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RESUMO GERAL

No Semiérido brasileiro, a Caatinga constitui a maior parte das pastagens utilizadas para
producdo animal. Dentre as espécies vegetais as leguminosas sdo as mais abundantes
nessa regido, das quais varias apresentam capacidade de forma nddulos em simbiose
com bactérias do grupo rizobio. Essa simbiose pode beneficiar a manutencdo da
leguminosa em detrimento as demais familias de plantas, por permitir a fixacéo
biolodgica do nitrogénio (FBN), aléem de melhorar a fertilidade do solo rizosférico. O
presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a caracterizacdo morfofisiologica e
a determinacdo da diversidade genética de rizébios da jurema preta (Mimosa tenuiflora),
cultivada em diferentes solos da regido Semiarido Pernambucano. Para isso, foram
utilizados nédulos obtidos através do cultivo de plantas iscas em solo rizosférico
proveniente da regido em estudo. Essas bactérias foram inoculadas em meio especifico
sendo obtido um total de 216 nodulos, isolados e repicados em meio LMA, para
caracterizacdo morfoldgica (tempo de crescimento, forma, didmetro, borda, elevacao,
transparéncia e coloracdo da col6nia, producdo de goma). Para a caracterizacdo
fisioldgica, o crescimento desses isolados foi avaliado em diferentes concentracdes de
salinidade, temperatura e niveis de pH pelo método de avaliacdo in vitro. A analise dos
perfis de DNA foi realizada a amplificacdo (PCR) com o “primer” BOX, que codifica
regibes conservadas e repetidas do genoma e os perfis obtidos pela amplificacdo do
gene 16S ribossdmico seguido pela digestdo com duas enzimas de restrin¢ao (técnica de
RFLP-PCR). Todos os isolados apresentaram crescimento rapido e em sua maioria nao
modificaram o pH do meio de cultivo e foram agrupados em 31 grupos distintos com
base no coeficiente de Jaccard. Os rizdbios nativos da regido semiaridas pernambucanas
apresentam resisténcia a elevadas temperaturas, variacdo na salinidade e pH. Essas
caracteristicas sdo influenciadas pela severidade do estresse imposto ao isolado, pelo
local e pela espécie botanica em simbiose com os rizobios. Dentre as areas estudadas 0s
isolados provenientes da regido de Sertania foram os que mostraram maior tolerancia
aos estresses ao qual foram submetidos, com o maior indice de diversidade para
Shannon e Equitabilidade e menor grau de dominancia. A divergéncia genética entre os
84 isolados foi estimada mediante o uso de marcadores moleculares PCR - RFLP. Com o0s
dados obtidos com as reacGes foi construida a matriz de dissimilaridade utilizando o
complemento (1-C) do coeficiente de similaridade Jaccard. Com base na matriz de

dissimilaridade foi realizada analise de agrupamento método de UPGMA utilizando
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programa genes. Pdde-se observar a formacdo de 9 grupos e de 10 grupos,
respectivamente, para as analise dos perfis com o “primer” BOX e os perfis obtidos pela
amplificacdo do gene 16S ribossdmico seguida pela digestdo com duas enzimas de
restricdo. Os resultados enfatizam a diversidade genética elevada de rizobios, inter e

intraespecifica, nos solos pernabucanos.
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1. INTRODUCAO

No Semiarido brasileiro, a Caatinga integra a maior parte das pastagens usadas
pelos rebanhos de bovinos, caprinos e ovinos (SAMPAIO & MENEZES, 2002). Esse
ecossistema, predominantemente € explorado de forma extensiva para obtencdo de
produtos de origem pastoril, agricola ou madeireiro. Apresentando baixa
sustentabilidade, devido ao uso de tecnologia quase sempre agressiva ao ecossistema.
Portanto, é necessario o desenvolvimento de modelos de producdo sustentaveis para
aumentar a biodiversidade nesse ecossistema, alem dos indices de producgédo animal com
reduzida dependéncia de insumos externos.

O cultivo de leguminosas que apresentem simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio seria uma alternativa para assegurar a sustentabilidade do sistema, devido as
limitacGes que os fatores ambientais impdem aos ecossistemas dessa regiao, seja como
fonte de nitrogénio ao sistema, via Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN), seja como
melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (OLIVEIRA et al.,
1998) estimulando a acdo microbiana e, consequentemente, melhorando a eficiéncia e
reciclagem de nutrientes. Porém, esse potencial permanece ainda pouco explorado no
setor agropecuério pela falta de conhecimento das espécies que traduza as reais
possibilidades de utilizacio (ARAGAO & MARTINS, 1996).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é considerada, apds a fotossintese, o
mais importante processo bioldgico do planeta, onde microrganismos, conhecidos como
diazotréficos, sdo capazes de quebrar a ligacdo que une os dois &tomos de nitrogénio
atmosférico (N), transformando-o em amonia (NHs), que € assimilavel pelas plantas
(JUNIOR & MENDES, 2008). A associacdo entre estes micro-organismos e as
leguminosas sendo eficiente, o N fixado pode suprir as necessidades do vegetal,
dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados e oferecendo, assim, vantagens
econdmicas e ecoldgicas.

Estudos sobre caracterizacdo morfofisiolégica e molecular de rizobios nativos e
eficientes na fixacdo de bioldgica de nitrogénio (FBN), em plantas nativas da Caatinga,
adaptados ao clima semiarido e aos fatores que interferem na nodulagdo como, pH,
salinidade e altas temperaturas, € uma contribuicdo de maneira direta e indispensavel
para o entendimento de processos adaptativos dessas bactérias ao meio ambiente,
podem promover o conhecimento ecologico e a classificagdo taxondmica desses

rizobios nativos através da selecdo de bactérias mais eficientes e adaptaveis a seu
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ambiente especifico, bem como gerar informacdo sobre a funcionalidade dessas
bactérias em ambientes semiaridos e uma possivel domesticacdo dessas estirpes pode
ser a “chave” para a melhoria na oferta de forragem para ruminantes sendo essa de boa
qualidade.

A FBN por esses microrganismos pode favorecer a recuperacdo de areas
degradadas em funcdo das suas caracteristicas recuperadoras do solo, melhoria da
gestdo empregada a vegetacdo nativa, enriquecimento de pastagens cultivadas e
sistemas agroflosilvopastoris.

Este estudo teve como objetivo o isolamento e a avaliagdo da diversidade
cultural de rizébios de isolados provenientes de nodulos da jurema preta (Mimosa
tenuiflora), verificando a diferencas entre estirpes de bactérias com relacdo a tolerancia
a NaCl, temperatura e pH empregando método de avaliacdo in vitro e a determinacédo da
diversidade genética de rizobios cultivada em diferentes solos da regido Semiarido

Pernambucano.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Incrementos de nutrientes em areas de Caatinga

O Nordeste Brasileiro é um centro de diversificacdo e distribuicdo das
leguminosas forrageiras, porém este potencial permanece ainda pouco explorado no
setor agropecuario pela falta de conhecimento das espécies que traduza as reais
possibilidades de utilizacgdo (ARAGAO & MARTINS, 1996). As leguminosas
representam uma das familias dominantes na Caatinga, formando um dos principais
recursos naturais da flora nativa e importante fonte de alimentacdo animal. Segundo
Seganfredo (1995) essas espécies sdo excelentes opgbes para o suprimento de nitrogénio
a ser transformando em proteina, principalmente por ruminantes.

Da composicdo boténica da Caatinga a familia Fabaceae apresenta-se bastante
representativa, pois dos seus 727 géneros e 19.327 espécies (LEWIS et al., 2005),
ocorrem 210 géneros nativos e 2.695 espécies. No Brasil, estando entre as familias mais
ricas na maioria dos ecossistemas brasileiros (LIMA et al., 2010). Na Caatinga, ocorrem
89 géneros e 293 espécies, constituindo cerca de 40% da riqueza do bioma (QUEIROZ
et al., 2009).
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A abundancia de espécies de leguminosas nessa regido pode estar associada
diretamente com a microbiota do solo Essa simbiose pode beneficiar a manutencéo da
leguminosa em detrimento as demais familias de plantas, por permitir a fixacao
bioldgica do nitrogénio, além de melhorar a fertilidade do solo rizosferico (SILVEIRA
et al., 2007).

A maioria dos solos, tanto os cultivados quanto os sob vegetacdo nativa, séo
deficientes em nitrogénio, e para garantir uma boa produtividade das plantas é
necessario que este nutriente seja aportado ao sistema através da adicdo de compostos
ricos em nitrogénio. Para a agropecudria de subsisténcia do Semiérido, o fertilizante
quimico é pouco usado porque o risco de ndo pagar o investimento é grande. Assim, o
nitrogénio fixado pela associacdo de bactérias com leguminosas, pode representar uma
alternativa importante, com as vantagens de ser economicamente mais viavel para a
regido Semiarida.

Dos nutrientes minerais essenciais as plantas e aos animais, o N e considerado o
mais dindmico do sistema, tendo suas formas minerais absorviveis pelas plantas (ions,
amonio e nitrato) bastante varidveis e dependentes das condicGes climaticas e da
qualidade dos residuos culturais (OLIVEIRA, 2000). O nitrogénio € um dos nutrientes
mineral de maior contribuicdo para a produtividade das pastagens, e exigidos em
maiores quantidades pelas plantas, principalmente quando ndo ha restricdo dos demais
elementos necesséarios ao desenvolvimento das plantas (LUGAO et al., 2003). Esse
efeito pode ser explicado pelo incremento da fotossintese, pela sua participacdo na
sintese de clorofila e, também, pelo seu papel na sintese das enzimas PEPC e Rubisco
(fosfoenolpiruvato carboxilase e ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase,
respectivamente), que participam da fixacdo do CO, atmosférico. Além disso, esta
presente em diversas outras estruturas e enzimas, bem como bases nitrogenadas,
glicoproteinas, lipoproteinas etc. (MALAVOLTA et al. 1997).

As leguminosas fixadoras de nitrogénio também promovem o acumulo de
quantidades substancias de carbono (C), que pode favorecer melhorias nas propriedades
fisicas e quimicas, aprimoramento das atividades bioldgicas e aumento na
disponibilidade de nutrientes. Tarré et al. (2007), trabalhando com espécies de
gramineas e leguminosas tropicais evidenciaram incrementos de carbono no solo da
ordem de 20%, demonstrando a importancia de sua atuacdo e reforcando a necessidade

de maiores 0s estudos de seus impactos no processos de sequestro de carbono.
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Teodoro et al. (2011), avaliando o comportamento e as potencialidades de
leguminosas herbaceas perenes para 0 uso como cobertura permanente em solos da
regido da Caatinga Mineira, observaram contribuigéo significativa para o incremento de
nitrogénio, aporte de outros macronutrientes (K, P, Ca e Mg), incremento da materia
organica no solo e aumento da atividade biologica.

Isto é possivel devido ao seu sistema radicular profundo e bastante ramificado,
capaz de extrair estes nutrientes das camadas subsuperficiais, colocando-os a disposicao
de outras culturas através do processo de reciclagem (FRANCO & SOUTO, 1984),
contribuindo, para a melhoria da estrutura e aumentando o fluxo de agua no solo. Essa
melhoria na estrutura do solo, na capacidade de armazenamento de 4gua, pode aumentar
0 poder tamp@o do solo (pelo aporte de matéria organica) e quebrar ciclo de patdgenos,
contribuindo decisivamente para um maior periodo produtivo da pastagem, assim
sendo, os efeitos das leguminosas resultam em melhorias da producdo animal
(BARCELLOS et al., 2008).

Isso ocorre de forma indireta, em funcgéo de seu efeito sobre a biodiversidade do
ecossistema pastagens e incorporando grandes quantidades de nitrogénio atmosférico no
sistema solo - planta (MOREIRA, 1994), proporcionando um maior equilibrio
nutricional para as plantas e maior resisténcia do sistema ao aparecimento de pragas e
doencas. Essas caracteristicas contribuem para o desenvolvimento de outras espécies
vegetais, garantindo a autosustentabilidade do ecossistema com relacdo ao nitrogénio.

De forma direta em funcdo da melhoria do valor nutritivo da dieta animal
(BARCELO & VILELA, 1994), uma vez que o maior aporte de N aumenta a densidade
da forragem e, sobretudo, esta diretamente correlacionada a producdo de fitomassa, ao
tamanho das folhas, ao desenvolvimento de perfilhos e tamanho dos colmos nas
gramineas.

Para que o nitrogénio proveniente da fixacdo biol6gica possa suprir todas as
necessidades da planta, o processo necessita ser eficiente, o que resulta, principalmente,
da escolha adequada dos parceiros simbioticos, ou seja, estirpes de bactérias mais
eficientes e competitivas e genétipos de plantas que respondam ao microsimbionte
(HUNGRIA et al., 1994). Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium, sdo alguns dos géneros de bactérias que crescem no solo e infectam
plantas leguminosas, estabelecendo relagbes simbidticas e esses organismos sao

coletivamente denominados de rizébios.
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O processo de fixacdo biologica de nitrogénia esta dividido em etapas distintas:
multiplicagdo do rizébio no solo e na rizosfera da planta, emissdo de sinais
quimiotéxicos, reconhecimento, formacéo do corddo de infeccdo, desenvolvimento do
nodulo, fixacdo nitrogénio (VARGAS & HUNGRIA, 1997; FERGUSON &
MATHESIUS, 2003) (Figura 1) ou através de fisuras que ocorrem na planta. O rizébio
tem a capacidade de viver livre no solo, competindo com os demais microrganismos
pelos recursos disponiveis (KEYSER, et al. 1997), o que pode diminuir
significativamente a populacdo de determinada espécie de rizobio no solo na auséncia
de um planta hospedeira, mas na presenca desta, ha um processo de interagdo quimica e

molecular entre o rizobio e a planta.

T4 A

G\ corddo de infecgdo : ramifica para invadir as células vegetaisy I| o
Ak = bacteridides TN AT
Ak LW

Figura 1. Desenvolvimento do nodulo.

Na fixacdo bioldgica, 0 N, é reduzido a aménia (NH3) a custa de energia da plantas,
obtida da oxidacdo dos carboidratos produzidos na parte aérea da planta hospedeira
(FRANCO & NEVES, 1992; SILVEIRA et al., 2001), fornecida ao sistema enzimatico
pela planta, sob forma de ATP, proveniente da fotossintese. O complexo enzimético da
nitrogenase é formado por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a
Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas responsaveis pela reacdo de
reducdo do N,. A nitrogenase é auxiliada por uma terceira molécula transportadora de
elétrons, a Ferrodoxina (TAIZ & ZIEGER, 2004) (Figura 2).

Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase: um que possui molibdénio
(Mo, nitrogenase-1) e ferro (Fe); outro em que o vanadio (V) substitui 0 Mo
(nitrogenase-2); e um terceiro, que s6 tem ferro (nitrogenase-3) (PAU et al., 1989). A
fisiologia dos microrganismos diazotroficos € marcada pelas propriedades inerentes
desta enzima. S&o elas: alta sensibilidade ao oxigénio; necessidade dos metais Fe, Mo

ou V, seus componentes estruturais; suprimento adequado de poder redutor; MgATP
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para a sua atividade; ambiente onde o nitrogénio combinado nédo esteja disponivel. A
nitrogenase é uma enzima relativamente lenta e para produzir niveis adequados de
nitrogénio fixado o conteddo enzimatico em bactérias diazotréficas € de
aproximadamente 10% da proteina celular total (KLUGKIST et al., 1985). Também é
uma enzima dispendiosa em termos energéticos, consumindo duas moléculas de ATP
para cada elétron transferido pelo sitio catalitico (HOWARD; REES, 1996). Além da
regulacdo da expressdo génica, a nitrogenase também é regulada no ambito enzimatico
em muitos organismos.

A fixacdo do nitrogénio atmosférico da origem a amonia que em contato com o
substrato aquoso do citoplasma dos bacterdides é convertido, rapidamente, em aménio
que é imediatamente conduzida para fora do bacterdide e incorporada a esqueletos de
carbono gerando o glutamato e a glutamina. Esses dois aminoacidos atuam como
doadores de N, transportados para as folhas das plantas através do xilema
(CRAWFORD & GLASS, 1998; SILVEIRA et al., 2001).

, Ar
Fotossintese J \
CARBOIDRATOS 02 N, (N - N)
METABOLISMO OXIDATIVO
(ciclo de krebs)
, Leg-hemoglobina
CADEIA RESPIRATORIA
(Co)
Elétrons ATP H* Parte aérea
v =
Sistema transportador de
elétrons l ADP + Pi \
( Ferrodoxina) 't
Xilema
Nitrogenase
N=N + 3H*
1
t Fe-proteina Il || Fe- Mo proteina | Aminodcid
£ > £ INH, _ NH,* minoacido

Bacterdide

’_/F

Membrana da Bactéria

Figura 2. ReacOes metabolicas de fixacdo biologica do nitrogénio nos bacteriodes.

A liberacdo do nitrogénio fixado biologicamente respondera em grande parte

pela manutencdo da produtividade das espécies ao seu redor. O nitrogénio sera
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transferido abaixo e acima da superficie do solo, como diretamente ou indiretamente
para a planta mais proxima, seja pela excrecdo de N na rizosfera da leguminosa, pela
decomposicdo de raizes e nddulos, ou ainda pela agdo da fauna do solo sobre raizes e
nodulos da leguminosa. Assim, a maior parte do N da parte aérea sera ciclada por meio
da serapilheira. Na superficie do solo, ocorrera pela decomposicdo da serapilheira de
folhas, pela lixiviacdo de compostos nitrogenados do dossel da pastagem e com as
perdas foliares de aménia, passivel de absor¢do. Havera ainda a ciclagem do N pela
excretas (fezes e urina) dos animais em pastejo, onde o N ingerido pelo animal retorna a
superficie do solo como excreta, que é a via mais rapida do que a da serapilheira
(BARCELLOS et al., 2008).

Além da FBN, a maioria dessas bactérias também é conhecida pela sua
capacidade de produzir hormonios de crescimento das plantas. Os efeitos positivos
desses organismos podem ocorrer por influéncia direta aumentando a solubilizacdo e
entrada de nutrientes, producdo de reguladores de crescimento vegetal estimulando o
aumento da densidade de pelos radiculares, da taxa de aparecimento de raizes
secundarias e da superficie radicular ou indireto na supressdo de patdgenos, por
producdo de sideroforos ou antibidticos (ASGHAR et al., 2002). Esse incremento
resulta em melhoria na absorcéo de agua e nutrientes, aumentando assim a capacidade
de a planta produzir e suportar estresses ambientais.

Como ja mencionado anteriormente, a leguminosa aumenta a disponibilidade de
nitrogénio no sistema solo-planta-animal, podendo incrementar os niveis de fixacao de
carbono ao solo, além de reduzir a emissdo de gases causadores do efeito estufa por
unidade de produto produzido. Segundo Barcellos et al. (2008), os sistemas de producéo
animal convivem, permanentemente, com o 6nus dos impactos gerados pela atividade e
sua relacdo com o0 aumento na emissdo de gases do efeito estufa, principalmente o
metano e o 6xido nitroso. Monteny (2003) descreve que a producdo animal apresenta
participacdo na emissao de gases do efeito estufa, como metano e 6xido nitroso.

As leguminosas forrageiras apresentam concentracBes considerdveis de
compostos do metabolismo secundario das plantas, como, por exemplo, taninos que
associados a proteina alimentar, diminuem sua disponibilidade aos microrganismos
metanogénicos reduzindo com isso a emissdo de metano metabdlico (MONTENEGRO,
et al., 2000). Dessa forma, poderiam ser obtidos significativos aumentos na fixacdo de
carbono ao solo, bem como reduzir a emissao de gases causadores do efeito estufa por

unidade de produto produzido.

25



Os estudos referentes ao papel das leguminosas como componente no processo
de mitigacdo dos GEE sdo muito reduzidos, principalmente em ambientes semiaridos.
Os beneficios das leguminosas no desenvolvimento na producdo primaria de forragem,
no desempenho animal e nos impactos sobre as propriedades quimicas e biolégicas do

solo reforcam a necessidade de expansao desses estudos (BARCELLOS et al., 2008).

2.2.1 Contribuicao das espécies da Caatinga na fixacao de nitrogénio

Muitas espécies de leguminosas fixadoras de nitrogénio da flora nordestina
possuem importancia econdmica potencial, como Turdus rufiventris, Ananés
ananassoides, Mimosa tenuiflora, Mimosa artemisiana, Erythrina mulungu, Dipteryx
odorata, Desmanthus virgatus e Macroptilium lathyroides. Leguminosas exéticas, como
Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala e Prosopis Juliflora, também fixam. Mas,
outras espécies como Caesalpinia Pyramidalis, Bauhinia Cheilantha, Senna Spectabilis
e Caesalpinia Ferrea ndo fixam nitrogénio atmosférico (FREITAS, 2010).

Muitos esforcos tém sido feitos no Brasil para identificar espécies de bactérias
capazes de FBN (FARIA et al, 1989; MOREIRA et al, 1992; SOUZA et al, 1994),
porém, estudos realizados se restringiram principalmente a espécies das regifes Sudeste
e da Amazobnia. Apesar da importancia da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio para as
leguminosas forrageiras no Semiarido, poucos estudos tem sido conduzidos sobre o
tema (FREITAS et al., 2011) e as caracteristicas dos micros simbiontes permanecem
poucos estudadas.

Uma vez que o crescimento vegetal na maioria dos solos Semidridos é limitado
pela disponibilidade de nitrogénio, a fixacdo biologica desse mineral € um processo de
ganhos significativos de producdo a um custo relativamente baixo. A estimativa da
fixac&o biologica de nitrogénio (FBN) em leguminosas iria aumentar o conhecimento de
fixacdo na vegetacao nativa do Semiarido.

Freitas e Sampaio (2008), avaliando a eficiéncia na fixacdo de nitrogénio em
leguminosas arbdreas nativas da Caatinga, observaram que das 32 espécies estudadas,
20 delas apresentaram a capacidade de formar simbiose com os rizdbios nativos dos
solos do Semiarido da Paraiba e Pernambuco. Santos et al. (2007), estudando a
diversidade de rizobios capazes de nodular leguminosas em solo pernambucano

observaram que solos dessa regido possui alta diversidade de rizobios capazes de
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nodular diversos géneros de leguminosas, essa alta diversidade pode ajuda na selecdo de
estirpes adaptadas, competitivas e aptas a fixar nitrogénio, contribuindo
significativamente para 0 aumento no aporte de nitrogénio no ecossistema.

A fixacdo bioldgica do nitrogénio é de fundamental importancia para ciclagem
de nutrientes, sendo uma alternativa para sistemas agropecuarios no Semiarido. Paulo
(2012), estudando o potencial de bacterias capazes de fixar nitrogénio associados a
leguminosas forrageiras do Semiarido paraibanos observaram que as leguminosas
tiveram uma abundante nodulacdo e diversidade, estes microssimbiontes também
conferiram uma capacidade de crescer em ambiente de estresse de temperatura, pH e
salinidade, conferindo uma adapatacdo dessas bacterias as condi¢fes a que séo
submetidas com frequencia.

Freitas et al. (2010), avaliaram o potencial de fixacdo bioldgica de plantas
arbustivas-arboreo da Caatinga, utilizando a técnica da abundancia natural de >N, com
valores de até 68% N da planta oriundos da fixacdo biologica de nitrogénio. Das
espécies identificadas com potencial para corrigir uma grande quantidade de N, e as
espeécies que se destacaram foram Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, M. arenosa (Willd.)
Poir, e Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke. Em situacGes de regeneracdo da
vegetacdo nativa, quando a sucessdo é marcada pela fixacdo bioldgica pode chegar a
130 kgNha' ano™. Em estudo subseqiiente, Freitas et al. (2011), analisando
leguminosas forrageiras de porte herbaceo e subarbustivo comuns na caatinga
paraibana, observaram que os valores superaram 50%, chegando a 85%. Esses dados
permitem estimar a capacidade de fixar em campo de 10 a 30 Kg ha™ N.

A regido Semidrida possui caracteristicas peculiares, estando toda a sua
biodiversidade em condicdes de constante estresse, seja a irregularidade da precipitacao,
salinidade ou temperatura (SANTOS et al., 2007). Os poucos estudos realizados nesse
ecossistema sempre demonstram uma alta diversidade de bactérias capazes de fixar o
nitrogénio (MARTINS et al., 1997; STAMFORD et al., 1998; XAVIER et al., 1998;
SILVA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010), é possivel que
essa alta diversidade observada seja uma indicagdo da capacidade do sistema de manter
funcionando, tolerando seus estresses, isto pode ser resultado de um processo de
adaptacdo dos rizébios juntamente com a grande diversidade de leguminosas nativas da
Caatinga. Sugerindo alta capacidade de adaptacdo dessas bactérias, conferindo uma

vantagem a mais, podendo contribuir para uma melhor gestdo da vegetacdo nativa como
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pastagens ou agricultura e selecdo das arvores para ser utilizado em sistemas agro-

florestais.

2.3 Eficiéncia zootécnica e a importancia do uso de leguminosas

Os aspectos sociais e mercadoldgicos para ovino-caprinocultura nordestina séo
inegavelmente favordveis. Entretanto, ainda é baixo o desempenho zootécnico desta
atividade, principalmente, pela forte dependéncia que os sistemas de producdo tém da
vegetacdo nativa da Caatinga, fonte alimentar basica, quando ndo Unica, dos rebanhos
(ARAUJO et al., 2003).

Naturalmente é no periodo de transicdo que os animais usufruem melhor as
pastagens nativas, nessa época que a oferta de massa verde disponivel se encontra em
grande quantidade, com maior diversificacdo. Além disso, a forragem natural, é o
alimento mais barato que existe, sendo a forma mais pratica e de menor custo ao alcance
de todos os pecuaristas (GUIMARAES FILHO, 2006). Porém, a acentuada reducéo
anual na oferta de forragem, durante as estacdes secas, é o principal fator determinante
do nivel de produtividade dos sistemas de criacdo de caprinos e ovinos no Semiarido
(ARAUJO et al., 2003).

Neste contexto, torna-se importante a ado¢édo de técnicas de manejo, e uma das
possibilidades vidveis em modelos extensivos consiste na insercdo de leguminosas
fixadoras de nitrogénio atmosférico (SCHUNKE, 2004), evidenciando a forma mais
econbmica de enriquecimento dos solos com nitrogénio, podendo despontar como uma
alternativa aos sistemas tradicionais de producdo de forragem e ajuda na seguranca
alimentar nos periodos de escassez (SAMPAIO et al., 1995). Inimeros trabalhos
indicam aumentos no ganho ou manutencdo do peso de animais durante o periodo da
seca como resultado da melhor qualidade das leguminosas (BARCELLOS et al., 2008).

A introducdo de leguminosas adaptadas nas pastagens pode melhorar ndo
somente a disponibilidade de nitrogénio no solo como aumentar os teores de proteina na
dieta dos ruminantes. Este nutriente apresenta grande interesse na nutricdo animal,
devido seu alto custo e seu potencial limitante no sistema de producdo (VALADARES
FILHO et al., 2006). Ampliar a capacidade de producgdo animal, melhorando o valor
nutritivo da forragem, representa alternativa de menor impacto quanto a necessidade de
investimentos e de forte apelo ambiental e produtivo (BARCELLOS et al., 2008).
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Sampaio et al. (2002) mencionam que a folhagem das leguminosas tem grande
importancia, pois ja se constatou que uma significativa proporcao da forragem removida
pelos animais em pastejo, € proveniente de arbustos e em regides como o Semiarido ela
representa a maior parte do material disponivel, quando as condi¢des ambientais sao
desfavoraveis. De acordo com Araujo Filho e Crispim (2002), durante a estacdo das
chuvas, a maior parte da forragem é proporcionada pelo estrato herbaceo, com baixa
participagdo da folhagem de &rvores e arbustos. No entanto, a medida que a estacdo seca
se pronuncia, a folhagem das espécies leguminosas, passa a constituir a principal fonte
de forragem para os animais.

De acordo com Garcez et al. (2014), as forrageiras nativas tém um periodo
relativamente curto de crescimento, que ocorre apenas no periodo chuvoso, época em
que é capaz de suprir as exigéncias de algumas categorias de animais. Neste sentido,
Araujo Filho et al. (2000) estudaram a composi¢do quimica de folhas de leguminosas
em diferentes fases vegetativas e constataram que, em termos de proteina bruta, o0s
valores encontrados foram superiores a0 minimo de 7% necessario a dieta dos
ruminantes. Segundo Garcia (1977), o declinio em valor nutritivo € significativo, na
medida em que a seca se acentua, especialmente no caso das plantas herbaceas. Por
outro lado, as leguminosas arbustivas e arbdreas apresentam uma maior duracdo de
crescimento anual e mantém o seu valor nutritivo por periodo mais prolongado, com
menor variacao estacional do valor nutritivo, em comparagao as gramineas.

Segundo Garcez et al. (2004) a inclusdo de leguminosas sob véarias formas em
dietas para cabras em lactagdo melhora a producéo de leite, sem interferir na qualidade
do leite e no custo de producdo. A utilizacdo de leguminosas nas pastagens constitui um
dos métodos mais importantes e econdmicos de adicionar nitrogénio ao sistema solo-
planta-animal. Uma vez que o crescimento vegetal na maioria dos solos da regido
Semiarida é limitado pela disponibilidade de nitrogénio, a fixacdo bioldgica desse
mineral € um processo que pode trazer ganhos significativos de producdo a um custo
relativamente baixo (FREITAS et al., 2011).

As leguminosas forrageiras contribuem diretamente para incrementar o
desempenho dos animais, uma vez que o maior aporte de N aumenta a densidade da
forragem e, sobretudo, esta diretamente correlacionada a produgdo de fitomassa, ao
tamanho das folhas, ao desenvolvimento de perfilhos e tamanho dos colmos,
(BARCELO & VILELA, 1994), promove de forma a melhoria do valor nutritivo da

dieta animal, contribuindo para incrementar o ganho em peso bem como fornecendo e
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propiciando melhoria de parédmetros ruminais além de reduzir a metanogénese,
principalmente por apresentar concentracbes considerdveis de compostos do
metabolismo secundério das plantas (MONTENEGRO et al., 2000).

A presenca desses metabolitos esta relacionada ao processo evolutivo das
plantas, como forma de disseminacdo e protecdo contra a acdo de predadores, como
fungos, bactérias e insetos ou animais. Os taninos em especial tém importante papel na
nutricdo animal, podendo exercer efeitos ou beneficios na utilizagdo de nutrientes, na
salde e na producédo animal.

Sdo ainda mencionados efeitos benéficos quanto a eliminacdo de riscos de
timpanismo, acdo anti-helmintica, reducéo da degradacdo de proteina e maior eficiéncia
na reciclagem da uréia no ramen. Incremento na producdo de saliva pela presenca de
tanino na dieta tem sido observado. Considerando que a saliva desempenha papel
importante na reciclagem de uréia, notadamente, em racas zebuinas, podem ser
esperados reflexos sobre a disponibilizacdo de nitrogénio para producdo de massa
microbiana do rimen (BUTTER et al., 1999).

Além das vantagens apresentadas, as leguminosas apresentam menor resisténcia
a quebra de particulas durante a alimentacdo e ruminacdo, devido a menor quantidade
de constituintes da parede celular e & maior proporcdo de conteudo celular, quando
comparado as gramineas (MINSON, 1990). No que diz respeito aos aspectos digestivos,
as leguminosas (C3) sdo digeridas mais rapidamente que as gramineas tropicais (C4),
possuem menor perda de valor nutritivo em funcdo do tempo e possuem ritmo de
passagem mais rapido no reticulo-rimen, em funcdo de diferencas anatdmicas, via
fotossintética e mecanismos fisicos e fisioldgicos que interagem no ramen (WILSON e
MINSON, 1980; NORTON & POPPI, 1995).

2.4 Exploracao do potencial da fixacéo bioldgica do nitrogénio

As leguminosas sdo de grande importancia seja como fonte protéica para 0s
animais, seja como suprimento de nitrogénio ao sistema, via Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio, seja na melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo
(OLIVEIRA et al., 1998). O cultivo de leguminosas com essa simbiose seria uma
alternativa para assegurar uma boa alimentacdo aos animais principalmente no periodo
seco onde permanece verde ja que, sdo espécies mais resistentes aos periodos de

estiagem com boa capacidade de rebrota, alto valor protéico, boa digestibilidade,
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melhorando a qualidade da forragem e agressividade na colonizacdo e na formacao de
banco de proteina (SANTOS et al., 2008).

O fornecimento de leguminosas aos animais pode ser realizado por meio de
podas, que mantenham os ramos em altura apropriada para o ramoneio, ou atraves de
desramas programadas, com o intuito de dispor os galhos mais altos, para o
aproveitamento dos animais. Outro potencial de uso de leguminosas é o aproveitamento
da forragem produzida para a confecgdo de feno e silagem, das espécies que possuem
aceitabilidade pelos animais. Destacando-se que os fenos de leguminosas séo superiores
aos de gramineas em proteina e calcio, com influéncia favoravel destas sobre o
desempenho animal (PADUA et al., 2006). Neste sentido, a utilizacdo de feno de
leguminosas como suplemento de dietas é uma alternativa para atender esta demanda,
sendo algumas adaptadas as condicdes de baixa pluviosidade.

Dados experimentais ressaltam a melhoria da producdo animal promovida pela
presenca da leguminosa, seja pela participacdo direta deste vegetal na dieta do animal
ou pelos efeitos indiretos relacionados com o aumento do aporte de nitrogénio ao
ecossistema da pastagem (ANDRADE et al., 2003), podendo aumentar a possibilidade
de sucesso dos sistemas de producdo pecuaria do Semiarido nordestino.

Na adoc¢do da pratica da adubacdo verde, realizada com espécies da familia
Fabaceae, pode significar uma estratégia importante na busca da sustentabilidade dos
agroecossistemas nesse bioma, visto os beneficios proporcionados ao solo, como
melhorias das caracteristicas fisicas tais como agregacdo e incremento no teor de
carbono organico no solo (PERIN et al., 2002), aporte de fitomassa e nutrientes
(PRADO, 2014), fornecimento de N pela fixacdo bioldgica (Freitas et al., 2011),
diminuicdo da temperatura e amplitude térmica, maior retencdo da umidade e inibicdo
de plantas espontdneas (TEODORO et al., 2011), protecdo permanente contra 0S
principais agentes causadores da degradacéao dos solos.

Os sistemas de producdo agrossilvipastoris que integram a exploracdo de
lenhosas perenes com culturas e pastagem vém sendo propostos como alternativas
ecologicamente sustentaveis para o Semiarido. O uso de leguminosas arbdreas, tanto no
campo agricola, como no pastoril, constitui garantia de manter ativa a circulacdo de
nutrientes e o aporte significativo de matéria organica, condicdo essencial para se
cultivar, de maneira continuada, os solos tropicais. Para o Nordeste, as técnicas de
manipulacdo da caatinga utilizadas nos sistemas agrossilvipastoris, como raleamento,

rebaixamento e/ou enriquecimento, proporcionam o0 desempenho sustentado da
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pecudria, melhorando qualitativa e quantitativamente a oferta de forragem durante todo
0 ano, tanto no estrato arbustivo-arbéreo (ARAUJO FILHO, 1990), favorecendo o
desempenho sustentavel da pecuaria.

A Embrapa Caprinos, situada no municipio de Sobral/CE, possui campos
experimentais com sistemas agrossilvipastoris, onde a produtividade média de milho, de
1200 kg/ha, ja dura nove anos. Nestes sistemas, a disponibilidade de forragem em
relacdo a fitomassa total e a producdo animal (kg peso vivo/ha/ano) sdo maiores quando
comparadas aos valores encontrados na caatinga nativa (ARAUJO FILHO et al., 2006).
Carvalho (2003), estudando sistemas agrossilvipastoris para 0 semiarido observou que
cordeiros acompanhados do nascimento a desmama apresentaram maior peso ao nascer
e maior ganho de peso médio diério, assim como maior producdo de cordeiros
desmamados, quando comparados com o sistema tradicional.

Problemas ligados ao desenvolvimento de Sistemas Agroflorestais- SAF’s na
Regido Semiarida do Nordeste esta relacionado a falta de tradicdo do segmento florestal
na regido, desconhecimento dos beneficios dos Sistemas Agroflorestais-SAFs, falta de
pesquisas que quantifiguem e qualifiguem as melhores alternativas agroflorestais, por

zona agroeologica e o desconhecimento de praticas conservacionistas pelo uso de SAFs.

2.5 Recuperacdo de pastagens nativas na Caatinga com o uso de leguminosas

Segundo dados do IBAMA (2014) a Caatinga é hoje o bioma brasileiro mais
alterado com aproximadamente 80% de antropizacédo, faz com que a caatinga esteja hoje
entre as maiores areas dentro do territério nacional que passam por processo de
desertificacdo. Até 2008, 45% de sua vegetacdo original ja havia sido desmatada e a
degradacdo do bioma continua crescendo a uma taxa de 0,33% ao ano (MMA, 2010).

Os sistemas de subsisténcia explorados na area do bioma Caatinga sdo 0s
principais responsaveis por uma continua e crescente degradacdo dos Sseus recursos
fisicos e bidticos na regido, a qual ja atinge mais de 20 milhGes de hectares,
correspondendo a 22% da regido Semiarida (SA & ANGELOTTI, 2009).

As causas do processo de degradacdo na regido Semiarida esta diretamente
relacionada com a acéo antropica, principalmente, com o0 manejo inadequado do solo
através das atividades agropecuérias da caatinga, ao extrativismo predatorio, uso
descontrolado do fogo como método de limpeza dos pastos e juntamente com as

estiagens prolongadas e as chuvas, pois apesar de esporadicos 0s eventos chuvosos
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apresentam-se em algumas épocas e locais com grande intensidade, o que associado a
baixa eficiéncia dos sistemas agricolas em proteger os solos, resulta em eventos
degradantes de grande magnitude (ALBUQUERQUE et al., 2002).

Entretanto, a sustentabilidade destas areas da Caatinga pode ser alcancada por
meio do manejo adequado do solo no Semiarido, em que se ressalta o uso das
leguminosas que associadas a outras tecnologias, podem minimizar os reflexos diretos e
indiretos desse cenario (CARVALHO et al., 2008), em escala local e nacional, em
funcdo de suas caracteristicas recuperadoras de solo, potencialmente, podem
desempenhar, ndo se restringindo apenas as cadeias de producdo de carne e leite,
contribuem também melhorando a cobertura e fertilidade do solo.

A utilizacdo de leguminosas para recuperar areas degradadas ou em processo de
degradacéo se da por meio da existéncia de um grande nimero de espécies que ocorrem
na regido e a relativa facilidade na obtencdo de sementes. Mas a principal preferéncia
pelo uso das espécies leguminosas, ocorre pela caracteristica especial que elas possuem
em relacdo as outras plantas, que € a capacidad de se associarem com microrganismos
capazes de fixar nitrogénio atmosférico em compostos nitrogenados assimilaveis pelos
vegetais, podendo tornar a planta parcial ou totalmente independente do aporte externo
desse nutriente.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é uma ferramenta de suma importancia para
diminuir os impactos gerados pelo manejo inadequado, pela exploracdo excessiva
podendo ser utilizada em areas degradadas. Para NOobrega & Nobrega (2003) é um dos
componentes da sustentabilidade, pois 0 processo ndo polui e enriquece 0 solo com
nitrogénio, sendo uma alternativa acessivel ao produtor, uma vez que reduz a
dependéncia de insumos nitrogenados, o custo de producdo, o impacto ambiental da
atividade agropecuaria e a0 mesmo tempo, auxilia na recuperacgédo de areas degradadas.

De acordo com Franco e Campelo (2005), as leguminosas fixadoras de
nitrogénio sdo as mais indicadas para aumentar o contetido de matéria organica de solos
degradados de sistemas produtivos em condicdes de baixa fertilidade, acelerando o
processo de sucessao vegetal.

O uso de leguminosas no processo de recuperacdo de pastagens degradadas tem
ganhado destacada importancia. O emprego de espécies leguminosas fixadoras de
nitrogénio com o intuito de reduzir os impactos ambientais € uma alternativa que visa
incrementar a qualidade do solo. As leguminosas arbéreas contribuem para a

recuperacdo do solo pela deposicdo de material com baixa relagdo C/N, assim como
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pela acdo das raizes, pois para cada 10 unidades de carbono sequestrado ha a
necessidade de imobilizar, em média, uma unidade de nitrogénio (SISTI et al., 2004).

A exploracéo efetiva da fixacéo bioldgica de nitrogénio utilizando leguminosas
arboreas com a finalidade de reverter o quadro de degradacdo do solo sdo diversos
dentre eles estdo a adubacdo verde e consorcio em sistemas agroflorestais, com seus
beneficios j& citados anteriormente.

Os Sistemas agroflorestais (SAF’s) pode ser uma tecnologias para recuperagéo e
uso sustentavel de areas degradadas, com énfase em sistema de producéo da agricultura
familiar no Semiarido nordestino, contribuindo para o uso sustentavel dos recursos
naturais renovaveis de ecossistemas no Nordeste brasileiro, sustando os processos de
desertificacdo patentes na regido. Além do melhoramento de extensas &reas de
pastagens nativas do Semiarido nordestino com base na recuperacdo de sua fertilidade
natural e consequente incremento da biodiversidade de seu estrato herbaceo forrageiro.

De acordo com Carvalho (2003), os sistemas agrossilvipastoris desenvolvidos
para a regido Semiarida ajudam na fixacdo da agricultura, com a eliminacdo das
gueimadas e do desmatamento e com 0 aporte de matéria organica; promovem a
adequacao do manejo pastoril, através do ajuste da taxa de lotagdo; melhoram o manejo
da vegetacdo nativa; e causam a racionalizacdo da extracdo de madeira, por meio do
corte seletivo e manejo das rebrotacbes e a redistribuicdo dos nutrientes no
agroecossistema. Além disso, diversificam a producéo, elevam a produtividade da terra,
melhoram a renda e a qualidade de vida dos agricultores (Aradjo Filho et al., 2006).

A Embrapa Agrobiologia em parceria com a UN-RNCE (unidade de Negocio de
Exploracdo e Produgdo do Rio Grande do Norte e Ceard), estdo desenvolvendo um
projeto utilizando como base sistemas agroflorestais (SAF’s) para recuperacdo de solos.
A fim de recuperar a Caatinga original e manter o equilibrio do ecossistema, sdo
plantadas espécies nativas, como a jurema preta, a jurema branca, o sabia e o juca com
inoculacdo de mudas com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos.
Inicialmente estdo foram recomendadas 11 espécies florestais nativas da Caatinga, das
quais 7 sdo leguminosas fixadoras de nitrogénio e que apresentaram resultados muito
satisfatorios para as condigdes avaliadas. A tecnologia apresenta grande potencial para
ser replicada em outras situacdes do bioma, recuperando fungbes do ecossistema
original, como cobertura do solo, alimento e abrigo para animais (RESENDE, 2012).
Em termos globais, as leguminosas adicionam mais N ao solo do que os fertilizantes

industriais (GOMIDE, 1986), de forma mais econdmica e sustentavel. Pode-se inferir
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que as leguminosas sdo verdadeiras biofabricas consumidoras de energia limpa e
renovavel.

Por todos os motivos citados, nos dias atuais, ndo se pode deixar de lado a
possibilidade concreta do cultivo de leguminosas arbéreas para utilizacdo de sua
biomassa com varias finalidades, com énfase na recuperacdo da matéria organica do

solo e a manutencéo de sua fertilidade.

2.6 Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret

Jurema preta (Mimosa tenuiflora), arvoreta ricamente aculeada, dotada de copa
irregular, cujos ramos novos apresentam pélos viscosos. Tipica das areas Semiaridas do
Brasil, a jurema preta pertence & familia Mimosaceae (CRONQUIST, 1981). E uma
arvoreta de 5 a 7 m de altura, de porte arbustivo, formando hastes de mais de 1,5 m de
altura, com aculeos esparsos, eretos e bem agudos. Possui caule ereto ou levemente
inclinado, com ramificacdo abundante, desprendendo-se em porcdes delgadas
escamiformes e ramos castanho-avermelhados, esparsamente aculeados. Apresenta
casca rugosa, fendida longitudinalmente, pouco fibrosa. Dotadas de folhas compostas,
bipinadas, de 1 a 3 cm de comprimento (peciolo e raque) e com 4 a 7 pares de pinas
constituidas, com 15 a 33 pares de foliolos brilhantes, que caem e se refazem
continuamente, cobrindo o solo com um leve manto que logo se decompde, formando
ligeiras camadas de hiumus (OLIVEIRA et al., 1999).

E tipica das areas semiaridas dos estados do Nordeste do Brasil (Piaui até a
Bahia), e no México. A jurema preta possui grande potencial como planta regeneradora
de terrenos erodidos, é uma espécie indicadora de uma sucessdo secundaria progressiva
ou de recuperacao e sua tendéncia ao longo do processo é de reducdo da densidade. No
inicio da sucessdo formam matas quase puras, cobrindo o solo com uma ténue camada
que se decompde formando ligeiras camadas de humus e participa também da
recuperacdo do teor de nitrogénio do solo. Preparando, dessa forma, o solo para o
aparecimento de outras plantas mais exigentes (MAIA, 2004). Outra importante
atribuicdo da Mimosa tenuiflora esta na fixacdo de nitrogénio a partir da simbiose com
microrganismos diazotréficos.

Em seu habitat natural, a jurema-preta tem sido explorada para producéo de
estacas e lenha, segundo Faria (1984), seu caule é excelente fornecedor de madeira,

especialmente para a geracdo de calor, pois dela se conseguem temperaturas mais
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elevadas. Alem da utilizagdo pelos caprinos, ovinos e bovinos que tém nessa planta,
verde ou fenada, um importante componente de suas dietas, especialmente pastejando as
rebrotas mais jovens no inicio das chuvas, bem como as folhas e vagens secas durante o
periodo de estiagem (PEREIRA FILHO et al., 2005), podendo ser usada também como
banco de proteina (FREITAS et al., 2010). Essas caracteristicas € o que Ihe confere
importante papel entre as leguminosas da Caatinga.

Devido a sua importancia como forrageira no semiarido do Nordeste brasileiro,
estudos sobre a Mimosa tenuiflora tém sido mais direcionados para seu valor
nutricional, bem como, ao seu carater toxico, fatores que interferem diretamente na
produtividade animal.

A jurema preta é uma das espécies mais utilizadas para obtencao de forragem na
pecuédria extensiva. E possivel obter anualmente mais de 1500 kg de MS/ha,
provenientes da coleta das folhas e ramos finos de jurema preta (PEREIRA FILHO et
al., 1999). Os frutos da jurema preta também podem constituir uma fonte de alimento
para 0s animais. Estimativas indicam um potencial de produgéo anual de frutos entre
3000 e 4000 kg/ha (94,4% de MS), dos quais aproximadamente a metade é constituida
de sementes, as quais apresentam, na base da matéria seca, 29% de proteina bruta (PB),
sendo 54,24% digeriveis pelos animais. Sendo uma importante forrageira para caprinos
nos periodos secos do Cariri paraibano, participando com 22,4% da dieta de animais
fistulados (LEITE & VIANA, 1986).

Com relacdo a composi¢do quimica, Vasconcelos (1997), citado por Pereira
Filho et al. (2003), trabalhando com feno de jurema-preta obtido no periodo chuvoso
(marco e abril) e de estiagem (setembro e outubro), verificou para matéria seca (MS)
teores de 90,0 e 90,9%; proteina bruta (PB) de 15,1 e 13,5%; fibra em detergente neutro
(FDN) de 35,1 e 36,2%; fibra em detergente acido (FDA) de 16,0 e 15,7%; e tanino de
26,6 e 16,9%, respectivamente. Em trabalho realizado em Pernambuco com trés
espécies de pastagens arbustivas e arboreas da Caatinga, dentre elas a jurema preta,
Almeida et al. (2006) encontraram valores médios para MS, PB, FDN e FDA das folhas
de jurema preta colhidas no periodo seco de 47,62; 14,82; 46,38; 33,04%
respectivamente e, no periodo chuvoso de 47,52; 14,41; 46,33; 32,36% quando
avaliaram espécies arboreas e arbustivas de pastagens, comparando seus valores
nutricionais na época seca e chuvosa.

Apesar das limitagGes da qualidade da jurema preta, como forrageira, e devido a

escassez de material forrageiro de boa qualidade durante a maior parte do ano na regido
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Semiéarida, é interessante que se consiga uma maneira de melhorar a qualidade do
volumoso que se apresenta abundante nas copas dessa espécie, como, por exemplo,
tratando-se essa forragem com Polietilenoglicol (PEG) (BEELEN et al., 2003) ou
NaOH (PEREIRA FILHO et al., 2003). A ingestao de forragem de jurema preta tratada
com essas substancias aumenta significativamente, pois parte dos taninos é neutralizada
e a sua degradabilidade aumenta, uma vez que os constituintes da parede celular s&o
guimicamente atacados, facilitando a digestéo da celulose e lignina.

Outra forma de diversificar a renda do trabalhador rural utilizando a Mimosa
tenuiflora seria utilizar potencial tanifero, na curticdo de peles. De acordo com Paes et
al. (2006), analisando a viabilidade técnica de taninos em espécies de ocorréncia no
Semiarido brasileiro, encontraram na jurema preta teores de taninos condensados
superiores ao Anadenanthera macrocarpa (angico-vermelho), tradicionalmente
industria de curtumes, as peles curtidas com o0s taninos extraidos de jurema preta
apresentaram o melhor resultado em relacdo as espécies avaliadas para o teste de
resisténcia a tracdo, na direcéo paralela as fibras.

2.7 Caracterizagdo dos municipios pernambucanos de Arcoverde, Sdo Bento do

Una e Sertania

Com 98.311 km?, Pernambuco € um dos 26 estados brasileiros (Figura).
Localizado no centro leste da Regido Nordeste, tem sua costa banhada pelo Oceano
Atlantico. O estado faz limite com a Paraiba, Ceara, Alagoas, Bahia e Piaui. E
constituido por 185 municipios e um arquipelogo, dentre eles, encontram-se 0s

municipios de Sertania, Arcoverde e Sdo Bento do Una (IBGE, 2012).
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Figura 3. Mapa do estado de Pernambuco, com destaque para 0s municipios de
Sertania, Arcoverde e Sdo Bento do Una.

A vegetacdo da Caatinga localiza-se na maior das zonas fitogeograficas
pernambucanas. E caracteriza por possuir arvores de porte médio, folhas deciduas, rica
em espinhos, na qual se interpdem as cactaceas e bromeliaceas. O clima € seco com a
maioria dos solos rasos (LIMA, 2007). Fatores variados de solo, pluviosidade e altitude

constituem de modo apreciavel o aspecto da Caatinga.

2.7.1 Sertania

O municipio de Sertania estd localizado mesorregido do Sertdo, mais
precisamente na microrregido Sertdo do moxotd, porgcdo norte do Estado de
Pernambuco, limitando-se geograficamente, ao norte, com 0s municipios de lguaraci e
Estado da Paraiba, ao sul, com Ibimirim, Arcoverde, Tupanatinga e Buique, a leste com
0 Estado da Paraiba e, a oeste, com Custédia. A &rea municipal ocupa 2421,527 km?,
constituindo cerca de 2,38% de participagdo da area do estado de Pernambuco. O
municipio de Sertania esta totalmente inserido na bacia hidrogréafica do rio Moxoto,
tendo relevo que varia de plano a suave-ondulado e vegetacdo predominante do tipo

caatinga Hiperxerdfila.
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O clima do municipio de Sertania, segundo a classificacdo de Koeppen é
classificado como semiarido quente (IBGE, 2010). A taxa pluviométrica anual no
municipio é da ordem de 635 mm, com periodo de 7 meses secos, sendo que 0s maiores
valores anuais de pluviometria ocorrem nos meses de marco e abril, enquanto que a
temperatura média anual é da ordem de 25°C. De acordo com o mapa exploratério-
reconhecimento de solos do Estado do Pernambuco os solos predominantes no
municipio s&o os Luvissolos ocupando 45% da area do municipio e os Planossolos com
35%. Com menores areas aparecem o0s tipos Argissolo Vermelho-Amarelo (PVA-
2,5%), Neossolos Regoliticos (RS-2%), Neossolos Aluviais (SA-0,5%) e Neossolos
Litdlicos (SL-1,5%) (EMBRAPA, 2013)

2.7.2 Arcoverde

O municipio de Arcoverde esta localizado na mesorregido Sertdo e na
Microrregido Sertdo do Moxotd do Estado de Pernambuco. Com cerca de 350.901 km?,
representando 0.38 % do Estado de Pernambuco, esse municipio faz divisa a norte com
Estado da Paraiba, a sul com Buique e Pedra, a leste com Pesqueira, e a oeste com
Sertania (IBGE, 2010). O municipio esta inserido na unidade geoambiental do Planalto
da Borborema, formada por macicos e outeiros altos, com altitude variando entre 650 a
1.000 metros.

A vegetacdo tem porte mais alto e adensada, denominada de Caatinga de Cip6. O
clima semiarido e temperatura média anual de 23,75°C o periodo chuvoso concentram-
se de fevereiro a julho (IBGE, 2010). A area da unidade é recortada por rios perenes,
porém de pequena vazao e o potencial de agua subterranea é baixo.

O relevo € geralmente movimentado, com vales profundos e estreitos dissecados.
Com respeito a fertilidade dos solos é bastante variada, com certa predominancia de
média para alta. Os tipos de solo presentes na regido sao os Planossolos, medianamente
profundos, fortemente drenados, acidos a moderadamente &cidos e fertilidade natural
média, os Argissolos, que sdo profundos, textura argilosa, e fertilidade natural média a
alta, os solos Neossolos, rasos, textura argilosa e fertilidade natural média. Ocorrem

ainda afloramentos de rochas.
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2.8.3 Sdo Bento do Una

O municipio de Sdo Bento do Una esta localizado na mesorregido Agreste e na
Microrregi&o Vale do Ipojuca, com seu territério de 719,147 km?, representa 0,72 % do
Estado de Pernambuco, com altitude variando entre 650 a 1.000 metros. O municipio
faz divisa a norte com Belo Jardim, a sul com Jucati, Jupi e Lajedo, a leste com
Cachoeirinha, e a oeste com Capoeiras, Sanharé e Pesqueira. (IBGE, 2010)

A vegetacdo é comumente mais densa que a do sertdo, o solo geralmente mais
profundo e a pluviosidade mais regular e elevada, préoprias das areas agrestes. Porém
apenas algumas serras e brejos conservam um pouco da vegetacdo natural da Caatinga.

Os solos predominantes na &rea sdo: Planossolos, Neossolos e Luvissolos
(EMBRAPA, 2013). Com respeito a fertilidade dos solos é bastante variada, com certa

predominancia de média para alta.
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Caracterizacdo cultural de isolados de rizobios obtidos de Mimosa tenuiflora (Wild.

Pior) em solos do Semiérido pernambucano

RESUMO:

A simbiose estabelecida entre rizobio nativos e leguminosas forrageiras,
essenciais a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), é fundamental a ciclagem de
nutrientes, constituindo alternativa viavel para sistemas agropecuarios no Semiarido.
Esses estudos podem promover o conhecimento ecoldgico e taxondémico de rizobios de
regides Semidaridas, bem como gerar informacao sobre a funcionalidade dessas bactérias
em ambientes Semiaridos. Assim, o0 objetivo desta pesquisa foi realizar o isolamento e a
avaliacdo da diversidade cultural de rizobios de isolados provenientes de nédulos da
espécie forrageira Mimosa tenuiflora (Wild. Poir), cultivada em diferentes solos da
regido Semiarido do Estado Pernambucano. As amostras de solo para cultivo das
plantas em casa de vegetacdo foram coletadas nos municipios de Sertania, Sdo Bento do
Una e Arcoverde. Os 216 nddulos foram coletados, isolados e repicados em meio LMA
e procedeu a caracterizacdo cultural dos isolados, sendo observado em cada um dos
isolados caracteristicas das coldnias: Tempo de crescimento para a visualizacdo das
col6nias, forma e diametro das colénias, producdo de goma, coloracdo das colénias e
alteracdo do pH do meio. Os dados foram submetidos a analise de agrupamento para
observacdo de similaridade. Os isolados provenientes de nédulos fixados em raizes de
Mimosa tenuiflora ocorréncia natural nos solos das areas dos municipios pernmbucanos
tém crescimento rapido e em sua maioria ndo modificaram o pH do meio de cultivo,
caracteristica normalmente encontra no género Burkholderia que predomina a
colonizagdo da Minosa tenuiflora. Os isolados de Arcoverde e S&o Bento do Una
produzem maior quantidade de exopolisacarideos (muco) do que os de Sertania. A partir
do coeficiente de Jaccard os isolados foram agrupados em 31 grupos distintos

mostrando uma elevada diversidade morfoldgica.

Palavras-chave: caatinga, fixagdo bioldgica de nitrogénio, jurema preta
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Cultural characterization of rhizobia isolates obtained from Mimosa tenuiflora

in semiarid soils Pernambuco

ABSTRACT:

The symbiosis established between native rhizobia and forage legumes, essential to
biological nitrogen fixation (BNF), is fundamental to the cycling of nutrients, providing
viable alternative to agricultural systems in semi-arid. These studies can promote
ecological and taxonomic knowledge of rhizobia in semiarid regions, and generate
information on the functionality of these bacteria in Semi-Arid environments. The
objective of this research was to perform the isolation and evaluation of the cultural
diversity of rhizobia isolated from nodules of forage species Mimosa tenuiflora (Wild.
Poir), grown in different soils of the semiarid region of Pernambuco state region. Soil
samples for cultivation of plants in the greenhouse were collected in the municipalities
of Sertania, Sdo Bento and Arcoverde. 216 nodules were collected, isolated and peaked
amid LMA and proceeded to cultural characterization of isolates being observed in each
of the individual characteristics of the colonies: growth time for viewing the colonies,
shape and diameter of the colonies, gum production, coloration of the colonies and
change of pH. The data were submitted to cluster analysis to observe similarity. Isolated
from nodules set in Mimosa roots tenuiflora naturally occurring in soils of the areas of
pernmbucanos municipalities have rapid growth and mostly did not change the pH of
the medium, feature normally found in the genus Burkholderia predominant
colonization of Minosa tenuiflora. Isolates of Arcoverde and S&o Bento produce greater
amount of exopolisacarideos (mucus) than the Sertania. From the Jaccard coefficient

isolates were grouped into 31 distinct groups showing a high morphological diversity.

Keywords: savanna, biological nitrogen fixation, jurema preta
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1. INTRODUCAO

As leguminosas representam uma das familias dominantes na Caatinga,
formando um dos principais recursos naturais da flora nativa e importante fonte de
alimentacdo animal no Semiarido. Segundo Araujo et al. (2002), as leguminosas
ocorrem abundantemente no bioma Caatinga, sendo bem representadas tanto nos
estratos arboreo e arbustivo, como no herbéceo, o que realca sua elevada importancia
ecoldgica. Essas espécies sdo excelentes opgdes para o suprimento de nitrogénio a ser
transformado em proteina, principalmente por ruminantes (SEGANFREDO, 1995).

O Nordeste Brasileiro € um centro de diversificacdo e distribuicdo das
leguminosas forrageiras, porém, este potencial permanece ainda pouco explorado no
setor agropecuério pela falta de conhecimento das espécies que traduza as reais
possibilidades de utilizacdo (ARAGAO &MARTINS, 1996), tais como, a nodulagdo e
contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio.

A abundancia de espécies de leguminosas nessa regido pode estar associada
diretamente com a microbiota do solo. Essa simbiose pode beneficiar a manutencdo da
leguminosa em detrimento as demais familias de plantas, por permitir a fixacéo
biolégica do nitrogénio, melhorando a fertilidade do solo rizosférico (SILVEIRA &
FREITAS, 2007).

Apesar da importancia potencial da fixag¢do bioldgica de nitrogénio (FBN) para
as leguminosas forrageiras no Semiarido, poucos estudos tem sido realizados sobre o
tema (FREITAS et al., 2011) e as caracteristicas dos microssimbiontes permanecem
pouco estudadas. O cultivo de leguminosas com essa simbiose seria uma alternativa
para assegurar alimentacdo aos animais, principalmente no periodo seco, ja que sdo
espécies mais resistentes aos periodos de estiagem, além do alto valor protéico,
capacidade de rebrota, boa digestibilidade melhorando a qualidade da forragem e
agressividade na colonizacao e na formagéo de banco de proteina.

Dentre as diversas espécies de leguminosas que sdo bem adaptadas a regido
Semiéarida e que podem se beneficiar da FBN destaca-se a jurema preta (Mimosa
tenuiflora), uma arvore de porte arbustivo, com muitos aculeos em seus ramos, adaptada
as condicOes de altas temperaturas e baixa disponibilidade de &gua, pois floresce e
produz sementes durante um longo periodo do ano, predominando na estacdo seca

(GARIGLIO et al., 2010). E uma espécie com grande capacidade de formar nédulos em
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simbiose com rizobios e fixar nitrogénio, tornando-se uma alternativa para os
produtores.

Para o levantamento de informacfes da diversidade de rizdbios e selecdo de
estirpes eficientes na fixacdo biologica de nitrogénio, a caracterizacdo fenotipica
embora trabalhosa e até certo ponto subjetiva, € importante como uma primeira
aproximagéo para avaliagdo da diversidade de populagdes microbianas desconhecidas
(WOLDE-MESKEL et al., 2004). O estudo de um maior nimero de representantes das
populacdes pode tornar-se viavel com o agrupamento morfologico de individuos
semelhantes, sendo fundamental para a identificacdo dos organismos, facilitando a
classificagdo taxondmica através da selecdo de bactérias mais eficientes e adaptaveis a
seu ambiente especifico com pH e temperatura favoravel ao seu desenvolvimento.

Estes estudos podem promover o conhecimento ecoldgico e taxonémico de
rizobios de regides Semidaridas, bem como gerar informacdo sobre a funcionalidade
dessas bactérias nesses ambientes. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar o
isolamento e a avaliacdo da diversidade cultural de rizobios de isolados provenientes de
nodulos da jurema preta (Mimosa tenuiflora), cultivada em diferentes solos da regido

Semiéarida do Estado Pernambucano.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.1 Local de estudo

As areas em estudo compreenderam 0s municipios pernambucanos de Sertania,
Sdo Bento do Una e Arcoverde. As coletas no campo foram realizadas durante no més
de janeiro de 2014, com a finalidade de analisar os atributos fisicos e quimicos e
realizacdo do ensaio para obtecdo de nodulos a partit do cultivo da planta-isca Mimosa
tenuiflora. A coleta foi realiza apds um pequeno pulso de recipitacdo na regido que

vinha sofrendo durantes dois anos seguidos de estiagem severa.

Sertania Arcoverde  Sio Bento
do Una

7 )72
g 'V-/\\ Nl ;i /’j/ _“\_\
i >,
J --\‘ e
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Figura 1. Mapa do estado de Pernambuco, com destaque para 0s municipios de
Sertania, Arcoverde e Sdo Bento do Una.

Os locais de coleta foram devidamente georreferenciadas (Tabela 1) e coletadas
amostras de solo em regifes de Sertdo (Serténia), de transicdo (Arcoverde) e de Agreste
(Séo Bento do Una) do estado de Pernambuco.

As coletas de solo para fins de analise quimica e fisica (Tabelas 2) foram
realizadas aleatoriamente em pontos representativos das trés areas em estudo (Sertania,
Arcoverde e Sdo Bento do Una) foi coletada uma amostra de solo com uma pa na
camada aravel com profundidade de 0 - 20 cm, descartando-se a serrapilheira e proximo

ao local onde foi realizada as coletas para cultivo da espécie em estudo. As amostras de
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solo de cada cobertura vegetal foram colocadas em sacos plasticos transparentes
separadamente, identificadas, armazenadas e transportados para o Laboratério de
Anélises Fisicas e Quimicas do CCA/UFPB, onde foram destorroados, homogeneizados

e passados em peneiras com malha de 2,0 mm (Terra Fina Seca ao Ar - TFSA).
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Tabela 1. Georreferenciamento e descricao

das areas de coleta de solos nos municipios de Sdo Bento do Una, Arcoverde e Sertania,

Pernambuco.
Solo Localizacéo Perimetro municipal Local Forma de uso e ocupagao da
Area

1 08°04°27.3” S Sertania- PE Estacdo Experimental de Vegetacdo de caatinga
37°13°08.7” W Pernambuco (IPA), tipicamente hiperxerdfila bem

2 08°03°52.3” S Sertania- PE localizada na microrregido preservada com forte presenca
37°13°39.8” W do Moxoté e mesorregido de cactaceas na fitofisionomia

— do sertéo

3 08°02°31,2” S Sertania- PE
37°13°14.9” W

4 08°32°14,8” S Sé&o Bento do Una - PE Sitio Fazenda Nova, Caatinga tracos caracteristicos
36°31’16.2” W localizada na mesorregido de antropizagcdo como corte

5 08°32°15,5” S Séo Bento do Una - PE do agreste  meridional, seletivo e predatério de espécies
36°31°16.2” W microrregido homogénea do arbdreo-arbustivas

6 08°32°15,9” S S&o Bento do Una - PE Vale do Ipojuca
36°31°16.8” W

7 08°25°58.5” S Arco Verde- PE Serra das Varas, Vegetacdo de caatinga em bom
37°00°34.3” W pertencente 4  Estacdo estado de preservacio

3 08975°593” S Arco Verde- PE Experimental de caracterizada como Caatinga de
37°00°31.5” W Pernambuco (IPA), Cip6, embora haja forte

localizada na microrregido evidéncia de antropizagdo como

9 08°25°54.8” S Arco Verde- PE do Moxotd e mesorregido a demarcacio com cercas e

37°00°28.4” W

do sertdo

aberturas ao longo da vegetacéo
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Os atributos fisicos e quimicos das amostras de solo de cada cobertura vegetal
foram determinados de acordo com a metodologia descrita pela Embrapa (1997 e 1999),

respectivamente.

Tabela 2. Anélise fisica, quimica e fertilidade do solo dos municipios de Sdo Bento do
Una, Arcoverde e Sertania, Pernambuco.

Areia
Grossa Fina Silte Argila
Local Classe Textural
2-0,2mm 0,2 -0,05mm 0,05 - 0,002mm <0,002mm
a/Kg

Sédo B. do Una 379 253 255 113 Franco arenosa

Arcoverde 458 197 199 146 Franco arenosa

Sertania 404 255 223 118 Franco arenosa

pH + + +2 +2 +3 + +3

H,0 (1:2,5) P K Na Ca Mg Al H™+Al SB CTC V m MO

Mg dm?-- e e CMOI /A3 e %----  glkg
Sao B. do Una 5,44 271 193 0,058 3,05 1,15 005 1,15 4,75 591 805 1,01 18,17
Arcoverde 5,80 16,3 209 0,041 250 125 000 1,15 433 548 789 0,00 1911
Sertania 6,93 285 234 0058 7,10 1,00 0,00 0,06 8,76 8,92 982 0,00 26,36

SBA= _Soma de bases; CTC = Capacidade de troca catidnica; V = Saturagdo por bases; m = Saturagdo por bases; MO = Matéria
organica.
2.1.2 Obtencao dos nodulos radiculares em Mimosa tenuiflora

O procedimento da coleta do solo para cultivo da Mimosa teniflora em casa de
vegetacdo procedeu-se da seguinte forma: foi escolhido aleatoriamente trés pontos
distintos em cada area equidistantes no minimo de 10 m entre si. Em cada ponto foi
demarcado, com o auxilio de uma picareta, uma circunferéncia com raio de
aproximadamente 1 m ao redor da Mimosa teniflora em estudo encontrada no local. O
solo rizosférico foi retirado a uma profundidade de 20 cm (Figura 2), em quatro pontos.
Apbs a coleta, os solos foram transportados em caixas térmicas para estufa pertencente
ao Laboratorio de Analises de Sementes do Centro de Ciéncias Agréarias da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia-PB, onde foram destorroados,
homogeneizados e passados em peneiras com malha de 2,0 mm obtencdo da TFSA

(terra fina seca ao ar).
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e

Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)
Figura 2. Coleta de solo para andlise fisica, quimica e para o plantio de fabaceas em
casa de vegetacao.

Para realizacdo do ensaio foram feitas trés réplicas de todas as amostras,
referente aos trés locais de coleta, totalizando 27 vasos (Figura 3A) com capacidade de
1,7 L. Os vasos foram previamente esterilizados através da imersdo em &gua sanitaria
por 30 minutos, em seguida lavados com agua e secos ao ar. Para o plantio da Mimosa
teniflora foram utilizadas quatro sementes por vaso, previamente desinfetadas com
alcool 70% e enxaguadas com &gua destilada estéril (EMBRAPA, 1997), em seguida
imersa em &gua quente (entre 80 e 90°C), durante 30 segundos, subsequentemente em
agua na temperatura ambiente por um minuto para a quebra da dorméncia (BAKKE et
al., 2006). Apos a emergéncia das plantulas foi efetuado o desbaste deixando-se duas
plantas por vaso. Na conducdo do ensaio, foi efetuada irrigagdo duas vezes ao dia com
agua destilada conforme necessario. Apds 90 dias de cultivo, as plantas foram coletadas,
sendo a parte aérea separada das raizes e lavadas com auxilio de uma peneira de 2,0 mm
de malha, os nodulos retirados e colocados em tubos hermeticamente fechados contendo
algodao e silica perolada até inicio das analises para posterior obtencdo dos isolados
bacterianos (Figura 3B). Foram avaliadas a massa dos nddulos e a matéria seca da parte

aérea e da raiz de cada planta.
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Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)

Figura 3. Vasos com o plantas de M. tenuiflora cultivadas em casa de vegetacdo (A)
Nodulos de M. tenuiflora(B).

2.1.3 Isolamentos bacteriano de nddulos da Mimosa tenuiflora

Para o isolamento, 10 nodulos coletados foram escolhidos aleatoriamente de cada
vaso. Inicialmente os nddulos foram reidratados por 12 horas, tratados com uma solucéao
de alcool etilico a 95% por um minuto, para quebrar a tensdo superficial, e com uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 5% por dois minutos, para desinfeta-los
superficialmente sendo em seguida, lavados por cinco vezes com agua destilada estéril
(HUNGRIA, 1994). Posteriormente, macerados com bastdo de vidro esterilizado, em
seguida o material foi inoculado, utilizando-se a técnica de esgotamento de in6culo por
estriamento, em placas contendo 15 mL do meio de cultura so6lido LMA (“Levedura-
Manitol-Agar”) (VINCENT, 1970) com vermelho congo, pH ajustado para 6,8 e
incubadas em estufa tipo BOD a 28°C, no escuro e verificadas diariamente até o
aparecimento das coldnias (Figura 3). Ap6s o crescimento, as bactérias foram repicadas

novamente até a obtencao de col6nias puras.

A ,
Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)

Figura 4. Maceracdo dos nddulos pertencente a M. tenuiflora (A) inoculacdo pela
técnica de esgotamento por estriamento (B).
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2.1.4 Caracterizacdo morfologica dos isolados bacterianos

Com as culturas puras as bactérias foram repicadas para placas de petri contendo
meio LMA, ap6s o periodo de incubacdo procedeu a caracterizacdo morfoldgica dos
isolados, sendo observado em cada um dos isolados caracteristicas das col6nias:

Tempo de crescimento para a visualizacdo das colbnias - Foi considerado
crescimento muito rapido, para coldnias visualizadas ap6s um dia de incubacéo; rapido,
para aquelas visualizadas de dois a trés dias de incubagdo, intermediarias; com quatro a
cinco dias; lentas, com seis a dez dias e muito lentas, visualizadas apds dez dias de
incubacéo.

e Forma e didmetro das colonias - O didmetro das colonias foram classificados
como <1 mm, 1 a 2 mm e >2 mm. Quanto a forma, classificadas como circular e
irregular.

e Producdo de goma - A producdo de goma (polissacarideos) foi determinada
juntamente com o diametro das coldnias, apos sete dias de incubacdo. Esta caracteristica
foi determinada visualmente considerando: sem producdo de goma (escassa), pouca,

moderada e abundante producao de goma.

Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)

Figura 5. Isolados crescidos em placas de petri contendo meio LMA modificado pela a
adicdo de solucdo de Vermelho Congo, com producdo de goma abundante.

e Coloragéo das coldnias - A coloracdo das col6nias foi determinada visualmente
durante a determinagdo do didmetro das colbnias, onde foram consideradas as cores:
branca, creme, rosa, amarela ou incolor.

Para observar a alteracdo do pH do meio para isolados de leguminosas pelo

aspecto colorimétrico, os isolados de rizobios foram inoculados em meio LMA
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modificado pela adicdo de 10 mL. L_1 de azul de bromotimol (VINCENT, 1970). Os
isolados de rizébios acidificantes tornam o meio amarelo, os alcalinizantes tornam o
meio verde azulado e os neutros ndo modificam a colora¢do do meio de cultura variando
entre o bege, branco e transparente. Os isolados foram comparados com placas sem
inoculacéo.

As colbnias isoladas foram repicadas em erlemeyers contendo meio TY com
15% de glicerol, apds crescimento, as bactérias foram armazenadas em microtubos com

capacidade de 1mL, identificadas e armazenadas no freezer.
IdentificacGes dos isolados

A partir das caracterizacbes morfologicas dos isolados, foi construida a matriz
binaria (presenca e auséncia da caracteristica) no aplicativo Excel® do Office 2003. Essa
matriz foi importada para o programa DendroUPGMA de acesso livre, para construcao
da matriz de similaridade utilizando-se o coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908;
ROHLT, 1997). A partir desta matriz foram construidos os dendrogramas através do

mesmo programa, utilizando-se o algoritmo UPGMA (unweighted pair-group method).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A nodulacdo natural (sem inoculagdo) na espécie de Mimosa tenuiflora, utilizada
como planta-isca, ocorreu naturalmente nos trés fragmentos de caatinga onde os solos
foram coletados e indica a ocorréncia de rizobios compativeis nas trés areas estudadas.
Todas as plantas colhidas, cultivadas em todos os trés solos, no momento da colheita
apresentavam-se internamente com coloragdo vermelha, indicando que sdo nddulos
ativos (eficiéncia na fixacdo de N), e tamanhos até 3,0 cm de didametro (Figura 6). Os
nodulos estavam bem distribuidos na base das raizes secundarias, proximo ao colo da
planta, confirmando a tendéncia da subfamilia a qual pertence. Quanto a morfologia dos
nddulos, os mesmos apresentaram-se indeterminados, conforme descri¢do de Rothschild
(1968). Os nodulos eram compostos de unidades individuais e formagdo de nodulos
siameses, 0 que parece ser comum a espéecie em estudo (ROTSCHILD, 1968 e SPRENT
etal., 2007).

Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)

Figura 6. Nodulo segmentado da espécie Mimosa tenuiflora

Ao observar a producdo de matéria seca na parte aérea da jurema preta podo-se
constatar que é a massa dos nodulos influencia diretamente na matéria seca da parte
aérea (Figura 7), esta resposta poder estar relacionada a presenca destas bactérias que
possivelmente induziram melhor crescimento da Mimosa teniflora, devido ao maior
aporte de nitrogénio proveniente dos isolados mais eficientes na fixacdo do N. A massa
dos nédulos é o fator mais indicado na avaliacdo da nodulacdo, em virtude de apresentar
melhor correlagdo com o desempenho simbiético (DOBEREINER, 1966; HUNGRIA &
BOHRER, 2000).

Segundo Araudjo et al. (2007) o nimero e a massa dos nddulos sdo indicativos de
nodulagéo. Correlacbes positivas e significativas entre a massa nodular e a quantidade

de N, fixado biologicamente foram relatadas também por Bohrer e Hungria (1998) e
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Fernandes et al. (2003) e indicam a importancia da massa dos nddulos na eficiéncia da
fixacdo de N, em leguminosas. Essas caracteristicas vém sendo utilizada na selecéo de
estirpes para composi¢do de inoculantes (ZILLI et al., 2006; SOUZA et al., 2008).
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Figura 7. Massa nodular e producdo de matéria seca da parte aérea de Mimosa
tenuiflora aos 90 dias com solos de trés regides Semiarida pernambucanas.

Apo6s o isolamento e purificacdo das bacterias foram obtidos duzentos e
dezesseis bactérias dos nodulos da M. tenuiflora nas trés areas em estudo e foram
morfologicamente caracterizados. Todos o0s isolados apresentaram bactérias de
crescimento rapido, com aparecimento da colbnia entre dois e trés dias, caracteristica
normalmente encontra no género Burkholderia que predomina a coloniza¢do da Minosa
tenuiflora. Resultado semelhante foi observado por Oliveira et al. (2010), estudando a
populacdo nativa de rizébios do Semiarido Pernambucano onde todos os isolados
formaram colbnias em até trés dias. O crescimento rdpido de rizobios tém sido
frequentemente encontrados em regides aridas e semiarida refletindo uma estratégia de
sobrevivéncia relacionada com aspectos ambientais, onde 0s microorganismos precisam
se multiplicar rapidamente em um curto espago de tempo umido como sugerido por
Martins et al. (1997), Freitas et al.(2007) e Teixeira et al. (2010), que obtiveram
resultados semelhantes estudando nddulos radiculares em leguminosas de regides
Semiarida. Assim, a medida que surgem condi¢cbes ambientais adequadas como

umidade e temperatura, tanto o rizébio quanto a leguminosa apresenta a necessidade de
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se estabelecer rapidamente em um curto espaco de tempo Umido para perpetuacdo da
espécie.

Souto et al. (2008), estudando a comunidade microbiana em solos de Caatinga
observaram a reducdo na populacdo de bactérias em periodos mais secos e um ligeiro
aumento apos pulsos de precipitacao, que possivelmente pode ter favorecido uma maior
disponibilidade de residuos organicos decorrente do aumento na oferta de nutrientes.

Quando comparados a producdo de EPS (Exopolissacarideos) dos isolados em
relacdo ao solo de origem, observa-se que os isolados procedentes a Sdo Bento e Arco
Verde apresentaram maior quantidade de EPS que variou de moderado a abundante.
Enquanto os de Sertania 72,1% pouca producdo de muco (Figura 8). A maior producao
de EPS pelas bactérias nos solos de Sdo Bento do Una e Arcoverde pode ser explicada
pelas condices de solo, visto que, essas areas tem uma maior acidez ativa, quando
comparada ao solo de Sertania que apresentou pH préximo a neutralidade. O que
concorda com Batista et al. (2007), que observaram tendéncia a incremento na produgéo
de EPS por isolados cultivados em solos &cidos e sugeriu que seria reflexo da adaptacao

as condicdes do solo.

Producéo de Exopolissacarideos
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Figura 8. Producdo de exopolissacarideos em meio LMA, obtidos dos nédulos de
Mimosa tenuiflora da regido Semiarida pernambucana.

Um dos primeiros estudos a relatar sobre o excesso de exopolissacarideos na
literatura foi apresentado por Sinclair e Eaglesham (1984), onde ficou demonstrada que
estirpes que formaram maior quantidade EPS foram mais eficientes em fixar nitrogénio

atmosférico, que aquelas que produziam colénias secas sob condi¢des salinas. Outra
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caracteristica que tem sido associada ao muco foi observada por Hollingoworth et al.
(1985), ao constatarem maior producdo de muco quando as bactérias foram submetidas
a temperatura de 42°C do que a 30°C.

Resultados semelhantes também foram observados por Martins et al. (1997),
com maior tolerancia as condi¢des de salinidade e resisténcia intrinseca a antibidticos de
rizobios isolados de ndédulos de Vigna unguiculata cultivados em solos do Nordeste.
Maior produgdo de muco foi correlacionada por Xavier et al. (1998), a maior toleréncia
a altos niveis de aluminio. Para Freitas et al. (2007), maior producdo de muco observada
no seu estudo esta relacionada a sobrevivéncia dos isolados em solos salinos de onde
foram retirados os isolados.

A quantidade de EPS produzido influencia no didmetro e na forma dos isolados.
Colbnias com pouca producdo de EPS geralmente apresentam colénias com menores
qgue 1mm de diametro e forma circular, o que foi observado com os isolados obtidos de
Sertania (Figura 9). As colonias com produgdo de EPS moderado a abundante com
tamanho maior que 2,0 mm de didmetro, inicialmente com forma circular, mas aos
pouco vai adquirindo forma irregular pela coalescéncia do muco produzido como
observados nos isolados provenientes dos solos de Sdo Bento do Uma e Arcoverde.
Resultado semelhante foi encontrado por Teixeira et al. (2010) onde que todos os
isolados obtidos de nddulos de Mimosa tenuiflora cultivado em solo de uma area de
Caatinga (Petrolina, PE) produziu uma grande quantidade de EPS e isolados com
didmentro de 2,0 mm.

A coloracéo das col6nias variou entre creme, branca e incolor. A cor creme nas
colonias foi observada com maior intensidade na espécie, seguida da cor branca,
demonstrando que o solo ndo exerce influéncia nessa caracteristica. Corroborando com
os resultados obtidos por Silva et al. (2007), observaram coldnias com coloracdo branco

€ creme.
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Figura 9. Didmetro, forma e coloragdo da coldnia em meio LMA, obtidos dos nddulos
de Mimosa tenuiflora da regido Semiarida pernambucana.

Colonias brancas, cremosas ou translicidas sdo comumente formadas por
bactérias associadas com leguminosas arbéreas selvagens, como a Mimosa tenuiflora
(TEIXEIRA et al., 2010). A cor branca e creme também predominou entre os isolados
de Mimosa tenuiflora em estudo realizado por Freitas et al. (2014). Considerando que as
descricdes de coldnias formadas pelo Burkholderia spp associada a Mimosa sao
escassos, sendo dificil avaliar a frequéncia destes fendtipos (REIS JR et al, 2010;
TEIXEIRA et al, 2010; FREITAS et al, 2014). Quanto a elevacdo das colnias, em sua
maioria apresentaram-se achatadas, discordando de Silva et al. (2007), que em seu
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estudo ao caracterizarem e selecionarem populacdes nativas de rizébios de regido
Semiéarida de Pernambuco observaram em todos isolados com elevacdo convexa.

O crescimento dos isolados de rizdbio provocaram modifica¢cdes no pH do meio
(Figura 10), podendo acidifica-lo, alcaliniza-lo ou manté-lo na neutralidade. A maioria
dos isolados nédo alterou o pH do meio (95%), independente da regido dos isolados,
caracteristica normalmente encontra no género Burkholderia que predomina a
colonizagdo da Minosa tenuiflora. Tais resultados corroboram com os dados
encontrados por Martins (1996), ao estudar solos do Sertdo e da Zona da Mata de
Pernambuco, observou ocorréncia maior de rizébios que ndo alteraram o pH do meio de
cultura nos solos do Sertdo, em comparagdo com as areas da Zona da Mata, com

predominancia de solos &cidos.
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Figura 10. Modificacdo do pH em meio LMA, obtidos dos nddulos de Mimosa
tenuiflora da regido Semiarida pernambucana.

Freitas et al. (2014), estudando Mimosa tenuiflora cultivada em solos de Serra
Talhada, Santa Terezinha e Remigio também observaram rapido desenvolvimento, mas,
alguns deles ndo modificaram o meio de cultura YMA.

Resultados diferentes foram obtidos por Medeiros et al. (2009) e Leite et al.
(2009), que obtiveram em seus estudos isolados com crescimento rapido e reacdo acida
do meio de cultura. Teixeira et al. (2010), observaram que todos os isolados obtidos de
nodulos de Mimosa tenuiflora cultivado em solo de uma area de Caatinga (Petrolina,

Pernambuco, Brasil) tiveram um réapido desenvolvimento e acidificaram o meio.
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Com os dados da caracterizacdo cultural, foi elaborado um dendrograma de
similaridade entre os isolados, agrupados de acordo com o coeficiente de Jaccard (J).
Para tanto, inicialmente eles foram classificados de acordo com as caracteristicas
morfologicas, e foram eliminados da andlise os isolados com 100% de similaridade,
utilizando apenas um para construcdo do agrupamento. Isso permitiu a eliminacdo de
maltiplas bifurcacbes na arvore. Os 216 isolados distribuiram-se em 59 perfis
morfolégicos distintos, sendo estes agrupados em 33 grupos em nivel de 70% de
similaridade (Figura 10). Baseado nos resultados apresentados, 14% dos isolados tem
similaridade abaixo de 80% evidenciando elevada diversidade morfoldgica. Apartir dos
dados pode-se concluir que pode haver diferentes popula¢fes nativas de rizdbios, visto
que a grupos sdo distantes entre si. A diversidade dentro da populagdo de rizébios
poderia oferecer vantagens na sobrevivéncia e adaptacdo de nodulacdo em diferentes
ambientes.

Medeiros et al. (2009), estudando populacéo nativa de rizébio do Semiéarido do
Rio Grande do Norte observaram elevada diversidade morfolégica dos isolados
encontrados. Torna-se de suma importancia a busca de isolados da regido onde se deseja
cultivar, a fim de selecionar os isolados adaptados as condi¢cGes ambientais, que
invariavelmente sdo adversas, sejam por questbes de temperatura do solo, baixa
fertilidade ou salinidade.

Freitas et al. (2007), ao caracterizar isolados nativos do semiarido
pernambucano, analisando o dendrograma gerado pelos dados fenotipicos das col6nias,
observaram que a distancia entre isolados variou de 56% a 100%, demonstrando uma

diversidade bastante elevada.
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Figura 11. Dendrograma de similaridade em fungdo das caracteristicas morfologicas
dos isolados obtidos da jurema preta, utilizando o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de Jaccard.

4. CONCLUSAO

Os isolados de nodulos fixados em raizes de Mimosa tenuiflora de ocorréncia
natural em solos de Arcoverde, Sertinia e Sdo Bento do Una tém caracteristica de

crescimento rapido.
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Nodulos fixados em raizes de Mimosa tenuiflora de ocorréncia natural nos solos
das éareas dos municipios de Arcoverde e Sd0 Bento do Una produzem mais
exopolisacarideos (muco) do que nas de Sertania
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Capitulo 111

Tolerancia de bactérias isoladas de nédulos de Mimosa
tenuiflora (Wild. Poir) a salinidade, temperatura e

potencial Hidrogenionico do meio de cultura.
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Tolerancia de bactérias isoladas de nodulos de Mimosa tenuiflora (Wild. Poir) a

salinidade, temperatura e potencial Hidrogénionico.

RESUMO:

O Semiérido apresenta uma cobertura vegetal diversificada, porém sob constante
pressdo antropica, o que vem reduzindo significativamente a resisténcia e a resiliéncia
dos ecossistemas causando maior suscetibilidade do solo a salinidade, comprometendo
ndo apenas as plantas, mas também causando efeitos deletérios & diversidade da
comunidade microbiana do solo. Objetivou-se com trabalho foi caracterizar
fisiologicamente estirpes de rizobios nativos que nodulam na espécie forrageiras
Mimosa tenuiflora (Wild. Poir). As amostras de solo para cultivo das plantas em casa de
vegetacdo foram coletadas nos municipios de Sertania, Sdo Bento do Una e Arcoverde,
Pernambuco. Os rizébios foram submetidos a testes com relacdo a tolerancia a NaCl,
temperatura e pH empregando método de avaliacdo in vitro e estimar a diversidade de
grupos de rizObios através de caracteristicas fisioldgicas a partir do isolamento dos
rizbios de nddulos da Mimosa tenuiflora, cultivado em solos do Semiarido
pernambucano. Os rizobios nativos da regido semiaridas pernambucanas apresentam
resisténcia a elevadas temperaturas, variacdo na salinidade e pH. Essas caracteristicas
séo influenciadas pela severidade do estresse imposto ao isolado, pelo local e pela
espécie botanica em simbiose com os rizébios. Dentre as areas estudadas os isolados
provenientes da regido de Sertania foram os que mostraram maior tolerancia aos
estresses ao qual foram submetidos. Os isolados provenientes do solo de Sertania
apresentaram os maior indice de diversidade para Shannon e equitabilidade, menores

graus de dominancia

Palavras-chave: semiarido brasileiro, caatinga, indice de diversidade
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Rhizobia tolerance Mimosa tenuiflora (Willd. Poir) salinity, temperature and hydrogen

potential.

ABSTRACT:

The semiarid region presents a diverse vegetation cover, but under constant
anthropogenic pressure, which comes significantly reduces the resistance and resilience
of ecosystems causing greater susceptibility of soil salinity, compromising not only
plants, but also causing deleterious effects to the diversity of the microbial community
from soil. The objective was to characterize physiologically strains of rhizobia
nodulating on forage species Mimosa tenuiflora (Wild. Poir). Soil samples for growing
plants in a greenhouse were collected in the municipalities of Sertania, Sdo Bento and
Arcoverde, Pernambuco. The strains were tested with respect to tolerance to NaCl, pH
and temperature using in vitro evaluation method and estimate the diversity of rhizobia
groups through physiological characteristics from the isolation of rhizobia of Mimosa
tenuiflora nodes, grown in the soil semiarid Pernambuco. Native rhizobia of
Pernambuco semi-arid region have high temperature resistance, variation in salinity and
pH. These characteristics are influenced by the severity of the stress imposed on the
isolated, the local and the botanical species in symbiosis with rhizobia. Among the areas
studied isolates from Sertania region were those who showed greater tolerance to
stresses to which they were subjected. Isolated from the Sertania soil showed the

highest diversity index for Shannon and equitability, lesser degrees of dominance

Keywords: Salinity, temperature, rhizobia
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1. INTRODUCAO

A produtividade e a simbiose rizobio-leguminosa das Fabaceas em solos das
regides Semiaridas sdo afetadas por inumeros fatores, dentre eles incluem as condigdes
fisico-quimicas do solo, salinidade, pH do solo, extremos de temperatura e umidade
(THIES et al, 1995). A salinidade em particular afeta negativamente a sobrevivéncia e
proliferacdo de estirpes no solo e na rizosfera, aléem de causar redugdo no crescimento e
desenvolvimento das plantas, especialmente nas glicofitas, em decorréncia de distdrbios
fisioldgicos (FREITAS & RODRIGUES, 2009). O excesso de sais solUveis provoca
uma reducdo do potencial hidrico do solo, resultando em menor capacidade de absorcao
de &gua pelas plantas. Essa reducdo, associada com os efeitos toxicos dos sais, interfere
inicialmente no processo de absor¢do de agua pelas sementes, influindo também no
desenvolvimento normal das plantas e sobre alguns processos biologicos (REBOUCAS
et al., 1989), tais como fotossintese e demanda de nitrogénio da planta hospedeira.

No entanto, sabe-se que algumas populacdes de rizdbio variam sua tolerancia
para esses fatores ambientais (WEI et al., 2008). A busca por estirpes de bactérias
diazotroficas simbidticas nativas que apresentam grande variacdo na tolerancia, poderia
minimizar esse problema, a obtencdo de tais estirpes de bactérias aumentaria o
desempenho da simbiose e a produtividade vegetal de forma sustentada nessas
condigdes.

Para tanto, testes in vitro podem ser utilizados antes da verificacdo no campo,
pois, além de permitirem a comparacdo de um grande numero de microrganismos, sao
rapidos e de custo relativamente baixo, possibilitando a identificacdo de estirpes
tolerantes & condicdo desejada (NOBREGA et. al. 2004). Essa selecdo é feita com o
objetivo de se obter um inoculante competitivo capaz de se estabelecer mais
rapidamente no solo e tolerar melhor estresses ambientais como temperatura, salinidade
e acidez (SILVA et al., 2002).

Existem poucos estudos sobre o efeito do estresse ambiental sobre os
microrganismos do solo, tanto espacial quanto temporalmente ao efeito produzido sobre
plantas e animais. Essas diferencas devem ser bem definidas para que se possam
formular hipdteses e fazer interpretacdes corretas sobre os fatores que determinam a
diversidade dos microrganismos do solo (COUTINHO et al., 1999; ROSADO et al.,
2000).
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A diversidade da comunidade microbiana do solo é um indicador determinante
do estado de conservacdo do ecossistema. Para Odum (1988) essa biodiversidade é
responsavel pela estabilidade e resiliéncia do ecossistema, haja vista estar ligada, direta
ou indiretamente, a processos de formacdo do solo, ciclagem e armazenamento de
nutrientes. Essa diversidade pode ser medida por intermédio de indices matematicos,
sdo ferramentas poderosas para o estudo da diversidade microbiana que permitem
mensurar a diversidade, levando em consideracdo informacGes relacionadas a avaliagcdo
das caracteristicas culturais do rizobio. Neste sentido, a diversidade tem sido citada
como um indicador adequado para avaliar a qualidade do solo e a conservacdo de um
ecossistema (OVREAS & TORSVIK, 1998).

Este estudo objetivou-se verificar diferencas entre isolados de bactérias que
nodulam Mimosa tenuiflora, isoladas de diferentes locais, com relacdo a tolerancia a
NaCl, temperatura e pH empregando meétodo de avaliacdo in vitro e estimar a
diversidade de grupos de rizobios através de caracteristicas fisiologicas a partir do
isolamento dos rizébios de nodulos da Mimosa tenuiflora, cultivada em solos do

Semiéarido pernambucano.

2. MATERIAL E METODOS

Os 216 isolados bacterianos provenientes da Mimosa tenuiflora, que foram
avaliados quanto a diversidade morfoldgicas em solos do Semiarido pernambucano, descrita
no capitulo 1, foram testados em niveis crescentes de cloreto de sédio, pH e temperatura em

meio de cultura, com a finalidade de testar a tolerancia desses isolados.
2.1 Caracterizacdo fisiologica de isolados de leguminosas

e Crescimento em diferentes concentracGes de NaCl - A habilidade de crescer em
diferentes concentragdes de NaCl foi determinada pela incubagdo dos isolados em tubos
de ensaio contendo 5 mL de meio LM (VINCENT, 1970), acrescidos com 0,1% (0,279
L), 0,5% (1,359 L™, 1% (2,7g L™), 5% (13,59 L™) e 10% (27g L™) de NaCl soltvel
em meio de cultura, incubados a 28°C sob agitacao orbital de 120 rpm durante trés dias
(Tabela 1).
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Tabela 1. Condutividade elétrica do meio de cultura de acordo com os niveis de NaCl
aplicados.

Concentracdes Nivel de NaCl Condutividade Elétrica
(%) g.L" (ds. m™)
0,03 0,27 2,77
0,15 1,35 8,32
0,3 2,7 16,76
15 13,5 64,70
3 27,0 103,8

Tubos com turbidez no caldo foram considerados com crescimento positivo e nao
turvos negativos. Duas testemunhas foram utilizadas na comparacéo, crescidas a pH 6,8
em temperatura de 28°C sob agitacdo de 120 rpm no mesmo periodo de tempo. Um
tratamento sem inoculacdo foi utilizado na comparagdo dos resultados negativos. Os

isolados tolerantes receberam sinal (+) e os que néo cresceram receberam sinal (-).

Fonte: Paulo, P. F. M. (2015)

Figura 1. Incubacdo dos isolados para testes de tolerancia (A); Isolados crescidos em
tubos contendo meio LMA liquido para teste de tolerancia a salinidade (B).

e Crescimento em diferentes temperaturas - A capacidade de crescimento em
diferentes temperaturas foi determinada pela inoculacdo em tubos de ensaio contendo
meio LM (VINCENT, 1970), onde os isolados foram incubados a temperatura de 28; 35

78



e 40°C. Tubos que apresentaram turbidez no caldo foram considerados como resultado
positivo (+) e ndo turvos (-), considerados negativos. Foi utilizado na comparagdo um
tratamento sem inoculagdo para confirmar a auséncia de crescimento.

e Crescimento em diferentes pH - Para avaliar a capacidade de crescimento em
diferentes pH, tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo LM (VINCENT, 1970), com pH
previamente ajustados para 4; 5; 6; 7 e 8, utilizando NaOH ou HCI, foram inoculados e
crescidos a uma temperatura de 28°C sob agitacdo orbital de 120 rpm. A analise de
crescimento foi determinada trés dias apds a incubagdo. Tubos que apresentaram
turbidez no caldo foram considerados como resultado positivo e ndo turvos
considerados negativos (Figura 1). Foram inoculadas duas testemunhas que cresceram
em caldo LM (VINCENT, 1970) com pH 6,8 e temperatura de 28°C sob agitacédo
orbital de 120 rpm. Foi utilizado na comparagdo um tratamento sem inoculagdo para
confirmar a auséncia de crescimento. Os isolados que foram tolerantes receberam sinal
(+) e os que ndo cresceram receberam sinal (-).

Os resultados do agrupamento fisioldgico serviram como base para os calculos da
diversidade dos rizobios nos diferentes solos; para isto, cada grupo fisioldgico foi
considerado como um OTU segundo (SANTOS et al., 2007). Foi utilizado o indice de

diversidade de espécies proposto por Shannon (1948).

n
EqanéO: H' = z Pi x10gp vi
i=1

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

(isolados) encontrados nos levantamentos realizados.

Equitabilidade de Pielou (1958),

Equacao: ] = i

Hﬂlaxi
Onde H’ ¢é o Indice de Shanon e Hy., € dado pela seguinte expressio: Hmax =
l0Qs.
Dominancia de Simpsom

E?%1 nfx(ni—lj)

Equacdo: ps=1— (
N(N—-1)
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Onde: ni € o numero de individuos de cada espécie; N é o nimero de individuos.

Riqueza de espécies de Jackknife 12 Ordem

. f-1
Equa@ao ED = Sobs + §1 (T)
Onde: Seps = nimero de OTU observadas; s; = 0 numero de espécie que esta presente
em somente um agrupamento (espécie de um agrupamento) e f = o numero de
agrupamento que contém a iésima espécie de um agrupamento.

Para os célculos dos indices supracitados foi utilizado o software DivEs -

Diversidade de Espécies v. 3.0, (2015).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Avaliando a resisténcia dos 216 isolados de rizébios proveniente da Mimosa
tenuiflora em diferentes temperaturas, observou-se decréscimo do potencial de
crescimento quando aumentava a temperatura, para as bactérias oriundas das trés
regibes estudadas. A temperatura de 28°C o crescimento foi de 100% o que ja era
esperado, visto que, € a temperatura ideal para crescimento e desenvolvimento dos
isolados. Um percentual consideravel dos isolados foi capaz de sobreviver quando
incubados a temperatura mais elevadas, os isolados provenientes da area de Sertania
apresentaram melhor desempenho com crescimento de 71% dos isolados a temperatura
de 40°C, seguido dos isolados de Arcoverde 54% e Sao Bento do Una com 42% (Figura
2).

Alta temperatura do solo € um dos fatores criticos que podem impedir o
desenvolvimento de uma associa¢do fixadora de nitrogénio entre os dois parceiros
simbioticos, especialmente quando se trata de regides aridas e semiaridas (NISTE et al.,
2013). A temperatura ideal para crescimento e desenvolvimentos das bactérias fixadoras
de nitrogénio varia entre 27° a 35°C e muitos deles séo incapazes de crescer a 38 ° C;
esta temperatura Otima pode diferir de uma espécie para outra, assim como a

temperatura maxima.
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Figura 2. Tolerancia a diferentes tempaturas, em meio LMA liquido, de bactérias
provenientes de nddulos de Mimosa tenuiflora cultivadas em solo de diferentes

regides do Semiérido pernambucano.

A temperatura pode influenciar ndo sé a sobrevivéncia de rizobios de vida livre,
mas também a troca de sinais moleculares entre o0s parceiros simbidticas
(SADOWSKY, 2005), que pode ocasionar perda das propriedades de nodulacéo e
fixacdo de nitrogénio, por induzir um efeito inibidor sobre a aderéncia bacteriana nos
pélos radiculares, na diferenciacdo bacteroide, na estrutura e no funcionamento do
nddulo (ALEXANDRE & OLIVEIRA, 2013).

Estudos realizados no Nordeste brasileiro demonstram que isolados das regides
mais quentes e secas apresentam capacidade de crescer em temperatura elevadas.
Medeiros et al. (2007) e Nunes et al. (2009), isolando bactérias a partir dos nédulos da
regido Semiarida do nordeste brasileiro observaram a capacidade de crescimento em
temperaturas superiores a 40°C. Bacterias que demostram resistencia a altas
temperaturas, a resposta pode estar associada a inducdo da sintese de proteinas de
choque térmico (HSP), que pode desempenhar um papel protetor e contribuem para a
tolerancia ao aquecimento sem alteracdo da temperatura interna da célula (YURA et al.,
2000). As HSPs fazem parte da grande familia das hproteinas conhecidas como
chaperonas moleculares, assim chamadas por possuir a capacidade de interagir de forma
reversivel com outras proteinas, auxiliando na formacdo, dobramento e transporte trans-
membrana (CASTRO et al., 2012). A maioria das bactérias tém apenas um pequeno

namero de HSP, mas rizobios parecem apresentar uma exce¢do (ALEXANDRE &
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OLIVEIRA, 2013). Nos rizobios as chaperonas moleculares DnaK e GroEL s&o
produzidas em elevada escala quando submetidos ao estresse térmico, caracteriza-se por
seu papel como moduladores no dobramento de proteinas, entre outras, incluindo o
transporte (GOMES et al. 2012) e estabilizacdo de uma grande variedade de
polipéptidos (ALEXANDRE & OLIVEIRA, 2013).

Outra observacdo relacionada a estirpes de rizobios cultivadas em temperaturas
elevadas foi demostrada por Kulkarni e Nautiyal (2000), demostraram que a morfologia
celular de estirpes submetidas a altas temperaturas era diferentes das cultivadas em
temperaturas ideais. Essas modificacdo celulares foram associadas principalmente ao
espessamento da parede celular, na tentativa de formar uma barreira a perda de agua.

Os rizbbios proveniente de Mimosa tenuiflora submetidos ao estresse salino por
diferentes concentragdes de sodio, na forma de NaCl (cloreto de sddio), provenientes da
area de Sertania apresentaram resisténcia aos niveis de 0,03 a 0,15% de salinidade
(Figura 3), 100% dos isolados obtiveram crescimento positivo, enquanto os isolados
oriundos das areas Arcoverde e S8o Bento do Una decresceram a medida que 0s niveis
de salinidade aumentaram. A partir de 1,5% a sensibilidade ao sal foi observada uma
diminuicdo da tolerancia também para as espécies provenientes de Sertania, cerca de

21% dos isolados obtidos ndo desenvolveu crescimento bacteriano.
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Figura 3. Tolerdncia a diferentes salinidades, em meio LMA liquido, de bactérias
provenientes de nédulos de Mimosa tenuiflora cultivadas em solo de diferentes

regides do Semiarido pernambucano.
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O trabalho de Nunes et al. (2009), em solos de regides Semiaridas observaram
que aproximadamente 50% dos 76 isolados analisados apresentaram tolerancia a 3% de
NaCl. Resultados semelhante foram encontrado por Medeiros et al. (2007) e Xavier et
al. (2007), estudando estirpes provenientes de regides semiaridas, com crescimento
positivo ao nivel de 3% de salinidade.

Estirpes de rizébio diferem na sua capacidade de tolerar estresse osmotico e
pode usar mecanismos de adaptacdo diferentes, tais como, a acumulacéo intracelular de
solutos organicos (ZAHRAN, 1999), alteracbes na morfologia celular e tamanho
(SHARMA et al., 2013) ou modificacdes no padrdo extracelular de polissacaridos e
lipopolissacéaridos (VENTORINO et al., 2012). Estes compostos podem ter um impacto
sobre simbiose devido a sua implica¢do nas etapas iniciais das interac¢fes simbidticas.
Além disso, alguns autores relataram que a tolerdncia a salinidade pode ser devido a
uma resisténcia mediada pelos plasmideos ja que a resisténcia de sal pode ser
rapidamente transferidos de tolerante a bactérias sensiveis, assim genes cromossémicos
adicionais podem contribuir para a sobrevivéncia em solo salino (PEREIRA et al.,
2008). As alteracdes na expressdo dos gene também parece estar entre 0S mecanismos
de adaptac&o do rizobios para tolerar o estresse hiperosmético (LAPEZ-GOMEZ et al.,
2013)

A maioria das leguminosas necessitam de um solo neutro ou ligeiramente &cido
para crescimento, especialmente quando elas dependem de fixacdo simbidtica de N,
(ZAHRAN, 1999). Porém estirpes de rizobio variam muito em sua tolerancia a acidez,
algumas estirpes de rizbbio pode resistir e sobreviver mesmo em
um pH muito baixo (cerca de 3,5), enquanto a alcalinidade é menos nocivo para a
sobrevivéncia do rizébio (BROCKWELL et al., 2005).

Essa diversidade a tolerancia de isolados a diferentes potencias hidrogenionico
pode ser constantada ao avaliar as regides em estudo (Figura 4), onde pode-se observa
que todos os isolados obtidos em Sertania cresceram em todos os niveis de pH. Seguido
da Regido de Arcoverde onde todos os isolados cresceram na faixa de pH 6 e 7, visto
que a faixa ideal para o crescimento do rizébio varia entre 6,8 e 7 (HUNGRIA &
VARGAS, 2000). Quando submetidos aos demais niveis houve um declinio para 85%
na resistencia dos isolados nos demais valores de pH. Os isolados provenientes de Sao
Bento do Una apresentaram crescimento 100% positivo para pH 7, 0 que ja era

esperado, ndo cresceram quando submetidos ao pH quatro.
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Figura 4. Tolerancia a diferentes potencias hidrogeniénico, em meio LMA liquido, de
bactérias provenientes de nodulos de Mimosa tenuiflora cultivadas em solo de

diferentes regides do Semiarido pernambucano.

Os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos da adaptcdo de rizobios as condicdes
acidas incluem, entre outros, o aumento de potassio e glutamato no conteddo no
citoplasma das células estressadas (AARON & GRAHAM, 1991), a acumulacdo de
poliaminas (FUJIHARA & YONEYAMA, 1993),a producdo de proteinas de choque
acido (Foster, 1993), a exclusdo e expulsido de protons H* (EL-HILALI, 2006), a
alteracdo da composicdo lipopolissacaridos (VRIEZEN et al., 2007). Além disso, varios
genes, como o0 ACTA, ACTP, Exor, Ipia e ACTR, demonstraram ser essenciais para o
crescimento do rizobio a um pH baixo (ABD-ALLA et al., 2014).

Freitas et al. (2007), isolando bactérias a partir de solo da regido Semiarida
mostraram que estes apresentaram maior predisposi¢cdo em suportar condi¢cdes extremas
de pH e salinidade. Igualmente com os resultados deste estudo onde os isolados
demonstraram alta tolerancia a pH, salinidade e temperatura.

Os fatores abioticos influenciam e reflete diretamente na diversidade de
espécies, 0 aumento dos niveis de estresses ambientais geralmente tem sido relacionado
a diminuicéo nos indices de diversidade e equitabilidade e um aumento na dominancia
em comunidades microbianas (GOMES, 2004).

Essa afirmacgéo pode ser observada na figura 5, onde estdo dispostas as analises
de diversidade nas trés areas em estudo através da aplicagdo do indice de Shannon. O

indice de Shannon (H") representa a diversidade do ambiente e varia de 1 a 5, quanto
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mais proxima a 5 maior a diversidade. Nesse estudo, a média de diversidade foi 2,55;
2,54 e 2,41 nas &reas de Sertania, Arcoverde e Sdo Bento do Una, respectivamente,
conforme demonstra a figura 4. Para a equitabilidade de Pielou (J’) as médias foram
2,28 para Arcoverde, 2,29 para Sertania e 2,18 na area de Sdo Bento do Una.
Considerando-se os locais de coleta, pode-se observar que a maior diversidade e
equitabilidade foram registradas na area de Sertania e Arcoverde, sdo as duas areas que
apresentam uma vegetacdo de caatinga mais conservada, o que indica que os dois

ambientes ndo diferem muito entre si.
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Figura 5. Diversidade dos isolados de rizobios pelos indices de Shannon e
Equitabilidade de Pielou cultivados em solo de diferentes regiGes do Semiérido
pernambucano.

Esses resultados podem indicar a capacidade do sistema em manter o
funcionamento desse grupo de microorganismo, mesmo sob condi¢do de estresse
(SANTOS et al., 2007). Os mesmo autores afirmam que a comunidade microbiana pode
sofrer diretamente com o impacto ambiental causado pelo desmatamento e pela
atividade agricola, uma vez que sugere existir correlacdo muito alta entre a diversidade
vegetal e a diversidade microbiana do solo; esta afirmagdo explicaria o fato dos isolados
encontrados nas areas de coleta em Sdo Bento Una apresentar um decréscimo na

diversidade e equitabilidade dos rizdbios; consequentemente, uma maior dominancia
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entre as areas (Figura 6), ja que possuem um maior grau de antropizacao entre as areas
estudadas, com solos levemente acidos com menor teor de argila e matéria organica.

A dominéncia reflete a probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso na
comunidade pertencerem a mesma espécie, quanto mais alto for o resultado, maior a
probabilidade de os individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior a dominancia e
menor a diversidade (BERGER & PARKER, 1970; SIMPSON, 1949).

0,12 -
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>
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0,02 -
0
Arcoverde Sao Bento do Una Sertania
Dominéncia Berger e Parker B Dominancia Simpson

Figura 6. Dominancia de Berger & Parker (1970) e Simpson (1949) relacionados a
isolados nativos cultivados em solo de diferentes regides do Semiarido
pernambucano.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bezerra et al. (2005),
trabalhando nos solos da Zona da Mata de Pernambuco com diferentes manejos
agricolas, onde constataram que existia maior diversidade de espécies, medida pelo
indice de Shannon, em solos de area de mata nativa. Observaram ainda ser menor o
indice de dominéncia de Simpson na mata nativa, comparadas a areas onde era
cultivada. Verificou-se que a dominancia foi inversamente proporcional a equitabilidade.
Santos (2001) relata que quanto menor a dominancia, maior a equitabilidade de espécies de
uma comunidade, mais estavel sera e maior resisténcia aos impactos ambientais que possa
vir a sofrer.

De acordo com os dados, a area de Sdo Bento do Una apresentou maior
especificidade de nodulacdo, sendo ela considerada como espécies raras, 0 que elevou o
indice de riqueza (Figura 7), o estimador utilizado foi o modelo ndo paramétrico de

Jackknife 1% ordem baseia-se na presenca ou auséncia de espécies Unicas huma dada
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comunidade, ao invés de levar em consideracdo a abundancia das espécies (SMITH &
PONTIUS, 2006).

@ Jackknife 12 Ordem M Varidancia ®S Observado

= |l N N
o (2} o (O}
1 1 1 ]

Riqueza de Espécies
(9]

Arcoverde Sdo Bento do Una Sertania

Figura 7. Riqueza de espécies de Jackknife 1° Ordem relacionados a isolados nativos
cultivados em solo de diferentes regides do Semiarido pernambucano.

4. CONCLUSAO

Os rizobios fixados em raizes da Mimosa tenuiflora de ocorréncia natural nos
solos das areas localizadas em Arcoverde, Sertania e S0 Bento do Una apresentam
resisténcia a elevadas temperaturas, salinidade e pH, com maior evidéncia para 0s
isolados provenientes das plantas de Sertania.

Os rizobios das raizes da Mimosa tenuiflora provenientes do solo de Sertania
apresenta maior indice de diversidade de Shannon e equitabilidade e menor grau de

dominéncia em comparagéo aos solos de Sdo Bento do Una e Arcoverde.
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Capitulo IV

AVALIACAO GENETICA DE RIZOBIOS SIMBIONTES DA
JUREMA PRETA (Mimosa tenuiflora) NO SEMIARIDO
PERNAMBUCANO
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Avaliacao genética de rizobios simbiontes da Jurema Preta (Mimosa tenuiflora

(Willd.) Poir.) no semiarido pernambucano

RESUMO:

Os solos brasileiros, em geral, apresentam uma populacdo abundante de rizébios
capazes de nodular e fixar N, em simbiose com a Jurema Preta (Mimosa tenuiflora);
porém, a diversidade dessas bactérias ainda é pouco conhecida. Este estudo teve por
objetivo avaliar a biodiversidade de rizobios da Jurema preta no Semiarido
pernambucano e, para isso, foram obtidos 84 isolados de nddulos de plantas cultivadas
em casa de vegetacdo, proveniente de 3 areas de Pernambuco, os isolados foram
selecionados com base nos atributos morfofisioldgicos. Pela analise dos perfis de DNA
apos a amplificacdo por PCR, usando o primer BOX-AIR, que codifica regides
conservadas e repetidas do genoma. Os perfis eletroforéticos obtidos pela amplificacéo
do gene 16S ribossdmico, seguida pela digestdo com duas enzimas de restri¢ao (técnica
de PCR-RFLP). As andlises por REP-PCR com BOX-AIR indicaram grande
diversidade entre rizébios, com formacdo de 9 grupos e 50 perfis distintos, porém néo
ha correlacdo dos isolados com a regido de procedéncia A correlagdo cofenética obtida
entre a matriz de distancia de dissimilaridade e a matriz de distancia cofenética foi r = 0,
939 considerada alta e significativa, evidenciando a consisténcia dos agrupamentos.Com
base nos resultados por PCR-RFLP do 16S rRNA com os produtos de restricdo
demonstraram diversidade genética elevada entre os isolados nativos com formacéo de
10 grupos, esses grupos se organizaram de acordo com a regido de procedéncia e um
total de 62 perfis distintos, com coeficiente de correlacdo cofenético de r= 0,86, sendo
considerado alto e significativo, apresento ainda porcentagens de distorcdes de 1,83% e de
estresse de 13,55%, mostrando um bom ajuste entre a matriz de similaridade genética e a
representacdo grafica do dendrograma. Essa diversidade genética pode representar uma

fonte importante de genes com potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: diversidade, microrganismos, enzimas de restrin¢éo, caantiga
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Genetic evaluation of rhizobia symbionts of Black Jurema (Mimosa tenuiflora (Willd.)

Poir.) in the semiarid region of Pernambuco

ABSTRACT:

Brazilian soils generally have an abundant population of rhizobia capable of nodular
and N2 fixation in symbiosis with the Black Jurema (Mimosa tenuiflora); however, the
diversity of these bacteria is still unknown. This study aimed to evaluate the
biodiversity of rhizobia Black Jurema in the Pernambuco Semiarid and, therefore, were
obtained 84 isolates of nodules of plants grown in the greenhouse, from 3 areas of
Pernambuco, the isolates were selected based on attributes morphophysiological. By
analyzing the DNA profile after PCR amplification using the primer-AIR BOX, and
repeated encoding conserved regions of the genome. The electrophoretic profiles
obtained by amplification of 16S ribosomal RNA, followed by digestion with two
restriction enzymes (PCR-RFLP). Analyses by REP-PCR with BOX-AIR showed great
diversity among rhizobia, with training of 9 groups and 50 different profiles, but there is
no correlation of isolates with the region of origin The cophenetic correlation between
the dissimilarity distance matrix and cophenetic distance matrix was r = 0, 939
considered high and significant, showing the consistency of agrupamentos.Com based
on the results by PCR-RFLP 16S rRNA with the restriction products showed high
genetic diversity among native isolates with 10 training groups these groups were
organized according to region of origin and a total of 62 different profiles with
cofenético correlation coefficient of r = 0.86, considered high and significant, yet
present percentages of 1.83% and distortions stress of 13.55%, showing a good fit
between the array of genetic similarity and the graphic representation of the
dendrogram. This genetic diversity may represent an important source of genes with

biotechnological potential.

Keywords: diversity, microorganisms, enzymes restringéo, caantiga
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1. INTRODUCAO

O estudo da biodiversidade de rizébio busca entender suas rela¢fes ecoldgicas e
evolutivas, visando encontrar genotipos tolerantes aos distintos estresses ambientais que
vao limitar a simbiose (STRALIOTTO e RUMJANECK, 1999). Estes estudos podem
promover ndo s6 a classificacdo taxondmica desses rizobios nativos, mas o0s
conhecimentos ecoldgicos e através da selecdo de bactérias mais eficientes e adaptaveis
a seu ambiente especifico, bem como gerar informacéo sobre a funcionalidade dessas
bactérias em ambientes semiaridos.

Uma possivel domesticacdo dessas estirpes pode ser a “chave”, pois através da
inoculagdo de rizobios simbiodticos em leguminosas dispensa a aplicacdo de adubos
nitrogenados nos solos e prové um aumento na seguranca ecologica observada no
equilibrio ambiental.

O advento dos métodos moleculares baseados em estudos do genoma bacteriano
constituiu-se numa fonte abundante de dados para rizobio. A taxonomia das bactérias
fixadoras de nitrogénio, isoladas em diferentes ecossistemas, em geral tem sofrido uma
revisao substancial, devido aos métodos moleculares de analise filogenética (CHEN et
al., 2000; GRANGE; HUNGRIA, 2004; McINNES et al., 2004). Os dados levantados
nos estudos genéticos de populacdes dos diferentes géneros de rizébio indicam haver
um alto grau de diversidade genética deste grupo (SIKORA; REDZEPOVIC, 2003). Os
maiores avancos na utilizacdo de técnicas de biologia molecular estdo sendo obtidos
pela técnica de BOX-PCR, particularmente em avalia¢fes da diversidade genética entre
rizobios, sendo um método eficiente para diferenciar estirpes (FERNANDES et al.,
2003) e pela comparacdo das sequéncias de nucleotideos do DNA, em especial a regido
que do gene 16S rRNA, considerado conservado entre as bactérias, mas a0 mesmo
tempo, suficientemente variavel e com uma quantidade de informacbes capazes de
revelar, claramente, as relagdes filogenéticas entre as espécies (WEISBURG et al.,
1991; CHUEIRE et al., 2000).

Apesar dos avancos nas metodologias para a avaliacdo da biodiversidade, ainda
pouco se conhece sobre as bactérias simbidticas fixadoras de N, nos ecossistemas
brasileiros; particularmente em se tratando de Semiarido, estes dados sdo quase
inexistentes. Nesse contexto, este trabalho objetivou-se determinar a diversidade de

rizobios isolados de plantas da Mimosa tenuiflora coletadas em campo em trés regifes
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Semiaridas Pernambucanas, pela anélise dos perfis de DNA amplificado (PCR)

utilizando o “primer” BOX e 0 gene 16S ribossomal.

2. MATERIAL E METODOS

Dos 216 isolados selecionados quanto a caracterizagdo morfoldgica e fisioldgica a
partir das diferentes areas em estudo, 84 foram selecionados e submetidos a reacdo de PCR
com o primer BOX A1R e PCR-RFLP do gene ribossomal 16S RNAr.

As culturas puras de bactérias estavam armazenadas em meio TY com 25% de
glicerol, a -4° C. Os isolados as bactérias foram descongeladas, e incubados em meio de
cultura YM e o corante vermelho congo, de acordo com metodologia descrita por
Vincent (1970), ap6s a observacdo do crescimento, foi replicadas em 15 ml de meio

YMA e incubadas a 28°C, no escuro, na BOD durante trés dias.

2.1 Diversidade genética de isolados

2.1.1. Amplificacdo do DNA pela Reacéo de PCR (Polymerase Chain Reaction) com o
primer Especifico BOX A1R (REP-PCR)

O DNA das bactérias foi amplificado pela técnica de PCR com o “primer” BOX
AIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’). Para a reacdo de amplificacdo
utilizou-se a propria coldnia das bactérias, procedimento descrito por van der Wolf e
van der Zouwen (2010), com algumas modifica¢fes. As bactérias foram tiradas com um
palito estéril e suspensas na reagdo de amplificagdo com um volume final de 25 pL,
contendo: 2,5 puL de tampao PCR 10x; 1,5 uL. de MgCl12 50 mM; 0,5 puLL de dNTPs (1,5
mM de cada base); 2,5 puL de “primer” 50 pmol pL-1; 0,2 uL de Taq DNA polimerase 5
U pL-le 17,8 uL de agua ultra pura. Para amplificagdo, utilizou-se 0 programa descrito
por Versalovic et al. (1994) com as modificacBes especificadas por Hungria et al.
(2008): 1 ciclo a 95°C por 7 minutos para desnaturacéo inicial; 35 ciclos a 94°C por 1
minuto (desnaturagdo), a 53°C por 1 minuto (anelamento) e a 65°C por 8 minutos
(extensdo); seguido de 1 ciclo de extensdo final a 65°C por 16 minutos; mantendo-se a
4°C (Figura 1).
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Figura 1. Termociclador modelo TC-Plus Techne Bibby Scientific Ltd (Techne TC-
412).

As amostras (diluidas) foram corridas em gel de agarose a 1,5% [1,08 g de agarose
em 72 mL de TBE 1X (10,8 mL de Tris-base; 5,5 g de &cido borico; 4,0 mL de EDTA 0,5
M, pH 8,0)], contendo como corante brometo de etidio (3 puL de brometo de etidio /200 mL
de tampao TBE) e colocado em uma cuba Horizontal R 12 x 12 cm (Figura 2A). Nas
canaletas do gel foram colocados 10 pL de cada amostra, com excecdo da primeira
canaleta, da ultima e da central, nas quais foram colocados 4 pL, por canaleta, do
padrdo de peso molecular de 1 kb plus DNA Ladder TM (Invitrogen TM) (Figura 2B).
O DNA foi submetido a eletroforese horizontal a 100 V por 2 horas. Os géis foram

visualizados em fotodocumentador modelo Geo-Logic 212 Pro-Carestream.

Figura 2. Cuba horizontal de eletroforese (A), gel de agarose com as amostras na
canaleta (B).
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2.1.2. Amplificacdo do DNA pela Reacdo de PCR-RFLP do gene ribossomal 16S
rRNA

O gene ribossomal 16S foi amplificado com o uso dos “primers” fD1 (5°-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e DI (5
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’), descritos por Weisburg et
al. (1991).

Para a reacdo de amplificacdo utilizou-se a propria colénia das bactérias,
procedimento descrito por van der Wolf e van der Zouwen (2010), com algumas
modificacdes. As bactérias foram tiradas com um palito estéril e suspensas na reacao de
amplificagdo com um volume final de 25 pL, contendo: 0,5 uL. de dNTPs (1,5 mM de
cada base); 1,5 uL de MgCI2 50 mM; 2,5 uL de tampao PCR 10x; 2,5 uL de
“primer”fD1; 2,5 puL de “primer’rD1; 0,2 uL de Tag DNA polimerase 5 U pL-1;
coldnia da bactéria; 15,3 pL de 4gua milli Q estéril com volume final para 25 pL. Os
ciclos de amplificacdo foram os seguintes: 2 minutos a 95°C para desnaturacéo inicial;
30 ciclos a 94°C por 15 segundos (desnaturagdo), a 55°C por 45 segundos (anelamento)
e a 72°C por 2 minutos (extensdo); seguido de 1 ciclo de extenséo final a 72°C por 5
minutos; mantencéo final a 4°C (MENNA et al., 2006). Os produtos de amplificagdo
foram visualizados em gel de agarose de 12 x 12 cm a 1,5% conforme descrito do item
anterior, comparados com padréo de peso molecular de 1 kb plus DNA Ladder TM
(Invitrogen ™).

Para o RFLP, foi utilizada a metodologia descrita por Laguerre et al. (1994). O
produto da amplificacdo com os “primers” fD1 e rD1 foram digerido com as seguintes
enzimas de restrigdo: Hpa II (5° — C/CGG —3’; 3 — GGC/C - 5’) e Rsa I (5- GT/AC —
3:3"- CAITG —5) (Invitrogen ™). Para cada reacéo de restricdo foram utilizados 10 U
de enzima, tampdo especifico para cada enzima (10X) conforme especificacdo do
fabricante, 20 uL do produto de PCR e completado o volume final para 50 uL com agua
milli Q estéril. As reacBes foram incubadas a 37°C, por 15 minutos, de acordo com
instrucdes do fabricante (Invitrogen ™).

Em cada canaleta do gel foi colocado 10 pL de cada amostra e 2 pL do tampéo
de amostra, com excecdo da primeira canaleta e da Ultima, que recebeu 4 uL, por
canaleta, do padréo de peso molecular de 100 pb, (Invitrogen ™).

Os fragmentos obtidos foram analisados por eletroforese em uma cuba
Horizontal R, 12 X 12 cm em gel com 3% de agarose, em TBE 0,5 X, corado com

brometo de etidio, a 80 V, durante 3 horas. Apo6s a eletroforese, os géis foram
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visualizados em fotodocumentador modelo Geo-Logic 212 Pro-Carestream conforme

descrito anteriormente.

2.1.3. Andlise da diversidade genética

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram classificados da seguinte forma:
presenca (1) e auséncia (0) de bandas e convertidos em uma matriz de dados binarios a
partir da qual foi estimada a similaridade genética entre os acessos, por meio do
coeficiente de similaridade de Jaccard (Sj) (JACCARD, 1908).

Sj=al(a+b+c),
onde;
a presenca da banda nos dois acessos i € j;
b, presenca da banda no acesso i e ausente no acesso j; e

C, auséncia no acesso i e presenga no acesso |.

O ponto de corte do dendrograma e definicdo dos grupos foram gerados pelo
método hierarquico descrito por Mojena (1977), que sugere procedimento baseado no
tamanho relativo dos niveis de fusbes (distancias) no dendrograma, cuja proposta é
selecionar o numero de grupos no passo j que, primeiramente, satisfizer a inequacao:

aj > gk

onde:
aj € o valor de distancia do nivel de fusdo correspondentes aos passo j(j=1, 2,....,g-1); e
gk é o valor referencial de corte, dado por:

gk=a +ksa
onde:
a, média;
Sa, desvio padrdo dos valores de a;
k, constante cujo valor a ser adotado como regra para definicdo dos grupos € igual a
1,25.

Assim, tem-se que:
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Com base na matriz de dissimilaridade, foi construido um dendrograma por meio do
método de agrupamento da distancia média entre grupo (UPGMA). O ajuste entre a
matriz de dissimilaridade e o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de correlagdo
cofenética (r), conforme Sokal & Rohlf (1962), usando o Software Genes (CRUZ,
2006).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Quando o DNA dos 84 isolados foi amplificado e analisado por REP-PCR com o
“primer” BOX, um total de 12 isolados ndo foram amplificados, possivelmente por néo
ter sitios de anelamento no DNA, como consequéncia de mutacdo de oligonucleotideos
especificos (Judd et al., 1993) e, portanto, ndo foi utilizada na analise conjunta. Para o0s
demais, constatou-se um total de 22 bandas amplificadas, onde todos os fragmentos
foram polimérficos (Figura 3).

Este dados discordam dos resultados encontrados por Mena et al (2009) e
Hungria et al. (2008) que indicaram na analise REP-PCR com o “primer” BOX perfis
com maior nimero de bandas. Porém, trabalho realizados recentemente por Martins et
al. (2015) que indicaram que analise com o “primer” BOX em Mimosa caesalpiniifolia,
resultou em perfis com até 25 bandas.

Na andlise dos perfis de REP-PCR, utilizando o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de Jaccard e considerando o nivel de dissimilaridade genética de 78% na
analise de agrupamento (Figura 4). Os 73 isolados bacterianos avaliados formaram 50
perfis distintos e foram agrupados em nove grupos principais, sendo o grupo VIl e IX,
0S que apresentaram maior nimero de isolados 25 e 30, respectivamente, ambos

subdivididos em dois subgrupos. E possivel observar a existéncia de variabilidade entre
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e dentro dos subgrupos, a qual pode ser atribuida ao fato dos isolados pertencerem a
espécies selvagens ou pouco domesticadas.

Apenas dois grupos, VIII e IX, uniram bactérias com perfis idénticos e, no grupo
V11, houve casos de isolados semelhantes provenientes da mesma area, os isolados 2 e
4. Contudo, perfis idénticos também foram constatados em areas distintas no grupo 1X,
por exemplo, os isolados 41, 48, 51 (Arcoverde), os isolados 1, 8 e 18 (Sertéania) e 63,
65 e 69 (SBU) (Figura 4).

No agrupamento VIII ocorreu o predominio de amostras da regido Sertania com
17 Isolados e o grupo 1X com 15 dos 30 isolados provenientes da regido Arcoverde
(Figura 4). Os isolados 56 (Arcoverde), 71 (S&o Bento do Una), 37 (Sertania), 68
(Arcoverde), 29 (Sertania) pertencentes aos grupos I, 11, 111, 1V e V, respectivamente,
foram distintos em relacdo ao restante, os demais isolados foram distribuidos em quatro
grupos: VI VII, VIII e IX, com isolados provenientes das diferentes regides. Desse
modo, ndo houve agrupamento claro dos isolados de acordo com a regido de
procedéncia.
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Figura 3. Perfis do DNA Amplificado dos 84 isolados por REP-PCR com o “primer” especifico BOX-AIR.
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Método de agrupamento @ Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
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Figura 4. Dendrograma resultante da analise de agrupamento obtido pelo método UPGMA a partir de 73 isolados bacterianos provenientes da
Mimosa tenuiflora, baseado nos dados da matriz de dissimilaridade genética obtidos pelo complemento aritmeético dos coeficientes de
similaridade de Jaccard.
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A maior distancia foi obtida entre isolados 63 e 56 provenientes dos municipios
de Arcoverde e de S&o Bento do Una, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que ha grande diversidade genética
entre as estirpes nativas de Mimosa tenuiflora dos isolados de Pernambuco, detectada
por REP-PCR, ndo havendo agrupamento claro dos isolados de acordo com a regido de
procedéncia, demonstrando que existe uma grande possibilidade de especificidade de
rizébios com relacdo a leguminosa estudada e seus microrganismos. Os dados obtidos
corroboram com estudos conduzidos por Mostasso et al. (2002) e Stocco et al. (2008),
onde ndo houve relacdo entre 0s agrupamentos e a origem das estirpes.

O polimorfismo de perfis de DNA obtidos por REP-PCR com oligonucleotideos
especificos tem mostrado grande aplicabilidade para a identificacdo de estirpes em
varias espécies de bactérias, inclusive nos rizobios (BRUIJN, 1992; GRANGE &
HUNGRIA, 2004; GRANGE et al., 2007; KASCHUK et al., 2006), porque em uma
reacdo Unica, é possivel a obtencdo de um numero elevado de bandas, permitindo assim
a detecgdo de polimorfismo elevado para a analise genética das bactérias (CHUEIRE et
al., 2000b).

Hungria et al (2008), estudando a analise REP-PCR com diversidade genética de
rizbios e outras bactérias diazotroficas e promotoras de crescimento de plantas por
BOX-PCR observaram que este marcador é capaz de identificar uma alta diversidade
genética entre microrganismos além de mostrar uma excelente distribuicdo de estirpes
através de diferentes ecossistemas.

A correlacdo cofenética obtida entre a matriz de distancia de dissimilaridade e a
matriz de distancia cofenética, obtido a partir do dendrograma, foi de elevada magnitude
(r=0, 939**) considerada alta e significativa, evidenciando a consisténcia dos agrupamentos
(Tabela 1).

Tabela 1. Correlacdo cofenética baseado nos dados moleculares BOX- AIR (PCR)
avaliados nos 73 isolados de Mimosa tenuiflora.

Correlacdo cofenética (CCC): 0.939
Graus de liberdade: 2554
Valor de t: 127.92
Probabilidade: 0**
Distorcéo (%): 1.3631
Estresse (%): 11.6759
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Segundo Vaz Patto et al. (2004), r > 0,56 ¢é considerada ideal, pois indica haver
boa concordancia entre a matriz de dissimilaridade e a de agrupamento.

Além disso, também foram observadas porcentagens de distor¢des (1,36%) e de
estresse (11,67%) muito boas, segundo a escala de Kruskal (1964), mostrando um bom

ajuste entre a matriz de similaridade genética e a representacdo grafica do dendrograma.

3.2 Andlises de PCR-RFLP do gene ribossomal 16S r RNA

Os 84 isolados também foram avaliados pela técnica de PCR-RFLP da regido do
DNA que codifica o gene ribossomal 16S, a amplificacdo feita com os oligonucleotidios
fD1 e rD1 produziu, nos isolados, um unico fragmento, para 69 isolados, exceto com a
15 lIsolados (17,26, 38, 40, 73-77 e 79a 84) que, repetidamente, apresentaram problemas
na amplificacdo (Figura 5). Laguerre et al. (1996) e Fernandes et al. (2003), também
observaram problemas na amplificacdo dessa regido em algumas estirpes nativas, o que

pode ocorrer por mutagdes no sitio de anelamento dos primers.

Figura 5. Perfil da amplificacdo do fragmento rDNA 16S de bactérias, em gel de
agarose 1,5%, usando os primers fD1 e rD1. Marcador de 1kb plus DNA Ladder
Invitrogen®.

Quando esse fragmento foi digerido com duas enzimas de restricdo Hpall e
Rsal, respectivamente, foi visualizados em géis de agarose 1,5%, as bandas geradas

foram analisadas usando o coeficiente de Jaccard e depois gerados o dendrograma com
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o algoritmo de UPGMA, constatou-se grande variabilidade genética (Figura 6) e a
formacdo de 10 grupos com um nivel de similaridade superior a 64%.

O isolado 17, de Sertania, ocupou posicao isolada formando o grupo I. Os
grupos Il e 11l foram formados por dois isolados cada, no grupo Il isolados de regides
diferentes. Seguidos dos Grupos VI e VIII com 3 isolados, nestes grupos isolados das
regides de Sertania e Arcoverde, respectivamente

O grupo IV, VI e X possuem isolados com perfis idénticos 100% de
similaridade, todos isolados provenientes da mesma area. Os grupos V, VI e
X,agruparam os isolados provenientes de Sertania, Arcoverde e Sdo Bento do Una,
respectivamente.

Os grupos IX e VII foram os que reuniram maior nimero de isolados (Figura6).
O grupo IX reuniu 24 isolados, 20 de Arcoverde e quatro da regido de Sdo Bento do
Una, mas nenhum dos extremos da regido de Sertania. Ainda neste grupo pode-se
verificar que os isolados 41 e 42; 59 e 60; 53,58 e 54 possuem perfis idénticos, séo
isolados com mesmo local de origem. No grupo VII, 13 isolados todos provenientes da
regido de Sertania.

Resultados das analises detectado pela técnica PCR-RFLP da regido do DNA
que codifica o gene ribossomal 16S, indicaram a partir do dendograma obtido com os
produtos de restricdo diversidade genética elevada entre os isolados nativos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Fernandes et al. (2003) e Stocco et al. (2008).

Diferentemente dos resultados obtidos por REP-PCR, em que ndo houve
agrupamento claro dos isolados de acordo com a regido de procedéncia, nas analises
realizados PCR-RFLP da regido do DNA que codifica o gene ribossomal 16, pode-se
observar uma maior formacdo de grupos de acordo com a regido de procedéncia dos
isolados.

Freitas et al. (2014), estudando leguminosas arbdreas da Caatinga pela PCR-
RFLP da regido do DNA que codifica o gene ribossomal 16S, observam que tem uma
grande diversidade entre rizébios de leguminosas arboreas da Caatinga, podendo existir
uma especificidade destas bactérias tanto com relacdo a planta, como em relacdo a

origem geografica dos isolados
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Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 6. Dendrograma resultante da analise de agrupamento obtido pelo método UPGMA a partir de 73 isolados bacterianos provenientes da
Mimosa tenuiflora baseado nos dados da matriz de dissimilaridade genética obtidos pelo complemento aritmético dos coeficientes de
similaridade de Jaccard, utilizando-se PCR-RFLP do gene ribossomal 16S, com a amplificacdo com os oligonucleotidios fD1 e rD1

digerido com duas enzimas de restricdo Hpall e Rsal.
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O coeficiente de correlagdo cofenético (CCC) obtido entre a matriz de distancia de
dissimilaridade e a matriz de distancia cofenética (r= 0,86*) com uma baixa distorcao e
baixo estresse (Tabela 2), considerado alto e significativo, indicando uma boa correlacédo
entre as matrizes de distancia e de agrupamento. Cruz e Carneiro (2006) afirmaram que
quanto maior o CCC, menor seré a distor¢do do agrupamento, havendo a concordancia entre
os valores originais de dissimilaridade e os representados pelo dendrograma, possibilitando
a confiabilidade nos dados gerados.

Tabela 2. Correlagdo cofenética baseado nos dados moleculares (PCR-RFLP) avaliados
nos 69 isolados de Mimosa tenuiflora.

Correlacédo cofenética (CCC): 0.8651
Graus de liberdade: 2344
Valor de t: 83.505
Probabilidade: 0**
Distorgao (%): 1.838
Estresse (%): 13.5572

Apresento-se ainda porcentagens de distor¢des (1,83%) e de estresse (13,55%) que,
segundo a escala de Kruskal (1964) s&o classificados como bons, mostrando um bom ajuste
entre a matriz de similaridade genética e a representacdo grafica do dendrograma (Tabela
3).

Até o presente momento, foram feitos poucos levantamentos sobre as espécies
de rizébios microssimbiontes em solos do Semiarido brasileiro. Este estudo é pioneiro
na caracterizacdo da diversidade genética de comunidades de rizébios de Mimosa
tenuiflora em solos pernambucanos.

Além disso, os resultados também variam com a planta utilizada como isca para
0s rizébios (MERCANTE et al., 1998; STRALIOTTO et al.,, 1999), método de
amostragem, (ALBERTON et al., 2006), metodologia de avaliagdo (KASCHUK et al.,
2006) e condicbes ambientais (STRALIOTTO et al., 1999), dentre outros.

4. CONCLUSAO
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Os perfis resultantes dos marcadores moleculares (REP-PCR) indicam que ha
alta diversidade genética nos rizobios fixados nas raizes de Mimosa tenuiflora,
independente do solo proveniente das &reas de ocorréncia natural da espécie.

Os perfis resultantes da técnica de PCR-RFLP do gene 16S rRNA, possibilita
associar e organizar os rizobios fixados nas raizes de Mimosa tenuiflora em relacéo ao

solo das areas de ocorréncia da espécie.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alberton, O.; Kaschuk, G.; Hungria, M. Sampling effects on the assessment of genetic
diversity of rhizobia associated with soybean and common bean. Soil Biology
Biochemistry, v.38, p.1298-1307, 2006.

BRUIIN, F.J. Use of repetitive (repetitive extragenic palindromic and enterobacterial
repetitive intergenic consensus) sequences and the polymerase chain reaction to
fingerprint the genomes of Rhizobium meliloti isolates and other soil bacteria. Applied
and Environmental Microbiology, n.58, p.2180-2187, 1992.

CHEN, L.S. et al. Genetic characterization of soybean rhizobia in Paraguay. Applied
and Environmental Microbiology, v. 66, p. 5099-5103, 2000.

CHUEIRE, L. M. O. et al. Classificacdo taxonémica, baseada na caracterizacao
molecular, das estirpes de rizobio recomendadas para as culturas da soja e do
feijoeiro. Londrina: Embrapa-CNPSo, p. 32, 2000a. (Boletim de Pesquisa, 3).

CHUEIRE, L. M. O. et al. Identificacdo das estirpes de Bradyrhizobium e Rhizobium
utilizadas em inoculantes comerciais para as culturas da soja e do feijoeiro pela técnica

de PCR com “primers” aleatorios ou especificos. Agricultura Tropical, v. 4, p. 80-95,
2000b.

CRUZ, C.D. Programa Genes: aplicativo computacional em genética e estatistica.
UFV, Vicosa, p. 648, 2006.

CRUZ, C. D.; CARNEIRO, P. C. S. Modelos biométricos aplicados ao
melhoramento genético. 2. ed. Vigosa: UFV,v2, p. 585, 2006.

FERNANDES, M. F.; FERNANDES, R. P. M.; HUNGRIA, M. Caracterizacao genetica
de rizébios nativos dos tabuleiros costeiros eficientes em culturas do guandu e caupi.
Pesquisa Agropecuaria brasileira, v. 38, n. 8, p. 911-920, 2003.

FREITAS, A.D.S. et al. Characteristics of nodule bacteria from Mimosa spp grown in

soils of the Brazilian semiarid region. African Journal of Microbiology Research, n.8,
p. 788-796, 2014.

109



GRANGE, L.; HUNGRIA, M. Genetic diversity of indigenous common bean
(Phaseolus wvulgaris L.) rhizobia in two Brazilian ecosystem. Soil Biology
Biochemistry, n.36, p.1389-1398, 2004.

GRANGE, L. et al. New insights into the origins and evolution of rhizobia that nodulate
common bean (Phaseolus vulgaris) in Brazil. Soil Biology Biochemistry, n.39, p.867-
876, 2007.

HUNGRIA, M. et al. Caracterizacdo genética de rizObios e outras bactérias
diazotroficas e promotoras de crescimento de plantas por BOX-PCR. Comunicado
Técnico-EMBRAPA n.79, p. 12, 2008.

JACCARD, P. Nouvelles recherches sur la distribution florale. Bulletin de la Socieété
Vaudoise des Sciences Naturelles, v.44, p.223-270, 1908.

LAGUERRE, G. et. al. Typing of rhizobia by PCR-DNA fingerprinting and PCR-
restriction fragment length polymorphism analysis of chromosomal and symbiotic gene
regions: Application to Rhizobium leguminosarum and its different biovars. Applied
and Environmental Microbiology, v. 62, p. 2029-2036, 1996.

KASCHUK, G. et al. Genetic diversity of rhizobia associated with common bean grown
under the no-tillage and conventional systems in South Brazil. Applied Soil Ecology,
n.32, p.210-220, 2006.

KRUSKAL, J. B. Multidimensional scaling by optimizing goodness of fit to a
nonmetric hypothesis. Psychometrik,v.29, p. 1-27, 1964.

MARTINS, P. G. S. et al. Mimosa caesalpiniifolia rhizobial isolates from different
origins of the Brazilian Northeast. Archives of Microbiology, v. 197, p. 1-10, 2015.

MCINNES A. et al.Structure and diversityamong rhizobial strains, populations and
communities — a review. Soil Biology and Biochemistry, v. 36, p.1295-1308, 2004.

MENNA, P. et al. Molecular phylogeny based on the 16S rRNA gene of elite rhizobial
strains used in Brazilian commercial inoculants. Systematic and Applied
Microbiology, v.29, p.315-332, 2006.

MERCANTE, F.M. et al. Leucaena leucocephala as a trap-host for Rhizobium tropici
strains from the Brazilian “cerrado” region. Review of Microbiology, v.29, p.49-58,
1998.

MOJENA, R. Hierarquical grouping method and stopping rules: na evaluation.
Computer Journal, v.20, p.359-363, 1977.

MOSTASSO, L. et al. Selection of bean (Phaseolus vulgaris L.) rhizobial strains for the
Brazilian Cerrados. Field Crops Research, v. 73, p. 121-132, 2002.

SIKORA, S.; REDZEPOVIC, S. Genotypic characterisation of indigenous soybean

rhizobia by PCR-RFLP of 16S rDNA, REP-PCR and RAPD analysis. Food
Technology and Biotechnology, v. 41, n. 1, p. 61-67, 2003.

110



SOKAL, R. R.; ROHLF, F. J. The comparison of dendrograms by objective methods.
Taxon, v. 11 p. 33-40. 1962.

STOCCO, P. et. al. Avaliagdo da biodiversidade derizébios simbiontes do
feijoeiro(Phaseolus vulgaris 1.) em Santa Catarina. Revista Brasileira de Ciéncias do
Solo, v. 32, p.1107-1120, 2008.

STRALIOTTO, R. et al. Diversity of rhizobia nodulating common bean (Phaseolus
vulgaris L.) isolated from Brazilian tropical soils. Revista Brasileira de Ciéncias do
Solo, v.71, p.531- 543, 1999.

STRALIOTTO, R.; RUMJANEK, N.G. Aplicacéo e evolugdo dos métodos moleculares
para o estudo da biodiversidade do rizobio. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, p. 58,
1999. (Embrapa Agrobiologia. Documento, 93).

VAZ PATTO, M.C. et al. Assessing the genetic diversity of Portuguese maize
germplasm using microsatellite markers. Euphytica, v.137, p.63-67, 2004.

VERSALOVIC, J. et al. Genomic fingerpriting of bacteria using repetitive sequence-
based polymerase chain reaction. Methods in Molecular and Cell Biology, v. 5, p. 25-
40, 1994.

VINCENT, J.M. A manual for the pratical study of roootnodule bacteria. Oxford,
Blackwell Scientific (International Biological Programme Handbook, 15), p. 164, 1970.

WEISBURG, W.G. et al. 16S ribosomal DNA amplification for phylogenetic study.
Journal of Bacteriology, v. 173, p. 697-703, 1991.

111



CONSIDERACOES FINAIS

Os dados revelados pelas analises morfofisioldgicas e moleculares por REP-PCR
e por RFLP-PCR do 16S rRNA dos isolados nativos de diferentes regides
pernambucanas indicaram diversidade intra-especifica e interespecifica elevada. Essa
diversidade morfofisiologica e genética pode representar uma fonte importante de genes
com potencial biotecnoldgico para a agropecuaria e para 0 meio ambiente, bem como,
de estirpes com maior capacidade de fixacdo bioldgica do N, Porém, para confirmar
essa inferéncia e esclarecer a posi¢cdo taxondmica desses isolados, tornam-se necessarios

estudos genéticos mais aprofundados, como o seqiienciamento da regido 16S rRNA.
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ANEXOS

ANEXO A — Meios de cultura e solugdes utilizadas para estudo da populacéo

bacteriana.

Meio de cultura LMA (Vincent, 1970)

Manitol

K,HPO,
MgSO47H20

NaCl

Extrato de Levedura
Agar

Agua destilada
Ajuste de ph para 6,8

Meio de cultura LM (Vincent, 1970)

Manitol

K,HPO,
MgS0,.7H,0

NaCl

Extrato de Levedura
Agua destilada
Ajuste de ph para 6,8

Azul de Bromotimol (Hungria, 1994)
Solugdo estoque

Agua destilada

Vermelho Congo (Hungria, 1994)
Solugdo estoque

Agua destilada

Meio TY

Tryptona

Extrato de levedura
KH,PO,

10,09
0,5¢
0,29
0,19
0,59

15,009
1000 mL

10,09
0,5¢
0,29
0,19
0,59

1000 mL

0,59 L™
1000 mL

2,59 L™
1000 mL

0,75¢g
0,454 g
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Na;HPO,. 7 H,0 1,799
Agua destilada 1000 mL
pH=16,8

ANEXO B — Dendrograma de similaridade em fungéo das caracteristicas cultural dos
isolados obtidos da jurema preta na regido de Arcoverde, utilizando o algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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ANEXO C — Dendrograma de similaridade em fungéo das caracteristicas cultural dos
isolados obtidos da jurema preta na regido de Sertania, utilizando o algoritmo UPGMA

e o coeficiente de Jaccard.
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ANEXO D - Dendrograma de similaridade em funcéo das caracteristicas cultural dos
isolados obtidos da jurema preta na regido de S&o Bento do Una, utilizando o algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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