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RESUMO

O sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth) € uma leguminosa forrageira arbustivo-
arborea que melhora a fertilidade do solo através da fixagdo biol6gica de nitrogénio
quando associada simbioticamente a rizobios. Estas bactérias tém grande
biodiversidade e incluem vérias sub-classes de proteobactérias. Diante disto, o
presente trabalho objetivou caracterizar morfofisiologicamente 303 isolados obtidos
de nodulos provenientes do sabia oriundo de amostras de solos sob diferentes
coberturas vegetais, a fim de observar a sua diversidade. Os isolados foram obtidos
de nédulos de sabia coletados diretamente de um Argissolo Vermelho-Amarelo da
estacdo experimental do IPA, Iltambé, PE e de ndédulos de sabia obtidos através de
amostras do mesmo solo sob Mata Nativa, Bosque de sabia, e pastagens de
Brachiaria humidicola e B. decumbens. Os isolados foram caracterizados cultural e
fisiologicamentephy (solubilizacdo de fosfato de célcio, tolerancia a acidez e
aluminio, salinidade, antibioticos e herbicidas). A caracterizag&o cultural mostra uma
grande diversidade morfolégica entre eles. A maioria dos isolados apresentou baixa
ou nenhuma capacidade de solubilizar fosfato, ndo relacionada com a acidificacao

do meio de cultura, e elevada resisténcia a acidez e aluminio, salinidade, e aos
\Y;



antibioticos ampicilina, cefotaxima, gentamicina, vancomicina e ao herbicida 2,4-D, e
de sensibilidade aos antibidticos ciprofloxacina, cloranfenicol, kanamicina, acido
nalidixico, rifampicina, tetraciclina, e aos herbicidas paraquat e round-up. Nao houve
ligacdo entre producdo de muco e resisténcia a estes estresses ambientais. Os
indices de diversidade e uniformidade demonstraram elevada diversidade e
dominancia, e o agrupamento dos isolados confirmou a grande diversidade. Assim a
populacdo de rizébios apresenta elevada diversidade, a producdo de acidos
organicos ndo é o principal mecanismo de solubilizacdo do fosfato de calcio e a
producdo de muco néo esta ligada a resisténcia bacteriana aos estresses ambientais

in vitro.
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ABSTRACT

“Sabia” (Mimosa caesalpiniifolia Benth) is a shrub or tree forage legume which
enhances soil fertility through biological nitrogen fixation when symbiotically
associated to rhizobia. These bacteria have high biodiversity, including several
proteobacteria subclasses. So, this work aimed to characterize morpho-
physiologically 303 isolates from “sabia” nodules obtained directly from a Red-Yellow
Argissoil of the Itambé Experimental Station of IPA, and from “sabia” nodules from
soil samples of the same soil under Native Forest, “sabia” woodlots and Brachiaria
humidicola and B. decumbens pastures. The isolates were culturally and
physiologically characterized (calcium phosphate solubilization, tolerance to acidity
and aluminum, to salinity, to antibiotics and to herbicides). Cultural characterization
presents high morphological diversity among the isolates. Most isolates had low to no
phosphate solubilization capacity, unrelated to culture media acidification, and high
resistance and high resistance to acidity and aluminum, and to ampicillin, cefotaxime,
gentamicin, vancomycin antibiotics and to 2,4D herbicide and sensitivity to
ciprofloxacin, chloramphenicol, kanamycin, nalidixic acid, rifampicin and tetracycline

antibiotics and paraquat and round-up herbicides. There was no link between mucus
Vil



production and resistance to these environmental stresses. Diversity and uniformity
indexes indicate high diversity and dominance, and isolate grouping confirms the
high diversity. So the rhizobial population has high diversity, organic production
should not be considered the main calcium phosphate solubilization mechanism and

mucus production is not linked to bacterial resistance to in vitro environmental

stresses
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1. INTRODUCAO

O sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) é uma leguminosa forrageira
tropical, arborea, de pequeno porte, que pode atingir até sete metros de altura,
propagando-se via semente (VASCONCELOS et al., 1984). Esta espécie
proporciona significativo aporte de nutrientes e matéria organica sob forma de
serrapilheira, com producéo de 6 a 15 Mg.ha™t.ano™, vegetando em solos pobres ou
férteis, como os da zona da mata pernambucana, brejos paraibanos e da baixada
fluminense (COSTA, 1983; COSTA et al., 2004; SUASSUNA, 1982).

Ao associar-se simbioticamente, o0 sabia tera seu suprimento total ou
parcial de nitrogénio, através da fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN). Inicialmente,
acreditava-se que o principal simbionte de sabia era bactérias do género Rhizobium
(ASSIS JUNIOR et al., 1986), pertencente as a-proteobactérias. No entanto, com a
descoberta de novos representantes em outras subclasses, o principal simbionte de
Mimosa passou a ser o género Burkholderia (BONTEMPS et al., 2010).

Esta modificacdo ocorreu devido as constantes mudancas na diversidade
de rizébios, a exemplo da recente inclusdo de y-proteobactérias, como bactérias
noduliferas em leguminosas (SHIRAISHI et al., 2010). Porém, as informacdes a
cerca da diversidade microbiana do solo ainda s&o incipientes, e por isso, é
relevante estudar a diversidade, para que se seja aumentado o conhecimento sobre
estes micro-organismos.

Diversas maneiras sdo utilizadas para se estudar esta diversidade, tais
como as metodologias de avaliacdo cultural e fisiolégica, que buscam obter
informacdes relevantes da propria fisiologia, ecologia e taxonomia destes micro-

organismos (FERNANDES JUNIOR, 2009), permitindo maior esclarecimento e a
15



ampliacdo de informacdes sobre os rizobios. E apesar de existir diversas limitacdes
na caracterizacao cultural, esta caracterizacado pode ser considerada como uma boa
alternativa para a analise preliminar da diversidade destas bactérias (ZILLI et al.,
2003).

Diante  disto, o0 presente trabalho  objetivou  caracterizar
morfofisiologicamente isolados obtidos de nédulos da leguminosa forrageira sabia de
solo sob diferentes coberturas vegetais, a fim de observar sua diversidade

bacteriana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SABIA

O sabia € uma leguminosa nativa da caatinga do nordeste brasileiro,
sendo também conhecida como sabiazeiro, angiquinho-sabia, unha de gato e
sansdo do campo. E encontrada no cerrado e habita preferencialmente regides de
clima semi-arido, ocorrendo de forma natural na regido nordeste e Minas Gerais
(CARVALHO, 2007).

Esta espécie apresenta porte arbustivo a arbéreo, podendo atingir 10
metros de altura. Geralmente seu tronco tem aculeos em maior ou menor grau, mas
pode ser inerme, com casca externamente de coloracao pardo-clara e internamente
branca. Sua copa é espalhada, pouco densa e muito ramificada, apresentando
folnas compostas bipinadas, alternas, comumente com seis pinas opostas. Suas
flores sdo bissexuais, brancas, pequenas e suavemente perfumadas e seu fruto &
um craspédio articulado plano com sementes variando em forma, duras e lisas, e
gue apresentam dorméncia do tipo impermeabilidade do tegumento a &gua
(CARVALHO, 2007).

Sua folhagem tem importante valor nutricional para alimentacdo animal,
sendo recomendada como forrageira em sistemas silvipastoris (DRUMOND et al.,
1999) e bastante selecionada por animais em pastejo quando sem aculeos (VIEIRA
et al.,, 2005). Também é uma importante via de retorno de nitrogénio (N) e fésforo
(P), quando depositada ao solo, contribuindo para a manutengéo desse ecossistema

(FREIRE et al., 2010). Além de incorporar N e P ao sistema, proporciona incremento
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dos macronutrientes C (carbono), K (potassio), Ca (célcio) e Mg (magnésio) com
significativo aumento nas concentragbes de C e N (COSTA et al., 1997),
promovendo melhoria na qualidade da forragem em oferta (CARVALHO et al.,
2000).

Fernandes et al. (2006) e Ferreira et al. (2007) observaram deposicéo de
177 e 156 Kg de N ha™ ano™ em bosques de sabia. No entanto, provavelmente esta
guantidade de nitrogénio retornada via serrapilheira ndo € advinda apenas da
fixacdo biolégica de nitrogénio, mas também do nitrogénio reciclado e reabsorvido
pela planta, como relatado por Freire et al. (2010).

O sabia também proporciona melhoria a fertilidade do solo através da
fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), o qual permite seu suprimento total ou parcial
de nitrogénio. Suas raizes associam-se com bactérias dos géneros Rhizobium
(ASSIS JUNIOR et al., 1986) e Burkholderia (CHEN et al., 2008), dentre outros, no
qual é estabelecida a simbiose leguminosa-rizébio resultando a formacdo de um

grande nimero de nédulos responsaveis pela FBN (DOBEREINER, 1967).

2.2. DIVERSIDADE BACTERIANA

O grupo tradicional de rizébios, inicialmente classificados em uma Unica
familia (Rhizobiaceae), passou por modificacdo e foi subdividido nas familias
Rhizobiaceae (Rhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium), Phyllobacteriaceae
(Mesorhizobium), Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium) e Xanthobacteriaceae
(Azorhizobium), perfazendo um total de 57 espécies descritas até o momento
(DONATE-CORREA et al.,, 2007), todas pertencentes a sub-classe das a-

proteobactérias. Além destes, atualmente sabe-se que as leguminosas sao
18



amplamente noduladas por [B-proteobactérias (BONTEMPS et al., 2010) e até

mesmo y-proteobactéria (SHIRAISHI et al., 2010) (tabela 1), sendo que em Mimosa,

0s principais simbiontes sdo B-proteobactérias do género Burkholderia (BONTEMPS

et al., 2010).

Tabela 1. Géneros nao-tradicionais de bactérias formadoras de noédulos em

leguminosas.
Sub-classe Familia Género Especie . Referéncias
Hospedeira
Methylobacteriaceae Methylobacterium Crotalaria spp. E];géi;‘d etal
o Aeschynomene Van Berkum;
Bradyrhizobiaceae Blastobacter indica Eardly (2002)
Hyphomicrobiaceae Devosia Neptunia natans Rivas et al.
a- (2003)
proteobactéria ] i
Brucellaceae Ochrobactrum Lupinus albus ggglg)) etal

Phyllobacteriaceae

Rhizobiaceae

Phyllobacterium

Shinella

Trifolium pratense

Kummerowia
stipulaceae

Valverde et al.,
(2005)

Lin et al.
(2008)

B_

proteobactéria

Burkholderiaceae

Burkholderiaceae

Burkholderiaceae

Burkholderia

Cupriavidus*

Herbaspirillum

Mimosa

Mimosa

Phaseolus vulgaris

Moulin et al.
(2001)

Chen et al.
(2001)
reclassificada
por
Vandamme;
Coenye (2004)

Valverde et al.
(2003)

y-proteobactéria

Pseudomonadaceae

Micrococcaceae

Pseudomonas

Kocuria

Robinia
pseudoacacia

Hedysarum
spinosissimum

Shiraishi et al.
(2010)

Mahdhi et al.
(2011)

Esta proliferacdo de novos géneros foi possibilitada pelo uso de técnicas

moleculares (JESUS et al., 2005). No entanto, o uso destas técnicas é de alto custo,
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e por isso, a caracterizacdo cultural ainda € utilizada para se obter informacdes a
respeito da fisiologia, ecologia e taxonomia rizobiana (CHAGAS JUNIOR et al.,
2010a), onde os descritores utilizados nesta caracterizacdo sao: a modificacdo do
pH do meio de cultura, producdo e consisténcia de exopolissacarideos, tempo de
aparecimento e morfologia das colénias (VINCENT, 1970). Com a finalidade de se
obter informacdes complementares a respeito da ecofisiologia dos rizébios, também
e feita a caracterizacdo fenotipica (STROSCHEIN, 2007), englobando testes de
capacidade de solubilizacdo de fosfatos (HARA; OLIVEIRA, 2005), tolerancia a
acidez e aluminio toxico ( HARA; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA; MAGALHAES, 1999),
salinidade (NOBREGA et al., 2004) e resisténcia intrinseca a antibioticos (XAVIER et
al., 1998), dentre outros.

Em estudos sobre diversidade de rizobios, além de analise das
caracteristicas cultural e fenotipica, dentre outras, indices matematicos s&o
utilizados para mensurar esta diversidade, permitindo que ela seja avaliada de forma
qualiguantitativa (JESUS et al., 2005; MELLONI et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) € um dos mais utilizado
para calcular a diversidade de amostras ambientais (RICOTTA, 2004). Ele é
baseado em informacdes acerca da riqueza e abundancia relativa de espécies
(ATLAS; BARTHA, 1998), que admite que todos os individuos foram amostrados ao
acaso e que todas as espécies estdo representadas na amostra (MAGURRAN,
2004).

Uma derivagdo do indice de Shannon-Weaver é o indice de uniformidade
de Pielou (J’), que mede o padréo de distribuicdo dos individuos entre as espécies

(MOCO et al.,, 2005), onde menores valores representam comunidades menos
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uniformes, com dominancia de um ou mais grupos (BEGON et al., 1996), sendo de
grande importancia a utilizacdo destes indices em estudos sobre diversidade, pois
eles fornecem informacgdes sobre o grau de distribuicdo das espécies em diferentes

ecossistemas (KENNEDY, 1999).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL DE ESTUDO

Foram utilizados 303 isolados de nodulos de sabia obtidos em etapas
anteriores a este trabalho. Destes isolados, 57 foram isolados de nédulos de sabia
coletados diretamente do campo (SD) (Tabela 3), em um bosque de sabia com
aproximadamente 14 anos, oriundo de progenitores F4 de plantas sem aculeo,
situado na Estacdo Experimental do IPA (07°25’S, 35°06’ W e altitude de 190 m), no
municipio de Itambé, na zona da mata de Pernambuco. Os demais isolados foram
obtidos a partir de uma determinacdo de populacdo de nodulos de sabia através de
experimento realizado em casa de vegetacdo utilizando amostras compostas
homogeneizadas de Argissolo Vermelho-Amarelo da mesma Estagdo Experimental,
sob diferentes coberturas vegetais: Mata Nativa - MN (com aproximadamente 60
anos), Bosque de Sabia — BS (mesmo em que foram obtidos os nédulos), pastagem
de Brachiaria humidicola — Bh (com aproximadamente 50 anos) e pastagem de B.

decumbens — Bd (com cerca de 30 anos) (LIRA, 2011 — comunicacdo pessoal'). As

! Lira, Mario de Andrade — Comunicacédo pessoal baseada na sua experiéncia como agrobnomo da
Estac@o Experimental no final da década de 1960 em conversa com a equipe em julho de 2011.
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amostras de solo foram utilizadas para caracterizacdo de fertilidade conforme os
meétodos padrdo (EMBRAPA, 1999), com os resultados na Tabela 2.

O experimento foi realizado em bandejas plasticas com 64 células,
utilizando vermiculita como substrato e sabid como planta isca. As plantulas foram
transplantadas para as células e a determinacao da populagéo rizobiana foi efetuada
pelo método do nimero mais provavel (ALEXANDER, 1965) adicionando-se 1 g de
solo diluido cinco vezes, totalizando oito niveis de diluicéo (0, 5 a 57). Apds 30 dias
de inoculacédo foi realizada a coleta das plantas, acondicionando-se nédulos em

tubos de vacuo com silica-gel para posterior isolamento.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas das amostras de solo utilizadas para obtencéo
dos nodulos.

Cobertura PH P Na* K" ca®*+Mg* Ca* AI*® H+Al CO. M.O.

vegetal  (agua) (mg.dm?) cmol, dm™ g.kg"t -
MN 5,2 3,7 0,48 0,25 6,08 411 045 592 41,8 720
BS 5,0 7.3 0,55 0,30 4,93 333 026 526 204 352
Bh 5,4 230 3,69 1,47 3,75 200 015 430 17,9 309
Bd 5,2 140 343 1,26 3,71 210 028 454 19,3 332

O isolamento seguiu o procedimento padrdo, conforme sintetizado em
Hungria (1994), resultando em 53, 82, 64 e 47 isolados das coberturas MN, BS, Bh e

Bd, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Cdédigo de identificacdo dos isolados de sabid obtidos de diferentes
coberturas vegetais.

Cobertura Total de Identificacao Numeracao
Vegetal isolados ¢ ¢
2:16; 27; 74; 77; 82; 90; 129; 130; 132 —
Mata Nativa 53 UFRPEMC-MN  136; 138; 139; 142; 144 — 149; 202 — 2009;
246 — 257; 259; 301 — 309.
3;5;7;,10; 11; 18; 23; 24; 33; 47; 48; 51;
56; 59; 60; 61; 65 — 69; 72; 78; 80; 85; 93;
Bosque de 97; 107; 109; 112; 113; 115 — 117; 122;
Sabia 82 UFRPEMC-BS 151 — 164; 210; 211; 213 — 218; 220; 222
— 224, 260; 261; 263 — 270; 310 — 313;
315; 316; 318 — 321; 323; 324.
6; 8;9; 17; 43; 50; 52; 71; 73; 84; 86; 88;
Brachiaria 92; 99; 100; 103; 104; 110; 118; 126; 127;
humidicola 64 UFRPEMC-Bh 165 _ 184; 186; 188 — 193; 195 — 201;
225; 226; 293; 294; 296 — 299; 325.

o 26; 28; 29; 35; 40; 54; 75; 76; 98; 101;
Brachiaria 47 UFRPEMC-Bd 114; 227 — 231; 233 — 245; 271 - 276, 279
decumbens — 283; 285 — 289; 291; 292.

326 — 336; 338 — 341; 343 — 356; 358 —
Sabia direto 365; 367; 369; 370; 372; 374 — 379; 382;
do campo 57 UFRPEMC-SD 383; 388; 390; 391; 393; 395; 396; 398;

400.

3.2. CARACTERIZACAO CULTURAL

As caracteristicas culturais avaliadas foram: absorcdo do corante

Vermelho do Congo, tempo de crescimento; diametro, forma, elevacéo, borda,

transparéncia, superficie e coloracdo da coldnia; consisténcia, producdo de muco e

modificacdo do pH do meio de cultura (tabela 4) (JESUS et al., 2005).
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Tabela 4. Descritores utilizados na caracterizagéo cultural dos isolados.

Caracteristicas culturais

Faixa de observacéo

Absorcao de corante
Tempo de crescimento

Diametro da colbnia

Forma

Cor

Elevacéo

Borda

Transparéncia

Superficie

Consisténcia do muco

Producéo de muco

Modificac&o do pH

Sim
Nao
< 3 dias
> 3 dias

<2 mm
> 2 mm

Circular
Puntiforme
Irregular

Incolor
Branca
Bege
Amarela
Rosa

Plana
Lente
Convexa
Umbilicada
Umbanada
Drop-like
Inteira
Ondulada
Lobada
Denteada
Filamentosa

Transparente
Semi-translicida
Opaca

Rugosa
Lisa
Papilosa

Seca
Aquosa
Gomosa
Viscosa
Butirica

Escasso
Pouco
Moderado
Abundante
Acido
Neutro
Alcalino
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Todos os procedimentos foram realizados em duplicata utilizando um
isolado por placa de Petri com meio YMA com azul de bromotimol, com excecao
para analise de absorcédo de corante Vermelho do Congo. A repicagem foi realizada
com alca de Platina, sendo utilizado o método de semeadura por esgotamento para
obtencéo de coldnias isoladas. Todas as placas foram envolvidas com filme plastico
PVC e incubadas a 28°C por 7 dias.

Para verificacdo da modificacdo do pH do meio os isolados foram
multiplicados em 25 mL de meio YM com azul de bromotimol e pH 6,8 em frascos de
penicilina de 50 mL e mantidos sob agitacdo de 120 rpm por 48h. A mudanca de
coloracdo do meio para amarelo indicou a formacao de acido, para a cor azul indicou
a formacéao de alcalis e a permanéncia em verde indicou que ndo houve mudanca no

pH.

3.3. CARACTERIZACAO FISIOLOGICA

3.3.1. SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Foram utilizadas placas de Petri com meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)
modificado pelo uso de fosfato bicalcico (10 g de glicose; 8,95g de CaHPO,; 0,259
de MgS0,4.7H,0; 5 g de MgCl,.6H,0; 0,2g de KCI; 0,1g de (NH4).SO,; 159 de agar).
Para a multiplicagdo procedeu-se da mesma forma descrita anteriormente. Apos o
crescimento bacteriano, procedeu-se a inoculacdo de quatro isolados por placa de
Petri usando o método da gota (ALIKHANI et al., 2006). As placas foram envolvidas

por filme plastico de PVC e mantida em estufa de crescimento bacteriologico a 28°C.
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Apos 15 dias foram realizadas as medicbes dos diametros (em mm) do halo de
solubilizacédo e da colbnia, utilizando-se paquimetro. A partir dessas medidas foram

obtidos os indices de solubilizacéo (IS), usando a formula:

halo
|S — ¢—
gcolbnia

Com base nesses indices, as bactérias foram classificadas como estirpes
com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 3) e alta solubilizagéo (IS > 3) (SILVA FILHO;

VIDOR, 2000).

3.3.2. TOLERANCIA A ACIDEZ E ACIDEZ + ALUMINIO

A avaliacdo da resisténcia dos rizobios a acidez foi realizada em meio
YMA com pH 4,5 ou pH 5,5. Para avaliacdo de resisténcia a acidez e aluminio foi
utilizado AICI;. 6H,0, como fonte de aluminio, mantendo-se uma concentracéo final
de 0,5 cmol. AL.L™ e o pH do meio foi corrigido para 4,5.

Foram preparados inéculos de forma similar & descrita, com inoculacéo
em duplicatas de 20 isolados por placa da mesma forma que para a solubilizacéo de
fosfato, e com as mesmas condicdes de crescimento ja descritas.

A avaliacdo foi realizada 5 dias apds inoculacdo, considerando-se
tolerante quando as colbnias apresentaram desenvolvimento, e sensivel em caso
contrario, utilizando-se o crescimento no meio ndo modificado como referéncia

visual.
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3.3.3. TOLERANCIA A SALINIDADE

O teste de tolerancia dos rizébios a estresse salino foi realizado utilizando
meio YMA com 15, 30 e 45 g.L™* de NaCl, e o meio ndo modificado foi utilizado como
controle. A inoculacdo e crescimento dos isolados foram realizados de forma
idéntica & empregada para avaliacdo de tolerancia a acidez. A avaliacdo foi
realizada 5 dias apés inoculagdo. A classificacdo também procedeu como descrita

em tolerancia a acidez.

3.3.4. TOLERANCIA A ANTIBIOTICOS

A andlise de resisténcia a antibidticos foi realizada de acordo com o
procedimento de disco difusdo em agar descrito por Bauer et al. (1966), em que o
produto se difunde na superficie do agar a partir de um disco impregnado. O
procedimento foi realizado sem repeticdo, onde foram usados 0s seguintes produtos,
com as respectivas doses: Acido Nalidixico (30 pg), Ampicilina (10 pg), Cefotaxima
(30 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Cloranfenicol (30 pg), Estreptomicina (10 pg),
Gentamicina (10 pg), Kanamicina (30 pg), Rifampicina (30 pg), Tetraciclina (30 pug)
e Vancomicina (30 pg). Todos os discos foram obtidos da SENSIFAR®, com excecéo
os de Kanamicina que foi da CECON®.

A multiplicacdo dos isolados seguiu 0 mesmo padrédo anterior. A
inoculacao foi realizada em placas com YMA, pela imersdo de algodado estéril no
caldo bacteriano, seguida por escorrimento do excesso e esfregaco em toda a

superficie do meio. Apos, foram adicionados os quatro discos de antibioticos por
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placa. Discos de papel sem antibioticos (CECON) foram utilizados como controle. O
crescimento foi efetuado nas mesmas condi¢cdes das demais avaliacoes.

Os isolados foram classificados como resistentes e sensiveis, através de
avaliacao visual da formacao de halos sem crescimento bacteriano conforme tabela

5 (NCCLS/CLSI, 2005).

Tabela 5. Padrdes interpretativos de diametro de halo de inibicdo utilizados em teste
de disco difuséo.

Zonade inibicdo em mm*

Antibiéticos Simbolo Concentracéo Resistente Sensivel
Ampicilina AMP 10 g 13 ou menos 14 ou mais
Cefotaxima CTX 30 ug 14 ou menos 15 ou mais
Ciprofloxacina CIP 5 ug 15 ou menos 16 ou mais
Cloranfenicol CLO 30 ug 12 ou menos 13 ou mais
Estreptomicina EST 10 pg 11 ou menos 12 ou mais
Gentamicina GEN 10 pg 12 ou menos 13 ou mais
Kanamicina KAN 30 ug 13 ou menos 14 ou mais
Nalidixico, acido NAL 30 ug 13 ou menos 14 ou mais
Rifampicina RIF 30 ug 11 ou menos 12 ou mais
Tetraciclina TET 30 pg 14 ou menos 15 ou mais
Vancomicina VAN 30 ug 14 ou menos 15 ou mais

* Adaptado do NCCLS/CLSI, 15° Suplemento Informativo (2005).

3.3.5. TOLERANCIA A HERBICIDAS

Esta avaliagdo foi realizada utilizando-se a mesma metodologia
empregada para avaliacdo de resisténcia dos rizObios a antibiéticos, também sem
repeticdo, utilizando discos de papel (Cecon®) impregnados com o0s produtos

comerciais Glifosato (Round-up®), Paraquat e 2,4-D, apés terem sido filtrados com
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filtro de seringa com membrana 0.22 uym (modelo 99722 Techno Plast Products AG).
Foram utilizados quatro discos por placa, sendo os trés herbicidas e o controle.
Foram considerados resistentes os isolados que apresentarem halo de

inibicdo menor ou igual a 10 mm e sensiveis 0s demais.

3.3.6. AGRUPAMENTO DOS ISOLADOS

A partir das caracteristicas morfofisioldgicas dos isolados, para cada
cobertura vegetal, foi constituida uma matriz binaria (presenca e auséncia da
caracteristica) utilizada para a analise de clustering através do método Paired Group
usando o indice de distancias de Jaccard (WOLDA, 1981), calculado através do
software PAST®.

Foi escolhido o nivel de 60% de similaridade para observar a formacéo de

grandes grupos, como descrito por Melloni et al. (2006).

3.3.7. ANALISE DA DIVERSIDADE BACTERIANA

A diversidade para as diferentes coberturas vegetais foi avaliada pelo
indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’) (SHANNON; WEAVER, 1949). Tal

indice compreende a seguinte expressao:

H'=->" (Piln[Pi]) Onde: Pi = ni/n

ni = numero de isolados de cada grupo

n = ndmero total de isolados
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Quanto maior o valor deste indice, maior a diversidade entre os grupos,
havendo menor dominancia de alguns grupos em detrimento de outros (BEGON et
al., 1996).

A relacdo entre as espécies detectadas foi avaliada pelo indice de
Uniformidade de Pielou, J’, (PIELOU, 1959), que é um indice de equitabilidade
derivado do indice de diversidade de Shannon-Weaver que indica se ha o dominio
de uma populacdo na comunidade amostrada. Seu valor apresenta uma amplitude
de 0 (uniformidade minima) a 1 (uniformidade maxima), e € calculado pela seguinte

equacao:

J'=H /[In S] onde:
S = numero de grupos detectados

H = indice de Shannon-Weaver

Os indices de Shannon-Weaver e Pielou foram calculados através do

software PAST® (HAMMER et al., 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO CULTURAL

A caracterizacdo cultural dos 303 isolados (Apéndice A) indica que as

caracteristicas mais frequentes foram: coloracdo bege, borda inteira, transparéncia
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semi-transllicida e superficie lisa, a0 passo que consisténcias seca e aquosa, e
coloracao incolor e résea nao foram observadas ao todo.

Com respeito as demais caracteristicas (figura 1), os isolados obtidos de
diferentes coberturas vegetais apresentam caracteristicas distintas, havendo

prevaléncia nos descritores pouca producdo de muco, consisténcia de muco do tipo

gomosa.
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Figura 1. Distribuicdo dos isolados de sabid obtidos de diferentes coberturas
vegetais quanto a capacidade de absorver corante (A.C.), diametro das colénias em
mm (D), producdo de muco (P.M.), consisténcia do muco (C.M.), forma, elevacéo e
capacidade de modificar o pH do meio (pH).

Com relacao a capacidade de absorver vermelho do congo, a maioria dos
isolados das coberturas BS, Bh e SD apresentaram tal capacidade, ao passo que
nos isolados da cobertura MN e Bd prevaleceu ndo absorcdo. Quanto ao diametro

das colbnias, a maioria dos isolados das coberturas BS, Bh e Bd apresentaram
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colénias < 2mm, ocorrendo o inverso com os isolados das coberturas MN e SD.
Colbnias circular prevaleceu nos isolados das coberturas MN, BS e SD, e puntiforme
em Bh e Bd. Elevacdo convexa foi observada na maioria dos isolados das
coberturas MN, BS e Bd. E a capacidade de produzir acido prevaleceu nos isolados
das coberturas BS, Bh, Bd e SD, havendo apenas 2 isolados produtores de alcalis.

Todos os isolados apresentaram crescimento rapido, com aparecimento
entre 1 e 2 dias, sendo esta caracteristica, normalmente, uma estratégia de
sobrevivéncia (SPRENT, 1994; VAN GESTEL et al.,, 1991). Esta dominéancia por
isolados de crescimento rapido também foi encontrada por Silva et al. (2007), ao
caracterizarem isolados de rizébios de feijao caupi de amostras de Argissolo
Vermelho Amarelo da regido semi arida de Pernambuco, indicando que se trata
possivelmente de adaptacdo a uma fase seca, que também ocorre em menor
intensidade na zona da mata norte pernambucana .

A vasta maioria das estirpes (66,7%) acidificou o meio de cultura,
concordando com a literatura que relata que estirpes de crescimento rapido

comumente s&o acidificantes (CHAGAS JUNIOR et al., 2010b; WANG et al., 2006).

4.2. CARACTERIZACAO FISIOLOGICA

4.2.1. SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Identificou-se maior frequéncia de isolados com baixa (47%) ou nenhuma
capacidade de solubilizar fosfato de calcio (43%). A média solubilizacdo foi

verificada em 10% dos isolados e apenas um isolado da cobertura SD apresentou
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alta capacidade de solubilizacdo (UFRPEMC-SD 382) (tabela 6), havendo,
proporcionalmente, mais isolados na cobertura Bh e Bd, sem nenhuma e baixa

capacidade de solubilizar fosfato, respectivamente.

Tabela 6. Efeito da cobertura vegetal sobre a solubilizacdo de fosfato de calcio de
isolados rizobianos de sabia

Cobertura Vegetal

IS* Mata Bosque de  Brachiaria  Brachiaria  Sabiéa direto P>y
Nativa Sabia humidicola  decumbens do campo

Nao 10 36 43 10 32

Bgixg 36 35 16 36 20 1,64 x 107

Média 7 11 5 1 4

Alta 0 0 0 0 1

1S = indice de Solubilizagdo (N&o = n&o solubilizou; Baixa = IS < 2; Média = 2 < IS < 3; Alta
=1S>3)

Uma maior freqtiéncia de bactérias com nenhuma ou baixa capacidade
solubilizar fosfato de calcio também foi encontrada por Chagas Janior et al. (2010b),
ao estudar rizébios da Amazonia.

De modo geral, a literatura (HARA; OLIVEIRA, 2004, 2005; ILMER et al.,
1995; MIKANOVA; NOVAKOVA, 2002; SILVA FILHO et al., 2002; VASSILEV et al.,
2006) relata que a capacidade presente nas bactérias do solo de solubilizar fosfato
de calcio esté correlacionada com a diminui¢cdo do pH do meio através da producéo
de acidos organicos.

Porém, 79 isolados solubilizadores de fosfato ndo modificaram o pH do
meio de cultura, inferindo que a producgéo de acidos ndo € um fator determinante a
solubilizacdo de fosfato, pelo menos nestes casos, com significativamente menor
proporcao de solubilizadores encontrados entre os isolados acidificantes (Tabela 7)

do que entre os que nao modificaram o pH do meio.
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Tabela 7. Distribuicdo dos isolados quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato
e modificacdo do pH do meio de cultura.

Modificacdo do pH

IS* — : P>y
Acido Neutro Alcalino

Nao 109 20 2

Betlxg 75 68 0 3.96 x 10°

Média 17 11 0

Alta 1 0 0

1S = indice de Solubilizacio (N&o = nao solubilizou; Baixa = IS < 2; Média = 2 < IS < 3; Alta
=1S>3)

Sousa (2010) trabalhando com bactérias endofiticas de cana-de-acucar,
também encontrou falta de ligacdo entre producdo de acidos e solubilizagdo de
fosfato, em um trabalho com meio liquido e determinacdo quantitativa de pH e
fésforo solubilizado. No entanto, o autor ressalta que algumas estirpes
solubilizadoras de fosfato diminuiram inicial o pH do meio seguida por aumento
posterior. E Chagas Junior et al. (2010b), em estudo com isolados solubilizadores de
fosfato de solos da Amazonia, relatam que a producéo de acidos organicos nao é o

anico mecanismo envolvido no processo de solubilizacdo de fosfato.

4.2.2. TOLERANCIA A ACIDEZ E ACIDEZ + ALUMINIO

Embora 97% dos isolados tenham apresentado tolerancia a pH 5,5, 95%
a pH 4,5 e 90% a acidez e aluminio, foram encontradas diferencas significativas
entre as coberturas vegetais, com maior sensibilidade nos isolados obtidos das
coberturas MN e Bh (Tabela 8). Os resultados concordam com a afirmativa de
Martins (2010) e Sa (2001) de que a resisténcia a acidez € essencial para a
resisténcia ao aluminio, visto que todos os isolados que foram resistentes a acidez +

Al, também foram resistentes a acidez.
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Tabela 8. Tolerancia de rizobios crescidos em meio com baixos valores de pH e com
aluminio apds cindo dias de incubagéo.

Cobertura Vegetal

Niveis de

Acidez Mata Bosque Brachiaria Brachiaria Sabia direto P >y
Nativa de Sabid humidicola decumbens do campo

T 49 81 61 47 57

5,5 S 4 1 3 0 0 0,050323
T 49 79 56 46 57

4,5 S 4 3 8 1 0 0,019255
T 48 73 52 46 55

4 5+Al S 5 9 12 1 5 0,018523

T =tolerante; S = sensivel

Uma possivel explicacdo para a elevada tolerancia observada € o
fendmeno “acid habituation” ou “adaptative tolerance response” (DILWORTH et al.,
1999), ja que os isolados sdo oriundos de solos com pH acido e presenca de
aluminio (tabela 2).

Resultados semelhantes para tolerancia a acidez foram encontrados por
Appunu e Dhar (2006), que observaram que todas as estirpes de Bradyrhizobium de
soja apresentaram tolerancia a até pH 4,0. Enquanto Rejili et al. (2009) estudando
diversidade rizobiana para Lotus em solos da Tunisia, observaram que 94% dos
isolados de Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium foram tolerantes a pH 5,5,
bem como Chagas Junior et al. (2010a) estudando rizébios de caupi em solos da
Amazo0nia, que encontraram 87% de bactérias tolerantes a pH 4,5 + 2 cmol. de Al.L
1.

Em contraste, Martins (2010) encontrou apenas 31% dos isolados
rizobianos para Lotus resistentes a pH 4,2 + 50 pmol de Al.L™ (1,7 x 10° cmol. de
Al.L™Y no Rio Grande do Sul,enquanto Vargas et al. (2007), também no Rio Grande

do Sul, observaram que 50 pmol.L™ de Al ndo afetaram o crescimento de rizébios de
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acacia-negra, mas a reducao do pH de 5,5 para 4,5 reduziu o crescimento de todos
os isolados.

Barberi et al. (2004) relatam que uma maior producédo de
exopolissacarideos confere em maior resisténcia a acidez e aluminio. No entanto,
mais de 90% dos isolados deste trabalho com escassa ou pouco producdo de muco
apresentaram resisténcia a acidez e acidez + Al, ndo tendo ocorrido diferenca
significativa nos graus de resisténcia a acidez em funcdo da producdo de

exopolissacarideos (Tabela 9).

Tabela 9. Tolerancia dos rizébios a acidez e acidez + aluminio em relacdo a
producdo de mucilagem.

Niveis de Producdo de muco P > 2

Acidez Escasso Pouco Moderado Abundante -
T 56 94 86 59

5,5 S 0 4 4 0 0,168147
T 52 94 84 57

4.5 S 4 4 6 5 0,696804
T 48 91 80 55

4. 5+Al S 8 7 10 4 0,409915

T = tolerante; S = sensivel

4.2.3. TOLERANCIA A SALINIDADE

Todos os isolados apresentaram tolerancia a 15 g.L™ de NaCl, enquanto
76 e 66% dos isolados toleraram 30 e 45 g.L™* de sal, respectivamente, com
diferencas significativas na proporcdo de tolerancia entre as coberturas vegetais
(Tabela 10). Diferentemente do ocorrido para acidez e aluminio, ndo podemos
considerar a adaptacdo dos isolados as condi¢cdes do solo, jA que o0 mesmo ndo

apresenta qualquer problema de salinidade.
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Tabela 10. Tolerancia de rizébios crescidos em meio com diferentes niveis de
salinidade ap6s cindo dias de incubacao.

Cobertura Vegetal

m&ls(gcff-l) Mat_a Bosque_ ] Brac_hi_aria Brachiaria Sabia direto P>y
Nativa de Sabid humidicola decumbens do campo

T 53 82 64 47 57

15 S 0 0 0 0 -
T 35 59 59 30 a7

30 S 18 23 5 17 10 0,001299
T 33 57 54 27 28

45 S 20 25 10 20 29 0,000759

T =tolerante; S = sensivel

A literatura é bem diversificada quanto a informacdes sobre as diferentes
capacidades de bactérias diazotroficas em tolerar salinidade, com faixas de
tolerancia das estirpes variando de 0 a 80 g/L de NaCl (FARELEIRA et al., 2007),
mas de modo geral sdo encontrados estirpes tolerando, no maximo, 30 g/L de
cloreto de sodio (NOBREGA et al., 2004; THRALL et al., 2009; XAVIER et al., 2007).

Elsheikh (1998) relata que espécies de rizébio de crescimento rapido,
geralmente, sdo mais tolerantes a altas concentracdes salinas em meio de cultura,
pois produzem mais muco, proporcionando maior resisténcia da célula bacteriana ao
efeito osmoético. Porém, os resultados obtidos ndo concordam com o autor em
relacdo a producdo de exopolissacarideos, pois 79% e 64% dos isolados com
escassa e pouca producdo de muco, respectivamente, foram tolerantes a 45 g.L™ de
salinidade (tabela 11), ndo havendo diferenca significativa na proporc¢éo de isolados
resistentes em funcdo da producdo de muco, enquanto o efeito significativo
observado para 30 g.L™ decorre de maior proporcédo de estirpes tolerantes com

escassa ou pouca producdo de muco, do que com moderada ou abundante.
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Tabela 11. Tolerancia salina dos isolados em relacdo a produgéo de muco.

Niveis de NaCl Producdo de muco P> 2
(g.L™h Escasso Pouco Moderado Abundante =X
T 56 98 90 59
15 S 0 0 0 0 -
T 50 68 64 48
30 S 6 30 26 11 0,019902
T 44 63 54 38
45 S 12 35 36 21 0,136061

T =tolerante; S = sensivel

4.2.4. TOLERANCIA A ANTIBIOTICOS

Foi encontrada resisténcia para todos os antibidticos em 13% dos
isolados, enquanto que 8% foram sensiveis a todos.

O antibiograma demonstrou que o0s resultados foram bastante
diversificados. As proporgbes de resisténcia (figura 2) mais elevadas foram
verificadas para AMP, CTX, GEN e VAN (71%, 71%, 70% e 54% dos isolados,
respectivamente), enquanto que a maior proporcdo de isolados sensiveis (figura 3)
foi observada para CIP, CLO, EST, KAN, NAL, RIF e TET (65%, 60%, 62%, 65%,

61%, 83% e 64%, respectivamente).
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Figura 2. Prevaléncia de resisténcia dos isolados de rizébio de ndédulos de sabié
obtidos de solo sob diferentes vegetagfes, aos antibidticos AMP (Ampicilina), CTX

(Cefotaxima), GEN (Gentamicina) e VAN (Vancomicina).

* R = Resistente; S = Sensivel.
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Figura 3. Prevaléncia de sensibilidade dos isolados de rizobio de nddulos de sabia
obtidos de solo sob diferentes vegetacbes, aos antibidticos CIP (Ciprofloxacina),
CLO (Cloranfenicol), EST (Estreptomicina), KAN (Kanamicina), NAL (Acido
nalidixico), RIF (Rifampicina) e TET (Tetraciclina).

= R = Resistente; S = Sensivel.
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Dos 303 isolados, 63% apresentaram multirresisténcia a AMP e CTX,
49% a AMP e GEN, 52% a CTX e GEN, 48% a AMP, CTX e GEN, 36% a AMP,
CTX, GEN e VAN, e 41% apresentaram multissensibilidade aos demais antibioticos.

Em relacdo as coberturas vegetais, houve semelhanca nas prevaléncias
de isolados resistentes e sensiveis nas amostras de MN, BS e Bh, observando-se
maior resisténcia a AMP, CTX, GEN e VAN, exceto para cobertura Bh, e maior
sensibilidade a CIP, CLO, EST, KAN, NAL, RIF e TET.

A semelhanca nos resultados também ocorreu com os isolados das
coberturas Bd e SD, sucedendo maior numero de isolados resistentes a AMP, CIP,
CLO, CTX, EST, GEN, KAN e NAL, e sensiveis a RIF, diferenciando-se nos
resultados de TET e VAN.

A literatura concorda com os resultados para AMP, onde a alta resisténcia
também foi observada por Fernandes & Fernandes (2000), ao verificar que 67% dos
isolados de rizobios nativos de tabuleiros costeiros foram resistentes a AMP; por
Raza et al. (2001), encontrando 70% de resisténcia em rizébios para Lupinus albus;
por Hosney et al. (2006), observando 74% de resisténcia em Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii; e por Florentino et al. (2010) ao encontrar 90% de
resisténcia em estirpes de Bradyrhizobium.

Em relagdo a GEN e VAN, a elevada resisténcia também foi observada
por Cuadrado et al., (2009), caracterizando estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium
de feijdo caupi, encontraram 77% das linhagens resistentes a GEN; por Hosney et
al. (2006) encontrando resisténcia a GEN e VAN de 67% e 79% das estirpes de R.

leguminosarum bv. trifolii; e por Florentino et al. (2010) observando 90% das estirpes
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de Bradyrhizobium resistindo a GEN e VAN. Os dois Ultimos autores também
observaram multirresisténcia a AMP, GEN e VAN.

Esta elevada tolerancia dos isolados a antibidticos pode ser decorrente de
um possivel antagonismo a outros organismos do solo, como relatado por Florentino
et al. (2010).

No que se diz respeito a sensibilidade a antibidticos observada pelos
isolados, esta também foi relatada por Teaumroong et al. (1995) em estudo com
estirpes de Bradyrhizobium, ao encontrar a maioria das estirpes sensiveis a CLO,
EST, NAL e TET, enquanto que Hosney et al. (2006) trabalhando com estirpes de
Rhizobium, observaram que a maioria das estirpes foram sensiveis a CLO, EST,
KAN, NAL, RIF e TET.

Em relacdo as resisténcias encontradas nos isolados da cobertura Bd e
SD, presumidamente, estas foram adquiridas através da contaminacédo do solo por
meio de excrementos de animais tratados com antibidticos, visto que foi localizado o
elevado numero de isolados resistentes. Desta forma, este episddio pode ser
eventualmente explicado pela ocorréncia e estabilidade dos antibidticos nestas
areas, que contribuiu no aparecimento de bactérias resistentes.

A presenca de organismos produtores de antibidticos ou existéncia
natural de um reservatério de genes resistentes também pode ter desencadeado tal
ocorréncia, conforme Esiobu et al. (2002) e Schmitt et al. (2006), respectivamente.

Kumar et al. (2007) e Sinclair e Eaglesham (1984), relatam que a
resisténcia a antibioticos esta diretamente relacionada com a produg¢do de muco. No
entanto, como observado para todas outras tolerancias estudadas, nao foi

observado este tipo de analogia (tabela 12), visto que apenas para AMP, CTX, RIF,
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TET e VAN foram encontrados diferencas significativas na proporgcédo de resisténcia
em funcéo da producdo de muco, com maior proporcao de estirpes sensiveis entre

as com maior producao de muco.

Tabela 12. Distribuicdo dos isolados de sabia quanto a capacidade de tolerar ou nédo
antibioticos e produzir mucilagem.

Producdo de muco

L ]

Antibioticos Escasso Pouco Moderado Abundante P2X
R 33 69 48 45

AMP S 23 29 42 14 0,0134481
R 9 28 21 15

cP S a7 70 69 44 0,3719193
R 8 29 19 17

CLO S 48 69 71 42 0,1259444
R 32 72 52 47

CTX S 24 26 38 12 0,0071971
R 10 29 21 19

EST S 46 69 69 40 0,2517502
R 3 19 16 8

GEN S 53 79 74 51 0,1051909
R 4 20 16 12

KAN S 52 78 74 47 0,162976
R 16 39 29 22

NAL S 40 59 61 37 0,4844683
R 4 24 19 4

RIF S 52 74 71 55 0,0040363
R 13 45 29 9

TET S 43 53 61 50 0,0003638
R 20 42 39 39

VAN S 36 56 51 20 0,0055428

R = resistente; S = sensivel

4.2.5. TOLERANCIA A HERBICIDAS

Diferentemente do ocorrido para os antibiéticos, apenas 7% apresentaram

multirresisténcia, ao passo que 42% (128 isolados) foram multissensiveis.
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O unico herbicida que apresentou prevaléncia de resisténcia entre 0s
isolados foi 0 2,4-D, ocorrendo em 32 isolados da cobertura MN, 49 de BS e 29 de
Bd, com diferenca significativa para as demais coberturas. A proporcéo de isolados
resistentes e sensiveis para este herbicida foi semelhante, e 90% dos isolados que
foram sensiveis ao 2,4-D também foram sensiveis aos outros dois herbicidas.

Houve prevaléncia de sensibilidade a Paraquat e Round-up em todas
coberturas vegetais, onde a proporcdo de bactérias sensiveis em relacdo as
resistentes foi de 1,6 a 15 vezes maior (tabela 13), havendo diferenca significativa

entre as coberturas vegetais para 2,4-D e Round-up.

Tabela 13. Distribuicdo dos isolados, de diferentes coberturas vegetais, quanto
resisténcia e sensibilidade aos herbicidas acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
paraquat (PAR) e round-up (ROU).

Cobertura Vegetal

Herbicidas Mata Bosque  Brachiaria Brachiaria Sabia direto P>x?
Nativa de Sabid humidicola decumbens do campo

R 32 49 27 29 24

24-D s 5 33 37 18 33 0,04375
R 4 7 4 18 18

PAR s 49 75 60 29 39 2,04E-07
R 8 7 9 10 16

ROU- s 45 75 55 37 41 0.033602
R 4 5 2 4 7

Todos S 20 33 33 15 27 0,411614

R = resistente; S = sensivel

Esta prevaléncia de resisténcia pode estar associada a capacidade de
estirpes de rizdbios em degradar 2,4-D, como observado por Itoh et al. (2004) que
ao estudar a degradacgéo de 2,4-D em uma mata nativa observaram que estirpes de

Sphingomonas sp. e Bradyrhizobium sp. estavam envolvidas no processo.
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De modo geral, os herbicidas impactaram sobre o crescimento dos
isolados. Jaques et al. (2010) e Santos et al., 2004, estudando estirpes de
Bradyrhizobium relataram que o glifosato é capaz inibir o crescimento bacteriano,
como observado neste estudo. O mesmo ocorre com 0 paraquat, como ressaltado
por Santos et al. (2006), ao estudarem o crescimento de estirpes de Rhizobium
tropici.

Quanto a andlise de resisténcia a herbicidas, em comparacdo com a
guantidade de muco produzido pelos isolados, a grande maioria que produziu muco
em quantidade moderada a abundante apresentou sensibilidade a Paraquat, Round-
up e multissensibilidade, discordando de Kumar et al. (2007) que consideram que a
protecdo da célula bacteriana a compostos toxicos estd ligada a producdo de
exopolissacarideos. Enquanto para 2,4-D houve ligacdo entre maior resisténcia e

producdo de muco, concordando com os autores (Tabela 14),

Tabela 14. Relacdo de producdo de muco e resisténcia ou sensibilidade dos
isolados de sabid aos herbicidas acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), paraquat
(PAR) e round-up (ROU).

Producéo de exopolissacarideos

Herbicidas Escasso Pouco Moderado Abundante Pzx
R 22 59 45 33

24-D g 34 39 45 26 0,08004
R 6 22 12 11

PAR S 50 76 78 48 0,200871
R 7 19 17 9

ROU A I 20 23 50 0,67365

Todos g go ég 29 24 0,221295
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4.2.6. AGRUPAMENTO DOS ISOLADOS

No agrupamento dos isolados de cada cobertura vegetal foi observado
que apenas 2 isolados ambos oriundos da cobertura Bd apresentaram 100% de
similaridade, no entanto, quando feita a comparacdo de todos isolados,
independente da cobertura vegetal, observou-se a formagédo de mais trés grupos
com dois isolados cada, demonstrando haver isolados com a mesma caracteristica
morfofisiolégica em cobertura vegetal distinta.

Nos dendrogramas, a partir do ponto de corte de 60% de similaridade,
foram observados a formacdo de 18 grupos na cobertura MN, com menor
similaridade entre os isolados de 36% (figura 4), 21 em BS, com 32% de menor
similaridade (figura 5), 17 em Bh, com menor similaridade de 43% (figura 6), 11 em
Bd, com 30% de menor similaridade (figura 7), apenas nove em SD, com menor
similaridade de 40% (figura 8), e 47 grupos com 28% de menor similaridade,
guando todos isolados foram analisados conjuntamente, havendo maior
variabilidade entre os isolados, na analise conjunta (figura 9). As principais
caracteristicas dos grupos das coberturas vegetais e o numero de isolados
classificados por grupo estdo descritos no Apéndice A.

A caracterizacao cultural e fisiol6gica promoveu grande diferenciacdo dos
isolados. Ao realiza este tipo de analise, Chagas Junior et al. (2010a) conseguiram
agrupar isolados de rizébios nativos de solos da Amazb6nia em Bradyrhizobium
elkanni, Sinorhizobium fredii e trés espécies de Rhizobium, e Jesus et al. (2005),
utilizando apenas a caracterizacao cultural conseguiram alocar isolados de sitrato
em diferentes espécies de Bradyrhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium,

demonstrando, desta forma, que a caracterizagao cultural e fisiologica € um recurso
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gue ainda deve ser utilizado em estudo de diversidade bacteriana, em que pese a

importancia crescente das avaliacdes gendmicas.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade a 60% dos isolados de sabia, oriundos de
solo sob mata nativa, construido a partir do agrupamento das caracteristicas
morfofisiolégicas.
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Figura 5. Dendrograma de similaridade a 60% dos isolados de sabia, oriundos de
solo sob bosque de sabia, construido a partir do agrupamento das caracteristicas
morfofisiolégicas
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Figura 6. Dendrograma de similaridade a 60% dos isolados de sabia, oriundos de
solo sob Brachiaria humidicola, construido a partir do agrupamento das
caracteristicas morfofisiologicas.
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Figura 8. Dendrograma de similaridade a 60% dos isolados obtidos de sabia direto
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4.2.7. ANALISE DA DIVERSIDADE BACTERIANA

O indice de diversidade de Shannon-Weaver revelou maior diversidade
nos isolados da cobertura BS (H = 4,07) e menor em Bd (H = 3,29), com alta
uniformidade pelo indice de Pielou variando de 0,85 em Bd a 0,95 em Bh (tabela
15).

Apesar dos indices serem inversamente proporcionais, como relatado por
Simpson (1949) e Berger e Parker (1970), a ocorréncia simultdnea de menores
diversidade e dominancia encontrada nos isolados da cobertura Bd também foi
observadas em outros estudos, como Santos et al. (2007), que encontraram isto em
isolados rizobianos de amendoim também em solo da zona da mata pernambucana
e Roesch et al. (2007) avaliando a diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas

associadas a milho no Rio Grande do Sul.

Tabela 15. indices de diversidade e uniformidade dos isolados de sabia obtidos de
solos sob diferentes coberturas vegetais.

Cobertura vedetal Total de indice de diversidade indice de Uniformidade
9 isolados de Shannon-Weaver (H) de Pielou (E)
Mata Nativa 53 3,49 0,88
Bosque de Sabia 82 4,07 0,92
Brachiaria humidicola 64 3,96 0,95
Brachiaria decumbens 47 3,29 0,85
Sabia direto do campo 57 3,65 0,90
Todas 303 5,34 0,93

Elevados indices de diversidade de Shannon-Weaver também foram

obtidos por Martins (2010) ao encontrar um indice de 4,05 em estudo com rizébios
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para Lotus spp, e por Vargas et al. (2007) que ao estudar a diversidade genética de
rizébios de acacia negra encontraram um indice de 4,30.

Melloni et al. (2006) estudando a diversidade fenotipica de rizobios de
caupi em solos de mineracdo em reabilitacdo, também observaram maior
diversidade fenotipica nos isolados rizobianos de solos vegetados com leguminosas,
assim como, Lima et al. (2009) também observaram alta diversidade dos isolados de
solos sob diferentes usos, em estudo com rizébios de siratro em solos da Amazonia.

Foi verificado que a cobertura vegetal influenciou na diversidade dos
isolados, como observado por Jesus et al. (2005), ao encontrarem diferenca de
quase 0,5 entre os indices de diversidade de trés sistemas de uso de solo da
Amazo0nia, em estudo com rizobios de siratro.

E resultado semelhante de indice de uniformidade de Pielou também foi
encontrado por Roesch et al.,, (2007), avaliando a diversidade de bactérias

diazotroficas endofiticas associadas a milho no norte do Rio Grande do Sul.
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5. CONCLUSOES

A populacdo de rizébios estudados apresenta elevada diversidade
morfofisioldgica, e, portanto tem boa probabilidade de apresentar diferencas em
outras caracteristicas como o potencial para fixacdo bioldgica de nitrogénio e uso na
producao de inoculantes.

A reducdo do pH do meio ndo aparenta ser o principal mecanismo de
inducéo da solubilizag&o do fosfato bi-célcico in vitro.

A auséncia de ligacdo entre producdo de muco e resisténcia a acidez,
aluminio, salinidade, antibiéticos e herbicidas indica que este mecanismo nao deve
ser considerado como importante para a resisténcia a estes estresses ambientais in

vitro.
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Tabela 16. Principais caracteristicas dos grupos de similaridade formados nas diferentes coberturas vegetais.

Cobertura Gruno N° de Caracteristicas em comum
vegetal P isolados Culturais Fisiologicas
Absorveu corante, colénia < 2mm, amarela, drop-like, Solubilizadora de P-Ca, tolerante a salinidade, acidez e
1 1 ondulada, semi transparente, lisa, com pouco muco, aluminio, resistente a AMP, CTX e VAN, e sensivel aos
consisténcia gomosa e pH neutro. herbicidas e demais antibioticos.
N&o absorveu corante, colbnias > 2mm, bege, circular, Tolerantes a acidez e aluminio, resistentes a AMP, CTX
2 2 convexa, inteira, lisa, com moderada producdo de muco e e TET, e sensiveis a CIP, CLO, GEN, KAN, RIF, VAN e
consisténcia gomosa. todos herbicidas.
Solubilizadoras de P-Ca, tolerantes a 3% de sal e acidez
3 15 Coldnias > 2mm, circular, inteira e lisa. + aluminio e sensiveis a CIP, CLO, GEN, KAN, NAL, RIF
e todos herbicidas.
Idem grupo 3, mais coloracdo bege, ndo absor¢cdo de Solubilizadoras de P-Ca, tolerantes a salinidade,
4 2 corante, convexa, semi transparente, moderada produgcdo resistentes a AMP, CTX e VAN e sensiveis aos demais
Mata Nativa de muco e consisténcia gomosa. antibiéticos, todos herbicidas e acidez + Al.
dem grupo 3, mais absorgaoN de corante, COlon".i '?eg?’ Solubilizadora de P-Ca, tolerante a acidez e aluminio e
5 1 drop-like, abundante producédo de muco, consisténcia : s -
. sensivel a todos antibidticos e herbicidas.
gomosa e pH acido.
N&o absorveu corante, colbnias < 2mm, bege, puntiforme,
6 2 convexa, inteira, lisa, semi transparente, consisténcia Idem anterior
gomosa e pH neutro.
N&o absorveu corante, colénia < 2mm, bege, puntiforme, Solubilizadora de P-Ca, tolerante a acidez, resistente a
7 1 convexa, Iinteira, lisa, transparente, pouco muco, AMP e CTX e sensivel aos demais antibiéticos e
consisténcia gomosa e pH acido. herbicidas.
8 2 Idem grupo 3, mais colénias bege, moderada producéo de Tolerantes a salinidade, a acidez e aluminio e sensiveis

muco, consisténcia butirica e pH acido.

a todos herbicidas e antibiéticos, exceto CTX e VAN.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - ——
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
9 7 Colénia < 2mm, inteira, lisa, semi transparente e Tolerantes a salinidade e sensiveis a CIP, CLO, EST,
consisténcia de muco butirica. GEN, KAN, NAL, RIF e TET e todos herbicidas.
Absorveu corante, colbénia < 2mm, bege, convexa,
10 1 filamentosa, rugosa, semi transparente, escassa produ¢cdo Idem grupo 1, exceto resisténcia a AMP e VAN.
de muco, consisténcia butirica e pH acido.
Idem grupo 9, mas colénia bege e com pouca producdo de Solubilizadoras de P:Ca_, tolerantes a acidez e aluminio,
11 3 ' AMP e CTX, e sensiveis a CIP, CLO, GEN, KAN, NAL,
muco. i
RIF e herbicidas.
N30 absorveu corante, colénia < 2mm, bege, denteada Solubilizadoras de P-Ca, toleran:[es. a acidez e aluminio,
12 2 rugosa, semi transpareﬁte e pH neutro ! ’ " AMP, CTX, EST e TET, e sensiveis a CIP, CLO, GEN,
! ’ KAN, RIF, VAN e herbicidas.
Mata Nativa
13 8 Colénias com bordas inteiras e lisas. Solubilizadoras de P-Ca, resistentes a acidez e aluminio,
AMP, CTX, NAL e TET.
Idem grupo 3, mais absorcéo de corante, coldnia amarela, Solubilizadora de P-Ca, tolerantes a acidez e aluminio,
14 1 lente, semi transparente, moderada produg¢do de muco, AMP, CTX e VAN, e sensiveis a CIP, CLO, EST, GEN,
consisténcia butirica e pH acido. KAN, RIF, TET e herbicidas.
Absorveu corante, colbnia < 2mm, amarela, puntiforme,
15 1 plana, denteada, semi transparente, papilosa, pouco muco, Idem anterior, exceto solubilizacdo de P-Ca.
consisténcia gomosa e pH neutro.
Absorveu cprante, colonia < 2mm,. amarela, puntiforme, Resistente a sal, acidez, aluminio, AMP, CIP, CLO, CTX,
16 1 convexa, inteira, transparente, lisa, escasso muco,

consisténcia butirica e pH neutro.

EST, KAN, NAL e Round-up.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
Ndo absorveu corante, colbnia < 2mm, amarela, Solubilizadoras de P-Ca, resistente a acidez, aluminio,
17 2 puntiforme, plana, inteira, opaca, lisa, escasso muco, AMP, CTX e TET e sensiveis a CIP, CLO, GEN, KAN,
. consisténcia gomosa e pH neutro. RIF, VAN, 2,4-D e Round-up.
Mata Nativa
. ~ L Tolerante a salinidade e sensivel a antibioticos,
18 1 Idem grupo 14, porém elevacédo convexa ao invés de lente. L . .
herbicidas, acidez e aluminio.
e e oo Solubllizadoras de P-Ca, resistentes a acidez, AMP, CTX
1 4 grup va, me ge, e VAN. Sensivel CIP, CLO, EST, GEN, KAN, RIF, TET e
transparente e muco de consisténcia gomosa. s
herbicidas.
5 5 Idem grupo 3 de mata nativa, mais consisténcia gomosa e Tolerante a salinidade, acidez e aluminio, e sensiveis a
ndo absorg&o de corante. CIP, CLO, EST, GEN, KAN, NAL, RIF, TET e herbicidas.
Idem grupo 3 de mata nativa, mais coldnias semi
3 4 transparente, moderada produgdo muco, consisténcia Idem grupo 5 de mata nativa.
gomosa e reacgao neutra.
Bosque de . . .
Sabia 4 12 Idem~gryp_o 3 de mata nativa, mais absor¢do de corante e Idem grupo 2, exceto sensibilidade a EST.
reacdo acida.
5 3 Idem grupo 8 de mata nativa, mais absorcdo de corante e Tolerancia a salinidade, acidez de 5,5, AMP, CTX e TET
colénias plana. e sensibilidade aos demais antibiéticos, exceto NAL.
6 1 Abs.orveu corante, coldnia > 2.mm, branca, circular, plana, Idem grupo 2, mais sensibilidade a AMP, CTX e VAN.
inteira, transparente, papilosa, abundante muco,
consisténcia butirica e pH acido.
Solubilizadoras de P-Ca, toleréncia a acidez e aluminio e
7 2 Ndo absorveu corante, coldnias convexa, inteira, sensiveis a herbicidas, AMP, CLO, CTX, EST, GEN,

transparente, lisa, gomosa e reacao acida.

KAN, RIF, TET e VAN.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
8 1 ldem grupo 17 de mafa nativa, porém com pouco muco e Idem grupo 5 de mata nativa, porém com resisténcia a
pH éacido, ao invés de escasso e pH neutro. AMP, CTX, NAL e VAN.
9 3 Colénias > 2mm, amarela, umbilicada, inteira, semi Resistentes a acidez e aluminio e VAN, sensivel a
transparente, lisa, pouco muco e reac¢ao neutra. herbicidas e demais antibitticos, exceto CTX.
Solubilizadoras de P-Ca, tolerantes a 3% de sal, acidez e
10 2 Idem grupo 11 de mata nativa, mais ndo absor¢cdo de aluminio, AMP, CTX e VAN, e sensivel a herbicidas e
corante e coldnia com elevacao lente. demais antibidticos, exceto EST.
oni > i i i . e A .
11 6 Colonias _2rrA1m,' |nte|'r§1, semi transparente, moderado Idem grupo 13 de mata nativa, exceto resisténcia a NAL.
muco e consisténcia butirica.
12 5 N&o absorveu corante, coldnia < 2mm, convexa, inteira, Idem arupo 5 de mata nativa
BOSQ,UG de semi transparente, pouco muco e pH acido. grup '
Sabia
N&o absorveu corante, coldénia < 2mm, bege, puntiforme, . oA
; . . Idem grupo 5 de mata nativa, exceto resisténcia a
13 1 convexa, filamentosa, semi transparente, lisa, escasso aluminio
muco, gomoso e reacdo acida. '
14 3 Absorveu corante, coldnias < 2mm, amarela, filamentosa, !dem grupo 18 de mata nativa, exceto resisténcia a
semi transparente, pouco muco e gomosa. aluminio.
- . N&o solubilizou fosfato, tolerancia a salinidade e acidez
< > o H il
15 15 Colonia < 2mm, puntiforme. sensivel a herbicidas, CIP, CLO, GEN, KAN, NAL e RIF.
16 > Absorveu corante, colénia < 2mm, puntiforme, convexa, Nao solubilizou fosfato, toleréncia a salinidade, acidez,

semi transparente, lisa e consisténcia gomosa.

aluminio, CLO, CTX, NAL, RIF, TET e VAN e sensivel
aos herbicidas, AMP, CIP, GEN e KAN.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
Absorveu corante, coldénia < 2mm, bege, puntiforme, plana,
17 1 ondulada, semi transparente, lisa, pouco muco, ldem grupo 1 de mata nativa, exceto resisténcia a AMP.
consisténcia butirico e pH acido.
Nao absorveu corante, col6nias > 2mm, amarela, circular, Solubilizou fosfato, resistente a acidez, AMP, CIP, CTX,
18 2 convexa, inteira, semi transparente, lisa, gomosa e pH NAL, VAN e Paraquat, sensivel a EST, GEN, KAN, RIF e
neutro. TET.
Bosque de
Sabia Solubilizou fosfato, resistente a todos antibiéticos e
19 10 :
- acidez 5,5.
20 3 Coldnia < 2mm, plana, semi transparente, pouco muco e N&o solubilizou fosfato, resistente a acidez e aluminio,
reacdo acida. AMP, CTX e NAL.
Idem grupo 9, com consisténcia viscosa e moderada Solubilizou P-Ca e foi sensivel a acidez e aluminio, todos
21 1 . o L L
quantidade de muco, ao invés de pouco muco. herbicidas e antibiéticos, exceto CTX.
. Nao solubilizou fosfato, resistente a salinidade, CTX e
1 6 Colbnias < 2mm, semi transparente, lisa e pouco muco. NAL
corante, com coldnia branca e semi transparente. aluminio, AMP, CTX, NAL, TET e Paraquat.
Brachiaria Ndo absorveu corante, colénia < 2mm, amarela . . -
humidicola 3 2 puntiforme, plana, inteira, papilosa, escasso muco, gomosa Resistente a aC|dez,, aluminio, 3% de NaCl, AMP, CTX,
~ ' ' ' ' EST e NAL , e sensivel a GEN, KAN e todos herbicidas.
e reacao acida.
Absorveu corante, coldonia < 2mm, bege, inteira, lisa, pouco Solubilizadoras de fosfato, resistente a 3% de sal,
4 2 ’ - » DEgE, ' P acidez, aluminio e VAN, sensivel a CIP, CLO, EST, GEN,

muco e pH neutro.

KAN, NAL, TET e herbicidas.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
N30 absorveu corante. colnia < 2mm. bege. plana. inteira Solubilizadoras de fosfato, resistente a salinidade e
5 3 e ranar e < £mm, bege, plana, ' sensivel a acidez, aluminio, CIP, CLO, EST, GEN, KAN,
P ' NAL, RIF, TET, VAN e herbicidas.
6 17 Colonia < 2mm, bege, puntiforme e reacéo acida. Isdgm grupo 9 de mata nativa, mais resisténcia a acidez
7 7 N&o absorveu corante, colbnia < 2mm, puntiforme, Idem grupo 2 de bosque de sabia, exceto sensibilidade a
convexa, inteira, semi transparente e lisa. CLO e TET.
8 1 Idem grupo 12 de mata nativa, porém com coloracdo Idem grupo 8 de mata nativa, porém AMP ao invés de
amarela, plana, pouco muco e pH &cido. VAN.
Brachiaria N&o absorveu corante, colbnias > 2mm, bege, irregular,
humidicola 9 2 plana, inteira, semi transparente, lisa, pouco muco, butirico Idem grupo 2 de bosque de sabid mais solubilizacéo de
e pH &cido. P-Ca.
10 1 Idem grupo 13 de bosque de sabia, porém amarela e Idem grupo 5 de mata nativa mais tolerAncia a
reacao neutra. salinidade.
11 5 Coldnia bege, circular, inteira, semi transparente, lisa e Resistente a acidez, aluminio, AMP, CTX e VAN, e
gomosa. sensivel a Paraquat.
Absorveu corante, colénia > 2mm, bege, circular, convexa,
12 1 inteira, transparente, lisa, moderado muco, gomoso e pH Idem grupo 9 de bosque de sabia, sem excecdo a CTX.
neutro.
- . S . Resistente a acidez, aluminio, CLO, RIF e VAN, e
13 2 Coldnia > 2mm, amarela, circular, convexa, inteira, lisa,

moderado muco, gomosa e reac¢ao acida.

sensivel aos herbicidas, CIP, EST, GEN e KAN.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
14 1 Iderr) grupo 12, porém com abundante producéo de muco e Idem grupo 10.
pH é&cido.
Idem arupo 3 de mata nativa. mais nio absorcio de Solubilizou P-Ca, resistente a salinidade, acidez e
o 15 5 grup ~ ' & sensivel aos herbicidas e antibiéticos, exceto AMP, CTX,
Brachiaria corante e coloracéo bege.
TET e VAN.
humidicola o . s . . 0 . .
16 4 Colénia > 2mm, circular, inteira, semi transparente, Resistente a 3% de sal, acidez, aluminio e todos
moderado muco, gomoso e reacgao acida. herbicidas e antibiéticos, exceto AMP, CTX e EST.
Idem aruno 3 de mata nativa. mais moderada producio de Solubilizacédo de fosfato, resisténcia a 3% de sal, acidez
17 4 grupo s de r ' P & 5,5 e sensibilidade a todos herbicidas e antibi6ticos,
muco e reacao acida.
exceto AMP.
" 'Nao absorveu corante, colébnia < 2mm, amarela,
1 1 puntiforme, plana, flamentosa, semi transparente, rugosa, Idem grupo 5 de mata nativa.
pouco muco, gomoso, reagao acida.
5 17 N30 absorveu corante. inteira e lisa Resistente a acidez, aluminio, AMP, NAL e TET.
' ' Sensivel a GEN e KAN.
Brachiaria 3 11 Coldnia semi transparente
decumbens P ' Idem grupo 13 de mata nativa mais resisténcia a CLO.
Idem grupo 1 de Brachiaria humidicola mais ndo absorgéo Solubilizou fosfato, reglstente a amdez_e a'“”.“?‘,"’x AMP,
4 3 T CTX e TET. Sensivel aos demais antibidticos e
de corante e borda inteira. -
herbicidas.
5 > Idem grupo 17 de mata nativa, porém semi transparente ao  Resistente a acidez e aluminio, CTX e TET. Sensivel a

invés de opaca.

CLO, EST, GEN, KAN, NAL, RIF e herbicidas.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - ———
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
6 5 Coldnias > 2mm, bege, circular, semi transparente, lisa e Resisténcia a acidez 5,5 e sensivel a todos antibidticos e
reacao acida. herbicidas.
a oni < i ~ . . .. .
Absorga_o de corante, colonia < 2mm, bege, puntiforme, N&o solubilizou fosfato, resistente a salinidade, acidez e
7 1 plana, filamentosa, transparente, rugosa, escasso muco, o . N -
= 2 aluminio. Sensivel a todos antibidticos e herbicidas.
gomosa e reagdo acida.
8 4 Absor¢cdo de corante, colénia < 2mm, puntiforme, semi Resistente a 3% de sal, acidez e aluminio. Sensivel a
transparente, lisa, consisténcia butirica e pH &cido. CIP, CLO, EST, GEN, KAN, NAL, RIF TET e herbicidas.
Brachiaria . .
decumbens Absorcdo de corante, colénia > 2mm, bege, circular,
9 1 convexa, ondulada, semi transparente, lisa, abundante Idem grupo 7, exceto resisténcia a acidez 4,5 e aluminio.
muco, butirico e pH &cido.
Absorcéo de corante, colbnia < 2mm, amarela, puntiforme,
10 1 umbonada, inteira, semi transparente, lisa, escasso muco, Idem grupo 10 de Brachiaria humidicola.
gomosa e pH éacido.
N&ao absorveu corante, colénia > 2mm, bege, circular,
11 1 convexa, denteada, transparente, lisa, abundante muco, |dem grupo 5 de mata nativa.
viscosa e pH neutro.
S AbsorveucorameColoma>2mmamarelocwcularhsaeNaosolublllzouPCareS|stentea ‘acidez e aluminio.
1 7 reacio acida ' ' ' ' Sensivel a 4,5% de sal e todos herbicidas e antibiéticos,
¢ ' exceto AMP e CTX.
(Sjgtélgnc]ilrgto 5 1 Idem grupo 15 de mata nativa, porém com elevacdo Idem grupo 10 de Brachiaria humidicola menos
P convexa, escasso muco e pH acido. resisténcia a pH 4,5+AL.
3 27

Colbnia com superficie lisa.

Resistente a acidez e aluminio.
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Cobertura N° de Caracteristicas em comum
Grupo . - —
vegetal isolados Culturais Fisiologicas
4 6 N&o absorveu corante, colbénia > 2mm, bege, circular, Resisténcia a acidez 4,5 e sensivel aos herbicidas e
inteira, transparente, lisa, abundante muco e gomoso. antibiéticos, exceto AMP, CTX, TET e VAN.
Ania > . . . . _
5 3 Colénia > 2mm, cwcul:ar, inteira, semi transparente, lisa, Idem grupo 5 de mata nativa, exceto AMP, CTX e VAN.
moderado muco e reagdo neutra.
Absorveu corante, coldnia < 2mm, puntiforme, escasso Nao solubilizou P-Ca, resistente a 3% de sal, AMP,
6 7 o L= P ’ acidez e aluminio. Sensivel a RIF, TET, 2,4-D e Round-
muco e consisténcia butirica. U
Sabia direto P
de campo A : . : oA 0 . -
7 4 Coldnia < 2mm, bege, puntiforme, semi transparente, lisa e Resisténcia a 3% de sal, acidez, aluminio e todos
reacdo acida. antibiéticos, exceto RIF e TET.
Ndo absorveu corante, colébnia < 2mm, amarela, Nao solubilizou fosfato, resistente a acidez, aluminio,
8 1 puntiforme, convexa, denteada, lisa, escasso muco, AMP e VAN. Sensivel aos herbicidas e demais
Viscoso e pH neutro. antibiéticos.
9 1 Idem grupo 7 de Brachiaria decumbens, mais colénia Idem grupo 7 de Brachiaria decumbens, exceto

plana, inteira e pouco muco.

resisténcia a 4,5% de sal.
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