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Simbiose entre Crotalaria spp. e bactérias de nédulos naturalmente estabelecidas em solos
da Zona da Mata de Pernambuco

RESUMO

O Brasil experimenta o maior sucesso de uso da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
em sistemas agricolas e, recentemente, vem se posicionando no cenario internacional com a
descri¢do de novas espécies de rizobios. A diversidade de combinacgdes de tipos e coberturas
de solo tornam a Zona da Mata de Pernambuco uma regido com grande potencial para estudos
de ecologia de rizobios e para buscas de novas estirpes elites para a fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN). Este trabalho tem como objetivo estimar a ocorréncia e a diversidade de
bactérias de nodulos de diferentes espécies do género Crotalaria para disponibilizacdo de uma
colecdo e futura obtencdo de incoculantes recomendaveis para adubacdo verde em solos da
Zona da Mata de Pernambuco. Inicialmente, foi realizada uma amostragem representativa das
diferentes condi¢des edafoclimaticas da Zona-da-Mata de Pernambuco, englobando solos dos
principais tipos e usos de solo na regido, em pontos definidos de acordo com os requisitos classe
e cobertura vegetal do solo. As classes de solo foram selecionadas no 1° nivel categorico, a
saber: ARGISSOLO, LATOSSOLO e GLEISSOLO, que, juntas, representam em torno de 85%
dos solos da regido. Quatro tipos de coberturas vegetais, que sdo as predominantes na Zona-da-
Mata de Pernambuco, foram definidos: 1) cultivo com cana-de-agUcar; 2) capoeira; 3) outros
usos agropecuarios e 4) vegetacdo nativa (mata). A ocorréncia natural de populacdes de
bactérias capazes de formar nddulos com trés espécies de Crotalaria spp., assim como o
desenvolvimento das plantas cultivadas nas amostras de solos coletadas foram determinados
em experimentos realizados em vasos em casa de vegetacdo. Este experimento também foi
utilizado como ensaio de plantas iscas para isolar bactérias de nédulos das plantas cultivadas
nas amostras de solo representativas de cada situacdo. Foi obtida uma colecdo de 505 isolados
de nddulos, que foi caracterizada fenotipicamente em meio de cultura YMA. Em isolados
representativos dos grupos fenotipicos utilizados, foi tracado um perfil genético inicial das
populagdes naturalmente estabelecidas nos solos estudados, por meio da avaliacdo da
variabilidade genética dos isolados utilizando as técnicas de BOX-PCR e Analise de Restricdo
do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA). A anélise conjunta dos perfis de restricdo do 16S
rRNA, obtida a partir das endonucleases: Alu I, Xba I, Apa I, Xho I, Rsa I, Hae Ill e Nde |
permitiu a formacéo de grupos de isolados com similaridade, e de acordo com a distribuicéo
das estirpes referéncia, consistiu na separacdo dos isolados nas classes de solos. Este
agrupamento aponta variabilidade genética dos isolados e indica uma possivel existéncia de
grupos taxonémicos, dentre os isolados obtidos, ainda ndo conhecidos pela literatura.

Palavras-chave: Simbiose. ARDRA. Leguminosa. Fixacao biologica de nitrogénio. Crotalaria
spp.






Simbiose entre crotalaria spp. E rizobios naturalmente estabelecidos em solos da zona da
mata de Pernambuco

ABSTRACT

Brazil is experiencing the greatest success in the use of biological nitrogen fixation
(FBN) in agricultural systems and, recently, has been positioning itself on the international
scene with the description of new species of rhizobia. The diversity of combinations of types
and soil cover makes the Zona da Mata of Pernambuco a region with great potential for studies
of rhizobia ecology and for the search for new elite strains for biological nitrogen fixation
(FBN). This project aims to estimate the occurrence and diversity of nodule bacteria from
different species of the Crotalaria genus to make a collection available for obtaining inoculants
for recommendation for green manure in soils in the Zona da Mata of Pernambuco. Initially, a
representative sampling of the different edaphoclimatic conditions of the Zona-da-Mata de
Pernambuco was carried out, encompassing soils of the main types and uses of soil in the region,
at points defined according to the class requirements and soil cover. The soil classes were
selected at the 1st categorical level, namely: ARGISSOLO, LATOSSOLO and GLEISSOLO,
which together represent about 85% of the region's soils. Four types of vegetation cover, which
are predominant in the Zona-da-Mata de Pernambuco, were defined: 1) cultivation with
sugarcane; 2) capoeira; 3) other agricultural uses and 4) native vegetation (forest). The natural
occurrence of populations of bacteria capable of forming nodules with three species of
Crotalaria spp., As well as the development of plants grown in the collected soil samples were
determined in experiments carried out in pots in a greenhouse. This experiment was also used
as a bait plant test to isolate nodule bacteria from plants grown in soil samples representative
of each situation. A collection of 505 nodule bacteria was obtained, which was characterized
phenotypically in YMA culture medium. In isolates representative of the phenotypic groups
used, an initial genetic profile of the populations naturally established in the studied soils was
traced, through the evaluation of the genetic variability of the isolates using the techniques of
BOX-PCR and Restriction Analysis of Amplified Ribosomal DNA (ARDRA). The joint
analysis of the restriction profiles of the 16S rRNA, obtained from the endonucleases: Alu I,
Xba I, Apa I, Xho I, Rsa I, Hae 11l and Nde I allowed the formation of groups of isolates with
similarity, and according to with the distribution of the strains, it consisted of the separation of
the isolates in the soil classes. This grouping points to genetic variability of the isolates and
indicates a possible existence of taxonomic, among the isolates obtained, not yet known in the
literature.

Keywords: Symbiosis. ARDRA. Leguminous. Biological nitrogen fixation. Crotalaria spp.
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1 INTRODUCAO

Devido a sua disponibilidade de recursos hidricos, condi¢bes edafoclimaticas
favoraveis, eventual demanda de mao-de-obra e vantagens locacionais, A Zona da Mata de
Pernambuco é considerada como uma das regifes de grande potencial econémico do Nordeste
Os indices pluviométricos relevantes e a regularidade na distribuicdo de chuvas estimula o
estabelecimento da exploragéo da agricultura na regido, principalmente a cultura canavieira e 0
setor sucro-alcoleiro de modo geral, que € uma das atividades agricolas de maior importancia
no estado.

Desde os tempos da colonizacdo, o setor canavieiro exerce uma forte pressao sobre a
cobertura vegetal nativa da mesorregido da Mata Pernambucana, ocasionando profundas
alteracfes na vegetagcdo original. Atualmente, a vegetacdo nativa encontra-se restrita a
reduzidos fragmentos de matas, tendo poucos indicios de remanescentes de area nativa,
ocorrendo, em geral, matas secundarias de extensdo e estagios sucessionais diversos,
distribuidos de forma esparsa por toda area do litoral sul de Pernambuco, com poucas areas ao
norte, conduzindo a uma situacgdo critica, uma vez que desequilibra a biodiversidade da regido
Diante disso, estudos tém sido desenvolvidos objetivando maior atengdo do setor agricola a
conservagao dos recursos naturais.

O nitrogénio utilizado em sistemas agricolas € produzido com utilizacdo de
combustiveis fosseis, sendo, por isso, considerado um forte emissor de CO2 e de 6xido nitroso
para a atmosfera. O aumento da concentragao destes gases na atmosfera terrestre contribui para
um dos principais problemas ambientais da atualidade, as mudancas climéticas. Do ponto de
vista ecoldgico, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) atende a preocupacdo da sociedade
com a preservacao ambiental, visto que € um processo que ocorre naturalmente sem a
necessidade de manipulacdo, fato que minimiza o uso de insumos agricolas nitrogenados
Assim, a simbiose entre as bactérias diazotréficas e leguminosas é vista como uma importante
alternativa a fertilizacdo quimica em culturas agricolas.

Por ser uma alternativa tecnoldgica para aumentar a produtividade agricola, reduzir o
uso de insumos onerosos e minimizar os gases do efeito estufa, contribuindo para uma
agricultura mais sustentavel, a FBN foi incluida no plano ABC (Agricultura de Baixo Carbono)
do Governo Federal como parte do compromisso internacional assumido pelo Brasil, em 2009,
para reduzir as emissdes de gases do efeito estufa entre 36 e 39% até 2020. O objetivo definido

para o programa ABC foi a ampliacdo do uso da FBN em 5,5 milhdes de hectares de cultivo,
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em substituicdo ao uso de fertilizantes nitrogenados. Um dos pardmetros utilizados para
monitorar as reducgdes de emissdo de GEE pela ampliacdo do uso de FBN seréo as mudancas
no uso do solo, com implantacdo de culturas que utilizem a FBN. Atualmente, o Ministério da
Agricultura estuda a edi¢do de um novo Plano ABC.

A adocdo de préticas de manejo que favorecam o processo de FBN séo estratégias para
alcancar as metas do plano ABC. Para o estabelecimento dessas préaticas, € fundamental o
conhecimento dos diversos fatores que interferem nas quantidades de N fixadas nas diversas
combinacg6es de condi¢cdes ambientais e de manejo nos principais sistemas de producao. Dentro
dessas praticas de manejo, a utilizacdo de leguminosas como adubos verdes, juntamente com
culturas de maior interesse agricola, € uma tecnologia que pode propiciar a substitui¢cdo ou a
complementacdo da adubacdo mineral, além de representar uma fonte de matéria organica e
proporcionar uma protecao fisica ao solo, garantindo a sustentabilidade dos sistemas.

O cultivo de adubos verdes é uma pratica utilizada para adicionar matéria organica e
nitrogénio aos sistemas, além de proporcionar protecao fisica ao solo. Devido a capacidade de
fixar nitrogénio atmosférico por meio da simbiose com bactérias diazotréficas, as leguminosas
sd0 as espécies mais utilizadas como plantas de cobertura Para a recomendacéo das espécies a
serem utilizadas como adubos verdes em determinada regido, deve-se procurar combinacgdes
dos fatores que atendam as exigéncias locais, dando-se preferéncia aquelas que produzam maior
volume de biomassa, estejam menos sujeitas a pragas e doengas e que possuam sementes
relativamente uniformes e faceis de semear, manualmente ou por meio de maquinas, além de
terem capacidade de aportar quantidades importantes de N atmosférico.

As crotalarias apresentam caracteristicas interessantes para utilizacdo como adubacéo
verde, atingindo altos rendimentos de matéria seca e capacidade de absorver grande parte de
sua nutricdo nitrogenada a partir da simbiose com rizobios. O género Crotalaria, que
compreende cerca de 600 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais, tem como
destaque a espécie Crotalaria juncea que, apesar de origem indiana, é adaptada as regides
tropicais do planeta, apresentando bom desempenho em solos menos estruturados, arenosos e
com baixa fertilidade natural. Apresenta um bom sistema radicular, melhorando a infiltracdo de
agua e boa capacidade de fixar nitrogénio e promover elevada reciclagem de varios nutrientes
no perfil do solo, contribuindo para aumento de rendimento nos cultivos posteriores. Apesar
desse potencial simbiotico, estudos sobre a ocorréncia de rizébios, desenvolvimento de nodulos
e potencial de fixar nitrogénio estdo restritos a algumas regides e espécies. Embora existam
relatos da utilizagdo de Crotalaria juncea como adubo verde em canaviais da Zona-da-Mata de

Pernambuco, sédo escassas as informacdes sobre o desempenho de outras espécies do género e
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sobre a diversidade e eficiéncia de microssimbiontes nativos de solos da regido.

A diversidade de micro-organismos em ecossistemas naturais é um fator que deve ser
levado em conta para melhor compreenséo das relac6es ecoldgicas e evolutivas de cada estirpe
microbiana, e pelo fato que a complexidade das interagcdes entre rizobios e caracteristicas
edéaficas podem alterar tais populagdes. Para se conhecer de maneira satisfatoria as populacfes
de rizobios provenientes de leguminosas, é necessario adquirir simbiontes do habitat natural.
Esta diversidade pode ser avaliada através de caracteristicas morfologicas, bioquimicas,
fisioldgicas e geneticas.

O avanco da tecnologia tem proporcionado que a diversidade de isolados rizobianos seja
acessada por meio técnicas que envolvem o estudo do DNA microbiano. Essas técnicas sdo
embasadas nas reacfes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) proporcionam consideraveis
avangos no conhecimento da diversidade e taxonomia dos rizébios, permitindo uma vasta
quantidade de copias de um determinado gene, ou uma regido de interesse, além de deteccdo
de sua presenca e utilizacdo deste produto em analises complementares. A técnica de BOX-
PCR permite a amplificacdo de fragmentos com tamanhos diferentes e ndo apenas um amplicon.
Nesta técnica os perfis gerados na amplificacdo sdo analisados em géis de agarose, permitindo
a comparacio de um grande nimero de estirpes de rizobio (TORRES-JUNIOR et al., 2014).

Diante do exposto, a aplicacdo de metodologias que objetivem analisar a diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio e seu potencial de promocdo de crescimento vegetal em
espécies de Crotalaria sdo de grande importancia, visto que podem resultar na obtencdo de
estirpes que promovam o desenvolvimento das plantas e sua capacidade de aportar N
atmosférico aos sistemas. A caracterizacao fenotipica dos isolados de rizébios é a etapa inicial
do processo de avaliacdo dessa biodiversidade, trazendo informacgdes ndo somente culturais
mas também sobre o perfil metabdlico das colecBes rizobianas, como seu potencial na

promocdo de crescimento de plantas.
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1.1 HipOteses

1) Populacdes de bactérias naturalmente estabelecidas em solos da Zona-da-Mata de
Pernambuco séo repositdrios de estirpes capazes de formar simbiose com espécies
do género Crotalaria.

2) Solos de diferentes classes e sob diferentes manejos apresentam diferencas em suas
populacdes de bactérias naturalmente estabelecidas capazes de nodular Crotalaria
spp.

3) Diferentes espécies de Crotalaria apresentam diferentes capacidade de producéo de

biomassa e de preferéncia quanto a seus microssimbiontes.

1.2 Objetivo geral

Estimar a ocorréncia e a diversidade de bactérias de nddulos de diferentes espécies do
género Crotalaria para disponibilizacdo de uma colecdo e futura obtencdo de incoculantes

recomendaveis para adubacdo verde em solos da Zona da Mata de Pernambuco.

1.3 Objetivos especificos

- Realizar uma amostragem de solos representativos das diferentes condigdes
edafocliméticas da Zona-da-Mata de Pernambuco, englobando os principais tipos e usos na
regido, em pontos definidos de acordo com os requisitos classe e cobertura vegetal.

- Observar a ocorréncia natural de populacGes de bactérias capazes de formar simbiose
com trés espécies de Crotalaria spp. e 0 desenvolvimento das plantas cultivadas nos solos das
principais situacdes de classes de solo e tipos de cobertura vegetal da Zona-da-Mata de
Pernambuco.

- Obter uma colecdo de bactérias de nddulos capazes de nodular Crotalaria spp
cultivadas nas amostras de solo coletadas nas diferentes situacGes estudadas (classe e cobertura
vegetal do solo).

- Determinar as caracteristicas em meio de cultura dos isolados da cole¢éo obtida.

- Determinar caracteristicas genéticas de bactérias de nodulos de Crotalaria spp.

naturalmente estabelecidas em solos da Zona-da-Mata de Pernambuco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Zona-da-Mata de Pernambuco

A Zona-da-Mata de Pernambuco é composta por 43 municipios, ocupando uma area
geografica de 8.738 km2, que corresponde a 8,9% do territdrio estadual (ANCORA, 2010).
Considerada como “Dominio dos Mares de Morro”, ¢ uma regido determinada por formagdes
onduladas (PERNAMBUCO, 2018). Devido a sua disponibilidade de recursos hidricos,
condicdes edafoclimaticas favoraveis, eventual demanda de méao-de-obra e vantagens
locacionais, é considerada como uma das regides de grande potencial econémico do Nordeste
(IPA, 2005; PEREIRA et al., 2013). Estudos objetivando a avaliagdo do uso adequado do solo
na Zona da Mata de Pernambuco apontam que mais da metade apresenta disponibilidade para
ser explorada por atividades agricolas (ARAUJO FILHO et al., 2000; MAPA, 2010). Os indices
pluviométricos sdo relevantes, com precipita¢fes entre 1066 e 2144 mm ano-1 (APAC, 2017).
A regularidade na distribui¢do de chuvas, com precipitacdo pluviométrica satisfatoria durante
grande parte do ano (NOBREGA et al., 2015; APAC 2017), estimula o estabelecimento da
exploracdo da agricultura na regido, principalmente a cultura canavieira e o setor sucro-
alcoleiro de modo geral, que € uma das atividades agricolas de maior importancia no estado
(SIMOES NETO et al., 2012).

Segundo Pereira et al. (2013), desde os tempos da colonizacéo, o setor canavieiro exerce
uma forte pressdo sobre a cobertura vegetal nativa da mesorregido da Mata Pernambucana,
ocasionando profundas alteracbes na vegetacdo original. Atualmente, a vegetacdo nativa
encontra-se restrita a reduzidos fragmentos de matas, tendo poucos indicios de remanescentes
de &rea nativa, ocorrendo, em geral, matas secundarias de extensdo e estagios sucessionais
diversos, distribuidos de forma esparsa por toda area do litoral sul de Pernambuco, com poucas
areas ao norte, conduzindo a uma situacdo critica, uma vez que desequilibra a biodiversidade
da regido (SACRAMENTO et al., 2007). Diante disso, estudos tém sido desenvolvidos
objetivando maior atencdo do setor agricola a conservacdo dos recursos naturais (SILVA,
2017).

2.2 O género Crotalaria: aspectos gerais

As crotalérias apresentam caracteristicas interessantes para utilizagdo como adubagédo
verde (KAE et al., 2014), atingindo altos rendimentos de matéria seca (MANGARAVITE et
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al., 2014). Pereira et al. (2016), analisando residuos de decomposicao e liberagdo de nutrientes,
apresentaram o potencial da adubacdo verde em relacdo ao seu fornecimento de nutrientes para
as culturas, indicando que espécies do género Crotalaria apresentaram maior aptiddo nos
processos de decomposicao, liberacdo e persisténcia de nutrientes no solo. Diniz et al. (2014)
explanam que a decomposicéo da matéria seca e a mineraliza¢do do nitrogénio sdo oriundas de
fatores como a relacdo C/N, o teor de N e também as relagdes com fatores que envolvem solo,
clima e atividade da microbiota. Estes fatores podem sofrer alteracbes conforme o manejo
aplicado na area, a forma de aplicacdo do adubo verde e o grau de revolvimento do solo;
concluindo que a taxa de decomposi¢do da matéria seca e a mineralizagdo do nitrogénio se
deram de formas mais rapidas em adubos verdes que utilizavam Crotalaria.

O género Crotalaria, que compreende cerca de 600 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, tem como destaque a espécie Crotalaria juncea que, apesar de origem
indiana, é adaptada as regides tropicais do planeta, apresentando bom desempenho em solos
menos estruturados, arenosos e com baixa fertilidade natural (SAMPAIO et al., 2016).
Apresenta um bom sistema radicular, melhorando a infiltracdo de agua e boa capacidade de
fixar nitrogénio e promover elevada reciclagem de varios nutrientes no perfil do solo,
contribuindo para aumento de rendimento nos cultivos posteriores (SODRE FILHO et al.,
2004).

E uma leguminosa que gera iimeros benéficios, sendo altamente eficaz no processo de
aporte de nitrogénio por meio da fixacdo biologica (SILVA et al., 2009), e nas trocas benéficas
com o sistema (LOSS et al., 2014). Diversas espécies de Crotalaria tém sido utilizadas nos
sistemas com finalidade de adubacéo verde; Teodoro et al. (2011) apontam que em decorréncia
do ciclo curto da cultura e suas espécies, como Crotalaria juncea, Crotalaria spectabillis e
Crotalaria ochroleuca se tornam viavel ecologicamente e rentavel financeiramente, a insercao
das mesmas em sistemas de cultivo com sucessdo e rotacdo de culturas nas areas agricultaveis.
Ainda em pesquisa de Teodoro et al. (2011), analisou-se os aspectos agronémicos de
leguminosas na adubacio verde, percebendo-se que houve um acimulo de 13,9 t ha? de
biomassa seca de Crotalaria juncea, repercutindo no acimulo de 514; 27; 165; 123; 111 kg ha?
de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente, sendo assim, neste caso € possivel afirmar a forte
contribuicédo da introducao dessa espécie.

Outro relato cientifico averiguando o potencial dessa cultura para adubacgéo verde foi
desenvolvido por Oliveira et al. (2008) que enfatizou a importancia da introdugéo da Crotalaria
juncea nos cultivos, uma vez que comparada & outras leguminosas, apresentou maior acimulo

de biomassa e nitrogénio, em média de 6,5 t ha! e 178 kg ha', respectivamente.
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Massad et al. (2014) evidencia a Crotalaria juncea como uma cultura precoce e de rapida
disponibilidade na ciclagem de nutrientes; afirmando que a cultura decomp6e e mineraliza a
biomassa de forma mais instantanea, levando em média 38 dias para liberar metade do conteudo
de nitrogénio, incrementando a produtividade das culturas que estdo sendo rotacionadas em
sucessdo com a Crotalaria.

Como outras espécies da familia das leguminosas, as crotalarias apresentam a
capacidade de se beneficiar da FBN por meio do processo simbidtico com bactérias do grupo
dos rizébios (SILVA et al., 2009). Conforme Aserse et al. (2012), cepas de Bradyrhizobium sédo
0s simbiontes mais comuns em isolados provenientes de espécies de Crotalaria, porém,
algumas cepas de Methylobacterium e Burkholderia também foram encontradas nodulando
diferentes espécies do género. Apesar desse potencial simbiotico, estudos sobre a ocorréncia de
rizobios, desenvolvimento de nddulos e potencial de fixar nitrogénio estdo restritos a algumas
regides e especies. Embora existam relatos da utilizacdo de Crotalaria juncea como adubo
verde em canaviais da Zona-da-Mata de Pernambuco, sdo escassas as informacgdes sobre o
desempenho de outras espécies do género e sobre a diversidade e eficiéncia de

microssimbiontes nativos de solos da regido.

2.3 O elemento Nitrogénio

O nitrogénio é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre (estoque estimado em
3,9 x 10?2t g de N 78% do seu volume) e é um nutriente de fundamental importancia para todos
os seres vivos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). E um gas com forma quimica muito estavel, e
devido a sua baixa reatividade que € oriunda da ligacéo covalente que existe entre 0s atomos da
molécula, impossibilitando que as plantas e animais utilizem esse gas de forma direta (BRADY;
WEIL, 2013). O processo de conversdo do N2 em formas disponiveis aos organismos vivos
ocorre por meio de processos naturais, sendo eles: descargas elétricas e Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio (FBN); podendo ser realizado também de forma sintética (Haber-Bosch).

Nas plantas, € responsavel por inumeras reacdes, além de fazer parte da estrutura da
clorofila, de enzimas e proteinas. Por ser elemento essencial, seu balango afeta a formacao de
raizes, a fotossintese, a producéo e translocacdo de fotoassimilados e a taxa de crescimento
entre folhas e raizes, sendo o crescimento foliar primeiramente afetado, sua deficiéncia gera
diminuicdo do crescimento das plantas e da produtividade (TAIZ; ZIEGER, 2009). E
considerado um dos elementos que mais restringe o crescimento das plantas, sendo cada vez

mais necessario a adogéo de fertilizantes nitrogenados como insumos agricolas, e dessa forma,
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0 custo de producdo aumenta de forma expressiva para o agricultor.

Diversos estudos sdo desenvolvidos a fim de encontrar a fonte mais adequada do
elemento (LORENSINI et al.,, 2014; MARCON et al., 2017), a dose mais viavel
(VASCONCELOS et al., 2015; LIMA et al., 2016) e a época mais adequada de aplicacdo do
elemento (SOUZA et al., 2012a; NASCENTE et al., 2017), aplicando essas buscas a diferentes
culturas com a finalidade de se obter o melhor aproveitamento e, consequentemente, reduzir 0s
custos de producéo.

E valido ressaltar que afora o custo produtivo, esses insumos agricolas geram um
desequilibrio ambiental, e por esse motivo vém-se priorizando a Fixac¢do Bioldgica de
Nitrogénio como uma maneira alternativa visto que seja um processo de baixo custo e

ecologicamente correto.

2.4 Fixacgao Bioldgica de Nitrogénio (FBN)

Na atmosfera, o N se encontra na forma gasosa (N-), ndo disponivel para a maioria dos
vegetais, que absorvem N do solo principalmente nas formas de NH4* ou de NOs™. Assim, as
plantas dependem do N da matéria organica do solo ou da adicdo de fertilizantes nitrogenados.

Através de processos de fixacdo (espontanea, industrial e bioldgica), nos quais é
quebrada a tripla ligacdo da molécula de N2, este nutriente pode ser disponibilizado aos
vegetais. A fixacdo espontdnea ocorre através da acdo de raios. No processo de fixacdo
industrial do N2, os impactos ambientais sdo bastante significativos em funcéo da utilizacéo de
combustiveis fosseis como fonte de energia, o que contribui com a emissao de gases do efeito
estufa. As espécies da familia das leguminosas, no entanto, podem conseguir uma parte ou a
totalidade de sua nutricdo nitrogenada diretamente do ar, devido as suas associa¢des simbidticas
com bactérias diazotréficas (conhecidas como rizébios) que invadem os pélos radicais
formando noédulos onde o nitrogénio livre do ar é convertido em nitrogénio fixado para
assimilacdo ou estocagem pela planta, no processo conhecido como fixacdo bioldgica do
nitrogénio (FBN) (SANTOS et al., 2008).

A relagdo entre as leguminosas e 0s rizobios é tdo intima que se pode considerar esta
associacdo uma nova forma de vida. Esse seleto grupo de plantas desenvolveu um meio
eficiente de suprir suas necessidades ou suas demandas de nitrogénio e obter vantagem
evolucionéria sobre a maioria dos demais organismos vivos. A complexidade dos tecidos dos
nodulos e o transporte vascular, indicam uma longa coevolugéo entre as duas partes e uma prova

disto é o grande sucesso ecoldgico e evolucionario da familia Leguminosae (ALLEN; ALLEN,
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1981).

Inicialmente, os rizobios foram classificados em uma Unica familia, a Rhizobiaceae,
contudo, a partir do emprego de técnicas de biologia molecular conduzidos com os genes RNA
ribossomais (RNAr), os genes 16S RNAr passaram a ser a molécula ideal para estimar as
relacOes filogenéticas entre as bactérias e sua posi¢ado taxonémica, o que ocasionou mudancas
importantes na taxonomia das bactérias. Desde entdo, os rizobios foram subdivididos nas
familias Rhizobiaceae, incluindo os géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Phillobacteriaceae
com os géneros Allorhizobium syn. Rhizobium e Mesorhizobium, Bradyrhizobiaceae com o
género Bradyrhizobium e Hiphomicrobiaceae com o Azorhizobium, todos pertencentes a ordem
Rhizobiales, membros da classe alfa(a)-proteobactéria.

Novas estirpes que contém simbiontes fixadores de N em leguminosas incluem os
géneros Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum e Phyllobacterium, também, pertencentes
a classe das a-proteobactérias (WILLEMS, 2006). Além destes, foi proposto que estirpes dos
géneros Burkholderia, Ralstonia e Cupriavidus, membros da classe das B-proteobactérias,
também, poderiam formar nddulos e fixar N2 com leguminosas, e tais bactérias passaram a ser
conhecidas como B-rizébios (MOULIN et al., 2001).

A FBN também vem sendo estudada em gramineas. No Brasil, estes estudos foram
iniciados ha mais de 40 anos sob a lideranca da pesquisadora Johanna Débereiner que publicou
diversos trabalhos sobre o assunto. Durante este periodo de pesquisas, grandes avangos
ocorreram, como a descoberta de diversas bactérias diazotroficas associadas as gramineas,
como as rizosféricas (Beijerinckia fluminensis e Azotobacter paspali), associativas
(Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. amozonense) e as endofiticas (Herbaspirillum
seropedicae, H. rubrisubalbicans, Glucanoacetobacter diazotrophicus, Burkholderia
brasilensis e B. tropica), e estudos com inoculacdo de cereais com bactérias diazotréficas
apontam que as endofiticas tem maior potencial praa FBN (BALDANI; BALDANI, 2005).

Nos dltimos anos, a FBN em gramineas tem conquistado destaque em pesquisas,
principalmente, com cana-de-agUcar e arroz irrigado, entre outras culturas. Alguns genoétipos
de culturas de gramineas tém apresentado contribuic6es significativas do processo de FBN,
gerando interesse por novos estudos (BODDEY et al., 1995; DOBEREINER, 1997; COELHO
etal., 2003; SHRESTA; MASKEY, 2005; SANTI et al., 2013).

Do ponto de vista energético, a FBN também é um processo dispendioso, S0 que ocorre
em temperatura ambiente e pressao atmosférica, utilizando energia celular na forma de ATP. O

exemplo mais bem sucedido mundialmente no que diz respeito a FBN é a economia relacionada
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ao ndo uso de fertilizantes nitrogenados na cultura da soja no Brasil. As quantidades de N
fixadas em algumas das principais culturas sdo estimadas em 33 kg ha?® ano™® em solos sob
cultivo de arroz, 25 kg ha* ano™ na cultura da cana-de-agtcar, 23 kg ha™* ano™* na cultura do
feijoeiro comum e algo em torno de 176 kg ha* ano™ na cultura da soja.

O nitrogénio utilizado em sistemas agricolas e considerado um forte emissor de 6xido
nitroso para a atmosfera. O aumento da concentracdo deste gas na atmosfera terrestre contribui
para um dos principais problemas ambientais da atualidade, as mudancas climaticas. Do ponto
de vista ecologico, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) atende a preocupacao da sociedade
com a preservacdo ambiental, visto que é um processo que ocorre naturalmente sem a
necessidade de manipulacdo, fato que minimiza o uso de insumos agricolas nitrogenados, que
sdo tidos como grandes responsaveis pela producgédo antropica de N2O, um dos principais gases
do efeito estufa (BERGSTROM et al., 2001).

Assim, a simbiose entre as bactérias diazotréficas e leguminosas € vista como uma
importante alternativa a fertilizacdo quimica em culturas agricolas (FREITAS et al., 2014). Por
ser uma alternativa tecnologica para aumentar a produtividade agricola, reduzir o uso de
insumos onerosos e minimizar os gases do efeito estufa, contribuindo para uma agricultura mais
sustentavel, a FBN foi incluida no plano ABC (Agricultura de Baixo Carbono) do Governo
Federal como parte do compromisso internacional assumido pelo Brasil, em 2009, para reduzir
as emissdes de gases do efeito estufa entre 36 e 39% até 2020. O objetivo definido para o
programa ABC foi a ampliacdo do uso da FBN em 5,5 milhdes de hectares de cultivo, em
substituicdo ao uso de fertilizantes nitrogenados, valendo salientar que ndo inclui a fixacédo
biolégica de nitrogénio na soja, esta que, por sua vez é considerada como linha bésica ja
existente. Um dos parédmetros utilizados para monitorar as reducdes de emissdo de GEE pela
ampliacdo do uso de FBN serdo as mudancas no uso do solo, com implantacdo de culturas que
utilizem a FBN.

A adocdo de préaticas de manejo que favorecam o processo de FBN sdo estratégias para
alcancar as metas do plano ABC. Para o estabelecimento dessas préaticas, € fundamental o
conhecimento dos diversos fatores que interferem nas quantidades de N fixadas nas diversas
combinag0es de condi¢des ambientais e de manejo nos principais sistemas de produgdo. Dentro
dessas praticas de manejo, a utilizacdo de plantas de cobertura entre as fileiras de plantio de
culturas perenes € uma tecnologia que pode propiciar a substituicdo ou a complementacgéo da
adubacdo mineral, além de representar uma fonte de matéria organica e proporcionar uma
protecdo fisica ao solo, garantindo a sustentabilidade dos sistemas.

A associagdo entre leguminosa e microrganismo envolve a formagdo de nodulos
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radiculares (LOSS et al., 2014), no interior dos quais 0 N2 atmosférico é convertido em amonia
(NHs3) e incorporado em diferentes formas de N orgénico disponivel para as plantas (EPSTEIN;
BLOOM, 2006; MANGARAVITE et al., 2014). Este processo de FBN é mediado pelo
complexo enzimatico nitrogenase, constituido por uma ferro-proteina, que se liga a ATP e atua
como doador de elétrons, chamada de dinitrogenase redutase; e uma ferro-molibdénio-proteina,
que contém o sitio de reducgdo do substrato, a dinitrogenase (HOWARD et al., 2013).

Essa simbiose entre macro e microssimbionte envolve uma troca mutua de beneficios,
de maneira que a planta assimila o amonio (NH4") que é formado a partir da NHz fornecida
pelas bactérias e, em troca, fornece os carboidratos provenientes da atividade fotossintética
como fonte de energia (LINDSTROM et al., 2010; BOYD; PETERS, 2013). Durante o
estabelecimento dessa associacdo simbidtica, a bactéria migra para o sistema radicular das
plantas em resposta quimiostatica, atracdo por substancias quimicas secretadas pelas raizes.
Tais compostos quimicos tem a capacidade de promover a ativacdo de genes responsaveis pelo
processo de nodulacdo, os genes nod, resultando na sintese de fatores de nodulacdo (fatores
Nod). Plantas leguminosas em particular respondem a um Fator Nod especifico (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Ao se estabelecer nas raizes de plantas compativeis, as bactérias levam ao
desenvolvimento de estruturas de raizes especializadas chamadas nddulos, nos quais as
bactérias se diferenciam em bacterdides e catalisam a reducdo de N> em aménia (FERGUSON
et al., 2010).

A atividade dos nodulos depende ndo somente da otimizacdo de fatores climaticos e
nutricionais, mas também da presenca de rizObios potencialmente eficazes no sistema
rizosférico das leguminosas, para que se tenha uma interacdo satisfatdria entre a bactéria e a
planta (TAIZ; ZEIGER, 2009). A grande maioria das leguminosas sdo conhecidas por nodular
com a-proteobacteria, enquanto que as B-proteobacteria, mesmo em menor escala, também
conseguem nodular com algumas espécies, principalmente pertencentes a subfamilia
Mimosoideae (ELLIOTT et al., 2007; ANGUS et al., 2013; SILVA et al., 2012; BOURNAUD
et al., 2013). A presenca de cepas rizobianas que ndo sejam compativeis e eficazes
comprometem diretamente a fixacao do nitrogénio atmosférico, por isso estudos para selecionar
rizobios com maior capacidade de FBN e eficiéncia para uma determinada espécie cultivada
em determinada area tem sido promissora (LIMA et al., 2012).

A diversidade de microrganismos em ecossistemas naturais € um fator que deve ser
levado em conta para melhor compreenséo das relacfes ecoldgicas e evolutivas de cada estirpe

microbiana, e pelo fato que a complexidade das interacBes entre rizobios e caracteristicas
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edéficas podem alterar tais populacdes (LOMBARDI et al., 2009). Para se estabelecer de
maneira satisfatdria os rizébios provenientes de leguminosas, é necessario adquirir simbionte
do habitat natural ocupado pelas mesmas (HUANG et al., 2016). Esta diversidade pode ser
avaliada através de -caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas e genéticas
(MOREIRA, 2008).

Diante do exposto, a aplicacdo de metodologias que objetivem analisar a diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio e seu potencial de promocao de crescimento vegetal em
espécies de Crotalaria sdo de grande importancia, visto que podem resultar na obtencdo de
estirpes que promovam o desenvolvimento das plantas e sua capacidade de aportar N
atmosférico aos sistemas. A caracterizacao fenotipica dos isolados de rizébios é a etapa inicial
do processo de avaliacdo dessa biodiversidade, trazendo informacgdes ndo somente culturais,
mas também sobre o perfil metabdlico das colecBes rizobianas, como seu potencial na
promocdo de crescimento de plantas. Desse modo, avaliar mecanismos de promocao de
crescimento vegetal, tolerdncia a estresses abidticos, por exemplo, € um processo que pode
indicar a variabilidade fenotipica das cole¢des, bem como apontar para a capacidade destes
microrganismos de tolerar condic¢des de estresses abidticos no campo (INDRASUMUNAR et
al., 2011; FERNANDES JUNIOR et al., 2012; REJILI et al., 2012).

Em solos com pouca disponibilidade de fosforo (P), as bactérias fixadoras de nitrogénio
podem auxiliar também na captura desse nutriente. O P, assim como o N, é um nutriente
essencial para os vegetais, devido a sua participacdo na molécula de ATP (adenosina trifosfato)
e no funcionamento do metabolismo celular (SOUZA et al., 2015). Nos solos, o P apresenta-
se, em sua grande maioria, em formas que as plantas ndo conseguem acessar (YADAYV et al.,
2014). Bactérias que tem a capacidade de solubilizar fosfatos sdo uma alternativa
potencialmente viavel de fornecimento do elemento as plantas.

Os fitohormdnios produzidos pelos vegetais promovem o desenvolvimento celular, o
AlA (&cido indol-acético) é um dos mais comuns, atuando diretamente no sistema radicular das
plantas, promovendo maior absorcdo de nutrientes e relacdes benéficas entre plantas e
comunidade microbiana (HAYAT et al., 2010). Algumas bactérias também sdo capazes de
produzir o AlA, tendo estudos comprovados com estirpes de diversos géneros, como o
Rhizobium por exemplo (RUBIO-CANALEJAS et al, 2016).

O avanco da tecnologia tem proporcionado que a diversidade de isolados rizobianos seja
acessada por meio técnicas que envolvem o estudo do DNA microbiano (BARCELLOS;
HUNGRIA, 2010). Essas técnicas sdo embasadas nas reacdes de PCR (reacdo em cadeia da

polimerase), descrita por Kary Mullis (1983), e proporcionam consideraveis avangos no
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conhecimento da diversidade e taxonomia dos rizébios, permitindo uma vasta quantidade de
copias de um determinado gene, ou uma regido de interesse, além de deteccdo de sua presenga
e utilizacdo deste produto em analises complementares. A técnica de BOX-PCR
(VERSALOVIC et al., 1994) permite a amplificacdo de fragmentos com tamanhos diferentes e
ndo apenas um amplicon. Nesta técnica os perfis gerados na amplificacdo sdo analisados em
géis de agarose, permitindo a comparacdo de um grande ndmero de estirpes de rizobios
(TORRES-JUNIOR et al., 2014).

A amplificacdo de fragmentos dos genes nifH e nodC, foi proposto primeiramente por
Mothapo et al. (2013), através do PCR, indicando a presenca da FBN, sendo considerada uma
alternativa a atividades laboriosas usadas em sua comprovacgéo. Devido aos avancos nos estudos
de sequenciamento do gene 16S rRNA, gue conforme Woese et al. (1991) é considerado como
uma regido de alta conservacao nas bactérias, foi gerada uma obrigatoriedade na descricéo de
espécies bacterianas, de modo que a nodulacdo em leguminosas, que antes era considerada
como critério essencial, se tornasse um critério secundario (RIVAS et al., 2009; GUIMARAES
etal., 2015).

2.5 A adubacéao verde

O cultivo de adubos verdes, em consorcio (PAULINO et al., 2009) ou sucessdo a cultura
principal (OJIEN et al., 2014), é uma pratica utilizada para adicionar matéria orgéanica
(STEENWERTH; BELINA, 2008) e nitrogénio aos sistemas (ZOTARELLI et al., 2012), além
de proporcionar protecdo fisica ao solo (PERIN et al., 2010; TEODORO et al., 2011,
GUARESCHI et al., 2012; CARVALHO et al., 2013; CORREA et al., 2014). Devido a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico por meio da simbiose com bactérias diazotroficas,
as leguminosas sdo as espécies mais utilizadas como plantas de cobertura (OJIEN et al., 2014;
MASSAD et al., 2014; KOKALIS-BURELLE et al., 2017). Para a recomendacao das espécies
a serem utilizadas como adubos verdes em determinada regido, deve-se procurar combinacées
dos fatores que atendam as exigéncias locais, dando-se preferéncia aquelas que produzam maior
volume de biomassa, estejam menos sujeitas a pragas e doencas e que possuam sementes
relativamente uniformes e faceis de semear, manualmente ou por meio de maquinas
(BARRETO; FERNANDES, 2001).

A adubacdo verde é uma pratica agricola que tém atingido grande especo no cenario
agricola, destacando-se com seu éxito para o fornecimento de matéria organica ao solo em curto

espaco de tempo. Pode ser realizada com espécies de leguminosas, de gramineas assim como
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de outras familias de ordem botanica (HARDARSON; ATKINS, 2003). Assim como fora dito,
as leguminosas séo comumente utilizadas, devido serem fontes adicionais de nitrogénio (N) ao
solo em funcdo do alto teor de compostos nitrogenados em sua biomassa e a capacidade de
fixacdo simbiotica do N do ar por bactérias especificas, conhecidas como rizébios
(MASCARENHAS et al., 2014).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € a principal via de incorporagdo do N2 a
biosfera, sendo responsavel por cerca de 65% da entrada total de N na terra. E estimado que de
44 a 66 milhdes de toneladas métricas de N2 séo fixados pelas leguminosas de importancia
agricola numa escala anual, e outros 3 a 5 milhdes de toneladas métricas sdo fixados por
leguminosas em servicos ecossistémicos naturais (GRAHAM; VANCE, 2003).

Para a agricultura nacional, ha muitas espécies de adubos verdes que tém capacidade de
adaptacdo as distintas condi¢6es agroclimaticas do Brasil, contribuindo com a manutencédo da
biodiversidade, reducdo de custos agricolas assim como minimizacéo de riscos ambientais e
econdmicos, além da promocdo efetiva da sustentabilidade. As leguminosas sdo as espécies
mais indicadas como adubos verdes, por causa da possibilidade da reducéao ou até da eliminacéo
da adubacdo nitrogenada mineral. Em complemento, varias outras espécies como gramineas
(Poaceae), cruciferas e compostas, estdo prontamente dispostas a esta pratica, sendo conhecidas
de forma comum como plantas que realizam cobertura no solo (WUTKE et al., 2007, 2009).

Plantas com finalidade de adubacdo verde e incremento de cobertura vegetal no solo
vém sendo fortemente empregadas, ainda que de maneira pouco cientifica, por diferentes
civilizacdes de agricultores e usuarios da terra, como uma alternativa para diversificar e
melhorar o potencial produtivo das areas agricolas nas diferentes regibes do mundo. Dados
historicos apontam que civilizagdes antigas, tais como romanos, gregos, chineses e outros povos
da Antiguidade, ja faziam uso da pratica do adubo verde com sucesso (FLORENTIN et al.,
2001).

Apontamentos historicos elucidam que a civilizacdo chinesa foi a primeira a empregar
a adubacdo verde objetivando a manutencdo da fertilidade do solo. Nao hé relatos precisos da
data em que essa préatica foi iniciada, mas sabe-se que, na dinastia Chou (1134-247 a.C.),
comecaram a ser empregados, como adubos verdes, os restos de cultura e vegetacdo natural dos
campos cultivados. No Brasil, os adubos verdes séo conhecidos e utilizados ha pelo menos 100
anos (ROSSI; CARLOS, 2014).

O cultivo de plantas com finalidade de adubacdo verde como cobertura de solo é uma
pratica bastante difundida em todo o Brasil, e s&o utilizadas espécies de diferentes adaptagdes

climaticas, com destaque para as espécies leguminosas, que normalmente apresentam altos
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teores de N em seus tecidos no periodo da floracdo, o que pode significar uma contribuico
acima de 150 kg ha ano™ de N, com um percentual de 60% a 80% do N proveniente da FBN
(GILLER, 2001).

Para Zotarelli (2000), apenas a introducdo de uma leguminosa para adubacao verde na
rotacdo de culturas poderia contribuir de forma significativa para o aumento de N no solo,
podendo até mesmo permitir reducdo da fertilizacdo com nitrogénio. Varios estudos tém sido
realizados com a finalidade de avaliar e estimar a contribuicdo da adubacdo verde para o solo e
as culturas de interesse.

A utilizacdo de espécies que ndo sdo leguminosas na adubagdo verde contribui na
reducdo das perdas de N, por meio da imobilizacdo temporéria do N em sua biomassa. A
adubacdo verde, quando realizada em consorcio com leguminosas e gramineas, pode entregar
uma combinacdo de residuos com caracteristicas favoraveis, ndo somente a protecdo do solo,
mas também pela baixa taxa de decomposi¢do das gramineas, devido a sua elevada relacdao C/N,
mas também, a nutri¢do das plantas pelo aporte de N pelas leguminosas via FBN (BARTOLINI
et al., 2000).

Castro et al. (2004) quantificaram a FBN pela utilizacdo de adubos verdes em pré-
cultivo e consorciados com berinjela, sendo estabelecidas parcelas com crotaléria (Crotalaria
juncea L.), milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) e vegetacdo espontanea antes do plantio
da berinjela. Apos 60 dias de cultivo, a FBN respondeu por 53% do N da crotaléria. A FBN das
leguminosas consorciadas variou com os pré-cultivos, situando-se entre 20% e 90% do N
acumulado na planta. O uso de leguminosas contribuiu de forma significativa para o
fornecimento de N para a berinjela, que se beneficiou do N da adubac&o verde em pré-cultivo
e consorcio, embora ndo tenha havido aumento de sua produtividade.

Ricci et al. (2005) analisaram, em um sistema organico de producdo, cultivado no
municipio de Valenca, Rio de Janeiro, a contribuicdo da Crotalaria juncea L. (crotalaria) no
crescimento e estado nutricional de seis cultivares de café e analisaram de forma quantitativa o
aporte de biomassa vegetal e de N via FBN. O cultivo da crotaléria proporcionou o aporte de
16 t ha de matéria seca e a reciclagem de 444 kg ha de N. A FBN proporcionou um aporte
de N superior a 200 kg ha de N, assim a crotalaria mostrou ser uma alternativa para o produtor
fertilizar os sistemas organicos com N.

Em solo do Cerrado, Torres et al. (2005) demonstraram que a decomposi¢do e a
liberacdo de nitrogénio de residuos culturais de plantas de cobertura sdo bastante variaveis de

acordo com a espécie de adubo verde. O milheto apresentou a maior producéo de massa seca.
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Dentre as leguminosas, a maior producdo foi da crotalaria. As espécies que apresentaram maior
velocidade de decomposi¢do foram a crotalaria e guandu.

Adubacdo organica com esterco e/ou crotalaria foi estudada por Silva et al. (2007) em
um cultivo de batata (Solanum tuberosum L.) no Agreste paraibano, com 0 objetivo de
quantificar a produtividade da batata e o estoque de nutrientes no solo. Os tratamentos crotalaria
e crotalaria + esterco aumentaram o N total do solo em 76% e 63%, respectivamente, mas nao
aumentaram o teor dos outros nutrientes. Apesar da adicdo de 15 t hal de esterco ter
proporcionado 0os maiores aumentos nos nutrientes do solo, as maiores produtividades de
tubérculos foram observadas quando o plantio e a incorporagéo de crotaléria foram combinados
com a adicéo de 7,5 t ha'* de esterco.

Perin et al. (2009) estudaram o efeito da cobertura viva, formada por leguminosas
herbaceas perenes (amendoim forrageiro — Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg., cudzu
tropical — Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth. e siratro — Macroptilium atropurpureum (Moc.
& Sessé ex DC.) Urb.) sobre a producdo de bananeira cultivar Nanicdo, no municipio de
Seropédica, Rio de Janeiro. Todas as leguminosas proporcionaram maior crescimento das
bananeiras, maior numero de folhas emitidas e maior proporcdo de cachos colhidos que o0s
tratamentos com vegetacao espontanea (com e sem N-fertilizante).

Paulino et al. (2009) estudaram a FBN e a transferéncia do N fixado em gliricidia
(Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.), crotaléria (Crotalaria juncea L.) e feijdo-guandu
ando (Cajanus cajan (L.) Millsp.) para mangueira e graviola. A gliricidia apresentou maior
potencial de FBN (80%), seguida da crotalaria (64,5%) e do feijdo-guandu (45%). A gliricidia
e a crotalaria destacaram-se na transferéncia de N para as frutiferas. A quantidade de N
fornecida foi superior a demandada pelas espécies frutiferas.

Nas condicGes de Sao Luis (MA), Sousa et al. (2009) demonstraram que a mucuna-cinza
(Mucuna cinereum Piper & Tracy) tem maior potencial para cobertura do solo e supressdo das
plantas espontaneas que o feijao-de-porco (Canavalia ensiformes (L.) DC.), mas essa Ultima
espécie apresentou maior produtividade de biomassa.

Silva et al. (2009) estudaram o aproveitamento, pelo milho (Zea mays L.), do N
proveniente da uréia, de restos culturais da crotalaria (Crotalaria juncea L.) e do milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.), e do solo, em funcéo da adubacéo nitrogenada e fosfatada.
Os tratamentos utilizaram uma combinacao de quatro doses de N na forma de uréia (com ou
sem marcagdo com °N); quatro doses de P, na forma de superfosfato triplo; e dois tipos de
adubo verde, com ou sem marcacdo com °N (crotalaria e milheto). Foram avaliados a

produtividade de mateéria seca, a quantidade de N acumulado e o aproveitamento do N pelo
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milho. O aumento da dose de N aplicada ao solo proporcionou aumento na quantidade de N
proveniente do fertilizante na parte aérea do milho e reduziu a eficiéncia de aproveitamento do
nutriente. A maior parte do N acumulado nas plantas de milho foi proveniente do fertilizante
mineral, seguida pelo N do solo e dos adubos verdes. O aproveitamento do N proveniente da
crotalaria, pelo milho, foi maior que o do N do milheto. A assimilacdo do N proveniente da
uréia e dos adubos verdes aumentou com a aplicagéo de P.

Giongo et al. (2011) avaliaram a taxa de decomposic¢ao de matéria seca e liberacao de
carbono e nutrientes provenientes de coquetéis vegetais cultivados no semiarido brasileiro
(Petrolina, PE). Os coquetéis vegetais foram constituidos de espécies leguminosas (calopogdnio
- Calopogonium mucunoide Desv., crotalérias - Crotalaria juncea L. e Crotalaria spectabilis
Roth, feijao de porco - Canavalia ensiformes (L.) DC., guandu - Cajanus cajan (L.) Huth, e lab
lab - Dolichos lablab L.) e ndo leguminosas (gergelim — Sesamum indicum L., girassol —
Helianthus annuus L., mamona — Ricinus communis L., milheto — Penisetum americanum (L.)
Leeke e sorgo — Sorghum vulgare (L.) Moench). Os coquetéis apresentaram taxas de
decomposicdo e de liberacdo de nutrientes similares para C, N, P, K, Mg, Zn, Fe e B; e a partir
da média dos valores de k para todos os coquetéis pdde ser observado que a liberacdo de
macronutrientes foi maior para K, N e Ca, seguida de Mg e P, e de micronutrientes foi maior
para Fe , Mn e Cu, seguida de Zn e B.

A partir da aplicacdo de quatro combinagdes de coquetéis vegetais com o subsequente
plantio de meldo, Pimentel et al. (2011) testaram a resposta da macrofauna edéafica, carbono da
biomassa microbiana, respiracdo do solo, quociente metabdlico e carbono labil de solo
fumigado em Neossolo Flavico, na regido semiarida brasileira (Juazeiro, BA). Os maiores
teores de carbono da biomassa microbiana e carbono labil de solo fumigado foram obtidos aos
117 dias ap6s o plantio, e o carbono da biomassa microbiana correlacionou-se inversamente
com a respiracao do solo e com o quociente metabdlico, que apresentaram aumento a partir de
215 dias ap6s o plantio. Aos 354 dias ap6s plantio, a macrofauna edafica apresentou maior
densidade, riqueza, diversidade e uniformidade, com as formigas e os besouros sendo seus
principais representantes.

Apesar da relativa abundancia de literatura sobre o uso de adubos verdes, poucas
informacdes sdo encontradas na literatura para as condi¢fes do nordeste do Brasil. Alguns
trabalhos vém sendo realizados com a utilizacdo de coquetéis vegetais como adubacdo verde,
nos quais espécies de plantas de cobertura, principalmente leguminosas e gramineas, sdo

utilizadas em conjunto e quando atingem o estadio de florescimento pleno sdo cortadas e
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depositadas sobre o solo (GIONGO et al., 2011; PIMENTEL et al., 2011, 2012; FERREIRA
NETO, 2013). Dessa maneira, a necessidade de informacdes sob adubos verdes na zona da mata
de Pernambuco se faz necessaria, devido a importancia da pesquisa local, gerando dados e
conhecimento global relacionado ao servico ecossistémico ambiental gerado por essa pratica
agricola. Ainda menos, conhecido nessa regido, é o potencial de aporte de N fixado por
Crotalaria spp., tanto em simbiose com rizébios naturalmente estabelecidos nos solos como

com bactérias selecionadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Escolha dos pontos, amostragem e caracterizacao fisico-quimica dos solos.

Para a realizacdo de uma amostragem representativa das diferentes condicdes
edafoclimaticas da Zona-da-Mata de Pernambuco, foram coletados solos em areas dos
principais tipos e usos da regido, definidas de acordo com dois requisitos, classe de solo e
cobertura vegetal. Os pontos amostrais foram definidos fazendo uso da base de dados do projeto
“Impactos de mudancas climaticas sobre a cobertura e uso da terra em Pernambuco: geracao e
disponibilizacdo de informagdes para o subsidio a politicas publicas”, fomentado pela Fundagao
de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) e pela Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP). As classes de solo coletadas foram
determinadas de acordo com o Zoneamento Agroecologico do Estado de Pernambuco - ZAPE,
sendo selecionadas as 3 principais classes de solo no 1° nivel categorico que ocorrem na regido
(ARGISSOLO, LATOSSOLO e GLEISSOLQS), conforme a tabela 1. Essas classes de solo
foram selecionadas para a execucdo do projeto porque correspondem as principais manchas de
solos que cobrem a area da Zona-da-Mata de Pernambuco na escala de 1:100.000 e, juntas,
representam em torno de 85% dos solos da regido (ARAUJO FILHO et al., 2000). Para cada
classe de solo definida, foram selecionados trés pontos diferentes para a amostragem, sempre

que possivel em municipios diferentes, para evitar uma falsa repeticao dos tipos de solo.
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Tabela 1. Informac6es dos locais de amostragem de solo da Zona da Mata de Pernambuco,

Brasil
Classes de solo Municipios de coleta Temgﬁ[ﬂlu E?Cr;]édia Pre;:]%i;?%?mn;fdia

Argissolo Itambé 25,2 1147
Argissolo Macaparana 24,0 1070
Argissolo Vitoria de Santo Antao 25,4 1300
Latossolo Palmares 23,5 2731
Latossolo Paudalho 25,8 1804
Latossolo Escada 24,0 1309
Gleissolo Goiana 24,9 1924
Gleissolos Ipojuca 24,9 2063
Gleissolos Tamandaré 17,1 1526

*Precipitagdo média anual calculada com base nas normas climatolégicas (Climate-data-Org, 2021)

Quatro tipos de coberturas vegetais, que sdo as predominantes na Zona-da-Mata de
Pernambuco, foram definidos: 1) cultivo com cana-de-acUcar; 2) capoeira; 3) outros usos
agropecudrios e 4) vegetacdo nativa (mata) (Figura 1.). A metodologia utilizada para
determinacéo da cobertura vegetal nos pontos amostrais foi baseada na interpretacao visual de
imagens de satélite, envolvendo elementos de reconhecimento (tonalidade, cor e textura),
embasadas em imagens das estacdes chuvosa e seca da regido, acompanhada por validacdo em
campo. Para diferenciacdo dessas areas com diferentes coberturas vegetais, levou-se em
consideracao o tamanho (comprimento, largura, area e perimetro), o padrédo e a forma das areas
delimitadas.

Para o reconhecimento da cobertura vegetal, foram utilizadas as cenas do sensor
ccdlxs do satélite CBERS 2B (cena 6rbita 147 e ponto 110), com data de passagem em 03 de
janeiro de 2017, para a imagem da época seca e 0 sensor LIS3 do satélite IRS P6 ou
Resourcesat-1 da India (cena 6rbita 337 e ponto 082), com data de passagem em 04 de marco
de 2018, para a época chuvosa. Para o sensor ccd1xs (CBERS 2B) foram selecionadas as bandas
multiespectrais 2 (520 — 590 nm), 3 (630 — 690 nm) e 4 (770 — 890 nm). Para o sensor LIS3
foram selecionadas as bandas: 1 (520 — 590 nm), 2 (620 — 680 nm) e 3 (770 — 860 nm).
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Dessa forma, as imagens referentes as coberturas vegetais foram sobrepostas aos mapas
de diferentes tipos de solo, objetivando-se, com essa técnica, a sele¢do de pontos amostrais em
diferentes municipios da Zona-da-Mata pernambucana, maximizando sua distribuicdo por toda
area. Além disso, com o auxilio de pedologos, foi realizada a conferéncia se o ponto amostral

correspondia ao tipo de solo classificado e vegetacao selecionada.

Figura 1. Imagens correspondentes as coberturas vegetais, A) Cana-de-agUcar; B) Capoeira; C) Vegetacdo

Nativa e D) Outros usos agropecudrios, presente na Zona-da-Mata pernambucana

Além disso, buscou-se selecionar areas preferencialmente em diferentes municipios de
forma que elas pudessem ficar relativamente bem distribuidas por toda Zona-da-Mata de

Pernambuco (Figura 2).
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Foram realizadas viagens a campo para verificar se a cobertura vegetal ocorrente nas
areas era 0 mesmo tipo de vegetacdo selecionado nas imagens, assim como se o local escolhido
correspondia ao tipo de solo esperado, sendo conferido por peddlogos. A escolha das areas
amostrais foi feita com o apoio da equipe da Associacdo de Plantas do Nordeste-APNE, Recife-
PE. E valido ressaltar que no momento de amostragem, os proprietarios ou trabalhadores e
habitantes das propriedades nos quais 0s pontos amostrais foram alocados, foram também
consultados em relacdo ao histérico de uso dos locais. Nenhum dos locais selecionados nas
coberturas de vegetacdo nativa, mata e capoeira passaram por queima em anos recentes ou
tiveram cortes rasos, embora ndo seja possivel precisar o tempo exato em que estavam sem
perturbacdo antropica; a queima ocorreu apenas nas &reas amostrais da cobertura
correspondente a cana-de-actcar. Em situacdes em que os locais inicialmente selecionados ndo
correspondiam ao critério adotado, uma nova area foi escolhida.

Para a amostragem, em cada &rea foram estabelecidas trés parcelas com dimensdes de
15 x 15 m e em cada parcela foram coletadas, em locais escolhidos ao acaso, trés subamostras
na camada de 0-20 cm para compor uma amostra composta da parcela (Figura 3). E valido
ressaltar que ndo foram encontrados Gleissolos com situacGes de todas as coberturas vegetais.
Sendo assimos pontos amostrais correspondentes aos Gleissolos estdo restritos aos pontos de
“cana-Oe-aglicar” e “outros usos agropecuarios”. Antes de cada coleta, todas as ferramentas
utilizadas foram esterilizadas por meio de lavagem com agua e sabdo, seguida de imersédo em
solucdo de hipoclorito de sédio por 3 minutos e lavagem em &gua para retirada da solucao de
hipoclorito. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos apropriados, também

previamente esterilizados.

Figura 3. Desenho da parcela experimental. A area destacada representa os pontos que foram amostrados em

subamostras, para composicao da amostra composta

Apos a coleta, os sacos plasticos identificados contendo as amostras foram armazenadas
a temperatura ambiente pelo menor tempo possivel, apenas o necessario para os procedimentos

de secagem, destorroamento, homogeneizagéo e peneiramento (peneira com malha de abertura
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de 2 mm). Subamostras foram coletadas para determinacdo de atributos quimicos e da
granulometria dos solos. As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Solos
e Analise de Planta da Embrapa Semiarido, Petrolina, seguindo metodologias estabelecidas por
Embrapa (2017).

Os atributos fisicos determinados foram: granulometria (areia, silte e argila) pelo
método da pipeta; densidade do solo (Ds), pelo método da proveta; densidade de particulas
(Dp), pelo método do baldo volumétrico. A determinacéo da granulometria permitiu a definicéo
da classe textural de cada ponto amostral (Tabela 2).

Os atributos quimicos analisados foram: condutividade elétrica (CE) (determinada ap6s
preparo da pasta de saturacdo); pH em agua (proporcdo solo:agua de 1:2,5); s6dio (Na‘),
potassio (K*), fésforo (P) (extraidos com Mehlich-1 e dosados por fotometria de emissdo de
chama (Na* e K*) e colorimetria (P)); calcio (Ca?*), magnésio (Mg?®"), aluminio (AI*")
(extraidos com KCI 1 mol L e dosados por titulometria); acidez potencial (H+Al) (extraida

com acetato de calcio 0,5 mol L e dosada por titulometria), conforme tabela 3.

3.2 Experimento para observacédo da nodulagéo natural e desenvolvimento das espécies
de crotalaria

As populacdes de rizébios das amostras de solos foram acessadas em ensaios de
promocao de crescimento de plantas-isca em casa de vegetacgéo, utilizando vasos de polietileno.
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, conduzido em esquema fatorial, utilizando um
delineamento em blocos casualizados. Para a captura dos isolados bacterianos de nodulos
radiculares, cada amostra composta da parcela representou uma repeticdo do experimento em
casa de vegetacao.

Os tratamentos consistiram em trés espécies de crotalaria (Crotalaria junceae L.,
Crotalaria ochroleuca G. Done e Crotalaria spectabilis Roth), trés classes de solo e quatro
tipos de cobertura vegetal (Figura 4). O experimento foi totalizado em 270 unidades
experimentais, considerando que para cada classe de solo foram utilizadas 3 repeti¢fes, com
amostragens realizadas em diferentes municipios, e que para cada ponto amostral, também
foram coletadas amostras em 3 parcelas demarcadas aleatoriamente em campo.

Antecedendo a semeadura das leguminosas, as sementes das trés espécies de crotaléria,
obtidas comercialmente, foram desinfestadas superficialmente em alcool 98% por 30 segundos,
hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos (VINCENT, 1970; COSTA et al., 2014) e, em seguida,

foram realizadas sucessivas lavagens em agua destilada e autoclavada, para retirar o hipoclorito
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de sodio. Foram plantadas quatro sementes por vaso (contendo 2 kg de solo), cada vaso
correspondeu a uma unidade experimental. O processo de desbaste foi realizado 15 dias apds o
plantio, deixando-se uma planta por vaso. As plantas receberam agua conforme sua necessidade

hidrica, e 0 experimento foi conduzido até os 60 dias apds a emergéncia para todas as espécies.

Figura 4. Apresentacdo geral do experimento conduzido com crotalaria para acessar comunidades rizobianas
nativas de solos da Zona-da-Mata de Pernambuco, Brasil

Na coleta, a parte radicular da planta foi separada da parte aérea, ambas foram lavadas
em &gua corrente. Os nddulos foram destacados, contados e acondicionados em recipientes
contendo silica gel, para conservacéo e posterior isolamento das bactérias.

As partes vegetativas (raizes e parte aérea) também foram acondicionadas em sacos de
papel e submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C por 72 h, sendo
posteriormente pesadas apds obtencdo de peso constante. A biomassa dos nddulos secos foi
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determinada apos o isolamento de bactérias endofiticas dos mesmos, processo que foi realizado
com o objetivo de se obter uma cole¢do de microssimbiontes de crotalaria nativos dos solos

estudados.

3.3 Isolamento e caracterizagédo dos isolados em meio de cultura

O isolamento de bactérias foi feito nos nédulos obtidos em raizes de Crotaria juncea e
Crotalaria spectabilis. Para isolamento das bactérias, foram amostrados aleatoriamente 5
nodulos por planta coletada, que foram reidratados com &gua destilada autoclavada por 60 a
180 minutos. Em capela de fluxo laminar, os nédulos foram desinfestados superficialmente com
etanol comercial por 30 segundos, para quebrar a tensdo superficial, e hipoclorito de sédio (5%)
por 5 minutos, para a desinfestacdo superficial. Em seguida foram lavados 10 vezes com agua
destilada e autoclavada para remover o hipoclorito de s6dio. Com o auxilio de uma pinca, 0s
nodulos foram rolados em uma parte da placa de Petri contendo meio YMA (pH 6.8)
(VINCENT, 1970) com adigdo do corante vermelho Congo (SOMASEGARAN; HOBEN,
1994), para a certificacdo de que ndo havia nenhuma contaminacdo na parte externa dos
nodulos. Posteriormente, com a mesma pinca, tais nédulos foram pressionados retirando o
liquido contido em seu interior.

As placas foram incubadas em estufa tipo DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a
uma temperatura de 28°C até o surgimento de col6nias bacterianas. Ap6s o aparecimento das
colbnias caracteristicas, os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio
YMA com azul de bromotimol como indicador de pH e incubadas nas mesmas condicGes
descritas anteriormente, por um periodo de até 10 dias, sendo o aparecimento das col6nias
monitorado diariamente. Foram feitas sucessivas inoculacbes nesta fase para que fosse
garantida a obtencdo de culturas puras.

Ap0s 0 processo de purificacdo, os isolados que ndo apresentaram contaminantes foram
avaliados conforme caracteristicas fenotipicas das coldnias, em funcdo do tempo de
crescimento (rapido — colbnias isoladas aparecem até trés dias depois de repicadas;
intermediario — col6nias aparecem de quatro a seis dias; e lento — coldnias aparecem depois de
seis dias); quanto a reacao de pH em meio de cultura (AC: &cida; AL: alcalina; N: neutra, o azul
de bromotimol deixa o meio esverdeado em pH 6,8. Se as bactérias acidificarem o meio, este
adquirira a cor amarelada, enquanto que se alcalinizarem o meio, a coloracao ficard azulada);
transparéncia da colénia (opaca - quando ndo possui o brilho; transllcida - quando permite a

passagem da luz através da placa; e transparente — quando além de permitir a passagem da luz,
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percebe-se claramente o que tem do outro lado) e forma da col6nia (circular ou irregular). Apos
sete dias da incubacdo, foi determinada a cor das col6nias; presenca de muco (sim ou néo);
quantidade de muco (muito ou pouco) e tipo de muco (viscoso, butirico ou floculoso). As
caracteristicas fenotipicas foram tabuladas e inseridas em uma planilha, esta que por sua vez
foi transformada em uma matriz binéria combinante entre 0 e 1 de forma positiva e negativa
para os aspectos analisados, e dessa maneira foram construidos os dendrogramas de
similaridade por agrupamento.

Apols o processo de isolamento, identificacdo e caracterizacdo, os isolados foram
estocados em tubos de polipropileno (com capacidade para 1,5 mL) contendo 1,0 mL de meio
YM com glicerina (25%), em ultrafreezer a -80°C, para estudos subsequentes.

3.4 Avaliacédo da variabilidade genética dos isolados

As etapas que envolveram a caracterizacdo molecular (extracdo de DNA, amplificacdo
de genes, analise de restricao e purificacao) foram realizadas em isolados representativos dos
grupos fenotipicos obtidos, no Laboratério de Biologia do Solo (LBS) do Instituto Agronémico
de Pernambuco - IPA, Recife. Todos os isolados estocados foram colocados para crescer em
meio YMA para a verificacdo da pureza.

A variabilidade dos isolados bacterianos foi analisada por meio da técnica de BOX-
PCR, que identificou perfis redundantes, possibilitando a reducdo de esforco no

sequenciamento.

3.4.1 Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados em 5,0 mL de meio de cultura TY e incubados a 28°C sob
agitacdo de 200 rpm durante o tempo de crescimento de cada isolado. Uma aliquota de 1,0 mL
da suspensdo de células foi transferida para tubos de polipropileno de 1,5mL, sendo
centrifugados por 3 min a 13.000 rpm (MARTINS et al., 2015). O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi utilizado para extracdo do DNA gendmico utilizando o Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (N° A1125, Promega), conforme recomendacédo do fabricante.

Os elementos Box do DNA gendmico foram amplificados utilizando como iniciador o
oligonucleotideo BOX Al-R (5’CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), que amplifica

regides palindrémicas e repetitivas do DNA cromossémico.
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3.4.2 Amplificagédo dos fragmentos de DNA por BOX-PCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada em volume de 25 pl foi composta de 2,5 ng de
DNA gendmico; 13 ul de agua esteril; 10 mM de Tris-HCI; 2 mM de MgCI2; 0,2 mM de
dNTP’s; 1,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogem™); 0,4 mM do primer. A amplificagéo foi
realizada em um termociclador (Thermal Cycler — Applied Biosystems); Os ciclos adotados na
amplificacdo foram os seguintes: um ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C por 9 min, seguida
por 30 ciclos de 1 min a 94 °C (anelamento), 1 min a 55 °C (extensdo) e 5 min a 72 °C com
uma etapa de alongamento final de 10 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% em tampéo TBE 0,5X,
por eletroforese conduzida a 100 V durante aproximadamente 2 horas, visualizado em sob luz
ultravioleta (UV) e fotografadas com o sistema de fotodocumentacdo (Loccus L. PTX
biotecnologia).

O marcador molecular 1kb foi utilizado para comparacédo do tamanho das bandas. Com
a separacdo desses fragmentos, foram obtidos perfis de bandas idénticas, sendo selecionados

isolados (no minimo um por perfil) para executar a confirmacéo do status de rizobio.

3.4.3Analise de restricdo do DNA Ribossomal Amplificado - ARDRA

Para a amplificacdo, foram utilizados os primers 16S rDNA D1 (‘AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3°) erD1 (‘5 AAG GAG GTG ATC CAG CC 3’). Cada reagao de amplificagdo
de 25 pl foi composta de 2,5 ng de DNA gendmico; 13 ul de agua estéril; 10 mM de Tris-HCI,;
2 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTP’s; 2,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogem™); 0,4 mM
de cada primer.

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (Thermal Cycler —
Applied Biosystems). Os ciclos de amplificacdo constituiram-se de uma etapa inicial de 94 °C
por 3 min., seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 92 °C por 50seg, uma etapa de anelamento
a 57 °C por 50 seg. e uma etapa de extensdo a 72 °C por 2 min. finalizando com uma ultima
etapa de extensdo a 72 °C por 7 min.

Os produtos de PCR foram quantificados em gel de agarose 1,2% (em torno de 1500
pb) em tampdo TBE a 100V e purificados segundo Lyra (2001). As digestdes com as
endonucleases ocorreram overnight a 37 °C em um volume final de 20 pL, sendo 8 ul digeridos
utilizando-se 10U das enzimas de restricdo Alu I, Xba I , Apa I, Xho I, Rsa I, Hae 11l e Nde |

(Invitrogem™) diluidas em 2,0 pl de tamp&o e 9 pl de dgua estéril destilada. Os sitios de corte
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das enzimas de restricdo estéo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Sitios de corte das enzimas utilizadas na Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado

(ARDRA)
ENZIMAS FONTE SITIOS DE CORTE

Alu | Arthrobacter luteus 5" AG-CT 3’
Xba | Xanthomonas badrii 5’ T-CTAGA 3’
Apa | Arthrobacter luteus 5'- GGGCC-C - 3
Xho | Xanthomonas holcicola 5 C-TCGA G-3’
Rsa | Rhodopseudomonas sphaeroides 5- GT-AC - 3'

Hae I11 Haemophilus aegyptius 5’-GG-CC-3
Nde | Neisseriade nitrificans 5’ CA-TATG 3’

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
(1,5%) a 100 V por 120 minutos, em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X. Para verificar o
tamanho dos fragmentos, utilizou-se nas laterais dos géis, o0 marcador de peso molecular 1kb
DNA (Amresco). Ao final da eletroforese, os géis foram documentados em fotodocumentador
LPix-STi conforme descrito acima. As imagens dos géis foram analisadas com auxilio do
programa BioNumerics 7.6 (Applied Maths), utilizando o coeficiente de Jaccard e o método de

agrupamento UPGMA para a construcdo do dendrograma de similaridade.

3.6 Analise de dados

As analises estatisticas foram realizadas com o programa computacional Assistat 7.7.
Para as variaveis analisadas no experimento em casa-de-vegetacdo (nimero e biomassa de
nodulos secos, numero de folhas, biomassa da parte aérea seca, biomassa de raiz seca e acimulo
de N da parte aérea), foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) pelo Teste F e para
aquelas em que o F for significativo, houve comparacdo entre as médias utilizando o teste de
Tuckey a 5% de probabilidade. Além disso, foram realizados testes de correlacdo entre alguns
parametros avaliados. Devido a auséncia de todos os tipos de cobertura nos Gleissolos, essas
analises foram realizadas considerando dois experimentos em arranjo fatorial. Primeiramente
considerou-se um fatorial 3 x 2 x 4, sendo o0s tratamentos as trés espécies de crotalaria, duas
classes de solo (Latossolo e Argissolo) e as quatro coberturas ou tipos de uso (cana-de-agucar,
capoeira, mata e outros usos). Para incluséo dos Gleissolos nas comparacdes, foi considerado

um arranjo fatorial 3 x 3 x 2 (as trés espécies de crotalaria, os trés tipos de solo e as duas
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coberturas comuns a todos os solos). Em ambos os experimentos foram consideradas 3
repeticdes, sendo que a unidade experimental consistiu em trés vasos.

A partir da caracterizacdo morfoldgica dos isolados, foram construidas matrizes binarias
(presenca (1) e auséncia (0) da caracteristica) no aplicativo Excel do Office 2013. Estas matrizes
foram importadas pelo software PAST verséo 2.17 (HAMMER et al., 2001) a partir das quais
foram gerados os dendrogramas de similaridade, utilizando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages) e o coeficiente de similaridade
de Jaccard.

Quanto a geneética, as sequéncias foram alinhadas com as de estirpes referéncia de
espécies de rizobio utilizando o programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e arvores
filogenéticas foram construidas usando o programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). Testes
de modelos de substitui¢do de nucleotideos foram feitos no MEGA 5 para selecionar o modelo

que melhor se ajusta ao conjunto de sequéncias alinhadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos solos.

Os atributos fisicos e quimicos dos solos Argissolos, Latossolos e Gleissolos, coletados
em diferentes municipios da Zona-da-Mata sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Observa-se que
os valores dos atributos variaram de acordo com a classe de solo. Os atributos fisicos

apresentaram menor variagao.
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Tabela 2. Atributos fisicos das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-da-Mata de Pernambuco, Brasil

Municipio/Solo Cobertura vegetal Ds (g cm™ Dp (g cm Poros/idade Areia % Silte %  Argila %
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,208 2,475 51,176 299,84 611,47 88,68
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,024 2,34 56,249 103,96 646,95 249,1
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,144 2,415 52,65 205,18 702,73 92,08
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agucar 1,131 2,369 52,292 20,78 445,33 532,9
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agUcar 1,14 2,368 51,858 35,99 432,12 531,9
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agucar 1,167 2,262 48,432 22,65 445,56 531,8
PAUDALHO / LATOSSOLO Cana-de-agUcar 1,466 2,564 42,819 754,24 153,27 92,48
PAUDALHO / LATOSSOLO Cana-de-agucar 1,483 2,53 41,374 733,5 160,91 105,6
PAUDALHO / LATOSSOLO Cana-de-agUcar 1,489 2,526 41,067 752,23 136,48 111,3
PAUDALHO / LATOSSOLO Mata nativa 1,344 2,473 45,689 689,92 261,69 48,38
PAUDALHO / LATOSSOLO Mata nativa 1,317 2,528 47,921 705 251,31 43,68
PAUDALHO / LATOSSOLO Mata nativa 1,264 2,463 48,695 662,14 285,07 52,78
PAUDALHO / LATOSSOLO Outros usos Agropecuérios 1,419 2,556 44,504 720,61 250,5 28,88
PAUDALHO / LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 1,437 2,502 42,59 734,88 249,93 15,18
PAUDALHO / LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 1,449 2,552 43,222 689,64 278,97 31,38
PAUDALHO / LATOSSOLO Capoeira 1,217 2,522 51,742 475,9 491,61 32,48
PAUDALHO / LATOSSOLO Capoeira 1,192 2,452 51,416 440,05 456,06 103,9
PAUDALHO / LATOSSOLO Capoeira 1,211 2,426 50,079 471,43 509,18 19,38
TAMANDARE/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuéarios 1,215 2,48 51,026 671,87 264,34 60,78
TAMANDARE/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,189 2,421 50,904 561,31 359,7 78,98
TAMANDARE/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuéarios 1,108 2,348 52,802 533,92 423,19 42,88
VITORIA / ARGISSOLO Capoeira 1,408 2,488 43,428 635,44 286,27 78,28
VITORIA / ARGISSOLO Capoeira 1,396 2,426 42,472 685,07 239,44 75,48
VITORIA / ARGISSOLO Capoeira 1,387 2,46 43,639 636,47 269,14 94,38
VITORIA / ARGISSOLO Mata nativa 1,243 2,458 49,434 629,64 189,37 181

(Continua)
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Outros usos Agropecuarios
Cana-de-agUcar
Cana-de-agucar
Cana-de-agUcar
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuérios
Outros usos Agropecuarios
Capoeira
Capoeira
Capoeira
Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Capoeira
Capoeira
Capoeira
Outros usos Agropecuéarios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuarios

1,249
1,193
1,434
1,463
1,417
1,406
1,363
1,348
1,168
1,158
1,223
1,231
1,202
1,2
1,297
1,254
1,315
1,321
1,346
1,362
1,165
1,226
1,194
1,202
1,211
1,201

2,491
2,437
2,537
2,62

2,506
2,533
2,498
2,529
2,393
2,384
2,402
2,41

2,342
2,398
2,416
2,448
2,474
2,511
2,481
2,517
2,393
2,425
2,426
2,344
2,402
2,36

49,878
51,081
43,5
44,191
43,482
44,487
45,44
46,717
51,198
51,422
49,106
48,925
48,674
49,968
46,307
48,762
46,848
47,386
45,741
45,887
51,306
49,443
50,791
48,734
49,582
49,145

648,73
658,01
730,6
841,71
782,48
669,83
640,4
723,88
290,38
375,68
562
504,73
473,39
365,99
606,72
546,78
656,88
647,35
655,38
580,47
421,47
402,45
416,45
298,63
387,56
403,08

183,08
2131
199,81
124

129,63
252,58
247,91
184,03
600,93
529,43
342,31
386,38
418,82
481,02
333,89
319,53
201,63
133,56
2,735

1,145
156,14
343,56
453,06
604,78
452,75
399,93

168,2
128,9
69,58
34,28
87,88
77,58
111,7
92,08
108,7
97,88
95,68
108,9
107,8
153
61,38
133,7
141,5
2191
3419
418,4
422,4
251
130,5
96,58
159,7
197
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Tabela 2. Atributos fisicos das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-da-Mata de

Pernambuco, Brasil

MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
ESCADA / LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA / LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA / LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA / LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
ESCADA /LATOSSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO
IPOJUCA / GLEISSOLO

Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Capoeira
Capoeira
Capoeira
Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Cana-de-agucar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agucar
Outros usos Agropecuéarios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuéarios
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agucar
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuéarios
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agUcar

1,282
1,264
1,203
1,241
1,15
1,169
1,142
1,162
1,108
1,147
1,112
1,124
1,146
1,138
1,106
1,209
1,178
1,22
1,174
1,085
1,053
0,933
0,903
1,069
0,97
1,081
1,028

2,437
2,429
2,42
2,456
2,45
2,471
2,448
2,469
2,496
2,298
2,457
2,415
2,471
2,412
2,488
2,523
2,512
2,518
2,39
2,387
2,371
2,377
2,393
2,469
2,264
2,444
2,382

47,394
47,952
50,285
49,462
53,089
52,697
53,358
52,95

55,609
50,069
54,757
53,476
53,614
52,844
55,539
52,073
53,116
51,537
50,89

54,564
55,574
60,749
62,291
56,717
57,149
55,78

56,827

487,65
435,57
502,32
378,11
288,35
385,22
505,77
483,9
417,77
412,18
495,95
387,57
462,2
375,54
370,44
559,47
505,09
576,72
307,16
185,26
183,75
213,19
100,31
333,89
30,57
337,72
186,24

281,26
4,649
263,19
416
500,66
298,99
113,54
1,511
159,44
348,83
286,16
360,04
276,61
298,47
278,47
206,84
238,92
205,59
383,85
412,65
452,66
603,52
632,6
501,92
582,74
418,49
523,97

231,1
559,8
234,5
205,9
211
315,8
380,7
5145
422,8
238
217,9
252,4
258,2
326
351,1
233,7
256
217,77
309
402,1
363,6
183,3
267,1
164,2
383,7
243,8
249,8
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Tabela 2. Atributos fisicos das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-da-Mata de

Pernambuco, Brasil

(Conclusao)

PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO
PALMARES /LATOSSOLO

Capoeira
Capoeira
Capoeira
Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Outros usos Agropecuérios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuérios
Cana-de-agucar
Cana-de-agUcar
Cana-de-agucar

1,174
1,172
1,207
1,042
1,07

1,111
1,243
1,302
1,403
1,352
1,321
1,249

2,45
2,462
2,559
2,416
2,442
2,457
2,371
2,468
2,512
2,466
2,458
2,341

52,106
52,402
52,859
56,887
56,195
54,783
47,591
47,271
44,147
45,19
46,275
45,869

472,33
458,53
449,81
455,18
411,58
382,93
320,5
505,86
591,15
601,14
586,31
528,45

385,18
383,08
344.8
330,73
336,53
339,88
495,31
380,25
318,06
240,37
243,6
242,54

142,5
158,4
205,4
214,1
2519
277,2
184,2
113,9
90,78
158,5
170,1
160,4
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-da-Mata de Pernambuco,
Brasil

C.E p K Na Ca Mg
Municipio/Solo Cobertura vegetal dS pH(H:0) 3 Al H+Al
m? mg dm) (cmolc dm™)
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,15 43 28,07 029 015 46 24 06 84
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,12 4 18,28 037 023 51 31 21 149
GOIANA/ GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 1,96 39 25,12 031 02 39 26 18 108
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agucar 1,72 4,8 5,39 023 098 88 68 035 6
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,79 4,7 9,35 032 048 65 6 06 77
GOIANA/ GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,84 45 6,83 029 053 78 7 1,2 101
PAUDALHO /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,48 4,4 14,68 0,08 0112 0,7 035 06 6,7
PAUDALHO /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,56 4,7 12,3 012 016 1 05 045 26
PAUDALHO / LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,52 4,7 11,29 0,14 0117 08 03 045 38
PAUDALHO /LATOSSOLO Mata nativa 0,26 4,9 6,76 04 019 24 12 025 24
PAUDALHO /LATOSSOLO Mata nativa 0,79 51 8,2 04 021 32 15 025 24
PAUDALHO /LATOSSOLO Mata nativa 0,91 5 5,96 038 021 22 14 02 24
PAUDALHO/LATOSSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,52 5 5,24 009 013 14 06 02 24
PAUDALHO /LATOSSOLO  Outros usos Agropecuarios (,39 53 6,04 01 012 22 09 01 22
PAUDALHO /LATOSSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,53 5 7,55 011 0114 18 09 01 19
PAUDALHO /LATOSSOLO Capoeira 1,21 4,7 9,35 056 022 39 21 02 24
PAUDALHO /LATOSSOLO Capoeira 1,28 4,4 8,05 0,4 02 29 1,7 02 29
PAUDALHO /LATOSSOLO Capoeira 1,16 4,4 5,96 044 019 18 1 025 31
TAMANDARE/ GLEISSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,42 4,8 9,49 055 0,18 0,6 025 06 6,2
TAMANDARE/ GLEISSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,79 4,4 8,99 048 016 06 03 09 82
TAMANDARE/ GLEISSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,48 4,4 7,69 014 011 09 04 1,05 8,6
VITORIA/ ARGISSOLO Capoeira 036 44 10,43 013 011 09 03 085 82
VITORIA / ARGISSOLO Capoeira 0,54 43 8,2 029 017 04 02 0,75 7,9
VITORIA/ ARGISSOLO Capoeira 093 472 7,76 029 0,18 05 0,25 0,65 6,7

(Continua)
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da-Mata de Pernambuco, Brasil

VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
VITORIA / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
ITAMBE / ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO
MACAPARANA/ ARGISSOLO

Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuérios
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Outros usos Agropecuérios
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuérios
Capoeira
Capoeira
Capoeira
Mata nativa
Mata nativa
Mata nativa
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Capoeira
Capoeira
Capoeira
Outros usos Agropecuarios
Outros usos Agropecuarios

0,25
0,76
1,08
0,95
0,93
0,49
0,93
1,09
0,97
0,56
0,91
0,54
0,66
0,97
1,02
0,61
0,58
0,67
0,89
0,31
0,41
0,19
0,44
0,34
057
0,27

3,9
4
4

4.8
5

4.6

57

43

55

4.1

4.6

4.4

45

45

43

4.4

4.4

45
5

55

56

4.8

47

4.6

48

4,9

7,62
7,91
6,97
8,2
11,87
17,7
7,04
41,04
32,61
39,38
8,92
11,8
23,18
8,56
9,64
4,02
7,62
6,47
10,5
8,7
8,92
5,32
3,3
3,95
8,34
6,25

0,26
0,3
0,26
0,23
0,59
0,55
0,41
0,18
0,23
0,15
0,47
0,84
0,87
0,45
0,44
0,26
0,33
0,34
0,34
0,19
0,26
0,2
0,23
0,28
0,67
0,45

0,17
0,17
0,13
0,14
0,18
0,16
0,17
0,14
0,13
0,1

0,2

0,25
0,26
0,16
0,18
0,12
0,13
0,14
0,15
0,07
0,09
0,07
0,13
0,17
0,2

0,17

05 03 095

0,5
0,5
0,9
0,5
0,9
2,6
1,2
3.3
1,2
1,2
11
2,6
3,6
1,4
3,2
19
3,2
2,6
3,4
3.9
3,9
3.8
3,9
3
1,8

0,25
0,25
0,35
0,25
0,45
1,2
0,7
1,4
0,6
0,7
0,6
11
1,4
0,7
2,3
13
2
1,2
2
18
2
19
1,9
2,1
0,9

0,85
1,15
0,25
0,2
0,3
0
0,7
0
18
1,35
0,9
0,35
0,35
1,15
0,3
0,65
0,3
0,1
0,05
0
0,15
0,4
0,2
0,15
0,6

8,4
8,2
10,1
2,9
2,6
3,1
1,7
91
19
12
11,5
8,2
2,9
3,4
10,6
2,9
7,7
3,4
1,2
2,9
2,2
2,9
4,3
3,1
3,1
6,7
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-
da-Mata de Pernambuco, Brasil

MACAPARANA/ ARGISSOLO  Outros usos Agropecuarios 0,49 4,8 6,54 048 0117 18 1 045 55
MACAPARANA/ ARGISSOLO Cana-de-agucar 0,51 4,5 7,12 03 016 19 1,2 055 65
MACAPARANA/ ARGISSOLO Cana-de-agUcar 0,39 4,7 3,95 03 015 1,9 13 025 3.1
MACAPARANA/ ARGISSOLO Cana-de-agucar 0,26 4,9 8,34 045 017 36 15 015 26
MACAPARANA/ ARGISSOLO Mata nativa 0,41 4,9 6,25 044 017 23 12 01 24
MACAPARANA/ ARGISSOLO Mata nativa 0,74 4,9 6,54 0,55 02 2 11 015 29
MACAPARANA/ ARGISSOLO Mata nativa 0,78 4,7 7,12 0,4 014 14 07 02 53
ESCADA/LATOSSOLO Capoeira 032 44 3,08 0,15 008 07 03 183 89
ESCADA /LATOSSOLO Capoeira 0,23 4,3 2,94 015 01 09 04 16 89
ESCADA/LATOSSOLO Capoeira 032 42 4,24 017 011 09 05 15 8.2
ESCADA / LATOSSOLO Mata nativa 0,89 3,6 4,74 014 01 04 025 2,7 163
ESCADA/LATOSSOLO Mata nativa 0,74 3,8 28,79 0,13 013 04 03 16 89
ESCADA /LATOSSOLO Mata nativa 0,96 3,7 338 0,12 0,09 04 02 235 149
ESCADA/LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,51 5,4 5,6 022 0111 32 18 01 41
ESCADA /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,74 4,5 6,18 031 0,16 2,1 09 045 6,5
ESCADA/LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,72 3,9 6,4 031 014 07 04 17 89
ESCADA /LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 0,32 4,3 8,77 019 01 0,7 03 105 9,6
ESCADA/LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios (.36 4,4 8,99 016 01 12 06 105 94
ESCADA /LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 0,39 4,2 4,88 034 012 0,7 03 08 8,6
IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,24 4,9 53,57 027 011 24 16 05 872
IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,27 4,9 50,54 0,16 0,08 2,7 13 04 74
IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,29 4,5 65,43 02 009 21 11 1 9,6
IPOJUCA / GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 0,82 5 47,09 0,76 036 32 18 03 65
IPOJUCA / GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios (0,71 4,8 34,48 043 026 26 14 055 10,1
IPOJUCA / GLEISSOLO Outros usos Agropecuarios 0,43 48 18,21 039 015 15 0,7 065 10,6
IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,31 4,8 25,26 086 021 2,7 11 065 11
IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,42 5,4 23,54 094 022 32 13 015 5,3

(Continua)



Tabela 3. Caracterizacdo quimica das amostras de solos coletadas em diferentes tipos e coberturas de solo da Zona-
da-Mata de Pernambuco, Brasil
(Conclusdo)

IPOJUCA / GLEISSOLO Cana-de-agucar 0,38 517 20,08 096 022 34 13 0 53
PALMARES /LATOSSOLO Capoeira 0,51 4,8 3,73 035 01 16 05 055 8,9
PALMARES /LATOSSOLO Capoeira 0,49 4,7 6,61 038 011 07 04 08 96
PALMARES /LATOSSOLO Capoeira 0,23 4,6 7.19 014 0,08 07 03 11 106
PALMARES /LATOSSOLO Mata nativa 0,54 3,8 11,37 0,19 0,09 0,7 015 29 137
PALMARES /LATOSSOLO Mata nativa 0,52 3,8 6,9 0,15 0,07 05 0,15 34 158
PALMARES /LATOSSOLO Mata nativa 0,38 3,7 6,9 0,15 006 05 025 34 154
PALMARES /LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 0,31 5,3 14,82 037 013 2,4 16 02 41
PALMARES /LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios (0,26 5,6 22,31 0,4 01 38 1,7 0 2.9
PALMARES /LATOSSOLO Outros usos Agropecuarios 0,17 51 6,18 0,13 0,06 1,4 07 015 41
PALMARES /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,16 5,6 2,87 01 005 31 13 O 2.9
PALMARES /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,15 5,2 5,03 0,14 0,07 18 11 03 65
PALMARES /LATOSSOLO Cana-de-agucar 0,16 53 3,38 0,12 0,07 2,1 1,15 025 5,3
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4.2 Desenvolvimento das espécies de Crotaléria e observacdo da nodulacgédo natural

E valido ressaltar as analises dos dados foram realizdas de duas formas, uma delas
(comparativo entre duas classes de solos e as coberturas vegetais presentes) é apresentada a
sequir.

Analisando-se a Massa seca da parte aérea (MSPA), em um comparativo dois (Argissolo
e Latossolo) dos solos estudados, o uUnico tratatamento que foi significativo a 1% de
probabilidade foi a classe do solo, os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas. As plantas que foram cultivadas em Argissolo obtiveram um melhor
desenvolvimento quando comparadas as que foram cultivadas em Latossolo.

Fato semelhante é expresso na Massa seca de Raiz (MSR), onde os tratamentos nao
foram significativos, exceto o tratamento classe de solo, apresentando diferenca significativa a
1% de probabilidade. As espécies cultivadas em Latossolo apresentaram menores indices de
massa seca de raiz que as cultivadas em Argissolo. Ambas analises apresentaram coeficiente
de variacio menor que 50%; o que pode ser expresso na Figura 6, por meio do R? apresentado.

No parametro de analise da Biomassa Total (BT), os dados foram comuns aos da MSPA
e MSR; desse modo, tem-se que 0 maior valor expresso de biomassa total ocorreu nas plantas
cultivadas em Argissolo. As demais variaveis (cobertura do solo, espécie e classe de solo) ndo
apresentaram diferencas significativas em suas interacoes.

RIUTTA et al. (2012) analisam que o acumulo de biomassa da cultura influencia
diretamente na decomposicao e mineralizacdo do elemento nitrogénio. Este fato € relacionado
com o maior contato do tecido vegetal com a superficie do solo, aumentando de forma
consideravel a atividade microbiana e acelerando o processo decompositor (REZENDE et al.,
1999; MEYER lll et al., 2011).

Esse acumulo de biomassa por parte da cultura é dependente de processos bioldgicos
que séo influenciados por condigdes de clima, manejo e solo; e no caso das leguminosas, mesmo
sendo complexa a dindmica do nitrogénio, consegue estabelecer uma relagdo C/N no tecido das
platas que comandam a taxa decompositéria (AMADO et al., 2012; AITA; GIACOMINI, 2003,
MATOS et al., 2011). Tais estudos apontam que num sistema de consércio de leguminosas e
gramineas a biomassa aportada pelas culturas tém influéncia direta na decomposicdo dos
residuos de acordo com a proporc¢éo que fora aportada.

O estudo apresentado aponta que, a quantidade de biomassa de cada espécie pode
influenciar diretamente no padrdo de decomposicdo e mineralizagdo, assim também no aporte

de nutrientes ao solo.
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Figura 6. Andlise da Massa seca da parte &rea X Massa seca de raiz de trés espéecies de Crotalaria cultivadas em
diferentes solos da zona da Mata de Pernambuco

A anélise que expressa 0 quantitativo de nodulagdo (NUmero de Nédulos -NN) dessas
espécies apresentou resultados significativos para interagdo tripla (cobertura do solo, espécie
cultivada e classe de solo), e também, de forma isolada para a variavel cobertura. As plantas
referentes ao tratamento cobertura do solo em “outros usos agropecuarios” apresentaram em
média 20 nddulos por planta, apresentando indice significativamente maior que no tratamento
cobertura em “mata”, com apenas 13 nodulos por planta. As demais coberturas apresentaram
valores intermediarios. Na Figura 7, é apresentado um grafico que correlaciona o

comportamento associativo entre as variaveis BT e NN.
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Biomassa total X niumero de nddulos
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Figura 7. Analise da Biomassa total x Nimero de nédulos de trés espécies de Crotalaria cultivadas em diferentes
solos da zona da Mata de Pernambuco

A massa seca de nddulos (MSN) apresentou resultados significativamente maiores nas
plantas cultivadas em Argissolo que em Latossolo. Nos demais fatores e interacdes analiticas
ndo houve diferencas significativas.

A massa especifica de nddulos (MEN) ndo foi influenciada significativamente por
nenhuma das interagcdes nem fatores analisados. A avaliacdo da correlacdo entre a Massa seca
dos nddulos e seu quantitativo de nodulacédo é expressa na Figura 8.

E valido ressaltar que em todas as analises anteriormente expostas foram adequadas &
um fatorial que englobava interac@es das variaveis e analise das variaveis isoladas; enfatiza-se
também que nestas analises foram inseridas duas classes , das trés classes de solos estudadas,
visto que o Gleissolo ndo dispunha de todas as condic¢des de coberturas vegetais do solo que 0s

demais solos apresentaram.
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Figura 8. Analise da Massa seca de nddulos x Nimero de nddulos de trés espécies de Crotalaria cultivadas em
diferentes solos da zona da Mata de Pernambuco

A partir de entdo, faremos uma analise fatorial com as mesmas varidveis analisadas
anteriormente, estando num agrupamento das trés classes de solo em diferentes coberturas
vegetais.

A massa seca da parte aérea apresentou diferenca significativa a 1% de probabilidade
apenas no fator cobertura vegetal. Tal parametro foi significativamente superior na variavel
cobertura do solo em “outros usos agropecuarios” quando comparado ao tratamento cobertura
em “cana -de-agucar”. Nesse parametro as espécies de crotalaria ndo tém se apresentado
diferentes, tendo comportamento uniforme para todas as anélises feitas.

Comumente ao fator MSPA, a Massa seca de raiz s6 expressou diferenca significativa
nos tipos de cobertura do solo, destacando-se a cobertura em “outros usos agropecuarios” como
superior.

Os coeficientes de variagdo apresentado nas analises sdo condizentes com o coeficiente
de determinag&o exposto no grafico (Figura 9).
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Figura 9. Andlise da Massa seca da parte rea x Massa seca de raiz de trés espécies de Crotaléria cultivadas em
solos com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco.

A Biomassa total apresentou diferenca significativa apenas no segundo fator, cobertura
vegetal, onde a varidvel “outros usos agropecudrios” foi superior aos demais tratamentos.

Ja o quantitativo de nodulacéo apresentou diferenca significativa para cobertura vegetal
e na interacdo dos trés fatores analisados; a correlagdo é expressa na Figura 10.
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Figura 10. Analise da Biomassa Total x Namero de nddulos de trés espécies de Crotalaria cultivadas em solos

com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco

A massa seca de nddulos apresentou diferenca significativa a 1% de probabilidade no
aspecto cobertura do solo, evidenciando que a variavel “cana-de-agticar” foi inferior aos dados
obtidos na variavel “outros usos agropecuarios”. E para massa especifica de nodulos, nenhum

dos tratamentos analisados apresentaram diferencas significativas (Figura 11).
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Figura 11. Analise da Massa seca de nédulos x NUmero de nédulos de trés espécies de Crotalaria cultivadas em

solos com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco

4.3 Caracteristicas fenotipicas das bactérias de ndédulos

Foram obtidos 505 isolados a partir dos nédulos de C. spetabilis e C. juncea (Tabela 5),
em quase totalidade de crescimento rapido. Este numero variou entre os tratamentos em funcéo

da ocorréncia de nédulos em todos os tratamentos e de mais de um isolado por nodulo.

Tabela 5. Total de isolados de crotalaria cultivadas em solos e diferentes tipos e coberturas de
solo da Zona-da-Mata de Pernambuco, Brasil

SPECTABILIS JUNCEA

COBERTURA  —ATOSSOLO ARGISSOLO  GLEISSOLO LATOSSOLO ARGISSOLO _ GLEISSOLO
MATA 11 29 - 12 18 :
CANA 21 33 39 19 16 32
CAPOEIRA 19 23 - 10 26 i

OUTROS USOS 28 48 30 31 32 28
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Analisando as caracteristicas gerais das coldnias, em sua maioria foram de crescimento
rpido. As colbnias apresentaram cores normalmente associadas a rizobios, variando entre
incolor, creme e amarelo. Tais caracteristicas sdo evidenciadas de maneira comum para
microssimbiontes de diferentes espécies de leguminosas em solos do Brasil (TEIXEIRA et al.,
2010; FREITAS et al., 2014), onde este mecanismo desenvolvidos por elas torna-se uma pratica
de adaptacdo em virtude das diferentes condicGes edafoclimaticas que a zona geografica do pais
POSSUi.

A predominancia de isolados com rapido crescimento em nodulos de leguminosas nao
é somente evidenciada em crotaléria , fator que também é expresso em nodulos de feijdo-caupi
quando cultivados em diversas regides, seja elas no semiarido, cerrado ou floresta (SILVA et
al., 2007; CHAGAS-JUNIOR et al., 2013; CHAGAS-JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2010; TEIXEIRA et al., 2010; SHETTA; AL-SHAHARAN; ABDEL-AAL, 2011; FREITAS
etal., 2014).

Com base da alteracdo do pH, 83% delas foram produtoras de acido em meio de cultura,
11% apresenta metabolismo que alcaliniza 0 meio e 6 % ndo altera o pH do meio YM (Tabela
6). Na literatura tem sido verificado que isolados que acidificam o meio de cultura geralmente
apresentam crescimento rapido (FREITAS et al., 2014), condizendo com os resultados obtidos
no presente estudo.

As proporgdes entre coldnias secas e col6nias que produzem exopolissacarideos foram

semelhantes.

Tabela 6. Proporcdes (%) das caracteristicas de modificacdo do pH em meio de cultura e de
producdo de exopolissacaridos de isolados de Crotalaria juncea e Crotalaria spectabilis
cultivadas em solos da Zona-da-Mata de Pernambuco

pH do meio . Crotalaria
Crotalaria juncea

Totais

de cultura spectabilis

igL%%uan de secas nc1?1r:o total secas rﬁz?o total secas nc]ﬂglo Total
Acido a7 30 77 36 53 88 41 43 83
Alcalino 12 4 16 5 2 7 8 3 11
Neutro 6 1 7 2 2 5 4 2 6
Total 65 35 100 43 57 100 52 48 100

As bactérias de nddulos das duas espécies de leguminosas estudadas apresentam

predominancias de caracteristicas distintas. Para ambas as espécies a predominancia foi de
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isolados de metabolismo que alcaliniza o meio de cultura (Tabela 6), com proporgéo maior para
C. spectabilis. A maior parte dos isolados de C. juncea (65%) formam colGnias secas em meio
YMA, enquanto os isolados de C. spectabilis sdo predominantemente produtores de
exopolissacarideos. Para ambas as espécies 0s percentuais de isolados com reacdo neutra de pH
foram baixos, sendo que, entre estes, houve predominancia de colbnias secas para C. juncea.

Entre os Argissolos, os tipos culturais predominantes entre os isolados sé&o os de pH
acido (82%), percentual mais ou menos constante para todas as coberturas (Tabela 7). Neste
solo, a predominancia é de isolados com producédo de exopolissacarideos para as coberturas
cana-de-agucar e outros usos agroecuarios. Entre a minoria de isolados que alcalinizam o meio
ou o deixam neutro, os isolados de col6nias secas apresentam maiores proporgdes que 0sS
produtores de muco, principalmente os originarios dos solos sob cobertura de capoeira ou outros
usos. Nos Latossolos e Gleissolos é observada a mesma tendéncia de isolados de metabolismo
acido, e as proporcoes entre isolados produtores ou nao de exopolissacarideos sdo semelhanes
para todos os tipos de cobertura do solo.



73

Tabela 7. Proporcdes (%) das caracteristicas de modificacdo do pH em meio de cultura e de
producdo de exopolissacaridos de isolados de Crotalaria juncea e Crotalaria spectabilis
originados de Argissolos, Latossolos ou Gleissolos da Zona-da-Mata de Pernambuco sob
diferentes usos

Acido Alcalino Neutro

Solo/cobertura
Seca Muco Total Seca Muco Total Seca Muco Total

Argissolo
Mata 40 49 89 4 0 4 4 2 6
Cana 35 53 88 4 0 4 6 2 8
Capoeira 43 31 73 12 0 12 8 6 14
Outros usos 28 51 79 11 3 14 6 1 8
Totais 35 47 82 8 1 9 6 3 9
Latossolo
Mata 48 39 87 4 9 13 0 0 0
Cana 48 30 78 8 10 18 0 5 5
Capoeira 43 39 82 11 4 14 4 0 4
Outros usos 42 39 81 5 7 12 5 2 7
Totais 45 37 81 7 7 14 3 2 5
Gleissolo
Cana 44 48 92 3 6 8 0 0 0
Outros usos 41 41 82 14 0 14 4 0 4
Total 43 45 88 8 3 11 2 0 2

4.4 Agrupamento fenotipico por BOX-PCR e 16S

A técnica de exploracdo de elementos BOX mostrou-se util para a diferenciacdo de
bactérias no nivel de cepa (BINDE et al., 2009; de BRUIJIN et al., 1992; LAGUERRE et al.,
1997; MENNA et al., 2009), sendo aplicada para avaliar a diversidade genética de nédulos de
bactérias de crotalaria cultivadas em solos sob diferentes coberturas vegetais na zona-da-mata
de Pernambuco.

Dos nddulos coletados no experimento de planta-isca foram obtidos 505 isolados de
nodulos de crotalaria. Em virtude de realizar um agrupamento mais eficaz na triagem dos
isolados, foi desenvolvido o dendrograma de agrupamento fenotipico (Apéndices).
Posteriormente aplicou-se a técnica de BOX-PCR como um marcador simbi6tico para analisar
essa diversidade (MEYER et al., 2016; SANTOS et al., 2017; TAMPAKAKI et al., 2017
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COSTA etal., 2017).

Uma vez que o0s genomas rizobianos sdo conhecidos por seus altos teores de
Guanina/Citosina, utilizou-se um iniciador comnucleotideos rico em guanina e citosina para
maximizar o nimero de possiveis locais para a amplificacdo. Todos os isolados foram
submetidos a amplificacdo do BOX-PCR (Figura 12), sendo a primeira triagem realizada como
critério de selecdo. Dos 505 isolados, 150 foram selecionados para a amplificacdo do BOX-
PCR. Desse total de BOX-PCR, 47 isolados foram agrupados, sendo eles de Latossolo,
Gleissolo e Argissolo.

O nivel de semelhanca do padrdo BOX-PCR entre as cepas nos clusters separados variou
entre os isolados. Uma vez que os resultados de BOX-PCR revelaram a presenca de 47 padrdes
unicos de DNA entre os isolados estudados. Esses mesmos isolados selecionados a partir do
arupamento foram utilizados para andlises posteriores.

Sequéncias quase completas (1500 bp) do rRNA 16S gene foram obtidas para todas as
cepas estudadas, agrupando-se em todos os tipos de solos ocorrentes na zona-da-mata do estado
pernambucano. As semelhancas entre os grupos de isolados sdo expressas de acordo com a
classe do solo em que estes estdo presentes no solo, indicando uma repetibilidade e precisao
para uma construcdo filogenética destes isolados (HILLIS et al., 1993; SOLTIS et al., 2003)
sendo ainda necessario que a identidade das espécies estudadas passem por estudos mais
aprofundados (RIVAS et al., 2009; YARZA et al., 2014).
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Figura 12. Amplificacdo dos fragmentos de DNA dos isolados pela técnica BOX-PCR em isolados de nddulos de Crotalaria. Fragmento amplificado utilizando o primer BOX
para rizébios. Os nimeros correspondemaos isolados selecionados. O marcador molecular (M) utilizado foi o de 100pb DNA ladder.
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Figura 13. Arvore filogenética (Coeficiente de Correlagio Pearson) construida com base em
sequéncias parciais da técnica BOX-PCR de 150 sequéncias de bactérias isoladas da crotalaria cultivadas em solos
com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco
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4.5 Diversidade genética de nodulos de crotalaria utilizando ARDRA

Os 47 isolados obtidos no BOX-PCR foram submetidos & Anélise de Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA), para que fosse avaliado a diversidade genética. A andlise
conjunta desses perfis genéticos de restricdo do 16S rRNA (Figura 14) fora obtida das
endonucleases Alu I, Xba I, Apa I, Xho I, Rsa I, Hae 11l e Nde I de corte frequente (Figura 15 e
16). Esta técnica permitiu a formacao de grupos de isolados com similaridade, e de acordo com
a distribuicédo das estirpes referéncia, consistiu na separagdo dos isolados nas classes de solos
(Figura 17).
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Figura 14. Perfis de restricio do fragmento do gene 16S rRNA de isolados de nddulos de crotaléria
cultivadas em solos com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco
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Figura 15. Perfis de restri¢do do fragmento do gene 16S rRNA de isolados de nodulos de crotaléria
cultivadas em solos com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco.
Enzimas: Nde I (A), Apa I (B), Xba | (C) e Xho I(D)
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Figura 16. Perfis de restricdo do fragmento do gene 16S rRNA de isolados de n6dulos de crotaléria
cultivadas em solos com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco.
Enzimas: Alu |l (E), Hae lll (F) e Rsa | (G).
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Figura 17. Arvore filogenética (Coeficiente de Correlacio Pearson) construida com base em
sequéncias parciais da técnica ARDRA de 47 sequéncias de bactérias isoladas da crotalaria cultivadas em solos

com diferentes coberturas vegetais na zona da Mata de Pernambuco
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Ambos os grupos foram representados por isolados nativos de todas as classes
de solo estudadas (Argissolo, Gleissolo e Latossolo).

No entanto, as duas classes de solo com maior representatividade em numero de isolados
foram Latossolo e Argissolo. Do total de 47 isolados, aproximadamente 80,8% foram obtidos
dessas duas classes. Em seguida temos o Gleissolo com apenas 19 % dos isolados representados
no agrupamento de isolados de nodulos de crotaléria nativos de solos sob diferentes coberturas
vegetais na zona-da-mata de Pernambuco. E visto que nas classes de solos ha uma diversidade
de microrganismos presentes, porém nao tdo expressiva quando comparada a outras situacoes
edafoclimaticas, que apresentam grande variabilidade genética em decorréncia dos mecanismos
de adapatéo do ambiente (LEITE et al., 2009).

A técnica de ARDRA, utilizando as sete enzimas acima descritas, foi suficiente para
diferenciar geneticamente os isolados agrupados, mas € valido salientar que o sequenciamento
desses isolados se faz necessario para que o perfil de identidade dos mesmos possa ser
acessados e descrito num maior nivel de precisdo, e a partir dos resultados obtidos no
sequenciamento o carater filogenético da técnica seja eficaz. Diversos relatos académicos
apontam que a técnica de ARDRA consiste na presenca ou auséncia de sitios de restricdo dentro
do “amplicon” e o sequenciamento realiza a comparacdo das basas nas sequencias ditas; com
isso, torna-se ainda mais importante que em estudos posteriores sejam realizados o

sequenciamento desssas bactérias.
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5 CONCLUSOES

Os solos decorrentes na Zona-da-Mata de Pernambuco possuem uma comunidade

microbioana fenotipicamente e genotipicamente diversa;

Espécies de crotalaria sdo potencialmente capazes de serem recomendadas para técnica

de adubacdo verde, uma vez que sua producdo de biomassa atingiu niveis satisfatorios;

Populagdes de isolados de nddulos de crotaléria nativos de solo sob difentes coberturas
vegetais em solos da Zona-da-mata de Pernambuco diferem-se em fungéo do solo;

Populacdes de isolados de nodulos de crotalaria nativos de solo sob difentes coberturas
vegetais em solos da Zona-da-mata de Pernambuco apresentam perfis genéticos medianamente
diversos com individuos que tem potencialidades ainda ndo descritas.
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7 APENDICES - Dendrograma de similaridade genética de rizobios de crotalaria gerado a
partir das caracteristicas fenotipicas por uma matriz binaria. Dendrograma construido utilizando
0 método UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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