érea de estudo apresenta uma populacdo de rizobio bastante diversa, esta
diversidade morfoldgica indica a possibilidade de diversidade genética presente nestes

solos;

2- A érea do bosque ¢ mais diversa do que as demais, indices de Margalef e

Menhinick com valores maiores para esta area;

3- O estudo comparativo de diversidade destes isolados, pode proporcionar a base
para estudos que avaliem alteracdes da diversidade microbioldgica, ocorridas no solo ao

longo dos anos a partir da retirada da vegetacao nativa.
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