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RESUMO

Devido aos sistemas de producéo agricola predominantes, a vegetacao atual
do semiarido brasileiro € um mosaico de pequenas areas com distintos tempos de
regeneracao, entremeadas a poucas areas de caatinga madura preservada.
Apesar de ser uma fonte essencial de nitrogénio para ecossistemas terrestres,
ainda ndo esté estabelecida a importancia do processo de fixagdo bioldgica do
nitrogénio (FBN), através da simbiose entre leguminosas e bactérias do grupo dos
rizobios, ao longo do processo de regeneracdo da caatinga. Estimativas dos
‘“inputs” de N em areas ocupadas por espécies pioneiras sao praticamente
inexistentes e a compreenséao dos fatores que controlam a FBN em florestas secas
é incipiente. O objetivo deste trabalho foi estimar as quantidades de nitrogénio
fixado em leguminosas arbOreas nativas de areas de caatinga com diferentes
tempos de regeneracdo e avaliar a ocorréncia, a diversidade e a eficiéncia das
populacdes de seus microssimbiontes. Foram estudados fragmentos de caatinga
madura e em regeneracdo da vegetacao, localizados em quatro municipios do
semiarido de Pernambuco (Sédo Jodo, Petrolina, Serra Talhada e Caruaru). Nos
fragmentos de S&o Jodo e Petrolina foram estimados os parametros
fitossociolégicos da vegetacdo e a estimativa da FBN foi realizada apenas nos
fragmentos de Sao Jodo, utilizando a metodologia da abundancia natural do *°N.
Leguminosas arboreas (jurema preta, angico e mulungu) foram cultivadas em
amostras de solo de todos os fragmentos estudados, para avaliacdo da ocorréncia
e eficiéncia de rizébios nativos e obtencdo de isolados bacterianos. Apds
autenticacao, os isolados foram caracterizados para avaliacéo de sua diversidade
fenotipica. Apesar de apresentar precipitacdo média anual inferior, a caatinga
madura de Petrolina apresentou maior diversidade de espécies e maior producao
de biomassa foliar que a de Sdo Jodo. Nessa area ocorreram 3 espécies de
leguminosas nodulantes, com grande predominancia de jurema preta entre elas,
mas com apenas 20% do total de individuos, 28% da area basal e 50% da biomassa
da espécie em relacdo a area de Sao Jodo. O fragmento maduro de S&o Joao
apresentou maior diversidade de espécies, densidade de individuos e area basal
total que o fragmento em regeneracéo, mas ndo houve diferenca na producéo de
biomassa de folhas entre os dois fragmentos. A Unica leguminosa nodulante nestas

areas foi a jurema preta, com maior densidade (correspondendo a cerca de 88%
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do total de individuos) que na area madura (cerda de 55% do total de individuos),
mas sem diferencas em relacdo a area basal e a biomassa, significando que os
individuos foram maiores na area em regeneracao. A contribuicdo da FBN para a
jurema preta foi alta na caatinga madura de Sao Jodo, representando um aporte
anual maior que 18 kg ha'. Os sinais de d'°N desta espécie foram muito variaveis
no fragmento em regeneragcao, ndo possibilitando uma estimativa precisa da FBN.
Entretanto, é provavel que alguns individuos de jurema preta estejam fixando na
area em regeneracgdo, garantindo um aporte que pode variar entre 3 e 4 kg ha
anol. Em todas as areas estudadas existe uma populacdo de bactérias capazes
de nodular as leguminosas arboreas. Independentemente do tempo de
regeneracao da vegetacao, a maioria dos isolados de rizobios nativos de solos sob
caatinga sédo bactérias de crescimento rapido e com reacdo acida em meio de
cultura. A auséncia de FBN em individuos da area em regeneracao nédo pode ser
explicada pela auséncia de rizébios compativeis.

Palavras chave: Anadenanthera colubrina, Eritrina velutina, Mimosa tenuiflora,
isétopo estavel, diversidade.
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ABSTRACT

The present native vegetation of the Brazilian semiarid region is a mosaic of different
regeneration periods, interspaced with small areas of old growth caatingas, due to
the predominant agricultural system. In these regenerating caatinga areas, the
importance of biological nitrogen fixation (BNF) mediated by symbiosis of rhizobia
bacteria and legume species, has not been well established, in spite of the
essentiality of this source of N to terrestrial ecosystems. Estimates of N inputs in
areas occupied by pioneer species are virtually inexistent and understanding of the
factor which control BNF is still incipient. This study aimed at estimating the amounts
of N fixed by native legume trees in areas with different regeneration periods and at
evaluating the occurrence, diversity and efficiency of their populations and
microsymbionts. Mature and regenerating caatinga fragments in four municipalities
of Pernambuco (S&o Joéo, Petrolina, Serra Talhada and Caruaru) were studied.
Phytosociological parameters were determined in S&o Jodo and Petrolina and BNF
estimation made in Sdo Jodo, using the N natural abundance technique. Tree
legume seedlings of jurema preta, angico and mulungu were grown in pots with soil
collected from the four municipalities to evaluate the occurrence and efficiency of
native rhizobia and to obtain rhizobia isolates. After authentication, the phenotypical
diversity of the isolates was characterized. The mature caatinga of Petrolina had
higher species diversity and leaf biomass stock than that of Sdo Jodo, in spite of its
lower mean annual rainfall. Three nodulating legume species occurred in Petrolina,
largely predominating jurema preta, but this species totaled only 20% of the plant
density, 28% of the basal area and 50% of the species biomass that were present
in Sdo Jodo. The mature fragment in S&o Jodo had higher diversity, plant density
and basal area than the regenerating fragment, but the leaf biomass was similar.
The only nodulating legume in both these fragments was jurema preta, with higher
relative density (88% of all plants) in the regenerating fragment than in the mature
one (55% of all plants) but with similar basal area and biomass, indicating that
jurema preta plants were larger in the regenerating fragment. BNF contribution to
jurema preta in the mature fragment was high in Sdo Jo&do, amounting to an annual
input of more than 18 kg ha™. In the regenerating fragment 3'°N signals varied
greatly, in a way that precise estimation could not be done. However, it is likely that

some of the plants are fixing, with a total input of 3 to 4 kg ha! year?. Soil from the
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four areas had bacteria able to nodulate the tree seedlings. Independently of the
caatinga regeneration period, most of the bacteria isolates had characteristics of
rapid growth and acid reaction in the culture medium. Therefore, the absence of
BNF in the plants of the regenerating fragment cannot be explained by absence of
compatible rhizobia.

Key words: Anadenanthera colubrina, Eritrina velutina, Mimosa tenuiflora, stable
isotope, diversity.
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1. INTRODUCAO

A principal formacdo vegetal do semiarido brasileiro € a caatinga (LIMA
JUNIOR et al., 2014). Pelo fato de ser uma das regifes semiaridas mais populosa
do mundo (DRUMOND et al., 2008), vem sofrendo grande pressdo antropica.
Segundo Albuguerque et al. (2001), a pressdo demografica no semiarido tem
requerido aumento na demanda de produtos agricolas e florestais. Isto tem sido
conseguido através da remocao da vegetacdo nativa para a implantacdo de
atividades agropecudrias e a extracdo da madeira para a producdo de lenha e
carvdo. Estas sdo algumas das praticas antropogénicas baseadas no
desmatamento generalizado e queimadas sucessivas que tem contribuido para a
degradacéao do solo, reducao da biodiversidade, aumento do aquecimento global e
reducdo do estoque de biomassa.

A remocéo da vegetacao nativa através de ciclos de corte e queima conduz
a perda de quase 100% do carbono (C) e nitrogénio (N) e parte do fésforo (P)
presente na biomassa queimada (MENEZES et al., 2012). Além das perdas com a
vegetacao cortada, o fogo também pode levar a perdas significativas de C e N da
matéria organica do solo. Nunes et al. (2009) verificaram que a pratica da queima
tradicional de residuos da caatinga proporcionou aumento da taxa da respiracéao da
microbiota do solo, elevando as perdas de carbono na forma de C-CO2. Contudo,
apesar de ser um ecossistema fragil por natureza (ALVES et al., 2009), facilmente
degradavel e de dificil recuperacdo (NUNES et al., 2006), a caatinga é fundamental
para a manutencao da biodiversidade.

ApoOs cultivos agricolas sucessivos, algumas areas sdao abandonadas para
regeneracdo da vegetacdo natural. Nestas, o restabelecimento dos estoques
iniciais de nutrientes do solo é necesséario para que ocorra, de forma mais
acelerada, a recomposicdo da vegetacdo nativa. Segundo Johnson & Turner
(2013), em ecossistemas florestais, o N € o nutriente que mais comumente limita o
crescimento dos vegetais. Yahdjian et al. (2011) relataram que em regides aridas e
semiaridas, a limitacdo do N é um fendmeno generalizado. Sabe-se que em
ecossistemas naturais, a FBN é a principal porta de entrada de N, seja através de
relacdes simbidticas (entre leguminosas e rizébios) ou por meio de micro-
organismos diazotroficos endofiticos e/ou de vida livre (CLEVELAND et al., 2010).

Isto tem permitido que leguminosas arboéreas (com potencial de FBN), sejam mais
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bem estabelecidas (com maior crescimento) do que arvores nao leguminosas
guando ambas estéo sobre solos pobres em N (SYLLA et al., 2002).

Nestes ecossistemas, a estimativa da FBN € uma das alternativas para que
se tenha uma melhor compreensdo da dindmica do N. Segundo Boddey et al.
(2000), em ecossistemas naturais, 0 método mais confiavel para estimar a FBN é
o método da abundancia natural do '°N. Na caatinga, por exemplo, arvores capazes
de realizar a FBN podem ser claramente separadas das arvores nao fixadoras de
N2, a partir dos sinais de >N (MENEZES et al., 2012). Freitas et al. (2010a)
encontraram valores de 3N que variam de 5,12 a 11,58 para espécies nao
fixadoras de N2 nativas da caatinga. Ja para espécies potencialmente fixadoras de
N2, Souza et al. (2012), em fragmento de caatinga madura, encontraram valores de
O®N de 0,97 e 1,87 para Mimosa tenuiflora e Anadenanthera colubrina,
respectivamente. Espécies fixadoras de N2 também foram estudas por Freitas et al.
(2010b), que encontraram valores de 3!°N variando de 1,59 a 4,22 para Mimosa
tenuiflora e 1,04 a 5,59 para Mimosa arenosa.

Apesar de ser uma vegetacdo que apresenta uma ampla diversidade de
leguminosas (QUEIROZ, 2009), poucas foram estudadas quanto a sua capacidade
de FBN (TEIXEIRA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2010; FREITAS et al., 2010b;
FREITAS et al., 2012a; SOUZA et al., 2012). Leguminosas nodulantes representam
uma pequena proporcdo da biomassa vegetal em areas de caatinga bem
preservada (PEREIRA et al.,, 2003; SAMPAIO et al., 1998) e, por esta razdo, a
contribuicdo da FBN nestas areas também € pequena, podendo chegar a pouco
mais de 11 kg ha' ano! (FREITAS et al., 2010b). Devido a grande producédo de
biomassa de espécies potencialmente fixadoras (PEREIRA et al., 2003; SAMPAIO
et al., 1998), é esperado que as quantidades de N fixadas sejam mais elevadas em
areas em regeneracado do que em areas maduras. Entretanto, de maneira contraria
a esta hipotese, Souza et al. (2012) observaram auséncia de FBN em leguminosas
arbéreas em caatinga em processo de regeneracdo, apesar da dominancia de
leguminosas potencialmente nodulantes. Por outro lado, espécies herbaceas
destas mesmas areas tiveram altas contribuicbes da FBN (FREITAS et al., 2012a).

A auséncia de FBN em leguminosas nativas de areas em regeneracao
desafia a viséo tradicional da vantagem ecoldgica da capacidade de nodulacdo de
leguminosas e, as causas do baixo desempenho da simbiose encontradas por

Souza et al. (2012) néo estédo esclarecidas. Como nao existem estimativas da FBN
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para outras areas, ainda ndo é possivel determinar a importancia do processo em
outros fragmentos de caatinga. Uma melhor compreenséo do papel da FBN na
regeneracado dessas matas secas demanda a geracdo de mais dados sobre a
producdo de biomassa de leguminosas e quantidades de N fixadas em diferentes
condicdes edafoclimaticas.

Diversos fatores podem justificar a auséncia de FBN em leguminosas
nodulantes, que vao da auséncia de rizébios nativos competitivos e eficientes a
limitacbes ambientais, que restringiriam a nodulacéo ou a eficiéncia da simbiose.
Entretanto, informacdes sobre as respostas das leguminosas nativas da caatinga a
variagbes ambientais, em termos de desempenho simbiético, ndo sdo encontradas
na literatura. Desta forma, a compreensao dos diversos fatores que podem interferir
no processo de FBN na caatinga é limitada.

O objetivo deste trabalho foi estimar as quantidades de nitrogénio fixado em
leguminosas arbdreas nativas de areas de caatinga com diferentes tempos de
regeneracao e avaliar a ocorréncia, diversidade e a eficiéncia das populacdes de

seus microssimbiontes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Caatinga: localizacao, distribuicao e condicdes edafoclimaticas

A regido Nordeste do Brasil abrange uma area de aproximadamente
1.600.000 km2 (PEREIRA FILHO & BAKKE, 2010). Dependendo da latitude e do
relevo, € possivel encontrar nesta regido grande variacdo de formacdes vegetais
(BARBOSA et al., 2006). Esta diversidade de ambientes inclui: floresta amazonica,
mata atlantica, carrasco, campos rupestres, matas serranas, matas de galeria,
vegetacdo dos tabuleiros costeiros e das restingas, manguezais, vegetacdo
aguatica dos multiplos corpos de agua e a caatinga (SAMPAIO et al., 2005). No
Nordeste, o bioma Caatinga é tido como o principal ecossistema (BARBOSA et al.,
2006; SOUZA, 2009). Sobrepondo-se em sua maior parte ao semiarido mais
extenso da América do Sul (KILL et al., 2013) e a regido também conhecida como
“poligono das secas” (ARAUJO & SOUZA, 2011; ALVES et al., 2009), o bioma
Caatinga ocupa uma superficie de aproximadamente 850.000 km? (QUEIROZ,
2009).

A caatinga distribui-se por quase todos os estados da regido nordeste do
Brasil (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe
e Bahia), abrangendo ainda uma parte do norte do estado de Minas Gerais
(PRADO, 2003; SOUZA, 2009; CASTRO & CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRA
FILHO, 2012; ARAUJO FILHO, 2013). Levando em consideracdo o espaco
geografico de 969.589,4 km? do semiarido brasileiro (CASTRO & CAVALCANTE,
2011), o bioma chega a compor cerca de 88% desta regido. Segundo Pareyn
(2013), a caatinga ¢é a floresta seca mais extensa da América do Sul e tem seus
limites inteiramente restritos ao territdrio nacional.

Embora esteja localizada no semiarido nordestino, com clima quente e seco
(TEIXEIRA, 2004), e uma evapotranspiracdo potencial que pode alcancar os 2700
mm anuais (ARAUJO FILHO, 2013), a caatinga apresenta grande variedade de
paisagens e relativa riqueza biolégica (ARAUJO & SILVA, 2010). No bioma, as
espécies de abelhas, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos que ja foram
descritas totalizam, juntas, mais de 1480 espécies (MMA, 2014). Contudo, ndo é
raro ouvir declaracdes de que a caatinga € um ambiente pobre em diversidade. Isto

se deve, em parte, a pouca disseminacdo das informacdes agregadas pelos
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pesquisadores, bem como o pouco conhecimento das peculiaridades desse bioma
(TEIXEIRA, 2004).

Os principais fatores que determinam a existéncia da caatinga sdo a
escassez de agua durante uma grande parte do ano e a irregularidade temporal na
distribuicdo das chuvas (QUEIROZ, 2009). Seus indices pluviométricos sao
bastante baixos, com precipitacdes entre 250 e 800 mm ano! (MAIA, 2012),
geralmente concentradas em trés a cinco meses (CASTRO & CAVALCANTE,
2011). O total das chuvas pode variar, ultrapassando 1000 mm em anos chuvosos
e ficando abaixo de 200 mm em anos de seca (MAIA, 2012). Esta condicao de
sazonalidade climédtica delimita duas estacfes muito distintas: uma estacdo
chuvosa curta, que dura de trés a cinco meses, e uma longa estacédo seca, que
dura o restante do ano, podendo se estender por anos (LIMA, 2012). Além disso, o
bioma é caracterizado por apresentar temperaturas médias anuais elevadas, em
torno de 27°C (CASTRO & CAVALCANTE, 2011), embora nas serras e chapadas
com altitudes acima de 500 m a temperatura média seja alguns graus menor
(ALVES et al., 2009).

Diversas denominac¢des populares séo atribuidas a caatinga em funcao das
mais variadas formacbes vegetais (ARAUJO FILHO, 2013), as quais S&o
decorrentes das diferentes condi¢des edafoclimaticas, tais como: agreste, sertao,
cariri, seridd, carrasco, entre outras (DRUMOND, 2013). Ao longo de toda sua
extensdo, € possivel encontrar solos que se originam tanto de formacfes
geoldgicas cristalinas quanto de formacdes geoldgicas sedimentares (ALVES et al.,
2009). Em sua maioria, sdo solos rasos (pouco desenvolvidos) (ARAUJO &
SOUZA, 2011), e com afloramentos rochosos (ALVES et al., 2009).

Os solos da caatinga, mesmo em escalas locais, sdo extremamente diversos
(QUEIROZ, 2009), apresentando a maior variabilidade do pais (SAMPAIO, 2010).
Cerca de quinze classes de solos recobrem a caatinga: latossolos vermelho-
amarelos, latossolos vermelho-escuros, neossolos litélicos, argissolos, luvissolos
crdmicos orticos, neossolos quartzarénicos, planossolos haplicos, chernossolos,
planossolos natricos, solonchaks, cambissolos, vertissolos, neossolos regoliticos,
neossolos flivicos e rendzinas (ARAUJO FILHO, 2013). Quanto ao relevo, a
principal feicdo geomorfolégica onde se encontra a vegetacdo da caatinga

corresponde a das grandes depressdes, também conhecida como depressdo
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sertaneja. As depressdes constituem a unidade de paisagem mais tipica do bioma
caatinga (QUEIROZ, 2009).

2.2 Aspectos gerais da vegetacado da caatinga.

A auséncia de folhas durante certa época do ano é caracteristica da maioria
das espécies vegetais da caatinga. Ao longo da paisagem seca, ap0s abscisdo
foliar, € comum observar os troncos brancos e brilhosos das arvores e arbustos
externando o aspecto acinzentado e claro da vegetacdo. S&o estas caracteristicas
que devem ter levado ao termo “caatinga”, que, em tupi-guarani significa “mata
branca” (ALVES, 2007).

A diversificacdo em paisagens e tipos vegetacionais da caatinga € justificada
pelas variacdes geomorfologicas, climaticas, topogréficas, e a acdo antrépica, que
influenciam a distribuicdo, riqueza e diversidade de suas espécies vegetais
(ARAUJO FILHO, 2013). Deste modo, a vegetacéo ocorrente no bioma pode ser
encontrada em parte das chapadas sedimentares, nas superficies carsticas, nas
grandes depressdes e nos campos de dunas (QUEIROZ, 2009).

A cobertura vegetal neste ambiente é representada por formagdes xerofilas
(ALVES et al., 2009), heterogéneas (MAIA, 2012) e de fisionomias e diversidades
variadas, composta de uma vegetacao que varia de aberta e arbustiva até fechada
e florestal (SANTOS et al., 2013). Segundo Araujo Filho (2013), a vegetacao é
constituida, principalmente, de espécies herbaceas, arbustivas e arboéreas de
pequeno porte, caducifélias, e geralmente dotadas de espinhos. O mesmo autor
relatou que pelo menos 932 espécies ja foram catalogadas, das quais 380 séo
endémicas. Para Castro & Cavalcante (2011), o total de espécies vegetais da
caatinga pode ultrapassar 2000.

Apesar da ocorréncia de varias familias botanicas na caatinga, algumas
merecem destaque em funcdo de sua grande riqueza. As familias mais ricas sédo
Fabaceae, Euphorbiaceae e Cactaceae (ARAUJO FILHO, 2013). A composico
dos estratos arboreo e arbustivo recebe grande contribuicdo de espécies destas
familias, citando-se entre as Fabaceae as pertencentes aos géneros Mimosa,
Acacia, Caesalpiniae Senna, entre as Euphorbiaceae, Croton (‘velames e

marmeleiros’), Cnidoscolus (‘cansansdes’ ou ‘favelas’) e Jatropha (‘pinhdes’) e
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entre as Cactaceae, Cereus (mandacaru), Pilosocereus (facheiro), Melocactus
(cabeca-de-frade) e Tacinga (palma) (QUEIROZ, 2006).

As juremas (Mimosa spp.) e os marmeleiros (Croton spp.) séo algumas das
espécies mais abundantes na maioria dos trabalhos de levantamento realizados
em areas de caatinga (ARAUJO FILHO, 2013). Com seus caules suculentos, afilos
e cobertos por espinhos, os individuos pertencentes a familia Cactaceae também
merecem destaque por representarem um importante elemento na paisagem. Na
caatinga, 58 espécies ja foram catalogadas, das quais 42 sdo endémicas
(QUEIROZ, 2006). Deste modo, por apresentar um montante de aproximadamente
240 espécies e 35 géneros, o Brasil € considerado o terceiro maior centro de
diversidade da familia (MACHADO, 2009).

Do ponto de vista morfolégico, a maioria das espécies vegetais da caatinga
desenvolveu estratégias adaptativas em resposta as adversidades da regido. Para
Maia (2012), a adaptagao a falta d’agua, por exemplo, mostra-se na forma, na cor,
no metabolismo, nos ciclos vitais e na organizacdo social de todos os organismos
da caatinga.

A reducao da superficie foliar, que se da pela auséncia de folhas ou sua
transformacdo em espinhos, como em cactaceas e euférbias cactiformes, bem
como pela presenca de folhas compostas com foliolos reduzidos, observada em
Fabaceae, Anacardiaceae, Burseraceae e Rutaceae (QUEIROZ, 2009), é uma das
estratégias para diminuir as perdas de agua na estacdo seca (CASTRO &
CAVALCANTE, 2011). Outra adaptacéo esta no armazenamento de agua. Algumas
espécies o fazem no caule, como acontece na barriguda, e outras armazenam em
seus tecidos verdes, como em todas as cactaceas (mandacaru, facheiro, xique-
xigque, coroa-de-frade, etc), e algumas outras, em suas raizes, como no umbuzeiro
(MAIA, 2012). Além disso, algumas espécies arbdreas, como € o caso da
amburana, possuem uma entrecasca clorofilada podendo, portanto, manter um
certo nivel de atividade fotossintética mesmo estando sem folhas (QUEIROZ,
2009).

Ao olhar superficialmente a vegetacao da caatinga, ndo é possivel observar
0 quanto o bioma esta alterado. Isto se deve, em parte, a alta capacidade de rebrota
(apdbs o corte) e de crescimento que algumas espécies apresentam (MAIA, 2012).
No entanto, importa destacar que, em quatrocentos anos de exploragcéo predatoria,

cerca de 80% da caatinga ja sofreu drasticas alteracbes antropogénicas
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decorrentes do uso da madeira, lenha, carvéo e atividades agropecuarias. Estas
atividades se baseiam em desmatamento generalizado e queimadas sucessivas, 0
gue tem levado, em algumas areas, a processos de desertificacdo irreversivel
(CASTRO & CAVALCANTE, 2011). Porém, em areas sem interferéncia humana,
observa-se uma situacdo bem diferente: vegetacdo fechada, camada herbacea,
arbustiva, arbérea baixa e arbdrea alta desenvolvidas, grande biodiversidade,
arvores com altura e diametro bem maiores do que em outros lugares e o clima
local mais ameno e agradavel (MAIA, 2012). Situacdo como esta, descrita por Maia
(2012), é quase que impossivel encontrar nos dias de hoje, de modo que o atual
cenario da vegetacdo do semiarido (apds os sucessivos abandonos de pequenas
areas para regeneracao espontanea) passou a Ser um imenso mosaico de
pequenas areas com distintos tempos de regeneracdo, entremeadas a poucas

areas preservadas por muito tempo (SAMPAIO, 1995).

2.3 Lequminosas da caatinga

Incluindo mais de 19.000 espécies e 727 géneros, a familia Fabaceae
(terceira maior familia de angiospermas, apos Orchidaceae e Asteraceae),
apresenta ampla distribuicdo geografica e compde um dos principais e mais
importantes grupos de vegetais do planeta. Do ponto de vista econémico, é
superada apenas pelas gramineas (QUEIROZ, 2009).

A maioria das espécies da familia possui reconhecida importancia ambiental,
e muitas sdo cultivadas desde a antiguidade como alimenticias, forrageiras,
oleaginosas, adubo verde, tanicas, fornecedoras de celulose, meliferas, medicinais,
florestais, ornamentais, etc. (MIOTTO, 2008). Uma caracteristica marcante (tipica
da familia) é apresentar o fruto do tipo legume, também conhecido como vagem.
Dependendo de suas estruturas florais, as espécies podem estar distribuidas em
trés subfamilias muito distintas: Papilionoideae (Faboideae), Mimosoideae e
Caesalpinioideae (JUDD et al., 2009).

Segundo Lima et al. (2014), no Brasil, sédo conhecidas 2764 espécies e 215
géneros, sendo 1487 espécies e 16 géneros considerados endémicos. Na caatinga,
Fabaceae é uma das familias botanicas mais importantes devido a sua grande
contribuicdo para a diversidade floristica do bioma. Com isto, estdo catalogadas

293 espécies, pertencentes a 77 géneros, e com alto grau de endemismo
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(QUEIROZ, 2006). As leguminosas deste ecossistema apresentam uma grande
diversidade de habitos, indo desde &rvores de grande porte até ervas anuais ou
perenes ou, ainda, trepadeiras ou lianas (QUEIROZ, 2009).

Para a populacéo rural da caatinga, a utilizacdo das leguminosas vai além
da alimentacdo e ornamentacdo. Algumas espécies apresentam grande potencial
para utilizacdo madeireira, pastagens naturais, adubacao verde, carvao, material
para construcdo, produtos medicinais, recuperacdo de areas degradadas e até
mesmo fazem parte do folclore e de rituais religiosos (QUEIROZ, 2009).

Em funcéo do alto nimero de espécies ocorrentes na caatinga, ndo sendo
possivel descrever todas no presente estudo, sdo apenas fornecidas informacgdes
das leguminosas que foram utilizadas no experimento conduzido em casa-de-
vegetacao:

1) Jurema preta [Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.] (Fabaceae - Mimosoideae).
Espécie também conhecida como jurema e calumbi. Ocorre em Minas
Gerais e em oito dos nove estados do nordeste, excetuando-se o Maranh&o
(APNE/CNIP, 2014). Um individuo adulto pode alcancar até 7 m de altura,
com aculeos esparsos (MAIA, 2012). A copa é aberta. Folhas e ramos
resinosos, principalmente quando jovens (QUEIROZ, 2009). Caule ereto ou
levemente inclinado, casca grosseira, rugosa, fendida longitudinalmente,
entrecasca vermelho-escura (MAIA, 2012). Em geral, os ramos s&o
castanhos quando frescos mas se tornam escuros, quase negros, quando
secos. Arvore de crescimento rapido e com boa capacidade de rebrota apds
o corte, podendo ser uma espécie com potencial uso em projetos de
recuperacdo de areas degradadas (QUEIROZ, 2009). Folhas compostas,
alternas, bipinadas (MAIA, 2012). As flores sdo brancas e surgem
predominantemente de setembro a janeiro. Seus frutos amadurecem
principalmente de fevereiro a abril. A madeira é utilizada como lenha, carvao,
moirdes, estacas, bem como na fabricacdo de mdveis rusticos (LORENZI,
2002). Além disso, é uma planta forrageira, medicinal e utilizada na coleta
apicola de néctar (ARAUJO FILHO, 2013).

2) Angico [Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil(Griseb.) Altshul]
(Fabaceae - Mimosoideae). Também conhecida como angico-bravo, angico-
de-carocgo, angico-do-mato, angico-escuro, angico-do-campo e angico-

verdadeiro. Ocorre no Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso,
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3)

4)

Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Santa Catarina, S&o Paulo, e todos os estados da regiao nordeste
(APNE/CNIP, 2014). Um individuo adulto pode alcancar até 15 m de altura
(MAIA, 2012), dependendo das condicfes fisicas do ambiente. A copa é
aberta. A casca € grossa, fendida e avermelhada. Nos individuos jovens é
comum a presenca de muitos aculeos (“espinhos”). Suas folhas séo divididas
em foliolos muito pequenos. Madeira pesada, compacta e muito resistente
(CASTRO & CAVALCANTE, 2011). As flores sao meliferas e surgem a partir
de novembro, prolongando-se até janeiro. A maturacdo dos frutos ocorre
durante os meses de julho a agosto. A madeira é utilizada na carpintaria,
obras hidraulicas, construcéo civil, etc. E 6tima para lenha e carvéo. Além
disso, a arvore pode ser aproveitada para arborizacdo de parques e pracas
(LORENZI, 2002).

Mulungu [Erythrina velutina (Willd.)] (Fabaceae - Faboideae). Também
conhecida popularmente como bico-de-papagaio, canivete, eritrina, molungu
e suina. Ocorre em Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e todos os
estados da regido nordeste (APNE/CNIP, 2014). Um individuo adulto pode
alcancar até 20 m de altura e deter um robusto caule revestido por aculeos
conicos. A casca € levemente estriada e as folhas tém trés foliolos pilosos.
Madeira leve, branca e porosa. Vagem sinuosa com 1-3 sementes
vermelhas. Sua floracdo avermelhada é singular e alcanca a maxima beleza
com a planta totalmente destituida de folhas (CASTRO & CAVALCANTE,
2011). As flores surgem a partir do final do més de agosto, podendo ir até
dezembro. Os frutos amadurecem durante os dois primeiros meses do ano.
A madeira é empregada na confeccdo de tamancos, jangadas, brinquedos
e caixotaria. A arvore, além de ser utilizada como cerca viva, é
extremamente ornamental, principalmente quando em flor. Isto tem
estimulado seu uso na arborizacéo de ruas, jardins e alamedas (LORENZI,
2002).

Catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.)] (Fabaceae - Caesalpinioideae).
Também conhecida popularmente como catinga-de-porco, pau-de-rato,
catingueira-de-mulata e catingueira-grande. E uma espécie do norte e
nordeste do Brasil, ocorrendo do Maranh&o e Ceara até a Bahia, com uma
disjungéo no estado do Amazonas (QUEIROZ, 2009). Um individuo adulto
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5)

pode alcancar até 12 m de altura (MAIA, 2012), dependendo das condi¢ces
fisicas do ambiente e nivel de perturbacdo. Comumente, as arvores sao de
porte pequeno, dada a raridade de plantas de idade avancada (CASTRO &
CAVALCANTE, 2011). Folhas bipinadas, coloracédo rosada quando novas,
com 5-11 foliolos alternos ou opostos. As flores sdo amarelas. O fruto é uma
vagem achatada, pontada, com 8-11 cm de comprimento, castanho claro e
com 5-7 sementes. A floracdo ocorre na época de transicdo estacao seca-
chuvosa e na época chuvosa, seguida pela frutificacéo (MAIA, 2012). Arvore
com potencial para colonizacdo de areas degradas e producédo de lenha
(QUEIROZ, 2009). O mau cheiro exalado pelas suas folhas, quando
maceradas, é o que justifica seu nome popular (CASTRO & CAVALCANTE,
2011).

Mororé [Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud.] (Fabaceae - Caesalpinioideae).
Também conhecida popularmente como merosa, morord, morord-de-boi,
mororo-do-sertdo, mororé-verdadeiro e pata-de-vaca. Ocorre no Mato
Grosso e em oito dos nove estados do nordeste, excetuando-se o Maranh&o
(APNE/CNIP, 2014). Um individuo adulto pode alcancar até 5 m de altura
(MAIA, 2012). Ramos jovens densamente pubérulos. Folhas com lobos
arredondados e revestidas por indumento tomentoso acinzentado. Flores
com pétalas brancas, largas e obovais (QUEIROZ, 2009), com até 8 cm de
comprimento, alvas, em cachos terminais de até 20 cm. O fruto € uma vagem
achatada, castanha, com 10-13 cm de comprimento, podendo apresentar
até 19 sementes. ApGs o inicio das chuvas, alcanca folhacao plena em 5-6
semanas. Inicia a floracdo em trés meses e frutifica em quatro meses. A
madeira é utilizada como estacas, lenha e carvao. As flores sdo meliferas. A
arvore tem uso na alimentacdo humana, medicina caseira, ornamentacao,
reflorestamento, sistemas agroflorestais e alimentagéo animal (MAIA, 2012).

Com base na literatura, das cinco espécies citadas anteriormente, trés

(jurema preta, angico e mulungu) tém, em parte, suas necessidades em nitrogénio

(N) supridas pela fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN).

A contribuicdo da FBN em jurema preta e angico pode ser observada nos

trabalhos de Freitas et al. (2010b) e Souza et al. (2012). Nestes, os autores
encontraram porcentagens de nitrogénio derivado da atmosfera (Ndda) que

ultrapassam os 50% para jurema preta. Para o angico a porcentagem foi superior
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a 45% (SOUZA et al., 2012) e 30% (FREITAS et al., 2010b.) Quanto ao mulungu,
apesar de ser uma espécie com reconhecida capacidade de nodulacdo, ndo ha
relatos da estimativa da FBN na literatura. Apenas trabalhos de caracterizacéo
morfologica e genética de seus microssimbiontes sédo descritos (MENEZES et al.,
2013; SOUZA et al., 2013).

2.4 Fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN)

Resultante do desgaste das rochas, ap0s acao conjunta de alguns agentes
intempéricos, o solo passa a ser uma mistura complexa de materiais organicos e
inorganicos vital para o funcionamento dos ecossistemas terrestres. Segundo
Carneiro (2009), os processos que desencadeiam a alteracdo do solo no tempo e
no espaco sdo controlados por diversas inter-relacdes entre os atributos fisicos,
quimicos e bioldgicos. A fracdo biolégica é um dos principais componentes do solo
(HUNGRIA et al., 1994), sendo constituida por nematoides, minhocas, acaros,
colémbolas, besouros, formigas, centopeias, aranhas, cupins, lesmas, caracois e
principalmente micro-organismos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os micro-organismos do solo, também conhecidos coletivamente de
microbiota, sdo representados, principalmente, por quatro grandes grupos:
bactérias, fungos, actinomicetos e algas (SILVA & MEDONCA, 2007). Segundo
Mendes et al. (2011), um Unico grama de solo possui mais de 10000 espécies
diferentes de micro-organismos. Estes, por sua vez, estdo intimamente envolvidos
em processos de grande interesse agronémico, tais como: decomposicdo e
ressintese de residuos organicos, ciclagem de nutrientes, transformacdes
bioquimicas especificas (nitrificacdo, desnitrificacdo, oxidacdo e reducdo do
enxofre), acdo antagdnica aos patdgenos, producdo de substancias promotoras ou
inibidoras de crescimento, FBN, entre outros (ANDREOLA & FERNANDES, 2007).

Realizada por uma parcela relativamente pequena de espécies de
procariotos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), a FBN é considerada o segundo
processo biol6gico mais importante do planeta, apos a fotossintese (SILVA JUNIOR
et al., 2013).

Devido a capacidade de fixar o N2 atmosférico, estes micro-organismos
também sdo conhecidos como diazotroficos (BARBOSA et al., 2012). Os

diazotroficos podem ser de vida livre, endofiticos obrigatérios e facultativos (que
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habitam o interior ou a superficie dos tecidos) e simbioticos (que desenvolvem uma
associacdo mutualistica com seus hospedeiros) (MOREIRA et al., 2010). Gracas a
reducdo dos impactos ambientais e econdmicos na agricultura, ampla distribuicdo
geografica dos hospedeiros e a eficiéncia do processo de FBN, a relacdo mais bem
estudada tem sido a simbiose entre rizobios e plantas da familia Fabaceae
(CANTARELLA, 2007).

Por ser o sistema simbidtico mais bem estudado, varias espécies de rizébios
ja foram descritas e estao distribuidas em seis géneros, a saber: Allorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium
(MOREIRA, 2008). Neste tipo de simbiose, o0 reconhecimento entre o
microssimbionte (bactéria) e o macrossimbionte (hospedeiro) € imprescindivel.
Sendo assim, a troca de sinais e a expressao de genes sao necessarias para que
ocorram as alteracdes fisiologicas e morfolégicas que possibilitam a simbiose, e
consequentemente a FBN (HOFFMANN, 2007). A simbiose rizébio-leguminosa tem
como consequéncia a troca de beneficios entre 0 macro e o microssimbionte, de
modo que a planta assimila a amoénia, que é fornecida pelas bactérias, e em troca
fornece os carboidratos provenientes da atividade fotossintética aos micro-
organismos (LINDSTROM et al., 2010).

A presenca de um complexo enzimatico apropriado (denominado
nitrogenase), capaz de reduzir o N2 a NHs, € que permite que 0s micro-organismos
diazotroéficos sejam capazes de realizar a FBN. Segundo Moreira & Siqueira (2006),
a enzima é constituida por duas unidades proteicas basicas: ferro-proteina e ferro-
molibdénio. Os mesmo autores ressaltaram que a primeira unidade é responsavel
por coletar a energia e a forca redutora, enquanto que a outra reduz e coleta o
substrato. Alguns fatores podem favorecer a inativacdo da enzima, tais como:
disponibilidade energética da célula, disponibilidade de O2, excesso de N e
presenca de alguns aminoacidos essenciais (REIS et al., 2006).

Embora esteja presente abundantemente na atmosfera, o N2 ndo pode ser
utilizado diretamente pelos organismos eucariotos e a maioria dos procariotos do
planeta. A alta estabilidade da molécula de N2 (garantida por uma ligacao tripla
covalente que une os dois atomos de N) e a auséncia do complexo enziméatico na
constituicdo destes organismos é que inviabiliza a FBN. Por ser o N um dos

nutrientes mais limitantes ao crescimento dos vegetais, € necessario a busca
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constante por diazotréficos eficientes, ja que a FBN é uma das principais portas de
entradas do nutriente nos sistemas agricolas.

Em funcdo da importancia que a FBN representa para o setor agricola no
Brasil e no mundo, diversas instituicées de ensino e pesquisa tem buscado ao longo
dos ultimos anos a otimizacdo da FBN em diversas culturas. Da mesma forma, em
ecossistemas naturais, espécies arboreas também tem sido estudadas quanto a
capacidade de realizar a FBN. Esforcos como estes podem ser observados nos
trabalhos de Chagas Junior et al. (2009) estudando a FBN em feijao-caupi na
Amazoénia Central; Cusak et al. (2009) avaliando a contribuicdo da FBN em duas
florestas tropicais do Caribe; Marcondes et al. (2010) estudando a efetividade de
isolados de noddulos de amendoim em realizar a FBN; Freitas et al. (2010b) e Souza
et al. (2012) com estudos de estimativas da FBN na caatinga, e Ramos et al. (2010)

avaliando bacterias endofiticas em plantas de milho.

2.5 Técnica da abundancia natural do °N para estimativa da FBN

Isétopos sdo atomos de um mesmo elemento quimico que, apresentam o
mesmo numero de prétons mas diferentes numeros de néutrons e,
consequentemente, diferentes massas (DUCATTI et al., 2011). A maioria dos
elementos quimicos possui mais de um isétopo (CARVALHO, 2008). O niumero de
elétrons e a distribuicdo destes nos orbitais dos atomos € que determina as
propriedades quimicas dos diferentes elementos. Deste modo, por possuirem o
mesmo numero de elétrons, os is6topos de um determinado elemento terdo,
praticamente, propriedades quimicas idénticas e algumas propriedades fisicas
distintas.

Os is6topos podem ser radioativos ou estaveis (CARVALHO, 2008). Por
ocorrerem na natureza em propor¢ao quase constante (AUGUSTO, 2012) e néo
emitirem radiacédo (ndo causando riscos a saude humana e ao meio ambiente), os
estudos com is6topos estaveis tém sido mais frequentes do que estudos com
isétopos radioativos. Os primeiros estudos envolvendo isétopos estaveis foram na
geologia e arqueologia (DUCATTI et al., 2011). Segundo Pereira & Benedito (2007),
0 uso de is6topos estaveis tem sido crescente nos mais diferentes campos da

ciéncia. Na agricultura, por exemplo, os trabalhos de Rondon et al. (2007);
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Houngnandan et al. (2008); Freitas et al. (2012b); Oliveira (2012), sao alguns dos
estudos realizados com is6topos estaveis.

Em geral, para um dado elemento quimico, um dos isétopos estaveis é
guantitativamente mais abundante que o outro (CARVALHO, 2008). Os isétopos
mais leves (*H, 12C, N, 160, 3?S), em geral, sdo mais abundantes que os mais
pesados (°H, 13C, N, 180, 335, 345, 363) (SLEIMAN et al., 2008). Por ser a matéria
organica do solo constituida principalmente de carbono (C), oxigénio (O),
hidrogénio (H) e nitrogénio (N), a maioria dos estudos em solo com is6topos
estaveis tem sido sobre ciclagem de nutrientes (SILVA & MENDONCA, 2007).
Sendo um dos componentes fundamentais dos organismos vivos (GRUBER &
GALLOWAY, 2008), possuindo mais de um isétopo estavel de ocorréncia natural e
estando presente abundantemente na natureza, o N tem sido um dos principais
bioelementos pesquisado com técnicas baseadas em is6topos estaveis (DUCATTI
et al., 2011).

A atmosfera € um dos grandes reservatorios de N no planeta, em que o N
molecular (N2) compde 78 % dos gases, 0 que equivale a uma massa de 3,9 x 10°
Tg (NOVAIS et al., 2007). Deste total, aproximadamente 99,6340 % dos atomos de
N se encontram na forma “N e cerca de 0,3660 % na forma °N (DUCATTI et al.,
2011). A relacéo entre o isétopo menos frequente (*°N) e o isétopo mais abundante
(**N) corresponde a composicdo isotdpica ou abundancia natural do elemento
(MARTINELLI et al., 2009), que pode apresentar variacdes, a depender do tipo de
material, ndo sendo, portanto, um valor constante (MARDEGAN, 2007).

A dinamica do N no sistema solo-planta-atmosfera tem sido mais bem
compreendida a partir do uso de técnicas baseadas na abundancia natural do °N.
Como pode ser observado nos trabalhos de Teixeira et al. (2006), Freitas et al.
(2010b), Andrews et al. (2011), Freitas et al. (2012a), Souza et al. (2012) e Nardoto
et al. (2014), a técnica passou a ser utilizada com maior frequéncia pelos
pesquisadores e vem se tornando uma ferramenta de grande utilidade na
quantificacdo da fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN).

Na metodologia da abundancia natural do *N para a estimativa da FBN, é
assumido que o N no solo é um pouco mais enriquecido em *N que o N2
atmosférico (SYLLA et al., 2002). Isto ocorre como resultado da discriminacéo
isotépica entre 1*N e 15N durante as transformacdes de N no solo (TEIXEIRA, 2006).

Uma planta referéncia (nao fixadora de Nz), crescendo nessas condi¢des, tera sua
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composicado isotopica semelhante a do N disponivel no solo. Por outro lado, os
teores de 1°N em plantas fixadoras de N2 podem ser menores devido ao efeito de
diluicdo que o N2 atmosférico causa. Nesse contexto, quando se utiliza uma planta
referéncia como marcadora do °N presente no N mineral do solo, pode ser
determinada a taxa de fixagcdo pela proporcéo com que o °N foi diluido (SHEARER
& KOHL, 1986). Idealmente, uma planta ndo fixadora deveria explorar um volume
de solo semelhante ao da fixadora, apresentando, ainda, padrdes de absorcao e
assimilacdo do N parecidos com os da leguminosa alvo. Para garantir esse
requisito, na pratica, usa-se a média do sinal de '°N de algumas espécies de plantas
para as quais ndo ha histérico comprovado de FBN e que estdo crescendo nas
mesmas condicdes das plantas fixadoras. Um exemplo da aplicacédo dessa técnica
em leguminosas tropicais foi apresentado por Freitas et al. (2012a).

A abundancia natural € analisada por espectrometria de massa e expressa
em unidades de “delta” (3*°N), que representa o desvio por mil (%), em relagdo ao

N2 atmosférico, da razdo entre as massas de *N e “N do N contido na amostra:

0N (%0) amostra = ((% atomo*°>N amostra — 0,3663)/0,3663)x 1000 ou

0= (Ramostra/Rpadréo — 1)><1000

onde: Ramosta € Rpadrio S840 as razdes '°N:*N da amostra e do padrdo (N2
atmosférico), respectivamente.

A utilizacdo do espectrometro de massa ou “lsotope Ratio Mass
Spectrometers” (IRMS) é necessaria para que seja possivel a determinagao da
razao isotopica do elemento (PEREIRA & BENEDITO, 2007). A espectrometria de
massa parte do principio de separacédo de moléculas gasosas ionizadas de acordo
com suas massas quando essas passam por um campo magnético (BOARETTO
et al., 2004).

Para as estimativas do percentual de N fixado em plantas alvo
(significativamente empobrecidas em 1°N, apresentando uma diferenca de, no
minimo, duas unidades de & em relagdo as médias das referéncias) utiliza-se a
férmula recomendada por SHEARER & KOHL (1986):

%Ndda = [(615N(referéncia) - 615N(fixadora)) / (515N(referéncia) - B)] x 100
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onde 3'N(referencia) € 0 valor médio dos 8'°N das plantas néo fixadoras utilizadas
como referéncia, 5'°N(fixadora) € 0 valor médio de 8'°N de cada leguminosa fixadora
e B é o valor de 5'°N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N.

Este método fornece a proporcdo do N fixado, sendo necessario, para a
quantificacdo do N fixado nas leguminosas, que se determine a quantidade de N
total acumulado nestas plantas, o que requer a medicdo de sua biomassa e a

concentracdo de N nesta biomassa.

2.6 Biomassa vegetal acima do nivel do solo: métodos direto e indireto

O atual cenéario das mudancas climaticas no mundo tem despertado o
interesse de pesquisadores, empresas e instituicbes em desenvolver estratégias
com o proposito de mitigar os possiveis impactos ambientais decorrentes da
emissao de “gases de efeito estufa” (GEEs), os quais s&o oriundos da agricultura,
pecuaria, industria, queima de combustiveis fosseis e desmatamento. Segundo o
Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC (2007), dos GEEs emitidos a
partir de atividades antropogénicas, o diéxido de carbono (CO2) € o0 mais
preocupante.

Nesse contexto, a importante conexao existente entre floresta, carbono e
clima tem despertado o interesse de alguns paises em desenvolver pesquisas
sobre a biomassa florestal e o conteido de carbono estocado, como pode ser
observado nos trabalhos de Mani & Parthasarathy (2007) na india, Navar (2009) no
México, Morote et al. (2012) na Espanha e Risio et al. (2014) na Argentina. No Brasil
nao é diferente, varias instituicbes de ensino e pesquisa vem desenvolvendo
estudos de estimativas da biomassa florestal (OLIVEIRA et al., 2012; MORAIS et
al., 2013; TORRES et al., 2013; CABRAL et al., 2013 e LIMA JUNIOR et al., 2014).

As florestas sdo bens naturais que contribuem com a protecdo de bacias
hidrograficas, purificacdo do ar, producéo de medicamentos, fibras, alimentos, além
de sua importante contribuicdo na manutencao da biodiversidade e da estabilidade
do clima global (WALKER et al., 2011). Sendo assim, ao longo das ultimas décadas
tem sido de grande relevancia a obtencdo de conhecimentos sobre 0s aspectos
qgue envolvem o desenvolvimento, a importancia, a dindmica e formas de

exploracdo sustentavel das florestas tropicais (RATUCHNE, 2010).
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Segundo Walker (2011), a biomassa florestal (importante estoque natural de
carbono) é definida como sendo o peso ou a massa de seu tecido vegetal, expressa
geralmente em unidades de tonelada métrica (t). A depender das condi¢cdes em
qgue o estudo esta sendo desenvolvido, a biomassa pode ser expressa por massa
seca ou massa verde. A massa seca € obtida apés certo periodo de secagem do
material em estufa e a massa verde refere-se ao material fresco que ainda possui
em sua composi¢cao um determinado conteudo de agua (CALDEIRA, 2003).

Para a estimativa da biomassa acima do nivel do solo, métodos diretos e
indiretos tem sido utilizados. Na literatura, é possivel encontrar diferentes técnicas
utilizadas para estimar a biomassa florestal envolvendo o método direto. Técnicas
como a do corte estratificado, método da parcela e o método da arvore média, sdo
descritos por Silveira et al. (2008). Dentre outros trabalhos que envolvem o
emprego do método direto, citam-se os de Araujo et al. (2004) na Paraiba e Silva
& Sampaio (2008) na Bahia e Pernambuco.

Certamente, os métodos diretos s80 0S mais precisos por consistirem na
derrubada das arvores, separacdo dos seus componentes e pesagem ainda em
campo, mas sdo os mais dificeis de serem executados e se restringem a um
namero limitado de arvores (KETTERINGS et al., 2001; CHAVE et al., 2005). Para
outros autores, o método ndo é confiavel. Segundo Brown et al. (1989), as
estimativas obtidas pelo método direto ndo sdo confidveis por serem realizadas em
poucas parcelas, pequenas e tendenciosamente escolhidas. Ja Vismara (2009), diz
que a reduzida extensdo de alguns biomas e a protecdo destes por 6rgaos
competentes, tem feito com que a obtencdo de amostras destrutivas de biomassa
nestes ambientes tenha sido impedida pela propria legislacéo.

Para areas onde a derrubada das arvores néo € permitida, métodos indiretos
(ndo destrutivos) sao utilizados para estimar a biomassa florestal. Nestas
condicdes, para que a estimativa seja possivel, equacdes sdo ajustadas
correlacionando a biomassa com alguma variavel de facil medicdo obtida em
campo, como o diametro do caule a 1,30 m do nivel do solo, também denominado
diametro a altura do peito (DAP), diametro do caule ao nivel do solo (DNS) e altura
da planta (H) (SAMPAIO & SILVA, 2005). Estimativas da biomassa a partir da
utilizacdo de imagens orbitais do povoamento, ou ainda de uma base de dados de
um Sistema de Informagfes Geograficas (SIG), construida a partir de um inventario

florestal, também s&o possiveis (FERRAZ et al, 2014).
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Devido a sua praticidade, varios trabalhos envolvendo o método indireto tém
sido frequentemente encontrados na literatura, dentre estes, citam-se os de Cole &
Ewel (2006), Vieira et al. (2008) e Basuki et al. (2009), utilizando equacbes
alométricas para estimar o estoque de biomassa em florestas tropicais, bem como
os de Watzlawick et al. (2009) e Ferraz et al. (2014) utilizando imagens de satélite
para a estimativa da biomassa.

Para algumas espécies que apresentam uma vasta distribuicdo na caatinga,
Sampaio & Silva (2005), Silva & Sampaio (2008) e Sampaio et al. (2010) publicaram
equacdes gerais e individuais para estimativas da biomassa aérea total e para
partes aéreas das plantas. Em todos esses estudos, o DAP mostrou-se uma boa
variavel preditora para estimar a biomassa nos modelos alométricos. Uma das
vantagens da utilizacdo do DAP ¢é a facilidade de medida em campo, de modo que,
para propositos praticos, muitos modelos alométricos tém relacionado & biomassa

aérea a essa variavel (NAVAR, 20009).

2.7 Estimativas da FBN em ecossistemas naturais

Em ecossistemas naturais, a FBN € a principal porta de entrada de N, seja
através de relacBes simbidticas (entre leguminosas e rizébios) ou por meio de
micro-organismos diazotroficos de vida livre (CLEVELAND et al., 2010). Isto tem
permitido que leguminosas arbéreas (com potencial de FBN) tenham maior
crescimento do que arvores nao leguminosas quando ambas estdo sobre solos
pobres em N (SYLLA et al., 2002). Apesar de ndo ser uma caracteristica comum a
todas as espécies, a capacidade de nodular e fixar o N2 atmosférico em simbiose
com bactérias do grupo dos rizébios é a grande particularidade ecoldgica das
leguminosas (SANTOS et al., 2008). Das trés subfamilias pertencentes a familia
Fabaceae, Faboideae é a que apresenta a maior percentagem de espécies
noduliferas (de todas as espécies estudadas, 96% séo capazes de realizar a FBN),
seguida por Mimosoideae (90%) e por ultimo, Caesalpinioideae (23%) (FARIA et
al., 1989).

Para que a dinamica do N em ecossistemas naturais seja melhor
compreendida, faz-se necessario estimar a FBN nos mais variados biomas do
mundo. Segundo Boddey et al. (2000), em ecossistemas naturais, 0 método mais

confiavel para estimar a FBN é o método da abundancia natural do °N. Este
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método permite que a FBN seja estimada através da compara¢édo da abundéancia
natural de °N de tecidos de plantas fixadoras e ndo-fixadoras, crescendo no
mesmo ambiente, e por isso, com a mesma marcacao de N do solo (TEIXEIRA,
2004). Na caatinga, por exemplo, arvores capazes de realizar a FBN podem ser
claramente separadas das arvores ndo fixadoras de N2, a partir dos sinais de °N
(MENEZES et al., 2012).

Freitas et al. (2010a) encontraram valores de &'°N que variam de 5,12 a
11,58 para espécies néo fixadoras de N2 nativas da caatinga. J4 para espécies
potencialmente fixadoras de N2, Souza et al. (2012), em fragmento de caatinga
madura, encontraram valores de d°N de 0,97 e 1,87 para Mimosa tenuiflora e
Anadenanthera colubrina, respectivamente. Espécies fixadoras de N2 também
foram estudas por Freitas et al. (2010b), que encontraram valores de 3*°N variando
de 1,59 a 4,22 para Mimosa tenuiflora e 1,04 a 5,59 para Mimosa arenosa.

Segundo Mardegan (2007), em florestas tropicais, as entradas e saidas de
N sdo mais frequentes, o que ocasiona um maior enriquecimento em °N nos solos.
Em geral, os valores de °N das florestas tropicais sdo mais elevados do que
agueles de florestas temperadas (MARTINELLI et al., 1999).

Apesar das grandes areas de florestas tropicais, as estimativas da FBN s&o
muito raras (CLEVELAND et al., 1999). Trabalhos como os de Roggy et al. (1999),
Sylla et al. (2002), Pons et al. (2007), Cusack et al. (2009), Cleveland et al. (2010),
Freitas et al. (2010b), Freitas et al. (2012a), e Souza et al. (2012) tém contribuido
bastante com informacdes da estimativa da FBN em algumas espécies arboreas
de ocorréncia natural.

No Brasil, as estimativas da FBN em ecossistemas naturais também séo
relativamente escassas (FILOSO et al., 2006), citando-se os trabalhos de Cleveland
et al. (2010), Freitas et al. (2010b), Freitas et al. (2012a) e Souza et al. (2012) como
alguns dos poucos estudos que objetivaram estimar a FBN nestes ambientes.
Deste modo, pesquisas sao necessarias para a melhor compreenséao dos diversos
fatores que podem interferir no processo de FBN em ambientes naturais, que ainda

sao pouco conhecidos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao e descricao das areas estudadas

Foram selecionados fragmentos de caatinga localizados em quatro
municipios do semiarido de Pernambuco (Sao Jodo, Petrolina, Serra Talhada e
Caruaru). Em cada municipio, foram estudados dois fragmentos de caatinga, sendo
um com vegetacdo madura e 0 outro com vegetacdo em regeneragao, esses
altimos com diferentes tempos de abandono apdés corte da vegetacao nativa. Em
Séo Joao (microrregido de Séao Joao), os fragmentos de caatinga sdo pertencentes
a fazenda Riacho do Papagaio. O clima predominante na regido € o As’, que
equivale a um clima quente e umido, conforme classificacdo de Koppen. Segundo
Santos et al. (2012), o solo da area é classificado como Neossolo Regolitico. Em
Petrolina foram selecionados dois fragmentos localizados na Estacédo Experimental
do Centro de Pesquisa Agropecuaria do Tropico Semiarido — CPATSA. Segundo a
classificacdo de Koeppen, o clima da regido € do tipo BSwh’, definido como
semiarido, de vegetacao xerdfita, apresentando inverno seco. O solo da regido é
classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo (SILVA et al., 2005). Em Caruaru,
os fragmentos foram selecionados na Estacdo Experimental do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) e, em Serra Talhada, no Parque Estadual Mata
da Pimenteira (area de caatinga madura) e na Fazenda Buenos Aires (caatinga em

regeneracao). As principais caracteristicas dos municipios seguem na Tabela 1.

Tabela 1: Principais caracteristicas das areas de caatinga localizadas em municipios

do Agreste e Sertdo de Pernambuco.

Municipios/

C e Caruaru Séo Joéo Serra Talhada Petrolina
aracteristicas
Mesorregiao Agreste Agreste Sertédo Sertédo
Coordenadas 8°16’53” S 08°52'32" S e 7°59'7" S 9°23’39” S
35°58'25” W 36°22'00" W 38°17'34” W 40°30'35" W
Altitude (m) 561 716 443 380
Precipitagédo
média anual 764 885 686 577
(mm)
Temperatura 225 21,1 25,2 263
média anual (°C)
. Argissolo Neossolo . Argissolo Vermelho-
Tipo de solo A " Luvissolo
marelo Regolitico Amarelo
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Os dois fragmentos de caatinga em regeneracdo (CR) e madura (CM)
localizados no municipio de Sao Jodo apresentam o0s seguintes historicos: CR — a
vegetacao nativa havia sido removida para utilizacdo agropecuaria e ha dez anos
encontra-se abandonada com regeneracdo da vegetacao original do local; CM —
vegetacao sem interferéncia humana ha, no minimo, cinquenta anos. Em Petrolina,
apos a remocao da vegetacgédo nativa, o fragmento de CR encontra-se abandonado
ha oito anos; o fragmento de CM apresenta-se sem interferéncia humana ha, no
minimo, quarenta anos. A area de CR do municipio de Caruaru havia sido
abandonada ha no minimo vinte anos. No municipio de Serra Talhada, a area de
CR apresenta histérico de vinte e seis anos que foi abandonada para a regeneragéo
natural. As areas de CM dos dois ultimos municipios apresentam o mesmo histoérico
do fragmento de caatinga madura do municipio de Sao Jodo (> 50 anos).

Em cada area foram coletadas amostras compostas de solo para anélises
quimicas e granulométrica. A amostragem foi realizada no horizonte superficial
(camada de 0-20 cm) (Figura 1) em 10 parcelas delimitadas aleatoriamente em
campo (detalhamento do esquema de amostragem € apresentado adiante). As
amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas, homogeneizadas e passadas
em peneira com malha de abertura de 2 mm. Apdés estes procedimentos, foram
determinados pH (agua); P (Mehlich); K*, Na*, Ca?*, Mg?* e AI** trocaveis, soma de
bases, CTC efetiva, saturacdo por aluminio (EMBRAPA, 2009), e as propor¢des de
areia, silte e argila (EMBRAPA, 1997), conforme pode ser observado na Tabela 2.

'253-’_ SR 2 u”‘fl‘ j eé;
Figura 1: Coleta de solo no horizonte superficial (camada de 0-20 cm) para
andlises quimica e granulométrica.
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Tabela 2: Caracteristicas quimicas e granulométrica de solos sob diferentes fragmentos de caatinga em regeneracdo (R) e caatinga

madura (M) no semiarido de Pernambuco.

Municipios
- Serra Talhada (PE) Séo Jodo (PE) Caruaru (PE) Petrolina (PE)
Caracteristicas z
AREAS
R M R M R M R M
Tipo de solo Luvissolo Neossolo Regolitico Argissolo Amarelo Arglsszlggﬁglrgnelho—
pH em &gua (1:2,5) 6,22a 6,37a 5,45a 5,25a 5,96a 5.97a 4.70a 5,07a
P (mg.dm) 109a 13b 6,92a 6,74a 8,78a 6,92a 9,33a 4,12a
Ca?* (cmolc.dm) 3,64a 3,86a 1,80a 1,31a 2,78b 4,24a 0,43b 1,33a
Mg?* (cmol..dm) 2,85a 1,44b 1,60a 0,86b 1,42a 1,55a 0,34a 0,65a
Na* (cmolc.dm3) 0,05a 0,04a 0,12a 0,05b 0,04a 0,05a 0,02a 0,02a
K* (cmole.dm™) 0,81a 0,54b 0,54a 0,38b 0,50a 0,58a 0,31a 0,34a
SB (cmolc.dm®) 7,36a 5,89b 4,06a 2,62b 4,76b 6,43a 1,11b 2,35a
AP* (cmol..dm®) 0,05a 0,00a 0,17b 0,31a 0,02a 0,00a 0,05b 0,34a
t (cmole.dm™) 7,41a 5,89b 4,22a 2,93b 4,78b 6,43a 1,16b 2,69a
m (%) 0,67a 0,00a 3,93b 10,54a 0,44a 0,00a 4,32b 12,74a
Areia (g.k?) 599b 766a 818a 864a 684a 685a 706a 836a
Silte (g.k™) 232a 212a 112a 74a 229a 256a 169a 97a
Argila (g.k?) 169a 22b 70a 62a 87a 59a 125a 67a
Franco Areia Areia Areia Franco Franco Franco .
Classe textural Areia franca
arenosa Franca franca franca arenosa arenosa arenosa

Médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas para cada municipio ndo séo significativamente deferentes ao nivel de 0,01 de
probabilidade pelo teste de Tuckey.
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3.2 Estimativa do N fixado em campo

As estimativas da FBN em campo foram realizadas nos fragmentos de
caatinga de S&o Jodo. Os dados de precipitagéo e temperatura mensal (referentes
ao ano de coleta do material em campo) para os municipios de Petrolina e S&o

Joao seguem nas figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2: Dados meteorologicos da Estacdo de Bebedouro (Petrolina-PE, 09.04° S e
40.60° W) referentes ao ano de 2014 (EMBRAPA, 2015).
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Figura 3. Dados meteorologicos de Sao Jodo referentes ao ano de 2013 (INMET,
2015).
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3.2.1 Desenho experimental, coleta de material em campo e preparo das amostras
para analise

Em cada area de coleta foram estabelecidas, aleatoriamente, 10 parcelas
com dimensdes de 20 x 20 m, totalizando uma area amostral de 4000 m? (0,4 ha).
Dentro de cada parcela, todas as plantas que apresentaram diametro de caule a
altura do peito (1,30 m em relacéo ao nivel do solo) igual ou superior a 3 cm foram
identificadas e tiveram suas circunferéncias medidas (Figura 4). Nas plantas com
mais de uma ramificacdo, tendo pelo menos uma de suas ramificagdes atendendo

ao critério de inclusédo, foram medidas todas as ramificagdes.
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Figura 4: Medi¢bes da circunferéncia do caule das leguminosas com diametro a altura

do peito (DAP) igual ou superior a 3 cm.

Material vegetal foi coletado para correta identificacdo botanica. Os valores
das circunferéncias dos individuos foram anotados e transformados em area basal
(AB) e posteriormente em diametro a altura do peito (DAP), considerando-se o
caule como circular. Para os individuos com ramifica¢cdes, foi calculada a &rea basal
total correspondente ao somatério das areas basais de todas as ramificac6es de
cada individuo e este valor foi utilizado para o célculo do DAP médio destes

individuos.
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Para cada espécie foram determinadas as areas basais absolutas
(somatdrio das areas basais de todos os individuos da espécie em cada parcela) e
relativas (relacéo entre a area basal da espécie e a area basal total de todas as
espécies da parcela) e as densidades absolutas (humero de individuos) e relativas
(relagc&o entre a densidade da espécie e a densidade total de todas as espécies da
parcela).

A biomassa de folhas e a biomassa total foram estimadas para cada
individuo das parcelas, utilizando equacBes alométricas desenvolvidas para
espécies da caatinga por Silva & Sampaio (2008), Souza et al. (2012) e Sampaio &
Silva (2005), respectivamente:

B folhas = 0,0681 DAP*582° para espécies de grande porte (Equacéo 1)

B folhas = 0,0180 DAP845, para espécies de pequeno porte (Equacéo 2)
B total = 0,173 DAP?2° (Equagcéo 3)

Onde: B folhas é a biomassa de folhas (kg), B total é a biomassa aérea total (kQ)
e DAP é o diametro a altura do peito (cm).

Em todas as parcelas, foram realizadas coletas (Figura 5) de tecido foliar de
5 individuos de dois grupos de espécies: 1) espécies alvo, que foram todas as
espécies de leguminosas com capacidade de nodulagédo conhecida e também as
espécies de leguminosas sem informacdes na literatura sobre sua capacidade de
nodulacdo; e 2) espécies referéncia, que foram espécies ndo leguminosas ou
leguminosas ndo nodulantes. A capacidade de nodulagdo foi determinada de
acordo com a literatura (ALLEN & ALLEN, 1981; KIRKBRIDE JUNIOR, 1997;
KIRKBRIDE JUNIOR, 2002; FREITAS et al., 2010b). Para cada planta, foi coletada
uma amostra composta de 10 a 20 folhas saudaveis completamente expandidas,

localizadas de 1,5 a 2 m de altura da copa.

i wt NN AN b

Figura 5: Coleta de material vegetal para andlise dos teores de N e abundancia natural

de 5N.
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3.2.2 Quantificacdo de N na biomassa foliar, percentual de N derivado da atmosfera
(%Ndda) e quantidade de N fixado.

Apos a coleta, o tecido foliar de cada individuo amostrado foi acondicionado
em saco de papel e submetido a secagem em estufa de circulacao forcada de ar
(72 horas a 65°C) até peso constante. Posteriormente, as amostras foram
processadas em moinho de facas e maceradas quando necessario. O material foi
devidamente identificado e enviado para determinacdo dos teores de N total (%) e
abundancia natural de ®*N em espetrometro de massa Thermo Quest-Finnigan
Delta Plus (Finnigan-MAT; CA, USA) com interface com um Analisador Elementar
(Carlo Erba model 1110; Milan, Italy), no Laboratério de Ecologia Isotépica do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP).

Os valores de abundancia natural de *>N foram expressos em unidades de
“delta” (d), expresso em partes por mil (%o), tendo como base o valor de abundéancia

natural de **>N do ar (% atomos '°N = 0,3663), de acordo com a equacéao 4:

O = (Ramostra/Rpadrao — 1) x 1000 (Equacéo 4)

Quando a diferencga entre o valor médio de 3*°N de uma espécie alvo e o
valor médio de d°N das espécies referéncia em cada parcela foi maior que 2 %o
(HOGBERG, 1997) foi estimada a proporcéo de N da planta derivado da atmosfera
(%Ndda), utilizando a metodologia da abundancia natural, de acordo com a
equacao 5 (SHEARER &KOHL, 1986):

%Ndda=[(615N(referéncia) - 615N(fixad0ra)) / (615N(referéncia) - B)] x 100 (Equa(;éo 5)

Onde: 3*N(referencia) € 0 valor médio de 3'°N das espécies referéncia de cada
parcela; d°N(fixadora) € 0 valor médio de 6'°N de cada espécie fixadora de cada
parcela e B é o valor de 8'°N na parte aérea da leguminosa quando a planta cresce
em sistema sem nitrogénio. Neste estudo foi utilizado o valor B = —1.24%e,
determinado por Reis Jr. et al. (2010) para Mimosa caesalpiniifolia Benth.

A quantidade de N na biomassa foliar de cada espécie, em cada uma das
parcelas, foi calculada multiplicando-se sua biomassa pelos teores de N médios da

espécie na parcela. As quantidades de N fixadas (kg ha' ano) foram obtidas
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multiplicando as quantidades de N total das folhas pelos resultados de %Ndda
médios de cada espécie. Neste calculo assume-se que a biomassa de folhas
corresponde a maior parte da producdo anual das plantas, ja que sdo espécies

deciduas.

3.3 Ocorréncia, diversidade e efici€ncia das populacdes de rizébios

O estudo foi realizado entre junho e outubro de 2014, em casa de vegetacao
e no Laboratoério de Microbiologia do Solo da Embrapa semiéarido, Petrolina, PE.
Este estudo foi realizado para os 8 fragmentos de caatinga descritos anteriormente
(Tabela 2). As amostras de solo utilizadas para a conducao do experimento foram
destorroadas, homogeneizadas, passadas em peneira com malha de abertura de
2 mm e, em seguida, acondicionados em vasos de polietileno com capacidade para
500 g.

3.3.1 Experimento para obtencao dos nddulos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em arranjo fatorial 3 x
4 x 2 (3 espécies de leguminosas nativas nodulantes, utilizadas como plantas iscas;
4 locais de coleta e duas condi¢cdes da vegetacao por local - caatinga madura e
caatinga em regeneracéo), utilizando um delineamento inteiramente casualizado,
com 3 repetigdes. As leguminosas nodulantes utilizadas foram: mulungu [Erythrina
velutina Willd.], jurema preta [Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.] e angico
[Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan]. As leguminosas nao nodulantes, mororo
[Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud.] e catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.)
L.P. Queiroz.] foram incluidas para servirem de plantas referéncia para estimativa
da FBN nas leguminosas arboreas fixadoras. As sementes (Figura 6) de mulungu,
angico e catingueira utilizadas no experimento foram obtidas do Laboratério de
Andlises de Sementes da Embrapa Semiarido — LASESA. As sementes de mororé
foram obtidas a partir de plantas matrizes da caatinga de S&o Jo&o e as sementes
de jurema preta foram coletadas de plantas matrizes de um fragmento de caatinga

localizado em Patos, PB.
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Figura 6: Sementes de mulungu (A), jurema preta (B), catingueira (C), angico (D) e

morord (E) utilizadas no experimento.

As sementes foram submetidas a escarificacdo mecéanica (com lixa) e
desinfestagéo superficial - etanol (70%) por 3 minutos para modificacdo da tenséo
superficial, hipoclorito de sddio (1%) por 3 minutos e 5 lavagens sucessivas em
agua destilada estéril (FREITAS et al., 2014). Quatro sementes foram semeadas
por unidade experimental. O desbaste foi realizado 15 dias ap6és emergéncia (DAE),

deixando-se uma planta por vaso (Figura 7).

Figura 7: Individuos de mulungu (A), jurema preta (B), angico (C), mororé (D) e
catingueira (E) ap6s desbaste em casa de vegetacao.
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As plantas foram regadas conforme o necessario. A colheita foi realizada aos
83 DAE para mulungu e aos 112 DAE para jurema preta, angico, catingueira e
morord. Por ocasido da coleta, as raizes foram separadas da parte aérea para a
melhor obtencdo dos nodulos. Apds lavagem das raizes, os nodulos foram
destacados, contados e, ap0s o isolamento, secos em estufa de circulacéo forcada
de ar a 65°C por um periodo de 72 horas para a obtencdo da massa seca. Para o
isolamento foram utilizados 5 nddulos por unidade experimental. As raizes e a parte
aérea foram acondicionadas em sacos de papel e também submetidas a secagem
em estufa, sendo posteriormente pesadas. A eficiéncia dos isolados bacterianos
presentes em cada &rea foi estimada através da determinagcdo da producdo de

biomassa seca da parte aérea, nimero e biomassa seca dos nodulos.

3.3.2 Isolamento, purificacdo e caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados

bacterianos

O isolamento procedeu-se logo apds a coleta das plantas em casa de
vegetacao, com os nédulos ainda frescos (Figura 8), com o objetivo de diminuir a

proporcao de isolados contaminantes.
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Figura 8: Nédulos de jurema preta (A), angico (B) e mulungu (C) utilizados para a

captura dos isolados bacterianos.

Em capela de fluxo laminar, os ndédulos foram desinfestados
superficialmente com etanol comercial (95,8%) por 30 segundos para a quebra da
tensdo superficial, hipoclorito de sédio (5%) por 5 minutos, seguidos de dez
lavagens em agua destilada estéril, para remocao do excesso de hipoclorito. Com

0 auxilio de uma pinga, os nodulos foram pressionados sobre placas de Petri com
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meio de cultura contendo extrato de levedura, manitol e agar (YMA, pH 6.8)
(VINCENT, 1970), com adicéo de corante vermelho congo (0,25% em 0,2N de
KOH). As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a 28° C e o aparecimento
das colbnias monitorado diariamente. Apds 0 aparecimento das col6nias
caracteristicas, os isolados bacterianos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio YMA com azul de bromotimol como indicador de pH e incubadas
nas mesmas condicdes descritas anteriormente, por um periodo de até 10 dias,
sendo o aparecimento das colénias monitorado diariamente.

ApoGs ser verificado o crescimento das coldnias isoladas, realizou-se a
caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados avaliando a modificacdo do pH do
meio de cultura apds o crescimento das colbnias (AC: acida; AL: alcalina; N: neutra)
e as caracteristicas fenotipicas: 1) tempo de crescimento (rapido — colbnias
isoladas apareciam até trés dias depois de repicadas; intermediario — colbnias
apareciam de quatro a seis dias; e lenta — colonias apareciam depois de seis dias);
2) tamanho da colénia (puntiforme - colénias com diametro menor que 1 mm;
colénias com diametro entre 1-2 mm e colénias com diametro >2 mm); 3) forma da
colonia (circular ou irregular); 4) aparéncia da coldénia (homogénea ou
heterogénea); 5) transparéncia da colonia (opaca - quando nao possui o brilho;
translicida - quando permitia a passagem da luz através da placa; e transparente
— quando além de permitir a passagem da luz, percebia-se claramente o que havia
do outro lado); 6) cor das colbnias (branca, amarela ou rosa); 7) presenca de muco
(sim ou nao); 8) quantidade de muco (muito ou pouco); 9) elevacdo (colbnias
elevadas ou ndo) e 10) tipo de muco (viscoso, butirico ou floculoso). Apos ser
realizada a caracterizacdo das col6nias das bactérias, estas foram estocadas em
tubos tipo Eppendorf (com capacidade para 1,5 mL) contendo 1,0 mL de meio YM
com glicerina (50%), para estudos subsequentes.

Os dados da caracterizacdo morfofisioldgica dos isolados autenticados
foram codificados em um sistema binario (1 — positivo e 0 — negativo) a partir do
qual foram gerados os dendrogramas de similaridade das areas em regeneracao,
das areas maduras e de todos os isolados, utilizando o método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithimetic Mean) e o coeficiente de
similaridade de Jaccard. Com os isolados agrupados, procederam-se os calculos

dos indices de diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Pielou (J’).
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3.3.3 Autenticacdo dos isolados bacterianos

Para a autenticacao, os isolados foram submetidos a técnica da amplificacao
simultanea dos genes nifH e nodC por Polymerase Chain Reaction — PCR, como
sugerido por Fernandes Jr et al. (2013). A técnica foi utilizada visando a otimizagéo
do trabalho, uma vez que o teste de autenticacdo em casa de vegetacdo demanda
maior espaco de tempo. Foram considerados autenticados os isolados que

amplificaram, no minimo, um dos genes.

Extracdo do DNA

O DNA bacteriano foi extraido através do uso de choque térmico
(FERNANDES JUNIOR et al., 2013), utilizando a estirpe BR 3299 como controle
positivo. Os isolados foram cultivados em meio YM sem indicador de pH por trés
dias, para as bactérias de crescimento rapido, ou sete dias, para as bactérias de
crescimento lento, sob agitacdo orbital a 150 rotacbes por minuto (rpm) a
temperatura ambiente.

ApGs o crescimento, aliquotas de 1 mL foram centrifugadas a 13.000 rpm
por trés minutos, descartando-se o sobrenadante. As células foram ressuspendidas
em agua ultrapura por duas vezes consecutivas (12 ressuspensdo 500 pyL e 22
ressuspensdo 200 pL de &gua ultrapura). Em seguida, para que ocorresse 0
processo de ruptura das células dos isolados bacterianos, as amostras foram
congeladas a temperatura de - 20°C e, apdés o congelamento, as amostras foram
levadas ao banho maria por 5 minutos a temperatura de fervura. Esse procedimento
simultaneo de congelamento e aquecimento, provocando o choque térmico, foi

realizado trés vezes.

Reacgéo em cadeia da polimerase (PCR)

Nas PCRs foram utilizados 0S iniciadores PolF
(TGCGAYCCSAARGCBGACTC) e PolR (ATSGCCATCATYTCRCCGGA) para a
amplificacéo de um fragmento de aproximadamente 360 pb correspondente a parte
do gene nifH no operon nifHKD (POLY et al, 2001) e NodCF
(AYGTHGTYGAYGACGGTTC) e nodCR (I) (CGYGACAGCCANTCKCTATTG)
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para a amplificacdo de um fragmento interno ao gene nodC com aproximadamente
980 pb (LAGURRE et al., 2001).

As reacdes foram dimensionadas para um volume final de 10 pL contendo
tampéo de reacdo 1X, MgClz 2,5 mM, dNTP 1,2 mM, Taqg DNA polimerase 1,0 U e
1,0 uM de cada iniciador PolF e PolR e 0,75 uM de cada iniciador NodCF e NodCR,
além de 1 pL de DNA gendmico. A amplificacdo consistiu em uma etapa de
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnhaturacao
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2
minutos e extencdo final a 72°C por 10 minutos (FERNANDES JUNIOR et al.,
2013).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% (p/v) a 100 V por 120 minutos. O gel foi corado com brometo de
etideo (8 pM) adicionado ao gel ap6s a fusdo e resfriamento da agarose. A
visualizagao do gel (Figura 9) foi realizada em um transluminador sob luz UV.
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Figura 9: Amplificagdo dos genes nifH e/ou nodC em isolados de bactérias por PCR.
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3.4 Andlise dos dados

Para o experimento em campo, inicialmente foram testadas a normalidade
dos dados e a homogeneidade das variancias. A analise da variancia das
densidades, areas basais, biomassas e quantidades de N nas folhas foi realizada
para os valores totais e para os valores da jurema preta, comparando,
separadamente, os fragmentos de S&o Jodo (regeneracdo e madura) e 0sS
fragmentos de caatinga madura (de Sdo Jodo e de Petrolina), considerando os
dados das parcelas como repeticbes com um delineamento inteiramente
casualizado. Por serem apenas dois tratamentos, as médias foram comparadas
pelo teste T a 5% de probabilidade. A analise da variancia das concentracdes de N
e valores de 5'°N foi realizada comparando as espécies dentro de cada fragmento
de caatinga, considerando as plantas como repeticobes e um delineamento
inteiramente casualizado. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

No experimento em casa-de-vegetacao, para comparar a produtividade de
biomassa e a nodulacdo, os dados foram submetidos a andlise de variancia,
considerando um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial. As
médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey (p < 0,05) e os dados de
nimero de nédulos transformados em (x + 1)Y/2.

Os dendrogramas e os indices de diversidade de Shannon (H) e
equitabilidade de Pielou (J’) foram obtidos através do programa PAST (HAMMER
et al., 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento em campo

4.1.1 Levantamento floristico e fitossociol6gico

De acordo com o critério de inclusdo empregado neste estudo (DAP = 3 cm),
foram amostrados 1437 individuos distribuidos em 36 espécies, 24 géneros e 15
familias, sendo sete as espécies nao identificadas até o momento. Do total
amostrado, 983 individuos foram da caatinga de Sdo Jodo, com 723 individuos
pertencentes a flora arbustivo-arborea da &rea de caatinga madura (15 espécies e
9 familias, com quatro espécies néo identificadas) e 260 da area em regeneracao
(9 espécies e 7 familias). A area de caatinga madura de Petrolina foi representada
por 454 individuos (21 espécies e 9 familias, com trés espécies ndo identificadas).
Na area de caatinga em regeneracdo em Petrolina, ndo se encontrou nenhum
individuo com DAP = 3 cm e esta area ficou fora dos estudos fitossociolégicos e,
conseguentemente, das estimativas das quantidades de N fixadas em leguminosas
arbéreas. Das 36 espécies amostradas, apenas 2 foram comuns a todas as areas
(Tabela 3), sendo elas Mimosa tenuiflora (leguminosa nodulante) e Commiphora
leptophloeos (espécie ndo leguminosa). Em outros inventarios realizados na
caatinga estas espécies mostraram-se presentes (BARBOSA et al., 2007,
FABRICANTE & ANDRADE 2007; GUEDES et al., 2012; CABRAL et al., 2013).

Levando em consideracdo todas as familias encontradas nas areas
estudadas, as que apresentaram maior diversidade de espécies foram Fabaceae
(9) e Euphorbiaceae (7), que contribuiram juntas com mais de 50% do total de
espécies amostradas (Tabela 3). Em levantamentos floristicos e fitossocioldgicos
realizados na caatinga, as familias Fabaceae e Euphorbiaceae tem sido as mais
representativas, abrangendo a maior parte das espécies lenhosas da flora do bioma
(AMORIM et al., 2005; BARBOSA et al., 2007; RODAL et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2009; SOUZA E RODAL, 2010; TROVAO et al., 2010; PEREIRA JUNIOR et al.,
2012; SILVA et al., 2012). As demais familias encontradas no presente estudo
(Apocynaceae, Bignoniaceae, Burseraceae, Cactaceae, Capparaceae,
Caricaceae, Malvaceae, Myrtaceae, Nyctaginaceae, Rhamnaceae, Sapindaceae e
Verbenaceae) foram representadas por uma Unica espécie cada, com excec¢do da
Anacardiaceae que apresentou duas espécies. E importante ressaltar que na
familia Fabaceae estdo incluidas as espécies das subfamilias Caesalpinoideae e

Mimosoideae.
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Tabela 3: Lista das espécies arbustivo-arboreas encontradas em uma area de caatinga em regeneracdo (R) e duas areas

de caatinga madura (M) nos municipios de Petrolina (Sertdo) e Sdo Joado (Agreste), Pernambuco.

Sao Joédo Petrolina
Espécie Nome popular Familia

R M M
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan Angico Fabaceae (Mimosoideae) X
Aspidosperma pyrifolium Mart. Pereiro Apocynaceae X
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. Mororé Fabaceae (Caesalpinioideae) X
Casearia luetzelburgii Sleumer Sem informacéo Sapindaceae X
Cnidosculus vitifolius Pohl. Favela de galinha Euphorbiaceae X
Cnidoscolus phyllacanthus Mull. Arg. Pax k. )
Hoffm Favela Euphorbiaceae X
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett Umburana Burseraceae X X X
Croton argyrophylloides Muell. Arg. Velame Euphorbiaceae X
Cynophalla flexuosa (L.) J.Presl Feijao bravo Capparaceae X
Guapira cf. laxa (Netto) Furlan Piranha Nyctaginaceae X X
Handroanthus spongiosus (Rizzini) S. O. Grose Sete cascas Bignoniaceae X
Jacaratia corumbensis Kuntze. Mamaozinho de veado Caricaceae X
Jatropha molissima (Pohl) Baill. Pinhdo vermelho Euphorbiaceae X
Lippia gracilis Schauer Alecrim Verbenaceae X
Manihot pseudoglaziovii Mull. Arg. Manigoba Euphorbiacea X
Mimosa stipulacea (Benth.) Ducke Jurema branca Fabaceae (Mimosoideae) X
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. Jurema Preta Fabaceae (Mimosoideae) X X X
Pilosocereus pachycladus F. Ritter Facheiro Cactaceae X
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Continuacao Tabela 3...

Séo Joao Petrolina
Espécie Nome popular Familia
R M M

Poincianella microphylla (Mart. ex G. Don) L.P.

. Catingueira Fabaceae (Caesalpinioideae) X
Queiroz
Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.Queiroz Catingueira Fabaceae (Caesalpinoideae) X
Pseudobombax simplicifolium A. Robyns Imbirucu Malvaceae X
Psidium rhombeum O. Berg Aracé Myrtaceae X
Sapium lanceolatum Huber Burra leiteira Euphorbiaceae X
Sapium cf. glandulosum (L.) Burra leiteira Euphorbiaceae X X
Senegalia spl Carcara Fabaceae (Mimosoideae) X
Senegalia sp2 Rasga beico Fabaceae (Mimosoideae) X X
Schinopsis brasiliensis Engl. Baralna Anacardiaceae X X
Spondias tuberosa Arruda Umbuzeiro Anacardiaceae X
Ziziphus joazeiro Mart. Juazeiro Rhamnaceae X X
Né&o identificada 1 - - X
N&o identificada 2 - - X
N&o identificada 3 - - X
N&o identificada 4 - - X
N&o identificada 5 Bom nome - X
N&o identificada 6 Pimentinha - X
N&o identificada 7 Pitomba - X
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Em Petrolina, as familias com maior nimero de espécies foram
Euphorbiaceae (6) e Fabaceae (5) com mais de 60% do total de espécies
identificadas. No levantamento fitossociologico (Tabela 4), mais de 43% dos
individuos foram de Manihot pseudoglaziovii (265 ind/ha) e M. tenuiflora (210
ind/ha). Quanto a area basal, as espécies de maior destaque foram M. tenuiflora
(2,79 m?/ha) e C. leptophloeos (2,14m?/ha). Estes valores juntos representam
aproximadamente 50% da area basal total dos individuos amostrados. O valor de
area basal obtido neste estudo, para M. tenuiflora, estd dentro dos valores
encontrados por Calixto Junior & Drumond (2011). Estudando dois fragmentos de
caatinga no sertdo pernambucano, estes autores encontraram valores de area
basal de 1,62 m?/ha e 3,45 m?/ha. Lima Janior et al. (2014), também no sertdo
pernambucano, encontram valores de area basal inferiores aos encontrados neste

estudo para M. tenuiflora (1,97 m?/ha) e C. leptophloeos (1,01 m?/ha).

Tabela 4: Parametros fitossocioldgicos encontrados em uma area de caatinga em
regeneracao (R) e duas areas de caatinga madura (M) nos municipios de Petrolina
(Sertédo) e Sao Joao (Agreste), Pernambuco. DA = densidade absoluta, DR =

densidade relativa, AB = area basal absoluta e ABR = area basal relativa.

Local/Espécie DA DR A2|3 A ABR
Ind/ha (%) m</ha (%)
S&o Jodo - M
Commiphora leptophloeos 75 4,74 0,56 9,24
Cynophalla flexuosa 12,5 0,79 0,06 0,99
Guapira cf. laxa 57,5 3,63 0,24 3,96
Lippia gracilis 130 8,22 0,24 3,96
Mimosa tenuiflora 877,5 Aa 55,45 3,68 Aa 60,72
N&o identificada 1 5 0,32 0,02 0,33
N&o identificada 5 10 0,63 0,02 0,33
Né&o identificada 6 15 0,95 0,03 0,49
Né&o identificada 7 2,5 0,16 0,02 0,33
Psidium rhombeum 25 0,16 0,00 0,05
Sapium cf. glandulosum 45 2,84 0,26 4,29
Senegalia spl 147,5 9,32 0,29 477
Senegalia sp2 182,5 11,53 0,34 5,60
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Continuacao Tabela 4...

Local/Espécie DA DR AZ!B A ABR
Ind/ha (%) m</ha (%)

Schinopsis brasiliensis 12,5 0,79 0,26 4,28

Ziziphus joazeiro 7,5 0,47 0,04 0,66

Total 1582,5 Aa 100 6,06 Ab 100

Séao Jodo —R

Casearia luetzelburgii 2,5 0,39 0,00 0,10

Commiphora leptophloeos 2,5 0,39 0,02 0,40

Guapira cf. laxa 2,5 0,39 0,00 0,04

Mimosa tenuiflora 572,5B 88,42 3,55 A 82,15
Poincianella pyramidalis 30 4,63 0,10 2,41

Sapium cf. glandulosum 2,5 0,39 0,08 1,90

Senegalia sp2 25 3,86 0,13 291

Spondias tuberosa 25 0,39 0,34 7,90

Ziziphus joazeiro 7.5 1,16 0,09 2,18

Total 647,5B 100 4,32 B 100

Petrolina - M

Anadenanthera macrocarpa 15 1,37 0,39 3,90

Aspidosperma pyrifolium 2,5 0,23 0,05 0,52

Bauhinia cheilantha 17,5 1,60 0,05 0,50

Commiphora leptophloeos 47,5 4,34 2,14 21,29
Cnidoscolus phyllacanthus 10 0,91 0,21 2,12

Cnidosculus vitifolius 110 10,05 0,64 6,31

Croton argyrophylloides 5 0,46 0,04 0,38

Handroanthus spongiosus 12,5 1,14 0,05 0,53

Jacaratia corumbensis 25 0,23 0,01 0,08

Jatropha molissima 60 5,48 0,07 0,66

Manihot pseudoglaziovii 265 24,20 0,59 5,82
Mimosa stipulacea 35 3,20 0,14 1,39
Mimosa tenuiflora 210 b 19,18 2,79b 27,69
N&o identificada 2 2,5 0,23 0,10 1,03
N&o identificada 3 32,5 2,97 0,41 4,09
N&o identificada 4 5 0,46 0,11 1,09
Pilosocereus pachycladus 2,5 0,23 0,22 2,14
Poincianella microphylla 165 15,07 1,32 13,13
Pseudobombax simplicifolium 5 0,46 0,03 0,29
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Continuacao Tabela 4...

Local/Espécie DA DR ABA ABR
P Ind/ha (%) m2/ha (%)
Sapium lanceolatum 40 3,65 0,37 3,68
Schinopsis brasiliensis 50 4,57 0,34 3,35
Total 1095 b 100,00 10,07 a 100,00

Letras mailUsculas comparam as areas de Sdo Jodo (regeneracdo e madura) e letras minUsculas
comparam as areas maduras (Sao Joao e Petrolina). Letras iguais na mesma coluna néo diferem

estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

No municipio de S&o Jodo, a Unica familia com mais de uma espécie em
ambas as areas foi Fabaceae, com 30% e 33% das espécies na area de caatinga
madura e em regeneracao, respectivamente. Na area madura, M. tenuiflora
representou 55% do total de individuos e apresentou area basal de 3,68m?/ha, a
maior entre as espécies estudadas no local. Para a area em regeneracao, 88% dos
individuos sdo de M. tenuiflora. Esta espécie também foi a que apresentou maior
area basal (3,55m?/ha).

No municipio de Séo Joao, a densidade total foi de 1585 e 647,5 ind/ha para
a area madura e em regeneracao, respectivamente. Em Petrolina, a densidade foi
de 1095 ind/ha. Nas duas areas maduras o numero de espécies e individuos foi
superior ao da area em regeneracdo, apresentando densidade mais expressiva,
refletindo assim, uma resposta a diminuicdo do nivel de perturbacdo. Em outros
estudos, Amorim et al. (2005), Fabricante & Andrade (2007) e Guedes et al. (2012)
encontraram valores de densidade superiores aos encontrados no presente estudo.
A variabilidade dos parametros fitossociol6gicos encontrada nos mais diferentes
locais da caatinga pode ser justificada pela grande variabilidade das fisionomias de
caatinga e/ou pelas diferencas nas pressfes antrépicas exercidas por diferentes
tipos de usos. A area de caatinga madura do municipio de S&o Jodo, por exemplo,
apresenta densidade estatisticamente superior a area de caatinga madura de
Petrolina. Estas duas areas encontram-se em areas fisiograficas distintas. O maior
namero de individuos na area madura de Sdo Joao pode ser, em parte, justificado
pelos maiores indices pluviométricos. Segundo Andrade-Lima (1981), as caatingas
localizadas em regifes com elevadas precipitacdes apresentam maior diversidade.

M. tenuiflora foi a espécie que apresentou maior densidade nas areas de

Sé&o Jodo. Em Petrolina M. tenuiflora foi a segunda espécie com maior densidade,
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atras apenas de M. pseudoglaziovii. A densidade de M. tenuiflora foi maior na area
madura de S&o Jodo que na area em regeneracdo, mas area basal ndo diferiu.
Cabral et al. (2013) encontraram maior densidade de M. tenuiflora em area de
sucessao inicial da caatinga. Segundo estes autores, por ser uma espécie pioneira,
M. tenuiflora apresenta tendéncia a alta produtividade nos primeiros anos do
processo de regeneracao natural e, com o passar do tempo, esta caracteristica
tende a diminuir, o que difere dos resultados obtidos no presente estudo. Calixto et
al. (2011) também referem-se a espécie como pioneira, com densidade que tende
a diminuir em areas de sucessao secundaria. A capacidade que a espécie tem de
colonizar areas antropizadas também foi descrita por Queiroz (2009).

As areas basais totais foram de 10,07, 6,08 e 4,32 para as areas de Petrolina
madura e Sao Joao madura e em regeneracao, respectivamente. Estatisticamente,
a area de Petrolina foi superior as demais areas. Em estudos anteriores, realizados
na mesma area em Petrolina, Lima Junior et al. (2014) e Calixto Junior & Drumond
(2011) encontraram valores de area basal total inferiores ao encontrado neste
estudo. Estudando a diversidade floristica da caatinga em outros locais, Oliveira et
al. (2009), Pereira Junior et al. (2012) e Rodal et al. (2008) encontram valores de
area basal superiores aos encontrados nas trés areas estudadas. Resultados como
estes s6 confirmam a heterogeneidade da vegetacédo deste ambiente.

Os indices de diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Pielou (J’)
para as areas estudadas encontram-se na tabela 5. Os maiores valores de H’ foram
para as duas areas maduras de Petrolina e Sdo Joao (2,30 e 1,60 nats/ind), com a
maior diversidade em Petrolina. Estes valores estdo dentro dos valores
encontrados em outros trabalhos. O valor de H' obtido em Petrolina foi superior ao
valor encontrado por Calixto Junior & Drumond (2011) quando estes trabalhavam
na mesma area, em anos anteriores. O valor obtido para a area em regeneracao
foi o menor entre as areas (0,53 nats/ind), sendo a area com menor diversidade.
Os baixos valores de J' nas duas areas do municipio de Sao Joao indicam que
houve predominio de pelo menos uma espécie sobre as outras. Esta baixa

equitabilidade foi fortemente influenciada pela alta densidade de M. tenuiflora.
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Tabela 5: indice de diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Pielou (J'),

encontrados neste estudo e em outros ambientes de caatinga.

Autor Local H (nats indt) J
Petrolina — madura 2,30 0,75
Este estudo Séo Jodo — madura 1,60 0,57
S&o Jodo — regeneracao 0,53 0,24
Fabricante e Andrade (2007) Paraiba 1,96 0,63
Pessoa et al. (2008) Rio Grande do Norte 1,10 e 0,86 0,52e 0,44
Calixto Janior & Drumond (2011)  Petrolina - PE 1,39 0,50
Barboza et al. (2012) Arcoverde - PE 2,05 0,57
Guedes et al. (2012 Santa Terezinha - PB 2,54 0,82

4.1.2 Biomassa de folhas e biomassa aérea total

No municipio de Sdo Jodo, a biomassa foliar total foi de 1685 kg ha' para a
area em regeneracdo e de 2373 kg ha' para a area madura, sem diferenca
estatistica (Tabela 6). Para M. tenuiflora, os valores também n&o apresentaram
diferenca estatistica, com 1487 kg ha! para a area em regeneracéo e 1448 kg ha-
! para a area madura. Nas duas areas, M. tenuiflora foi a espécie com maior
contribuicdo na biomassa foliar total, com proporc¢des de 88% e 61% para a area
em regeneracéo e madura, respectivamente.

A biomassa foliar da area madura de S&o Joao foi estatisticamente inferior
a de Petrolina (2601 kg hat). Mesmo apresentando maior biomassa foliar total e
um maior numero de espécies nodulantes, a contribuicdo na biomassa foliar por
estas espécies foi menor que as proporcdes citadas para as outras areas (36%).
Quando se faz a comparacao das duas areas maduras, para M. tenuiflora, o valor
de biomassa da area de S&o Jodo (1448 kg ha) foi estatisticamente superior ao
da area de Petrolina (795 kg ha?). A reducéo da contribuicdo das leguminosas
nodulantes na biomassa foliar total em Petrolina foi resultante do aumento da

biomassa das espécies ndo leguminosas (Tabela 6).
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Tabela 6: Biomassa de folhas e biomassa aérea total de espécies leguminosas e ndo leguminosas encontrados em uma area de

caatinga em regeneracao (R) e duas areas de caatinga madura (M) nos municipios de Petrolina (Sertdo) e Sdo Jodo (Agreste),

Pernambuco.
Biomassa Foliar (kg ha't) Biomassa aérea total (kg hat)
Espécies Séo Joédo Petrolina Séo Joédo Petrolina
R M M R M M

Leguminosas nodulantes 1486,9 1448,1 942,52 15864,90 16472,32 16405,67
Anadenanthera macrocarpa - - 95,52 - - 2159,07
Mimosa stipulacea - - 51,89 - - 564,91
Mimosa tenuiflora 1486,9A 1448,1Aa 795,11b 15864,90 16472,32 13681,69
Leguminosas ndo nodulantes 82,30 322,20 431,20 964,12 2749,95 6329,71
Bauhinia cheilantha - - 20,42 - - 192,75
Senegalia spl - 150,30 - - 1327,23 -
Senegalia sp2 42,70 171,90 - 548,09 1422,72 -
Poincianella microphylla - - 410,78 - - 6136,96
Poincianella pyramidalis 39,60 - - 416,03 - -
N&o leguminosas 116,20 603,20 1227,41 3287,34 8927,05 29371,58
Aspidosperma pyrifolium - - 14,17 - - 263,07
Casearia luetzelburgii 19 - - 14,59 - -
Commiphora leptophloeos 5,9 216,30 411,64 74,24 3107,76 14183,80
Cnidoscolus phyllacanthus - - 55,07 - - 1118,52
Cnidosculus vitifolius - - 199,36 - - 3003,27
Croton argyrophylloides - - 12,75 - - 165,20
Cynophalla flexuosa - 21,0 - - 250,83 -
Guapira cf. laxa 1,0 88,20 - 5,49 1041,94 -
Handroanthus spongiosus - - 19,19 - - 223,41
Jacaratia corumbensis - - 3,27 - - 31,36
Jatropha molissima - - 12,31 - - 218,09
Lippia gracilis - 43,40 - - 882,63 -
Manihot pseudoglaziovii - - 102,00 - - 2201,38
N&o identificada 1 - 6,50 - 67,86
N&o identificada 2 24,40 578,42
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Continuacao Tabela 6...

Biomassa foliar (kg hal)

Biomassa aérea total (kg hat)

Espécies Séo Joao Petrolina Séo Joao Petrolina
R M M R M M
N&o identificada 3 - - 115,05 - - 2057,94
N&o identificada 4 - - 28,93 - - 569,40
N&o identificada 5 - 13,60 - - 126,99 -
N&o identificada 6 - 5,30 - - 111,30 -
N&o identificada 7 - 6,40 - - 82,83 -
Pilosocereus pachycladus - - - - - 1332,37
Pseudobombax simplicifolium - - 9,91 - - 130,11
Psidium rhombeum - 1,80 - - 13,42 -
Sapium lanceolatum - - 110,00 - - 1783,83
Sapium cf. glandulosum 20,2 117,90 - 440,62 1673,38 -
Schinopsis brasiliensis - 66,40 109,36 - 1352,31 1511,41
Spondias tuberosa 62,4 - - 2259,75 - -
Ziziphus joazeiro 24,80 16,40 - 492,65 215,80 -
Total 1685.4A 2373,50Ab 2601,13a 20116,36 28149,32 52106,96

Letras mailsculas comparam as areas de S&do Joado (regeneracéo e madura) e letras mindsculas comparam as &reas maduras (S&o Joao e Petrolina). Letras

iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.
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Em regides semiaridas, outros autores encontraram quantidades de
biomassa foliar superiores as quantidades relatadas no presente estudo. Sylla et
al. (2002) e Souza et al. (2012), por exemplo, encontraram biomassa de folhas de
1824 a 3035 kg hale de 2286 a 3000 kg ha?, respectivamente, em uma floresta
natural do semiarido do Senegal e em uma &rea de caatinga no municipio de Santa
Terezinha (PB).

As contribuicbes das espécies nodulantes para biomassa total da parte
aérea foram de 78%, 58% e 31% para as areas de S&o Jodo (regeneracao e
madura) e Petrolina, respectivamente. As propor¢des nas duas areas de Sao Joao
sao contribuicbes exclusivas de M. tenuiflora. Na area de Petrolina, além da
contribuicdo das espécies nodulantes, a espécie nao leguminosa C. leptophloeos
teve grande influéncia na biomassa aérea total (27%). Segundo Cabral et al. (2013),
M. tenuiflora apresenta tendéncia a alta produtividade nos primeiros anos do
processo de regeneracao natural e, com o passar do tempo, esta caracteristica
tende a diminuir. Estes mesmos autores relataram que mesmo em area de caatinga
preservada por muito tempo, poucas espécies contribuem com a maior parte de
biomassa produzida. Os valores de biomassa de M. tenuiflora para todas as areas
foram superiores ao valor encontrado por Lima Junior et al. (2014) e inferior ao

relatado por Araujo et al. (2004).

4.1.3 Concentracio de N (g kg?), abundancia natural de 1°N e %Ndda

Inicialmente, as espécies leguminosas rasga-beico e carcara, encontradas
nos fragmentos de caatinga em Sao Joao, ndo foram identificadas botanicamente,
e foi coletado tecido foliar de ambas para analises isotopicas. Entretanto, estas
espécies foram posteriormente classificadas como Senegalia spp (reclassificacédo
de Acacia). Por se tratar de um género conhecido como nédo nodulante (SPRENT,
2009) e por apresentar sinal médio de 8'°N sem diferenca estatistica do das demais
espécies referéncia (Tabela 7) estas espécies também foram consideradas como
referéncia. Desta forma, a Unica espécie confirmada como nodulante nas areas de
Séo Joao foi M. tenuiflora.

As espécies referéncia C. leptophloeos e Senegalia spl foram as que
apresentaram as maiores médias de 8'°N das folhas na area madura do municipio

de Sa0 Jodo, 9,19 %o e 9,30 %o, respectivamente. Os valores de 8°N dos individuos
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das duas espécies variaram de 8,54 %o a 10,41 %o para C. leptophloeos e de 7,73
%o a 11,51 %o para Senegalia spl. Os 5*°N médios das demais espécies referéncia
foram semelhantes. Na area, a menor concentracdo média de N no tecido foliar foi
da espécie referéncia ndo leguminosa Sapium cf. glandulosum (19,19 g kg™).
Levando em consideracao todos os individuos das espécies referéncia, este valor
variou de 16,4 a 54,8 g kgt, com o maior valor para a leguminosa Senegalia spl
(Tabela 7).

A Unica espécie potencialmente fixadora de N2 atmosférico encontrada na
area foi M. tenuiflora. A média de 3*°N da espécie foi de 4,39 %o, significativamente
diferente do valor médio das espécies referéncia (8,41 %o), com individuos
apresentando valores de 1,47 %o a 8,17 %o. As diferengas entre o valor médio das
espécies referéncia e os valores de 6'°N da maioria dos individuos de M. tenuiflora
foram superiores a 2 %o, 0 que permitiu o calculo do %Ndda com confiabilidade
(Hogberg 1997). A proporcdo meédia de Ndda alcancado por M. tenuiflora foi
superior a 40%, com individuos apresentando até 71% do Ndda. A concentracdo
média de N no tecido foliar da espécie foi de 30 g kg*. Na caatinga, a alta
capacidade de fixacédo biolégica de nitrogénio (FBN) por M. tenuiflora também foi
relatada por outros autores (FREITAS et al., 2010b; SOUZA et al., 2012). Freitas et
al. (2010b) em Santa Teresinha, PB, Serra Talhada, PE e Remigio, PB encontraram
proporcdes de Ndda de 28, 58 e 54 %, respectivamente. Ja no trabalho de Souza

et al. (2012) a proporcédo obtida foi maior que 60% em area com caatinga madura.

63



Tabela 7: Valores minimos (Ml), maximos (MA) e médios (ME) de d*°N e concentracdo de N em espécies fixadoras (LF) e ndo-

fixadoras (R) e nitrogénio derivado da atmosfera (%oNdda) em leguminosas de uma area de caatinga em regeneracédo (R) e uma

area de caatinga madura (M) no municipio de Sao Joao (Agreste), Pernambuco.

Areal/espécie nl  Fixacdo 525N (%o) Concentracéo de N (g kg?) Ndda (%)
MI MA ME Ml MA ME Ml MA ME

Séo Joéo -R

Poincianella pyramidalis 7 R 7,05 8,24 7,72 21,27 27,19 25,13 0 0 0
Senegalia sp2 3 R 6,44 10,30 8,36 34,07 38,60 37,00 0 0 0
Ziziphus joazeiro 2 R 7,18 7,54 7,36 31,81 34,64 33,23 0 0 0
Mimosa tenuiflora 20 LF 3,77 9,07 6,81 23,25 33,78 27,87 0 44,75 12,92
Séo Joéo - M

Commiphora leptophloeos 7 R 8,54 10,41 9,19 21,78 28,99 25,26 0 0 0
Guapira cf. laxa 1 R 7,81 7,81 7,81 32,60 32,60 32,60 0 0 0
Lippia gracilis 2 R 7,62 8,00 7,81 20,82 41,24 31,03 0 0 0
Sapium cf. glandulosum 3 R 6,12 9,08 7,43 16,94 23,56 19,19 0 0 0
Senegalia spl 10 R 7,63 11,51 9,30 39,21 54,88 45,30 0 0 0
Senegalia sp2 10 R 5,53 9,88 7,43 21,04 38,00 29,29 0 0 0
Mimosa tenuiflora 19 LF 1,47 8,17 4,39* 26,00 35,36 30,32 2,4 71,87 41,70

1 Numero de individuos amostrados
* significativamente diferente da média das espécies referéncia (Tukey, 5% de probabilidade)
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Na area em regeneracdo, a espécie referéncia Senegalia spl foi a que
apresentou a maior média de d'°N (8,36 %o). Os valores de 3'°N dos individuos da
espécie variaram de 6,44 %o a 10,3 %o. A d°N média para as demais espécies
referéncia na area também foram semelhantes. O menor valor referente a
concentracdo média de N no tecido foliar foi da espécie referéncia Poincianella
pyramidalis (25,13 g kg?). Levando em consideracdo todos os individuos das
espécies referéncia, este valor variou de 21,27 a 38,6 g kg%, com o maior valor para
a leguminosa Senegalia sp2. Da mesma forma que na area madura, a Unica
espécie potencialmente fixadora de N2 atmosférico foi M. tenuiflora. A média de
O'™N da espécie foi de 6,81 %o, com individuos apresentando valores de 3,77 %o a
9,07 %o. A concentracdo média de N no tecido foliar da espécie foi de 27,87 g kg~.
Ao contrario da area madura, a diferenca entre o valor médio das espécies
referéncia (7,82 %.) e o valor de &'°N dos individuos de M. tenuiflora néo foi
estatisticamente diferente, ndo sendo possivel calcular o %Ndda com preciséo.
Situacdo semelhante foi descrita por Souza et al. (2012). Estes autores nao
conseguiram quantificar a FBN na area em regeneracao por conta da proximidade
dos valores de 6'°N das espécies referéncia e fixadoras. Entretanto, nesta area a
maioria dos individuos (75%) apresentaram sinais isotépicos menores que a média
das referéncias. Destes, apenas 33% apresentaram sinais com mais de 2%o. de
diferenca das referéncias. Possivelmente, estes individuos podem estar fixando,
com contribuicbes da FBN chegando a 31,7 % de Ndda. Considerando a
possibilidade de uma parte dos individuos de M. tenuiflora estarem fixando na area
em regeneracdo, foram feitas estimativas da FBN para esta area, tomando o valor
médio de 3*°N dos individuos com mais de 2%. de empobrecimento em relagdo ao
valor médio das referéncias da area. Uma estimativa também foi feita tomando-se
o0 valor médio dos individuos amostrados, resultando em uma contribuicdo da FBN

de aproximadamente 13%, mas sem precisao na estimativa.

4.1.4 Quantidade de N total nas folhas e N fixado

As guantidades de nitrogénio total das folhas foram de aproximadamente 71
kg ha na area madura de Sdo Jodo, e de 47,70 kg ha! na area em regeneracao
(Tabela 8), proximos dos valores encontrados por Souza et al. (2012).
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Na area madura de Sao Joao, a quantidade de N adicionada anualmente
pela FBN foi de 18 kg ha! ano™. Souza et al. (2012), trabalhando em areas de
caatinga com diferentes periodos de regeneracdo no Sertdo paraibano,
encontraram para a area menos alterada (com o mesmo historico da area madura
deste estudo, >50 anos) uma contribuicdo relativamente baixa da FBN
(aproximadamente 6 kg ha! ano), trés vezes menor que o valor encontrado neste
estudo. Segundo os autores, a baixa quantidade N estd associada a baixa
quantidade de biomassa foliar das espécies potencialmente fixadoras, uma vez que
os valores das outras variaveis utilizadas para o célculo (concentracdo de N e a
%Ndda) foram elevados. De fato, espécies nodulantes tém baixas densidades em
areas de vegetacdo madura, que sdo dominadas por ndo leguminosas ou
leguminosas ndo nodulantes (SAMPAIO, 1996; ALCOFORADO-FILHO et al.,
2003). Este resultado foi encontrado na caatinga madura de Petrolina, mas nao na
de Sdo Jodo. A biomassa elevada de M. tenuiflora encontrada nesta éarea
condicionou a elevacdo da quantidade de N fixado. Além disso, as condicfes
edafocliméticas também podem justificar as diferencas nas quantidades de Ndda
obtidos neste estudo e no de Souza et al. (2012), ja que os estudos foram
conduzidos em zonas fisiograficas distintas (Agreste e Sertdo). Freitas et al.
(2010b) encontraram uma contribuicdio da FBN de 11 kg ha?' ano™.

Considerando a possibilidade de FBN em alguns individuos de M. tenuiflora
da area em regeneracdo em Sao Joao, o valor estimado de N fixado anualmente
na area seria de 5 kg ha'! ano™ para a primeira situacéo, que considerou todos os
valores de 3N dos individuos de M. tenuiflora, e de 13 kg ha' ano*! para a
segunda situacdo, a qual levou em consideracdo apenas os individuos com

diferencas de no minimo 2%o.

Tabela 8: Quantidades de N total em folhas de espécies arboreas leguminosas
e nao leguminosas e quantidade de N fixado em folhas de leguminosas em uma
area de caatinga em regeneracédo (R) e uma area de caatinga madura (M) no
municipio de Sao Joao (Agreste), Pernambuco.

Espécies Séo Jodo - R Sao Jodo - M

kg ha! ano!

N total 47,70 71,00
Leguminosas fixadoras 41,40 44,00
Leguminosas nao fixadora 2,40 12,00
N&o leguminosas 3,90 15,00

N fixado 5,00 18,00
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4.2 Experimento em casa de vegetacao

4.2.1 Nodulacado e biomassa

N&o houve diferencas significativas no niumero de nddulos de M. tenuiflora
em nenhuma das éareas (Tabela 9). Anadenanthera macrocarpa teve maior
nodulacdo nas &reas de Caruaru e na area madura de Serra Talhada que nas
outras areas. Na area madura de S&o Jodo a espécie ndo nodulou. As maiores
médias de numero de ndédulos para Erythrina velutina foram para as areas de
Caruaru e Serra Talhada, ndo havendo nodulacdo nas &areas de Petrolina. A
auséncia de nodulacdo nestas areas pode indicar a baixa populacdo de rizébios
capazes de nodular a espécie. Entre as espécies, M. tenuiflora apresentou nimero
de nddulos estatisticamente superior & E. velutina e A. macrocarpa em todas as
areas em regeneracdo, bem como nas areas maduras de Petrolina e S&o Jodo
(Tabela 9).

Quanto a biomassa de ndédulos, M. tenuiflora e A. macrocarpa nao
apresentaram diferencas significativas para nenhuma das areas. As maiores
meédias de E. velutina foram nas areas em regeneracdo de Caruaru, Sao Joao e
Serra Talhada, bem como nas &reas maduras de Caruaru e Serra Talhada. No
municipio de S&o Jodo, a biomassa de nodulos de E. velutina na area em
regeneracao foi superior a biomassa da area madura. Na area em regeneracao de
Caruaru, E. velutina foi a espécie com maior biomassa de ndédulos, enquanto que
na area madura, M. tenuiflora apresentou média estatisticamente inferior a E.
velutina. Para as demais areas, nao houve diferencas significativas entre as
espécies.

Comparando a biomassa seca da parte aérea para cada local, tanto M.
tenuiflora quanto A. macrocarpa ndo apresentaram diferencas significativas entre
as areas madura e em regeneracao. O unico local com diferencas significativas
para a biomassa seca da parte aérea de E. velutina foi em S&o Jodo. Neste
municipio, a espécie apresentou maior biomassa na area em regeneracao. O fato
de ndo ter apresentado nodulacdo nas areas de Petrolina ndo resultou em menor
biomassa seca da parte aérea de E. velutina. As espécies com maior biomassa
seca da parte aérea foram E. velutina, M. tenuiflora e A. macrocarpa,

respectivamente. A biomassa de raiz de M. tenuiflora foi maior na area em
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regeneracdo de S&o Jodo que na area madura. Para os outros locais, as médias
da espécie nao diferiram. E. velutina e A. macrocarpa ndo apresentaram diferencas

significativas para cada local.
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Tabela 9: Nodulagdo e biomassa de jurema preta, angico e mulungu cultivadas em vasos com solos coletados em areas de

caatinga em regeneracéo (R) e madura (M) em quatro municipios do semiarido pernambucano.

L. Caruaru Petrolina Sao Joao Serra Talhada
Espécie
R M R M R M R M
NuUmero de nédulos planta!
Jurema preta 39 aA 20 aA 22 aA 15 aA 33aA 14 aA 47 aA 12 aA
Angico 17 bA 24 aA 1bB 3bB 8 bB 0 bB 9 bB 17 aA
Mulungu 13 bAB 29 aA 0 bB 0 bB 3 bAB 2 bB 15 bAB 27 aA

CV (%)= 39%

Biomassa seca dos nédulos (g planta?l)

Jurema preta 0,03 bA 0,02 bA 0,02 aA 0,01 aA 0,04 aA 0,00 aA 0,02 aA 0,01 aA
Angico 0,02 bA 0,04 abA 0,00 aA 0,00 aA 0,02 aA 0,00 aA 0,02 aA 0,02 aA
Mulungu 0,07 aA 0,06 aA 0,00 aC 0,00 aC 0,03 aAB 0,00 aC 0,05 aAB 0,03 aAB

CV (%)= 75%

Biomassa seca da parte aérea (g planta?)

Jurema preta 2,51 bA 2,28 bA 1,24 bAB 0,93 bB 2,21 bAB 0,97 bB 2,13 bAB 1,80 bAB
Angico 0,31 cA 0,36 cA 0,22 cA 0,14 bA 0,28 cA 0,23 bA 0,24 cA 0,32 cA
Mulungu 4,08 aA 4,25 aA 3,19 aAB 3,25 aAB 4,09 aA 2,63 aB 3,28 aAB 3,40 aAB

CV (%) = 27%

Biomassa seca de raiz (g plantal)

Jurema preta 1,75 aAB 1,68 aABC 0,95 aBCD 0,58 bD 2,26 aA 0,62 bCD 1,24 aABCD 0,80 bBCD
Angico 1,19 aA 1,42 aA 1,45 aA 0,81 bA 1,78 aA 1,24 abA 1,54 aA 1,85aA
Mulungu 1,94 aA 1,84 aA 1,45 aA 1,97 aA 1,54 aA 1,59 aA 1,22 aA 1,73 aA

CV (%) =29 %
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas ndo séo significativamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. Os dados de nimero de nédulos foram transformados para (x+1)2,
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4.2.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados autenticados

Ao final do isolamento foram obtidos e caracterizados 312 isolados: 172
nativos de areas de caatinga em regeneracao (CR) e 140 de caatinga madura (CM).
Do total de isolados da CR, 84 foram isolados de ndédulos de jurema preta, 38 de
angico e 50 de mulungu. Para a CM, 45 foram obtidos de nddulos de jurema preta,
46 de angico e 49 de mulungu. Apds o isolamento, todos os isolados foram
submetidos a amplificacdo simultanea dos genes nifH e nodC por PCR, sendo este
o critério de autenticagdo. Do total de isolados, 67% amplificaram, sendo 124 da
CR (79 isolados de nddulos de jurema preta, 31 de angico e 14 de mulungu) e 86
da CM (44 isolados de nddulos de jurema preta, 37 de angico e 5 de mulungu).

Com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados autenticados,
observou-se que, independentemente do tempo de regeneracdo da vegetacao (se
caatinga em regeneracao ou madura), foi verificada maior frequéncia de isolados
de crescimento rapido para todas as espécies estudas, excetuando-se o mulungu
que, na area de caatinga madura, apresentou maior percentual de isolados de
crescimento intermediario. Todos os isolados de jurema preta e angico obtidos dos
solos coletados nas areas em regeneracao apresentaram 100% de crescimento
rapido. Para o mulungu, 50% dos isolados foram de crescimento rapido, 29% de
crescimento intermediario e 21% de crescimento lento (Figura 10). Nas areas de
caatinga madura também verificou-se que 100% dos isolados de jurema preta e
angico apresentaram crescimento rapido. Ja para o mulungu, 40% dos isolados

foram de crescimento rapido e 60% de crescimento intermediario (Figura 11).
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Figura 10: Tempo de crescimento de isolados de rizobio obtidos de nédulos de jurema
preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em &reas de caatinga em
regeneracao.
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Figura 11: Tempo de crescimento de isolados de rizobio obtidos de nédulos de jurema

preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em areas de caatinga madura.
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Alguns trabalhos demonstram que leguminosas arboreas sao
predominantemente noduladas por rizobios de crescimento rapido. Fterich et al.
(2011), ao realizar a caracterizacao fenotipica de isolados de nddulos de Prosopis
farcta cultivada em solos de regides aridas da Tunisia, obtiveram 100% de isolados
de crescimento rapido. Da mesma forma, Teixeira et al. (2010), em solos da regido
semiarida do nordeste brasileiro, observaram que todos os isolados obtidos a partir
de M. tenuiflora apresentavam coldnias de crescimento rapido. Na Aréabia Saudita,
Shetta et al. (2011) ao analisarem as caracteristicas de isolados de leguminosas
arboreas, observaram que todos os isolados foram de crescimento rapido.

O género Mimosa tem sido frequentemente nodulado por B-rizébios (REIS
JUNIOR et al., 2010; LIU et al., 2012). Segundo Bontemps et al. (2010), espécies
de Mimosa se associam principalmente com Burkholderia. Algumas espécies de
Burkholderia apresentam caracteristicas de crescimento rapido (CHEN et al., 2007;
CHEN et al., 2008), o que pode explicar a maior obtencdo de isolados de
crescimento rapido nodulando a espécie de Mimosa (jurema preta) utilizada no
estudo. Segundo Sprent (1994), bactérias de crescimento rapido sdo comuns e
mais adaptadas a regifes éaridas. Recentemente, a obtencdo de isolados de
crescimento rapido nodulando o género Mimosa também foi verificada por Freitas
et al. (2014). Os autores verificaram que 100% dos isolados obtidos de M.
paraibana e M. tenuiflora foram de crescimento répido.

Quanto a alteracdo de pH em meio de cultura, a reacdo &cida foi
predominante nos isolados obtidos de ndédulos de jurema preta e angico em ambas
as areas de coleta do solo (caatinga em regeneracao e madura). 84% dos isolados
de jurema preta obtidos de solos das éareas de caatinga em regeneracao
acidificaram o meio de cultura e 16% nao alteraram o pH (Figura 12). Para os
isolados de angico obtidos nestas mesmas areas, 97% acidificaram o meio de
cultura e apenas 3% nao alteraram o pH. Mais de 60% dos isolados de jurema preta
e angico apresentaram reacdo acida quando ambas foram cultivadas em solos de
caatinga madura (Figura 13). Para os isolados de mulungu obtidos das areas de
caatinga em regeneracao, 50% acidificaram e 50% nao alteraram o pH do meio. Ja
para as areas maduras, 40% dos isolados apresentaram reacéo de pH acida e os
60% restantes nado alteraram o pH. A predominancia de isolados com reagéo acida

também foi verificada por Fterich et al. (2011) em estudo com leguminosa arboérea.
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Figura 12: Alteracdo de pH em meio de cultura por isolados de rizobio obtidos de
nodulos de jurema preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em areas de

caatinga em regeneracao.
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Figura 13: Alteracdo de pH em meio de cultura por isolados de rizébio obtidos de
ndédulos de jurema preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em areas de

caatinga madura.
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Todos os isolados, independente da espécie e da area de coleta do solo,
apresentaram capacidade de producdo de muito muco (expolissacarideos). Nas
areas de regeneracdo, 97% dos isolados de jurema produziram muito muco e
apenas 3% produziram pouca quantidade de muco (Figura 14). Para os isolados
de nbédulos de mulungu e angico, 100% produziram muito muco, independente da
area de caatinga. Quanto aos isolados de jurema preta obtidos das areas de
caatinga madura, 98% foram capazes de produzir muito muco e apenas 2% pouco
muco (Figura 15). A alta capacidade de producéo de exopolissacarideos tem sido
abordada na literatura como uma das caracteristicas que estd envolvida no
processo de adaptacao e sobrevivéncia dos rizébios em condi¢des edafoclimaticas

adversas, como por exemplo, temperatura elevada (SILVA et al., 2007).
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Figura 14: Producao de exopolissacarideos por isolados de rizébio obtidos de nédulos
de jurema preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em areas de caatinga

em regeneragao.
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Figura 15: Producao de exopolissacarideos por isolados de rizébio obtidos de nédulos
de jurema preta, mulungu e angico cultivadas em solos coletados em areas de caatinga

madura.

Quanto as demais caracteristicas fenotipicas, ndo houve grande variacao
entre os isolados. Na sua maioria, 0s isolados apresentaram colbnias com
coloracdo amarela, forma circular e com tamanho variando de 1-2 mm a >2 mm.

Os isolados autenticados foram agrupados de acordo com suas
caracteristicas fenotipicas e distribuidos em grupos a 70% de similaridade. Os
dendrogramas foram construidos com base nas caracteristicas que mais
diferenciaram os isolados. Trés dendrogramas foram construidos: D1 - isolados
obtidos das areas de caatinga em regeneracao - |, que possibilitou a formacao de
7 grupos, D2 - isolados obtidos das areas de caatinga madura — I, com 4 grupos
(Figura 16) e D3 — todos os isolados (Figura 17), com 7 grupos.

O grupo C, em ambos os dendrogramas (area de caatinga em regeneracao
e area madura) sdo os mais abundantes e estdo representados por isolados de
todas as espécies (jurema preta, mulungu e angico). Os isolados deste grupo
apresentam predominantemente: crescimento rapido, alta producdo de muco e
reacdo 4cida, apresentando variacdes apenas no tamanho das colénias. Para o
dendrograma geral, construido a partir dos isolados das duas areas, observa-se a
formacéo de 7 grupos. Destes, o grupo E é o mais abundante com 135 isolados.
As caracteristicas predominantes nos isolados pertencentes a este grupo sao as

mesmas descritas para os dendrogramas anteriores.
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Figura 16: Dendrograma de similaridade com base nas caracteristicas fenotipicas dos isolados de nddulos de jurema preta, mulungu e angico

gue foram autenticados (areas de caatinga em regeneracgédo (R) e areas de caatinga madura (M)).
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indices de diversidade foram calculados para cada fragmento de caatinga
(Tabela 10). O indice de Shannon (H’), que estima a diversidade de espécies em
uma comunidade foi maior nas areas de caatinga em regeneracdo em todos os
municipios. Da mesma forma, os valores de equitabilidade destas areas também
foram superiores aos valores obtidos para as areas de caatinga madura, sugerindo
que nestas areas hd uma maior uniformidade na distribuicdo dos grupos
bacterianos, ou seja, sem a dominancia forte de quaisquer grupo. A area com maior
diversidade foi a caatinga em regeneracéao de Serra Talhada, que apresentou maior
uniformidade na distribuicdo da populacao bacteriana. A area de caatinga madura
de Petrolina foi a que apresentou as menores diversidade e equitabilidade.

Tabela 10: indice de diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Pielou (J°)
de comunidades bacterianas nativas de solos de caatinga em regeneracao (R)

e madura (M) localizados em diferentes municipios do semiarido de

Pernambuco.
. Petrolina  S&o Joéo Caruaru Serra talhada
Indice

R M R M R M R M
H (natsind?) 1,30 041 140 0,60 1,42 1,30 2,17 1,32
J 0,72 051 0,78 054 0,79 0,66 0,90 0,73
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5 CONCLUSOES

Apesar de apresentar precipitacdo média anual inferior, a caatinga madura
de Petrolina apresentou maior diversidade de espécies e maior producdo de
biomassa foliar que a de S&do Jodo, mas com menor propor¢cao de leguminosas
nodulantes.

O fragmento maduro de S&o Jodo apresentou maior diversidade de
espécies, densidade de individuos e é&rea basal total que o fragmento em
regeneracao, mas nao houve diferenca na producdo de biomassa de folhas entre
os dois fragmentos.

A contribuicdo da FBN para a jurema preta, Unica leguminosa nodulante em
Séao Jodo, foi alta na caatinga madura, com um aporte anual maior que 18 kg ha*.

Os sinais de 3N de jurema preta foram muito variaveis no fragmento em
regeneracao, ndo possibilitando uma estimativa precisa da FBN. Entretanto, &
provavel que alguns individuos de jurema preta estejam fixando na area em
regeneracdo, garantindo um aporte que pode variar entre 5 a 13 kg ha* ano™.

Em todas as areas estudadas existem populacfes de bactérias capazes de
nodular as leguminosas arboreas.

Independentemente do tempo de regeneragédo da vegetacéo, a maioria dos
isolados de rizébios nativos de solos sob caatinga sdo bactérias de crescimento
rapido e com reacdo acida em meio de cultura.

A auséncia de FBN em individuos da area em regeneracdo ndo pode ser

explicada pela auséncia de rizébios compativeis.
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