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RESUMO

A deficiéncia de nutrientes no solo e fator altamente limitante nos trépicos
umidos, principalmente nitrogénio (N) e fésforo (P), comprometendo a produtividade
agricola. As condigdes edafocliméticas destas regides contribuem para um solo mais
pobre e uma acelerada decomposicdo da matéria organica, provocando uma rapida perda
de nitrogénio e assim, uma necessidade de utilizacdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados, que podem causar grandes danos ao meio ambiente, devido ao uso
exacerbado, suscitando em um manejo erréneo. Plantas da familia Leguminosae séo
altamente importantes durante o ciclo do N, pois inimeras espécies desta familia possuem
a capacidade de desenvolver associacdes simbidticas com bactérias fixadoras de
nitrogénio que colonizam suas raizes, formando nédulos. Porém, o manejo apropriado e
eficiente desta simbiose, visando aumentar a eficiéncia em culturas de interesse
econémico, torna-se um desafio devido a fatores bioticos e abidticos, como por exemplo
a competicdo com a microbiota nativa e circunstancias ambientais. Logo, o0 incentivo a
caracterizacdo e identificacdo de rizobactérias com habilidade de promogdo de
crescimento vegetal através da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e producgdo de
fitormonios, é essencial para ter-se novas ferramentas de manejo que possibilitam um
resultado eficiente na producéo agricola, além de manter a qualidade do solo e reduzir a

utilizacdo de técnicas poluentes.

Palavras-chave: Leguminosae; FBN; Caracterizacdo microbioldgica.

ABSTRACT

Soil nutrient deficiencies are highly limiting factors in the humid tropics, mainly nitrogen
(N) and phosphorus (P), compromising agricultural productivity. The edaphoclimatic
conditions of these regions contribute to a poorer soil and an accelerated decomposition
of organic matter, causing a rapid loss of nitrogen and thus a need to use chemical nitrogen
fertilizers, which can cause great damage to the environment due to exacerbated and
erroneous management. . Plants of the Leguminosae family are highly important during
the N cycle, as numerous species of this family have the ability to develop symbiotic
associations with nitrogen-fixing bacteria that colonize nodules in their roots. However,
the appropriate and efficient management of this symbiosis, with a view to an efficient

increase in crops of economic interest, becomes a challenge due to biotic and abiotic



factors, such as competition with the native microbiota and environmental circumstances.
Therefore, encouraging the characterization and identification of rhizobacteria with the
ability to promote plant growth through FBN and production of phytohormones is
essential to have new management tools that allow an efficient result in agricultural
production, in addition to maintaining the quality of the crop. soil and reduce the use of

polluting techniques.

Keywords: Leguminosae; BNF; microbiological characterization.
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INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é um elemento quimico encontrado em abundancia na atmosfera,
sendo fundamental para a sobrevivéncia de plantas e animais, e atua principalmente na
formacéo de biomoléculas. Para as plantas, o nitrogénio é considerado um fator limitante,
e tem um papel critico nos diversos tipos de cultivo. Em virtude disso, fertilizantes
nitrogenados tém sido cada vez mais utilizados, 0 que pode acarretar consequéncias
negativas a0 meio ambiente, como a acidificacdo e eutrofizacdo do ecossistema
(CANFIELD et al., 2010; GRUBER et al., 2008; GALLOWAY et al., 2008;).

Embora o nitrogénio seja farto na atmosfera, as plantas e animais néo sao capazes de
assimila-lo diretamente na forma gasosa. O processo no qual o nitrogénio atmosférico é
transformado em outro composto capaz de ser absorvido, é chamado de fixacao biol6gica
de nitrogénio (FBN), esse processo € a forma natural mais conhecida de assimilacdo desse
elemento, e apenas determinadas leguminosas sdo capazes de realizar este processo.
Neste processo, algumas rizobactérias presentes no solo sdo capazes de se associar as
raizes de plantas leguminosas, onde ocorre a reducdo do nitrogénio e a fixacdo biologica,
além de promoverem o crescimento vegetativo por meio da producdo e excrecdo de
hormdnios (GUIMARAES et al., 2012; DAI et al., 2012; MARTINS et al. 2003;
BREDEMEIER et al., 2000;).

A regido amazdnica maranhense é um local predisposto a ter um déficit de nutrientes
como o nitrogénio, devido as suas condicdes edafoclimaticas como: altos indices
pluviométricos, altas temperaturas e o solo geralmente formado por rochas sedimentares
por efeito do desgaste do solo e das rochas locais (AGUIAR et al., 2011; MARTINS et
al., 2011). Perante essas circunstancias, torna-se comum 0 uso excessivo de fertilizantes
nitrogenados, e a utilizacdo de técnicas como o cultivo de corte e queima, que é
comumente utilizado na Amazodnia Maranhense de forma errbnea, tornando-se
insustentavel e ocasionando a degradacao do solo pela perda da matéria organica devido
as queimadas frequentes (REGO e KATO, 2018). Desta forma, para contornar essas
situagdes tém-se utilizado os sistemas agroflorestais como o cultivo em aleias, no qual
utilizam espécies arboreas como as leguminosas em associagdo com culturas agricolas

para obter-se um equilibrio ecolégico da propriedade (ABDO et al., 2008).

A leucena, é uma espécie introduzida e bem adaptada as condigdes edafoclimaticas,

e 0 seu cultivo e de outras leguminosas torna-se relevante pela capacidade de retencdo de



macronutrientes, producao abundante de matéria organica e consequentemente melhoria
na qualidade do solo e no cultivo de outras plantas no local, beneficios diretamente
relacionados com as bactérias em simbiose com esta planta (SOUSA et al. 2018; EIRAS
etal., 2011).

Frente as adversidades, torna-se importante o conhecimento das rizobactérias
simbiontes da leucena nestes solos para que haja a selecdo dos microrganismos com
melhor capacidade de promocé&o de crescimento vegetativo desta leguminosa ou de outras
espécies de plantas, resultando em alta producdo de matéria organica e consequente

melhoria na ciclagem de nutrientes do solo e recuperacdo da area degradada.

O reconhecimento da diversidade de rizobactérias é possivel através da analise dos
dados fenotipicos que se da a partir da avaliacdo dos caracteres morfoldgicos, fisioldgicos
e bioguimicos dos isolados encontrados e sua habilidade de se adaptar aos diversos
fatores abidticos, o que contribui com informacGes que possibilitam a descri¢do de novos
géneros e espécies de rizobactérias, e também corroboram com o conhecimento dos
varios comportamentos dos diferentes grupos bacterianos (STRALIOTTO e
RUMJANECK, 1999). Esta pratica torna-se importante também para estabelecer o
potencial econdmico das rizobactérias, visto que h& inumeras dificuldades no
estabelecimento de um inoculante devido a suscetibilidade das bactérias a fatores biéticos
e abioticos (STREETER, 1994; MENDONCA et al., 2020).

Sendo assim, a investigacdo da diversidade morfofisioldgica de rizobios nativos,
sua capacidade de sobrevivéncia as diferentes condi¢cdes do solo, e habilidade de
nodulacdo de espécies de leguminosas, em solos da regido amazbnica oriental,
juntamente com testes de eficiéncia simbidtica com estirpes comerciais e isolados
nativos, tornam-se essenciais para o reconhecimento dos isolados com maior potencial a
se tornarem inoculantes de leucena, podendo ser utilizada na recuperacdo de areas

degradadas e no cultivo associado com outras plantas de interesse econdmico no local.
REFERENCIAL TEORICO
Rizobactérias e promogao de crescimento

As rizobactérias sdao microrganismos ndo-patogénicos que colonizam a rizosfera
e apresentam efeitos benéficos as plantas. Estes microrganismos sdo conhecidos desde o

século dezenove na agricultura devido a sua importancia no crescimento e rendimento



vegetativo, devido a isto essas bactérias sdo conhecidas como Rizobactérias Promotoras
de Crescimento de Plantas (RPCPs) (HARTHMANN, 2007). Dentre os beneficios que as
rizobactérias podem trazer estdo: a capacidade de acelerar a germinacdo da semente,
fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de hormonios de crescimento vegetal e
sideroforos, habilidade de inibir o crescimento de patdégenos do solo produzindo uma
diversidade de antibioticos, e biorremediacdo de solos contaminados. Além disso, estes
microrganismos também podem induzir a resisténcia do sistema imune da planta para ter-
se um controle eficaz de doencas (MELO, 1998). Todos estes beneficios causados pelas
bactérias sdo capazes de desempenhar um efeito sobre o crescimento vegetal, que é
possivel ser observado através da altura, matéria seca ou produtividade da planta,
podendo ser detectada na maioria dos pontos dos aspectos avaliados. Varios estudos ja
foram realizados sobre o tdpico e sobre diferentes espécies de planta, como por exemplo
em trabalhos de Nandakumar et al. (2001) em arroz, Fatima et al (2006) com soja, além
de outros. Ju et al. (2019) em alfafa, Ayuso-Calles et al. (2020) em alface e Rafique et
al. (2021) em géo-de-bico.

A fixacéo bioldgica de nitrogénio é um dos principais fatores que influenciam
neste crescimento da planta, porém em estudos realizados por Hafeez et al (2004)
mostraram que as cepas de rizobios promoveram o crescimento do algoddo devido a
eficaz absorcdo de nutrientes como calcio e potassio, associada com o crescimento
radicular. Este efeito é em funcdo de um dos principais causadores do desenvolvimento
vegetativo, 0 &cido indol acético, horménio produzido pelas RPCPs que promove o
alongamento das células vegetais e regula o crescimento da planta, ocasionando entdo um
aumento da superficie radicular e consequentemente uma maior absorcao de nutrientes
do solo e um aumento de locais de infecgdes dos microrganismos (AMARAL et al.,
2017).

Ratz e colaboradores (2017) realizaram estudos com milho e soja, e relataram que
apos a inoculagdo das rizobactérias no cultivo de milho houve um aumento da massa seca
da raiz, além de um aumento na concentracdo de nitrogénio (N) e potéssio (K), enquanto
ensaios com a soja resultaram em um aumento da producdo de massa seca da parte aerea,
numero de vagens e sementes. Pesquisas ja feitas em plantas ndo leguminosas como o
rabanete, também evidenciaram essa capacidade quanto a promocédo de crescimento da
planta, visto que se verificou um aumento de 15% da matéria seca dos rabanetes apos a

inoculacdo destes microrganismos (AUTON et al., 1998).



Utilizacdo da Leucena para a recuperacdo de areas degradadas, agricultura de

interesse econbmico e pecuaria

A Leucaena leucocephala (Lam), esta entre uma das leguminosas mais
cultivadas ao redor do mundo, devido a grande quantidade de regides de planicie nos
tropicos e subtropicos. Entre os anos 70 e 80, esta planta ficou conhecida como “arvore
milagrosa”, devido sua capacidade de sobrevivéncia e por ser muito forrageira e nutritiva
(SHELTON e BREWBAKER, 1994). Esta leguminosa pode ser uma grande arvore com
tronco irregular, coroa espalhada, ou um arbusto ramificado. Ela pode ser utilizada para
inimeras finalidades, como madeira, lenha, forragem e adubo verde (Parrotta, 1992). A
leucena € uma planta resistente, sobrevivendo a um periodo consideravelmente longo de
estiagem e caréncia hidrica, sendo encontrada em zonas subtropicais e tropicais como por
exemplo a regido amazo6nica maranhense. A espécie é fortemente utilizada em sistemas
agricolas em razdo da sua capacidade de melhorar as condi¢des do solo e favorecer o
crescimento de outras plantas nativas ou de interesse econémico ao seu redor, devido a
producdo de matéria seca e FBN, corroborando na ciclagem de nutrientes do solo
(PEREIRA FILHO et al., 2000; DRUMOND et al., 2010; QUEIROZ, 2006).

O impacto do melhoramento do solo através do reflorestamento com leucena ja
foi constatado através do aumento da populacdo microbiana nos solos de L. leucocephala
em comparacdo com solo sem vegetacdo, onde houve um acréscimo nas atividades
respiratorias e urease destes microrganismos, podendo ser em razdo do aumento de
carbono organico no solo promovido por esta leguminosa (VALPASSOS et al., 2007).
Além disso, a sua habilidade de tolerancia a seca, melhor regeneracdo depois de
gueimadas e um crescimento mais eficiente em florestas secas subtropicais, tornam esta
leguminosa um recurso prdéspero para a restauracdo destas regibes (WOLFE e VAN
BLOEM, 2012).

Em relacdo a pecuaria, estudos ja realizados por Harrison et al. (2015)
apresentaram resultados onde a leucena além de possuir uma aptidao para intensificar a
producdo animal, é capaz de reduzir a emissdo de gases do efeito estufa através da
mitigacdo da irradiacdo de metano entérico ruminante, sendo também uma planta que
otimiza de forma sustentavel a producéo de carne bovina em sistemas de pastagem. Ja em

trabalhos realizados com caprinos leiteiros, relatam a importéancia da leucena como fonte
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de nitrogénio, podendo ser inserida como suplemento alimentar sem resultados

prejudiciais nestes animais (ONDIEK et al., 2000).
Selecao de estirpes promotoras de crescimento para o uso em leguminosas

Algumas espeécies de leguminosas arboreas, como a Leucena leucocephala, séo
consideradas espécies promiscuas, ou seja, tem capacidade se associar a mais de um
género de rizobacteria (SOUZA et al., 2007; SILVEIRA, 2007). Sendo assim ela €
importante para ter-se informacdes da diversidade de rizébios nativos da Amazonia
Maranhense, dado que ela pode ser introduzida em diversos locais do mundo e nodular
com uma grande variedade de rizobios, trazendo entdo elementos importantes para a

identificacdo e caracterizacdo dessas comunidades.

Apesar da leucena ser considerada uma espécie promiscua, isso ndo significa que
sempre havera uma grande capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio, visto que
muitos nodulos formados podem néo ser eficientes, como ja visto em estudo de Bala et
al. (2001). A capacidade das rizobactérias fixarem o nitrogénio em simbiose com as
leguminosas tém sido alvo de estudo de pesquisadores devido a sua importancia agricola
(SILVA 2003; CARVALHO 2003). Estudos de Smyth et al. (1991) verificam a
competéncia da substituicdo dos adubos minerais pelos adubos verdes devido a simbiose
com rizobacterias. Contudo, agentes como temperatura, umidade, componentes do solo,
manejo das culturas, entre outros, influenciam tanto na simbiose, quanto na biomassa
vegetal proporcionada pelas leguminosas em associagdo com culturas de importancia
econbmica, sendo a temperatura um dos fatores mais interferentes em solos tropicais
(VARGAS E HUNGRIA, 1997; RAO e MATHUVA, 2000).

Em estudo de Bhargava et al. (2016), as rizobactérias tiveram seu crescimento
maximo a 28 °C, e baixo ou nenhum crescimento em temperaturas acima de 40 graus, em
razdo da temperatura ter um efeito criticos em quase todas as fases de crescimento da
planta e das bactérias simbiontes (HUNGRIA E VARGAS, 2000), constatando que a
fixacdo bioldgica de nitrogénio em leguminosas tropicais possui limites de temperatura.
Pesquisas como essa envolvendo a populacédo de rizobactérias séo de grande importancia,
visto que o0 processo de selecéo e insercdo de novos inoculantes mais aptos na eficiéncia
simbiotica e sobrevivéncia ao meio, dependem do conhecimento dos caracteres
morfofisioldgicos e adaptativos, fornecendo também informacGes de sua taxonomia
(ZILLI, 2001; AMORIM et al., 2019).
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ARTIGO

Diversidade morfofisioldgica e potencial de promocédo de crescimento de rizobactérias
isoladas de Leucaena leucocephala da Amazdnia oriental

Morphophysiological diversity and growth-promoting potential of isolated rhizobacteria of
Leucaena leucocephala from the eastern Amazon

RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a diversidade morfofisiolégica de
rizobactérias nativas simbiontes de leucena na regiao amazodnica do Maranh&o, além de analisar a
tolerancia das estirpes indigenas a fatores abiéticos e sua eficiéncia em promover o crescimento
vegetal em comparacdo com a adubacéo nitrogenada e um inoculante comercial. As estirpes foram
isoladas, caracterizadas morfofisiologicamente e submetidas a testes de tolerdncia a fatores
abidticos como NaCl (nas concentracdes de 1%, 2% e 3%), temperatura de 45 °C e pH acido (pH
5,0) e alcalino (pH 9,0), e posteriormente foram testadas suas habilidades de promocao de
crescimento e capacidade nodulifera em leucena. Das 75 estirpes isoladas, a maioria foram de
crescimento rapido, acidificaram o meio de cultura, tinham a colora¢éo amarela e possuiam colénias
pequenas com o diametro menor que 1 mm. Os isolados indigenas tiveram um crescimento
satisfatorio em todos os testes de tolerancia, crescendo nos primeiros trés dias. Nao houve diferenca
significativa entre os parédmetros de crescimento vegetal quando comparado a inoculacdo das
estirpes nativas com 0s demais tratamentos, porém a eficiéncia relativa das estirpes indigenas foi
similar ao tratamento com adubacdo nitrogenada e a estirpe N8A2IS2 se sobressaiu tendo um

melhor desempenho quanto a eficiéncia relativa.

Palavras chave: Rizobactérias, Fixac&o biol6gica de nitrogénio, Promogéao de crescimento vegetal,

tolerancia a fatores abioticos.
ABSTRACT

The aim of this study was to isolate, characterize and evaluate the morphophysiological diversity of
symbiotic native rhizobacteria of Leucena in the Amazon region of Maranh&o, in addition to analyzing
the tolerance of indigenous strains to abiotic factors and their efficiency in promoting plant growth
compared to nitrogen fertilization. and a commercial inoculant. The strains were isolated,
morphophysiologically characterized and subjected to tolerance tests to abiotic factors such as NaCl
(at concentrations of 1%, 2% and 3%), temperature of 45 °C and acid (pH 5.0) and alkaline (pH 9)
,0), and subsequently tested its growth-promoting abilities and leucaena nodular capacity. Of the 75
strains isolated, most were fast growing, acidified the culture medium, had a yellow color and had
small colonies with a diameter smaller than 1 mm. Indigenous isolates had satisfactory growth in all
tolerance tests, growing within the first three days. There was no significant difference between the

plant growth parameters when comparing the inoculation of native strains with the other treatments,
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however the relative efficiency of the indigenous strains was similar to the treatment with nitrogen

fertilization and the N8A21S2 strain stood out with a better performance in terms of relative efficiency.

Keywords: Rhizobacteria, Biological nitrogen fixation, Promotion of plant growth, tolerance to abiotic

factors

1 INTRODUCAO

Na Amazénia Maranhense ha presenca de inUmeros produtores familiares que utilizam o
sistema de corte e queima como técnica de preparo do solo, direcionado para a agricultura de
subsisténcia. Porém, estudos revelam que esta técnica altera a composicdo da atmosfera e a
ciclagem de nutrientes do solo, considerada entdo uma ameaca ao equilibrio do ecossistema, em
virtude da alta queima de matéria organica e baixa reposi¢cdo de nutrientes (ZILLI et al., 2009;
GUALTER et al., 2011; DENNIS, 2013). Devido a estas consequéncias, outras técnicas de cultivo,
como o sistema de cultivo em aleias, sdo propostas como uma via alternativa e mais sustentavel,
no qual utilizam plantas como as leguminosas com intuito de reduzir o impacto ambiental e aumentar
a produtividade agricola (AGUIAR et al., 2009; SILVA et al., 2018)

A utilizagdo das leguminosas como adubo verde, tem associacdo direta com a relagéo
simbidtica com rizobactérias, visto que estes microrganismos s8o capazes de promover o
crescimento da planta por meio da fixacéo biolégica de nitrogénio (FBN), aumentando a quantidade
de matéria seca e assim contribuindo na ciclagem de nutrientes do solo, favorecendo entdo as
culturas de interesse econdmico (BERRADA et al., 2014; ESPINDOLA et al., 2005). Além da FBN,
as rizobactérias possuem diversos mecanismos que promovem o crescimento vegetal e uma boa
produtividade da cultura, como: controle biolodgico de doencas, inducéo de resisténcia a patdgenos,
producéo de fitormonios, solubilizagéo de fosfato entre outros (VIEIRA JUNIOR et al., 2013). Neste
processo deve-se levar em consideragdo a capacidade da estirpe competir com 0s outros
microrganismos nativos, visto que algumas estirpes comerciais podem nao ter essa capacidade e
ndo serem adaptadas a diferentes tipos de solo, portanto ndo sendo capaz de colonizar o ambiente
por motivo das condi¢Bes climéticas da regido ou competitividade com a microbiota local
(FERNANDES JUNIOR et al., 2008).

Atualmente existe uma série de estudos com intuito de reconhecimento das rizobactérias
simbiontes de Leucaena leucocephala (Leucena), visto que a coleta de informacbes desses
microrganismos pode colaborar com uma maior agdo promotora de crescimento vegetal, auxiliar na
reducdo da utilizacdo de fertilizantes nitrogenados nos cultivos de interesse econémico e contribuir
para restauracdo de areas degradadas (SILVA et al., 2012; CARVALHO et al., 1999; ARAUJO et
al.,, 2010; RAMOS et al., 2013). Além disso, a identificagcdo desses microrganismos auxilia na
selecdo de estirpes mais adaptadas as condicdes edafoclimaticas, tendo a capacidade de
sobreviver ao meio ambiente e a competigdo com outras bactérias (COELHO, 2011). Sendo assim,

0 objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar a diversidade morfofisiolégica de
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rizobacterias nativas simbiontes da leguminosa arbérea Leucena (Leucaena leucocephala), além de
analisar a tolerancia das estirpes isoladas a fatores abioticos e sua eficiéncia em promover o

crescimento da planta em compara¢édo com a adubacao nitrogenada e um inoculante comercial.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Caracteristicas do local de coleta e obtencéo dos nédulos radiculares

A coleta e isolamento dos nédulos foram realizados por Souza (2021), aplicando um método
gue se resume na coleta do solo de duas regides diferentes de Pedro do Rosario, um municipio do
estado do Maranhé&o localizado entre as coordenadas 2° 58' 38" S e 45° 20' 47" O, e posteriormente
semeando sementes de leucena (Leucaena leucocephala) como planta-isca para a captura das

bactérias presentes no solo e consecutivamente a coleta dos nédulos radiculares formados.

A regido de Pedro do Rosario tem seu territorio totalmente composto pelo bioma Amazonia
e ambos os locais onde foram coletadas as amostras de solo sdo manejadas por agricultores
familiares. Pressup8e-se que hd uma microbiota diferente nessas duas areas em razao da diferenca
espacial entre os locais e pelo manejo do solo de ambos, visto que area 1 é classificada como uma
area de roca no toco, onde ndo houve cultivo ha mais de 10 anos e recentemente passou pelo

processo de corte e queima, ja a area 2 € classificada como uma pastagem degradada.

2.2 Isolamento e caracterizacdo morfolégica das estirpes de rizébio a partir dos
ndédulos de Leucena

Para dar inicio ao isolamento das bactérias dos nddulos, eles foram hidratados em agua
autoclavada durante 2 horas e precisaram ser desinfestados para eliminar possiveis contaminacoes.
Ap6s hidratados cada nédulo foi mantido por 30 segundos em alcool 70% (v/v), em seguida 3
minutos na solucdo de peréxido de hidrogénio 3,5% (v/v) e para finalizar, 4 lavagens em agua
destilada autoclavada. Os nédulos foram comprimidos com uma pinga até que o liquido interior dos
nédulos entrasse em contato com o meio YMA (yeast-mannitol-agar) contendo azul de bromotimol
(Vincent, 1970), e durante 15 dias avaliamos as placas de petri contendo o material dos nédulos.
Posteriormente as colbnias crescidas foram isoladas em meio sélido YMA a temperatura ambiente
dentro de 7 dias.

As rizobactérias obtidas na etapa de isolamento foram descritas morfofisiologicamente de
acordo com as varidveis presentes no formulario de avaliacdo morfofisiologica do Manual de
Curadores de Germoplasma - Microrganismos (Hungria e Silva, 2011), sendo as seguintes
caracteristicas selecionadas para o presente estudo: tempo de crescimento de col6nias isoladas
(rpido: 1-3 dias; intermediario: 4-5 dias; lento: 6 a 9 dias; muito lento: acima de 10 dias); rea¢éo ao
pH em meio YMA com azul de bromotimol (acido, basico, neutro); diametro, cor, producéo de muco,
consisténcia e caracteristica Optica. A estirpe comercial (SEMIA 6153 - Bradyrhizobium japonicum)

utilizada como referéncia também foi descrita morfologicamente para ser utilizada como parametro
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em todos os testes realizados neste trabalho. Esta estirpe foi disponibilizada pela Colecdo SEMIA
de Rizébios do Laboratério de Microbiologia Agricola da DDPA/SEAPI, Porto Alegre, Brasil.
Posteriormente a esta etapa de caracterizacao, a diversidade das estirpes foi representada por um
dendrograma que agrupou as estirpes de acordo com seu grau de similaridade. Foi utilizado o
método de agrupamento aglomerativo hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Methodizing
Arithmetic Averages), e o grau de similaridade foi avaliado a partir do indice de Jaccard. Utilizou-se
o programa R (R Development Core Team, 2014) para gerar o dendograma, juntamente com o0s

pacotes “gclus” (Hurley, 2019) e “dendextend” (Galili, 2015) para realizar a analise de cluster.
2.3 Testes Fisioldgicos

Os 25 isolados selecionados para a autenticacdo e a estirpe comercial foram expostos a
trés testes fisioldgicos, sendo eles: tolerancia a salinidade, pH e alta temperatura. Todos os testes
fisiolégicos foram realizados em quadruplicatas e contendo uma aliquota de meio liquido com

material bacteriano, com o auxilio de uma alga de platina flambada.

A toleréncia a salinidade foi determinada em placas contendo meio YMA acrescido de 1%,
2% e 3% de NaCl com o pH entre 6,8 a 7. Este teste foi mantido em temperatura ambiente durante
9 dias (Coelho, 2011).

Para o teste de tolerancia a altas temperaturas, as bactérias foram transferidas para placas
de petri contendo meio YMA com pH entre 6,8 e 7, e mantidas em uma estufa de secagem com
temperatura de 45° C durante 7 dias, adaptada com uma bandeja contendo agua para umidificacéo
da estufa (Coelho, 2011).

No teste de pH os isolados foram submetidos a meios com alto nivel de acidez (pH 5) e
alcalinidade (pH 9) regulados com acido acético (absoluto) e hidroxido de potassio (1M),

posteriormente foram mantidas em temperatura ambiente durante 7 dias.
2.4 Autenticacéo das Estirpes

Feito uma matriz binaria baseada nas caracteristicas fenotipicas e posteriormente o
dendrograma de similaridade, foram selecionados 25 isolados para a autenticacdo baseado nos
grupos formados no dendrograma. Neste teste foi avaliado a capacidade de promoc¢ao do
desenvolvimento vegetativo de leucena a partir da inoculacéo destas estirpes. Os inoculantes foram
preparados em meio liquido, sob agitacdo constante por 24 horas., estes foram inoculados em
sementes desinfestadas de leucena postas em papel de germinagdo encharcado em solucéo
nutritiva (Hoagland & Arnon) integrada em um recipiente estéril de vidro. O experimento foi
inteiramente casualizado com 3 repeticdes de cada tratamento, sendo eles: tratamento controle
contendo solu¢édo com baixo teor de nitrogénio e nenhuma inoculagdo; tratamento com alto teor de
nitrogénio e nenhuma inoculagéo; tratamento com baixo teor de nitrogénio e inoculagédo de estirpe
comercial (SEMIA 6153); tratamento com baixo teor de nitrogénio e inoculacdo das estirpes isoladas

adquiridas dos nédulos.
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Figura 1: Teste de autenticagdo realizado em casa de vegetacéo.

O teste de autenticagdo foi conduzido em casa de vegetacdo (Figura 1) ao decorrer de 45
dias e feito a reposi¢éo de solucao nutritiva de acordo com o volume contido no recipiente. Apés a
retirada do experimento foram avaliados parametros de desenvolvimento das mudas como: altura e
diametro da parte aérea; massa seca da raiz e da parte aérea (quantificados ap0s secagem na
estufa a 55°C por 72hrs). Em seguida, os valores da massa seca da parte aérea (MSPA) dos
isolados e do tratamento com alto teor de nitrogénio, foram postos em um calculo de eficiéncia

relativa para averiguar o acumulo da massa seca de ambos os tratamentos.

Efr = (MSPA inoculado / MSPA comn) X 100

Utilizando o software R, os parametros de crescimento vegetal foram sujeitos ao teste
Shapiro-Wilk para averiguar se os dados tinham uma distribuicdo normal. Constatado que n&o havia
uma distribuicdo normal entre eles, foi necessério utilizar o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
(Kruskal e Wallis, 1952) para analisar se havia diferenca significativa entre todos os parametros
avaliados, ou seja, se o desenvolvimento vegetal era diferente de acordo com os tratamentos
utilizados. Foi utilizado o pacote “agricolae” (Mendiburu, 2021) para o teste de analise de Kruskal-
Wallis.
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo morfofisiolégica e diversidade das estirpes

Obtivemos 31 isolados de leucena da area 1 e 44 da area 2 resultantes da riscagem dos
nodulos, um total de 75 estirpes. Estes isolados em sua maioria foram de crescimento rapido
(81,57%), acidificaram o meio de cultura (81,57%), tinham a coloracdo amarela (61,84%), além de
serem caracterizadas como coldnias pequenas com o didmetro menor que 1 mm (86,84%). Em
relacdo a producdo de muco 43,42% das estirpes produziram moderadamente, enquanto apenas
6,57% produziram de forma abundante A consisténcia do muco produzido foi variada, ndo tendo
uma diferenca significativa entre as caracteristicas butirica (26,31%), viscosa (22,36%), gomosa
(22,36%) e aquosa (19,73%), porém a consisténcia seca (9,21%) apareceu em menor quantidade.
Quanto a 6ptica houve um predominio de colénias opacas (55,26%) e translicidas (42,10%), sendo

apenas 2,63% consideradas transparentes (Tabela 1).

A alteracdo do pH no meio de cultura YMA é utilizada para diferenciacdo dos géneros de
rizébios, onde Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium séo capazes de acidificar o meio, e em
contrapartida Azorhizobium e Bradyrhizobium alcalinizam o meio. A habilidade de réapido
crescimento, acidificacdo do meio YMA e produc¢do de muco, sd@o relacionados a rizobactérias
pertencentes ao género Rhizobium (Lima et al 2012). Desde a década de 70, estudos reportam que
a habilidade de um rapido crescimento e acidificagdo do meio de cultura desempenha uma
vantagem competitiva das estirpes quando comparado com isolados de crescimento lento e que
alcalinizam o meio, principalmente com associacdo a capacidade saprofitica e coloniza¢do dos

locais de infeccdo (Bushby & Marshall, 1977)

O dendograma construido (Fig. 2) com as caracteristicas morfofisiolégicas dos 75 isolados
de ambas as areas resultou na formacgéo de 13 grupos. O grupo |, representado apenas pela estirpe
N7A2LIS3, é o grupo que possui a maior dissimilaridade entre os demais. O grupo IX foi o mais
abundante contendo 30 isolados, englobando estirpes das duas areas, e os grupos |, VIl e XII,
foram os menores e menos diversos contendo apenas uma estirpe representante. Os grupos VI e
Xll possuem estirpes apenas da area 1, enquanto os grupos |, VIl e Xl possuem apenas
representantes da area 2. As areas apresentaram diversidade parecida, uma vez que a area 1 foi
representada em dez grupos e a area 2 em onze dos 13 agrupamentos. O grupo IX foi o que
apresentou um maior nimero de isolados com 100% de similaridade, um total de 17 estirpes. Porém,
apenas um par de isolados similares correspondiam a areas diferentes (N8A2LIS1 e N6A1LIS3),
todas as outras estirpes similares eram da mesma area (Al ou A2). Apés a identificacdo de isolados
similares em todos os grupos, o numero de estirpes morfologicamente distintas reduziu de 75 para
40. O grupo IX com 30 representantes, apresentou apenas 13 estirpes com caracteres diversos,

sendo o grupo mais diverso.
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Figura 1: Dendograma de similaridade com base em caracteristicas morfoculturais dos isolados de nédulos
da Leucaena leucocephala da regido amazoénica maranhense.
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Tabela 1. Grupos morfoculturais de rizobios baseado nas sete caracteristicas fenotipicas das colbénias. *TC =

tempo de crescimento, D = didmetro, pH = altera¢cdo do pH do meio, MUCO = produg¢do de muco, CONS =

consisténcia do muco, OPTICA = passagem de luz pela col6nia, COR = cor da coldnia, N° = nimero de estirpes.

CARACTERISTICAS

GRUPOS TC D pH MUCO CONS. OPTICA COR N°

| lenta <1 alcalina escasso aguosa transparente  incolor 1

. pouco,
muito lenta. . aquosa,
Il <1 acida escasso, o opaca creme 3
lenta butirica
moderado
omosa opaca,
I} rapida <1 acida moderado 9 ' transparente  creme 8
aquosa )
, translucida
v rapida, muito neutra, pouco, gomosa, translucida, creme, 8
lenta acida moderado aquosa opaca, amarela
acida,

\% rapida entre 1 alcalina, pouco, escasso seca, butirica opaca creme, 5

P e2,<1 P ’ ’ P amarela
neutra

\! i

rapida <1 neutra escasso seca opaca amarela 1
rapida, entre 1 alcalina, escasso, butirica, opaca,

\i| . S . ) amarela 2
intermediaria e 2,<1  acida moderado gomosa translucida

. entre 1 . .
VI rapida 02 acida moderado viscosa opaca amarela 5

. gomosa,

rapida, L
. . entrel . moderado, butirica, opaca, amarela,
IX intermediaria, acida . 30
. e2,<1 pouco, escasso aquosa, translucida creme
muito lenta .
viscosa, seca

X intermediaria, entre 1 escasso, butirica, translucida,
lenta, rapida e 2,<1  acida moderado viscosa opaca amarela 4

entre 1 escasso, gomosa,

X rapida, e2, abundante, viscosa, translucida, incolor,
intermediaria <1 acida moderado aguosa opaca amarela 5
intermediaria <1 acida abundante viscosa translucida creme 1

Xl

menor  acida, abundante, gomosa, amarela,
Xl rapida, lenta que 1 alcalina pouco butirica translucida  incolar 3
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As caracteristicas presentes em cada grupo e que os diferenciam sdo mostrados na Tabela
1, onde é possivel observar que a maioria dos grupos tem uma variedade de caracteres. Os grupos
IX e XI sdo os mais diversos, possuindo um nUumero maior de caracteristicas (18 e 15
respectivamente), enquanto os grupos |, VI, VIII e Xll sdo 0os menos diversos, possuindo apenas

uma caracteristica comum a todos.

3.2 Testes Fisioldgicos

No presente estudo, dos 40 isolados distintos morfologicamente, 25 estirpes nativas foram
selecionadas de acordo com o grau de similaridade do dendograma para o teste de autenticacéo

juntamente com a estirpe comercial SEMIA 6153 (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizagdo das estirpes quanto a resisténcia a fatores abidticos. (*MR = muito rapido (1 dia), R
= rapido (2-3 dias), | = intermediario (4-5 dias), L = lento (5-10 dias) e X = sem crescimento.)

ESTIRPES NaCl (1%) NacCl (2%) NaCl (3%) Temperatura (45°C) pH (5%) pH (9%)

SEMIA 6153 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N1A11S2 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N3A1 1S3 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N3A1 IS4 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N4A1 1S2 MR R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N4A1 1S4 R R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
NB6A1L IS2 MR R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N8A1 IS1 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N10A1 IS1 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N1A2 IS1 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N2A2 IS2 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N3A2 1S2 R R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N4A2 1S4 MR R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N6A2 I1S1 MR R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
NB6A2 IS3 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N7A2 1S3 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
NB8A2 IS2 MR X MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N10A2 I1S2 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N11A2 IS1 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N11A2 IS2 R R MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N11A2 IS3 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N12A2 IS1 MR MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N13A2 IS1 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N15A2 IS1 R MR R R C (1-3dias)  C (1-3 dias)
N20A2 IS1 R R X X C (1-3dias)  C (1-3 dias)

N20A2 IS2 MR MR MR MR C (1-3dias)  C (1-3 dias)
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No teste de tolerancia a salinidade, todos os isolados cresceram no meio com concentracéo
de 1% de NaCl. Os isolados N4A1LIS4, N3A2LIS2, N11A2LIS2, N15A2LIS1 e N20A2LIS1 tiveram
0 crescimento rapido com aparecimento de col6nias a partir do terceiro dia, enquanto todos as outras
estirpes apresentaram o crescimento muito rapido (1° dia). Esta tolerancia ao estresse salino torna-
se uma caracteristica complexa pois envolve ndo s6 a habilidade da bactéria de tolerar este estresse
como também a velocidade da resposta a se adaptar a essas mudangas ambientais (Ali et al., 2009).
Arbi et. al (2015) relata que esta adaptagdo a tolerancia salina esta associada a tolerancia a seca

nestes ambientes em determinadas épocas do ano.

Nas concentracdes de 2% e 3% de NacCl, apenas 1 isolado em cada teste ndo apresentou
resisténcias ao nivel de salinidade, sendo a estirpe N8A2LIS2 no teste de 2% e a N20A2LIS1 em
3%. Entretanto, a estirpe N8A2LIS2 teve o crescimento muito rdpido em 1% e 3% de NaCl, é
provavel que durante a repicagem do isolado na placa de petri tenha sido inoculado um namero
menor de células bacterianas, fazendo com que a inibicdo de crescimento pelo nivel de salinidade
tenha sido mais eficiente. As estirpes que foram ao teste nas duas concentracdes (2% e 3%),
exibiram o crescimento muito rapido ou rapido, demonstrando uma adaptacéo favoravel a este fator.
Divergente dos resultados encontrados, Nogales et al (2009) observou que o aumento da
concentracdo de sal no meio tem efeito retardante no crescimento das colbnias nas primeiras 24 a
48 horas, devido a toxicidade direta através do estresse osmotico. Thrall et al. (2008) e Ali et al.
(2009) também relataram em seus estudos que com o aumento das concentracdes de NaCl houve
um efeito negativo na taxa de crescimento das rizobactérias, e que na auséncia da salinidade os
mesmos apresentam crescimento reduzido, concluindo que a tolerancia ao estresse salino e a taxa
de crescimento estdo correlacionados positivamente. Esta tolerancia a altos niveis de estresse
salino em todas os isolados de rizobactérias indigenas pode ser devido a adaptacao fisiolégica ao
solo nativo (BHARGAVA et al., 2016), j& que todas as estirpes foram retiradas da mesma regiao
geografica e ambos o0s locais apresentavam solo degradado. Analogo aos resultados expostos,
estudos de Hashem et al., (1998) relataram que estirpes indigenas de Leucena também
apresentaram crescimento significativo em meio de cultura com 3% de NaCl, podendo tolerar
também meios acima de 4% de salinidade.

Ambos os solos estudados neste trabalho apresentavam uma caracteristica acida, o que
pode ter levado a selecdo destes microrganismos mais resistentes a altos niveis de salinidade. A
utilizacdo de rizobactérias resistentes a este fator limitante podem levar a bioestimulacao da planta,
podendo induzir uma tolerancia sistémica e reduzir os danos causado pelo excesso de sais (SILVA
et al., 2019; LIMA et al., 2022)

Com relacdo ao agente temperatura, todos os isolados de leucena apresentaram resisténcia
ao teste com temperatura de 45°C, onde 11,5% das estirpes apresentaram o crescimento rapido (2
a 3 dias) enquanto 88,5% tiveram o crescimento muito rapido (1 dia). A tolerancia dos rizébios as
condicdes de alta temperatura (45°) pode estar associada com a adaptacdo desses microrganismos

ao ambiente quente das areas estudadas (ARBI et al., 2015). Foi possivel observar que ao serem
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expostas a um alto grau de temperatura, alguns isolados de leucena apresentaram um aumento na
producé@o de muco de forma abundante ocupando toda a placa de petri e acidificando o meio mais
rapidamente, como pode ser observado nas figuras 1 e 2. Alteragbes na producdo de
exopolissacarideos de estirpes de Rhizobium j& foram relatadas por Cunha et al (2018) e Kulkami e
Nautiyal (2000) perante circunstancias de estresse como: temperatura, pH, concentracdo de
oxigénio e pressdo osmotica. Este comportamento pode estar relacionado a sobrevivéncia destes
microrganismos frente a agentes ambientais, osmorregulacdo e situacdes de stress (SPAINK,
2000). Ao longo do teste ndo foi observado uma diferenca significativa entre o crescimento dos
isolados em temperatura ambiente e em temperatura extrema. Divergente deste resultado, em
estudos de Ali et al (2009) com isolados de regides secas de Rajasthan (India), relatam que houve
uma reducdo eminente no crescimento das rizobactérias na temperatura de 45°C, onde a maioria
apresentou crescimento moderado. Estudos realizados por Hashem et al (1998) em diferentes
regibes do Egito, identificaram cepas de Leucena que obtiveram um desempenho simbidtico
correlacionado com a capacidade destes microrganismos de crescer em cultura nestas
temperaturas extremas. Alexandre et al (2012) destaca que algumas cepas possuem a capacidade
de crescer em temperaturas acima de 40°C, porém sua habilidade de nodulagéo € perdida, pois
este fator tem efeito inibitério na aderéncia destes microrganismos aos pelos radiculares além de

afetarem a formacéo de fios de infecgéo.

Figura 3: Estirpe N3A2LIS2 crescida na temperatura ambiente (a esquerda) e na temperatura de 45°C (a
direita).
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Figura 4: Diferenca das estirpes inoculadas em temperatura normalr(p—iacas de kcima) e inoculadas na
temperatura de 45°C (placas de baixo), demonstrando a rapida acidificacdo do meio em 24hrs.

A respeito do teste de pH, todas as estirpes submetidas ao teste de pH cresceram nos
primeiros 3 dias e tiveram comportamentos diferentes. Em relacao a diferenca de crescimento em
ambos 0s meios, a maioria cresceu igualmente, somente cinco estirpes (N12A2LIS1, N1A1LIS2,
N6A2LIS3, N10ALLIS1, N6A2LIS1) tiveram um desenvolvimento maior no meio acido enquanto no
meio alcalino apenas trés (N1AL1LIS1, N8A2LIS2 e N15A2LIS1) se desenvolveram melhor nesta
condicdo. Em estudos de Oliveira e Magalhdes (1999) com rizobactérias presentes em solos da
Amazdnia, e Campos et al (2010) em solos do Pantanal mato-grossense, evidenciaram isolados
gue também nédo tiveram um crescimento significativo em pH alcalino, mostrando que essa condi¢ao
foi prejudicial aos isolados avaliados, onde menos de 9 estirpes foram favorecidos neste nivel de
pH. Em contrapartida, em trabalhos de Cunha (2018) os isolados submetidos ao pH 4 e 10,
apresentaram resisténcia apenas ao pH alcalino, nenhuma apresentou colénias no pH &cido, o que

pode ser explicado pela area ser um perimetro irrigado.

No que se refere a producado de muco, trés estirpes (N1A2LIS1, N6ALLIS2, N8A2LIS2)
produziram mais muco no pH alcalino, e sete estirpes produziram mais no pH &cido. De todos os 26
isolados, 16 foram capazes de acidificar o0 meio na condicdo alcalina. Resultados semelhantes a
estes foram encontrados em estudos de Campos et al (2010), onde 80% dos isolados acidificaram
0 meio alcalino e produziram muco. Esta sobrevivéncia e crescimento das rizobactérias sao
influenciadas pelo pH do solo pois 0 mesmo altera a permeabilidade da membrana e absor¢éo de
nutrientes. Devido a isto, 0 pH neutro € o que permite uma melhor absorcdo de uma quantidade
necessaria de nutrientes, resultando entdo em um 6timo crescimento bacteriano (BHARGAVA et al.,
2016). Oliveira e Magalhédes (1999) destacam que o teste de tolerancia a acidez pode ser o pioneiro
na selecdo de estirpes recomendadas para o0s solos amazdnicos, e as mesmas devem ser testadas
em razao das diversas condicdes presentes em solos da Amazoénia. Em relacdo a estirpe comercial
SEMIA 6153, ela apresentou uma alta resisténcia a todos os fatores abioticos, tendo um crescimento
muito rapido tanto nos testes de salinidade quanto no de temperatura e pH, comprovando ser tao

adaptavel a condi¢des extremas quanto as estirpes nativas.
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Figura 6: Estirpe N12A2LIS1 submetida ao pH 5 (imagem a esquerda) e ao pH 9 (imagem a direita)

Ambas as areas estudadas neste trabalho, tanto a de pastagem quando a de roga no toco,
apresentam solos degradados sendo entdo um fator seletivo para a adaptacdo dos microrganismos

presentes as condi¢Bes extremas de temperatura, salinidade e pH presentes nestas duas areas.

3.3 Teste de Autenticacao

Para avaliar a capacidade de promocé&o de crescimento das estirpes nativas comparada a
estirpe comercial e adubacéo nitrogenada, foi realizado o teste de autenticacdo. Neste teste ndo
houve uma diferenga significativa entre os resultados estatisticos dos tratamentos realizados com
as estirpes indigenas, a estirpe comercial e com o tratamento com alto teor de nitrogénio. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos de Araugjo et al (2010) onde evidenciaram que nao
existiu diferenca significativa entre os tratamentos com NPK, inoculado e coinoculado

(Bradyrhizobium e Bacillus subtilis), porém obtiveram valores menores no tratamento controle.
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Tabela 3. Resultado dos parametros de desenvolvimento vegetal entre todos os tratamentos (controle, controle
com alto teor de nitrogénio, inoculante comercial e estirpes indigenas) utilizados no experimento de
autenticacdo. (APA = altura da parte aérea, DPA = diametro caulinar, MSPA = massa seca da parte aérea,
MSR = massa seca da radicula, Efr = eficiéncia relativa de nitrogénio. Teste estatistico de Kruskal-Wallis com
p <0.05))

TRATAMENTOS APA (cm) DPA (cm) MSPA () MSR () Efr (%)
Controle 8,4a 0,12 a 0,05a 0,05 ab 45,45
Controle alto teor de N 8,77 a 0,12a 0,11a 0,11a 100,00
SEMIA 6153 9,23 a 0,14 a 0,08 a 0,11 ab 72,73
N1A1 1S2 91la 0,12a 0,05a 0,04 ab 45,45
N3A1 1S3 7,6 a 0,09 a 0,04 a 0,04 a 36,36
N3A1l 1S4 10,8 a 0,11a 0,09 a 0,01b 81,82
N4A1 1S2 8,07 a 0,11a 0,04 a 0,05 a 36,36
N4A1l 1S4 7,46 a 0,12 a 0,05a 0,05a 45,45
N6A1 I1S2 11,16 a 0,13 a 0,06 a 0,02 a 54,55
N8A1 IS1 8,25a 0,la 0,04 a 0,03 a 36,36
N10A1 IS1 9,13 a 0,13 a 0,07 a 0,08 a 63,64
N1A2 IS1 10,45 a 0,13 a 0,08 a 0,03 a 72,73
N2A2 1S2 8a 0,12 a 0,05 a 0,05a 45,45
N3A2 1S2 8,26 a 0,13 a 0,03 a 0,05a 27,27
N4A2 1S4 7,23 a 0la 0,03 a 0,03 a 27,27
N6A2 IS1 10,35 a 0,11a 0,07 a 0,04 a 63,64
N6A2 IS3 10,33 a 0,19 a 0,11a 0,05a 100,00
N7A2 1S3 9,3a 0,13 a 0,06 a 0,12 a 54,55
N8A2 IS2 10,47 a 0,17 a 0,12 a 0,7a 109,09
N10A2 I1S2 11,53 a 0,13 a 0,11a 0,03 a 100,00
N11A2 IS1 9,63 a 0,13 a 0,08 a 0,02 a 72,73
N11A2 1S2 8,43 a 0,13 a 0,06 a 0,04 a 54,55
N11A2 1S3 9,05a 0,18 a 0,07 a 0,05a 63,64
N12A2 IS1 8,25 a 0,13 a 0,04 a 0,04 a 36,36
N13A2 IS1 92a 0,14 a 0,05a 0,06 a 45,45
N15A2 IS1 8,7a 0,17 a 0,11a 0,12 a 100,00
N20A2 IS1 8,96 a 0,15a 0,09 a 0,09 a 81,82
N20A2 I1S2 8,33 a 0,11a 0,06 a 0,04 a 54,55

Apesar de ndo diferir estatisticamente dos demais isolados, a estirpe N8A21S2 foi a Unica
que se sobressaiu em comparacdo ao tratamento com adubacgdo nitrogenada quanto a eficiéncia
relativa de nitrogénio, sendo um isolado relevante para futuros testes como o sequenciamento
genético, testes de produgcdo de hormoénios de crescimento vegetal, novos testes de eficiéncia e
capacidade de nodulagdo. Outras estirpes como a N6A2IS3, N10A2IS2 e N15A2IS1 também nédo
apresentaram resultados estatisticamente significativos, porém obtiveram bons resultados
semelhantes ao teste com alto teor de N, podendo ser vistas também como promissoras para novos
testes. J4 em relacdo a nodulacao nao foram observados a formacao de nédulos nos tratamentos

com estirpes indigenas, assim como nos testes com a estirpe comercial. Isto pode ter acontecido
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pois, apods o isolamento e armazenamento das bactérias, a habilidade de nodulacéo das estirpes
isoladas dos nédulos pode ser perdida, especialmente para as bactérias que possuem os genes da
simbiose em plasmideos (Santos et al., 1996), assim como a alta temperatura no periodo do
experimento, que causa a perda da habilidade de infec¢cdo e nodulacdo destes isolados. No
tratamento com fertilizag&@o nitrogenada, utilizado como controle positivo no teste de autenticagéo,

como ja esperado ndo houve formacao de nodulos.
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Figura 7: Desenvolvimento vegetal em tratamento Controle (A), com alto teor de nitrogénio (B), estirpe
N7A2IS3 (C), estirpe N8A2IS2 (D).

Decker (2008) ressalta que o desenvolvimento radicular da leucena é sensivel a fatores
abiéticos como a intensidade luminosa, o que pode ter ocorrido durante o experimento e provocando
0 pouco desenvolvimento radicular das mudas. Resultados de Souza et al (2007) e Bala et al (2003)
corroboram com essa afirmativa visto que em seus estudos a leucena apresentou menor
desenvolvimento radicular e uma grande dificuldade de nodulag&o por estirpes de rizébio nativos de
diferentes solos. Portanto, um menor e lento crescimento radicular tem um efeito negativo na
simbiose destes microrganismos, visto que afeta a colonizacéo destes nos locais de infeccdo. Em
nossos resultados os isolados da area 2 (pastagem) foram mais eficientes que os isolados da &rea
1 (roca no toco), isso pode ter sido devido a esta pratica de queima afetar diretamente as
propriedades do solo e os organismos vivos presentes nele (SLATTERY et al., 2001), enquanto
solos de pastagem dependendo da intensidade podem favorecer o crescimento das raizes e
consequentemente de exsudados e influenciar na diversidade e densidade de microrganismos na
area, aumentando a eficiéncia dos isolados (CHAVEZ et al.,, 2011). J4 a estirpe comercial
apresentou uma eficiéncia relativa 25% menor que o tratamento controle com alto teor de nitrogénio,
0 que pode ter se dado em funcdo dos fatores abidticos que interferem em sua capacidade de
infeccao, consequentemente sua habilidade nodulifera e expressao de hormdnios de crescimento
vegetal. Entretanto, a mesma se mostrou apta a tolerar estresses em meio a temperatura, salinidade

z

e pH extremos. A técnica de cultivo € um fator consideravel, visto que o mesmo afeta as
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propriedades quimicas do solo, influenciando assim a sobrevivéncia dos rizébios, prejudicando a
nodulacao, e expondo-os a condices com menos carbono ativo afetando assim suas demandas
energéticas (NWAGA, et al., 2010).

Os resultados presentes demonstram que ha uma grande diversidade de rizobactérias
nativas simbiontes de Leucena nas areas estudadas, realcando sobre as condicfes locais e a
interferéncia do manejo do solo sobre a comunidade microbiolégica. Ja quando consideramos os
parametros de crescimento vegetal analisados em Leucena perante a inoculacdo dos isolados
indigenas, conclui-se que ndo houve uma diferenca significativa entre eles e os tratamentos
controle, alto teor de nitrogénio e estirpe comercial. No que se refere a testes fisiolégicos, os isolados
apresentaram Otimos resultados, tendo um crescimento rapido perante todas as condi¢cdes de
estresse extremo. Embora a capacidade de crescimento in vitro de um isolado ndo é
necessariamente interligada com a sua capacidade de sobrevivéncia ao meio nas exatas condicdes,
testes fisiolégicos correspondem a primeira fase de selec@o de estirpes para regido amazénica
maranhense, onde futuramente poderdo ser submetidas a novos testes e assim selecionadas para

serem utilizadas como inoculantes especificos da regio.

4 CONCLUSOES

As amostras de solo da Amazbnia maranhense apresentaram uma grande diversidade
morfofisiolégica de rizobactérias de Leucena, sendo encontradas 40 estirpes morfofisiologicamente
distintas. Mais de 90% dos isolados encontrados em ambos 0s solos mostraram aspectos
morfofisiolégicos similares as bactérias do género Rhizobium. Todos os isolados foram aptos aos
testes de estresse extremo quanto ao pH, salinidade e temperatura. Grande parte das estirpes
nativas apresentaram eficiéncia relativa similar ou préxima ao tratamento controle com alto teor de
nitrogénio. Estudos futuros s&o indicados para a identificacdo desses isolados por meio de
sequenciamento do gene 16s rRNA, principalmente devido a plasticidade por eles apresentada

durante os testes laboratoriais.
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