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RESUMO

Bactérias diazotréficas nao simbidticas (BDNS) atuam no desenvolvimento
das plantas por meio da fixagao bioldgica de nitrogénio e também pela producéao e
liberacao de substancias reguladoras do crescimento vegetal. Este estudo objetivou
avaliar a densidade e diversidade fenotipica desse grupo de bactérias em fragmentos
de solo da Reserva Biologica Serra dos Toledos e entorno, em Itajuba/MG. Essa
reserva localiza-se na Area de Prote¢cio Ambiental da Mantiqueira, constituindo-
se em uma importante area de recarga e de abrigo a flora e fauna endémicas.
Amostras de solo superficial foram coletadas em areas com diferentes declividades
na reserva, em épocas representativas das estacoes de inverno (setembro/2006) e
verao (abril/2007). A densidade, avaliada pelo namero mais provavel, utilizando os
meios de cultura NFb, JNFb e Fam, para Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e
A. amazonense, respectivamente, variou de 0,12 a 75,60 (NMP x 105) bactérias g!
solo seco. Foram obtidos 172 e 174 isolados, respectivamente para as amostras de
inverno e verao, dos quais 30 e 55 % apresentaram similaridade igual ou superior a
70 % com as estirpes-tipo Azospirillum brasilense, A. amazonense, A. lipoferum,
Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia brasilensis. O resultado do
comportamento dos isolados com base na tolerancia a salinidade nem sempre foi
semelhante ao obtido pelas caracteristicas fenotipicas culturais a 70 % de
similaridade, sendo indicado para estudos complementares de diversidade desses
organismos. As BDNS apresentam potencial de utilizacao em estudos de avaliacao
da qualidade e sustentabilidade de ecossistemas. No entanto, apesar da alta
densidade e diversidade fenotipica em solos da reserva, maiores valores foram
obtidos no entorno, evidenciando o efeito positivo da cobertura vegetal do tipo
gramineas sobre elas, independentemente da variacao climatica.

Termos de indexacédo: fixacao biolégica de nitrogénio, reserva biolégica,
Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia.
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SUMMARY: DENSITY AND PHENOTYPIC DIVERSITY OF NON-SYMBIOTIC
DIAZOTROPHIC BACTERIA IN SOILS OF THE BIOLOGICAL
RESERVE SERRA DOS TOLEDOS, ITAJUBA (MG)

Non-symbiotic diazotrophic bacteria (NSDB) influence plant growth through biological
nitrogen fixation and also production and release of plant growth-regulating substances. The
aim of this study was to evaluate the density and phenotypic diversity of this bacterial group in
fragments of the “Reserva Biolégica Serra dos Toledos” and surroundings, in Itajubd/MG.
This reserve is located in the environmental protection area of Mantiqueira and represents an
important recharge area and shelter for endemic flora and fauna. Topsoil samples were
collected in areas with different slopes in the reserve and surroundings, at the end of the winter
season (September/2006) and of the summer (April/2007). Population densities were evaluated
by the Most-Probable-Number method (MPN) using the growth media NFb, JNFb and Fam
for Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. and A. amazonense, respectively, and a range of
0.12t0 75.60 (MPN x 10°) bacteria g1 dry soil was observed. In September/2006, 172 isolates
were obtained, of which 30 % had a similarity of at least 70 % with the reference strains. In
April/2007, 174 isolates were obtained, in 55 % of which a similarity of at least 70 % was
observed with the reference strains evaluated (Azospirillum brasilense, A. amazonense, A.
lipoferum, Herbaspirillum seropedicae and Burkholderia brasilensis). The results based
on salt tolerance of the isolates were not always similar to those related to phenotypic similarity
of 70 % of the cultures; so salt tolerance is recommended for additional diversity studies on
these NSDB. The NSDB are indicated for studies on quality and sustainability of ecosystems.
Houwever, despite the high bacteria population density and phenotypic diversity in soils of the
reserve, higher values were observed in the neighboring areas, showing the positive effect of a
grass cover, regardless of climatic variations.

Index terms: biological nitrogen fixation, biological reserve, Azospirillum, Herbaspirillum,

Burkholderia.

INTRODUCAO

O N é geralmente considerado o nutriente mais
limitante para o crescimento de plantas no seu
ambiente natural (Buchanan et al., 2000). Na
natureza, esse elemento é encontrado em abundancia
em uma forma quimicamente estavel (N,), a qual ndao
é acessivel a maioria dos seres vivos, sendo necessaria
a sua transformacao para uma forma combinada que
facilite sua assimila¢do (Marin et al., 1999). Segundo
Moreira & Siqueira (2006), apenas uma pequena
parcela das espécies de procariotos possui a enzima
nitrogenase, que é capaz de reduzir o Ny para a forma
inorganica combinada NHj, disponivel as plantas e
outros organismos, sendo estes organismos
denominados diazotréficos e 0 mecanismo responsavel
pela incorporacgdo de N a biomassa é chamado de
fixagdo bioldgica de Ny (FBN).

Entre os sistemas bioldgicos capazes de aproveitar
o N diretamente da atmosfera, a simbiose rizobio-
leguminosa tornou-se o mais especializado, com
destaque para a cultura da soja, onde até 94 % do N
requerido pelas cultivares mais produtivas pode ser
fornecido pela FBN (Hungria et al., 2006). Um dos
grandes interesses dos pesquisadores é a extensio
desse processo bioldgico para outras culturas, como
gramineas e cereais, principalmente as de grande
importancia socioeconémica (Sala et al., 2005). As
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associagbes entre bactérias diazotrdficas e néo
leguminosas sdo denominadas comumente de simbiose
associativa ou fixacdo de Ny associativa (Baldani et
al., 1997a). Essas bactérias diazotréficas néo
simbiéticas (BDNS), assim chamadas por Kennedy
et al. (2004), apesar de serem aerdbias, apenas
conseguem fixar o Ny quando este se encontra como
Unica fonte de N em condi¢ées microaerodfilas
(Dobereiner, 1992).

Entre as BDNS mais estudadas destacam-se
aquelas pertencentes aos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia, que ja foram isoladas
de plantas como arroz (Rodrigues et al., 2006), milho
(Perin et al., 2006), cana-de-a¢tucar (Reis Junior et
al., 2000) e Brachiaria spp. (Reis Junior et al., 2004).
Estudos consideram bactérias do género Azospirillum
como diazotroéficas facultativas, sendo capazes de
colonizar raizes de plantas ndo leguminosas interna e
externamente (Baldani et al., 1997a). O género
Herbaspirillum, apesar de também sobreviver no solo,
é comumente encontrado no interior de raizes e
também na parte aérea das plantas (Olivares et al.,
1997), assim como o género Burkholderia, que teve
sua capacidade diazotroéfica descoberta na década de
90 (Baldani et al., 1997D).

As BDNS podem desempenhar importante papel
na sustentabilidade dos ecossistemas, uma vez que
incorporam Ny por meio da fixagdo bioldgica, podendo
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produzir e liberar substancias reguladoras do
crescimento vegetal (Dobbelaere et al., 2003), como
auxinas, giberelinas e citocininas, as quais contribuem
para melhorar a nutrigdo mineral e utilizagéo de agua
pelas plantas (Bazzicalupo & Okon, 2000). No entanto,
Bashan & Holguin (1997) relataram que a ocorréncia
e a atividade dessas bactérias no solo e na planta,
ressalvando as condi¢oes de ambiente favoraveis, sdo
fortemente influenciadas por estresses fisicos (baixa
umidade e alta temperatura), quimicos (acidez e baixos
teores de nutrientes e C) e bioldgicos (espécie vegetal
néo hospedeira).

Diversos trabalhos tém sido realizados nos altimos
anos nessa area de BDNS no Brasil, principalmente
em culturas como trigo (Sala et al., 2007), milho (Reis
Junior et al., 2008), cana-de-ac¢ucar (Oliveira et al.,
2009), arroz (Ferreira et al., 2010), abacaxi (Baldotto
et al., 2010), entre outras, evidenciando o potencial
dessas bactérias no crescimento das culturas.

A Reserva Biolégica Serra dos Toledos localiza-se
na Area de Protecdo Ambiental da Mantiqueira, sendo
o maior trecho de Mata Atlantica preservada da regido
sul mineira, abrigando grande diversidade de espécies
da fauna e flora endémicas (Itajub4a, 2002a). E um
ecossistema rico em mananciais e participa do
fornecimento de agua potavel ao municipio de Itajuba/
MG. A avaliacdo das BDNS dentro da reserva foi
definida em razio da importancia na incorporacio de
N ao solo e devido a possibilidade de esses
microrganismos indicarem variac¢ées de atributos
edaficos, comuns em areas de interferéncia antropica.
Esses estudos, aliados a outros, servirdo como
ferramentas para a elaboracio de um plano estratégico
de gerenciamento da reserva.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade
e diversidade fenotipica de isolados de BDNS
pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum
e Burkholderia, em solos sob gradientes de declividade
na Reserva Biolégica Serra dos Toledos e entorno, em
duas épocas contrastantes (setembro/2006 e abril/
2007).

MATERIAL E METODOS

Apoés levantamento de dados sobre mapas de
declividades da Reserva Biologica Serra dos Toledos,
foram selecionadas trés 4dreas no seu interior,
representativas dessas variacoes de gradientes. Uma
area fo1 selecionada fora da reserva e sob acio
antropogénica, para confronto dos resultados. As areas
estudadas foram: Area Plana (P): area em relevo
suave a suave ondulado, 0,13 m m'! de declive
(22 °25° 48,8 ”sule 45 ° 227 18,3 ” oeste) e altitude
de 1.311 m; Area Mediana (M): area em relevo
ondulado, declive de 0,35 m m1 (22 ° 25 33,3 "sule
45°22°20,9 " oeste) e altitude de 1.306 m; Area
Inclinada (I): Area em relevo montanhoso, 0,56 m m'!
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de declive (22 ° 257 45,5 "sul e 45 ° 22 17,0 ” oeste)
e altitude de 1.307 m; e Area Fora (F): area de média
a baixa declividade, localizada fora da reserva
(22°257282” sul e 45°22°15,0” oeste), com
altitude de 1.307 m, onde se pode observar a presenca
de gado e vegetacgdo de campo (pasto abandonado em
sucessio, com dominio de braquiaria (Brachiaria
spp.)). Estudo realizado pelo Instituto Estadual de
Florestas (IEF) nesse ecossistema revela a presenga
de espécies importantes, como peroba (Aspidosperma
parvifolium), angico (Parapiptadenia rigida),
jacaranda (Jacaranda mimosifolia), cedro (Cedrela
fissilis), jequitiba (Cariniana estrellensis), cajarana
(Spondias dulcis), candeia (Arisarum vulgare),
canelas (Nectandra lanceolata), araucaria (Araucaria
angustifolia) e grande variedade de bromélias (Vriesea
sp.) e orquideas (Dendrobium sp.), e baixa densidade
de gramineas no sub-bosque em virtude do elevado
sombreamento. Sua cobertura vegetal original é
representada pelo contato Floresta Ombrofila Densa/
Floresta Ombrdéfila Mista, sendo atualmente a maior
parte composta por vegetacio secundaria (Itajuba,
2002a).

Sob influéncia da elevada altitude da regido, o clima
da reserva é do tipo tropical temperado, com oscilagdes
bruscas de temperatura e predominancia de ventos
nordeste (NE), com temperatura média de 25 °C e
precipitacdo pluvial de 1.410 mm ano’l; as estacoes
do ano sédo bem definidas, com maiores temperaturas
e precipitacao pluvial durante os meses de veréo, e
clima frio e seco nos meses de inverno, com
temperaturas abaixo de 10 °C (Itajuba, 2002b).

Cada 4rea foi subdividida em cinco subdreas,
obtendo-se cinco amostras compostas, formadas por
cinco subamostras cada. As subamostras foram
retiradas em ziguezague, na profundidade de 0 a
10 cm, em setembro/2006 (representativa do inverno)
e abril/2007 (representativa do verdo), na distancia
de 10 m entre elas. As amostras de solo foram
acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas ao
Laboratdrio de Microbiologia, da UNIFEI peneiradas
em malha de 4 mm e mantidas a 4 °C até a
determinacéo dos atributos microbiolégicos. Para cada
amostra, determinou-se a umidade atual do solo. O
solo de todas as areas possui mesma formacio
litolégica (gnaisses finos, escuros a claros, muito
deformados), sendo classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo aluminico (Nassar, 2007).

Para a avaliacdo da densidade de BDNS, foram
preparados os meios de cultura com consisténcia
semissélida NFb para Azospirillum spp. e JNFb para
Herbaspirillum spp., conforme descrito em Dobereiner
et al. (1995), e o meio Fam para Azospirillum
amazonense, descrito em Magalhies (1983). Foram
realizadas diluigdes sucessivas das amostras de solo
em solucdo salina, de 10! a 10°%; dessas suspensaes,
0,1 mL foiinoculado em frascos contendo os meios de
cultura semissélidos, com trés repeticoes por dilui¢do.
Essas culturas foram mantidas sob incubacgio por
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7 dias a 28 °C, avaliando-se a presenca ou auséncia
de crescimento bacteriano pela formacao de pelicula
préxima a superficie no meio. As densidades de
bactérias foram avaliadas por meio do método do
numero mais provavel (NMP), para cada subdarea,
obtendo-se o NMP por grama de solo imido por meio
do programa MPNES (Woomer et al., 1990). Assim,
com os dados de umidade, pode-se obter o NMP por
grama de solo seco. A andalise de variancia, assim
como as pressuposicoes desse modelo (normalidade dos
dados e residuos e homogeneidade de variancias), e
testes de comparacoes multiplas (Duncan a 5 %) foram
feitos utilizando-se o programa R (R Development Core
Team, 2009) e seu complementar Tinn R, seguindo-
se a transformacéao dos dados para log(NMP). Cada
area amostrada foi considerada tratamento (com cinco
repeti¢cbes por area/tratamento), sendo todas
analisadas em delineamento inteiramente ao acaso.

Para obtencédo dos isolados de BDNS, procedeu-se
ao método utilizado por Melloni et al. (2004). Os
isolados crescidos no meio batata foram caracterizados
quanto a cor, diametro e consisténcia das colonias.
Os 1solados que apresentaram as mesmas
caracteristicas fenotipicas foram unidos em um grupo
fenotipico cultural. Em fun¢do do nimero de isolados
obtidos por grupo fenotipico, péde-se calcular o indice
de diversidade de Shannon & Weaver, que relaciona
ariqueza e uniformidade de espécies (Odum, 1983),
para cada area de estudo. As estirpes-tipo de
Azospirillum lLipoferum (BR11080), Azospirillum
brasilense (BR11001), Azospirillum amazonense
(BR11040), Herbaspirillum seropedicae (BR11175) e
Burkholderia brasilensis (BR11340) também foram
caracterizadas fenotipicamente em meio batata, para
comparacgio com os isolados previamente obtidos das
amostras de solo. Todos os isolados e estirpes-tipo
foram agrupados em dendrograma de similaridade pelo
método Complete Linkage e Distancia Euclidiana
(Everitt, 1993), por meio do programa STATISTICA
5.0 (Statistica, 1995), de acordo com os valores
atribuidos para as caracteristicas fenotipicas
(Quadro 1).
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Os resultados dos atributos microbiolégicos foram
submetidos a analise de componentes principais (PCA),
utilizando-se o programa PC-ORD 3.12 (McCune &
Mefford, 1997). Essa técnica é frequentemente
utilizada para reduzir o nimero de variaveis totais
para discussio, distribuidas de acordo com
componentes principais (CP) de maior correlacdo dos
dados (Baretta et al., 2008), tornando a analise mais
eficiente e mantendo a maioria ou todas as informacoes
originais (Reyment & Joreskog, 1993).

O teste de tolerancia a salinidade é recomendado
por Nobrega et al. (2004) para estudos de diversidade
fenotipica desse grupo bacteriano e foi empregado no
presente trabalho a fim de avaliar o comportamento
dos isolados e estirpes-tipo em relacdo aos
dendrogramas elaborados por meio de atributos liga-
dos aos aspectos morfolégicos das colonias. Para essa
andlise, selecionaram-se, no maximo, trés isolados de
cada grupo fenotipico cultural que apresentaram si-
milaridade igual ou superior a 70 % com as estirpes-
tipo, tanto no dendrograma de similaridade para a
coleta de setembro/2006 quanto no dendrograma refe-
rente a coleta de abril/2007. Nesse teste, porcoes das
colonias dos isolados e estirpes-tipo em estudo foram
transferidas para microtubos de ensaio contendo
1,5 mL de meio batata liquido, sendo estes submeti-
dos a agitagdo em temperatura ambiente por 3 dias,
tempo necessario para que atingissem a fase
logaritmica (Nobrega et al., 2004). Aliquotas de 25 uLL
das suspensoes de bactérias foram inoculadas e espa-
lhadas em miniplacas de Petri contendo meio de cul-
tura batata s6lido, modificado por adi¢do de NaCl com
concentracoes finais de 0, 10, 20, 40 e 80 g L'}, incu-
bados a 28 °C por 4 dias. Os tratamentos foram dis-
tribuidos ao acaso, com trés repeticoes. A tolerancia
das bactérias ao NaCl foi observada por meio da por-
centagem de crescimento da bactéria em relagéo a
area superficial do meio de cultura. Assim como pro-
posto por Trannin et al. (2001), foram atribuidos va-
lores ou notas as médias dos percentuais de cresci-
mento para cada concentracio de NaCl: 1 (0-20 %), 2
(20-40 %), 3 (40—60 %), 4 (60—80 %) e 5 (80—100 %).

Quadro 1. Valores atribuidos as caracteristicas fenotipicas para construgdao dos dendrogramas de

similaridade

Caracteristica fenotipica Setembro/2006

Abril/2007

1 (branco acastanhado)
2 (branco)

3 (branco azulado)

4 (creme)

Coloragao das colonias

5 (a marelo acastanhado)

6 (amarelo ouro)

7 (amarelo esverdeado)

8 (laranja)

9 (transparente)
Diametro das colonias

Consisténcia das colonias

1 (branco acastanhado)
2 (branco)

3 (creme)

4 (amarelo acastanhado)
5 (amarelo esverdeado)
6 (transparente)

7 (rosa)

1(<1mm), 2 (1-2 mm), 3 (2-3 mm), 4 (> 3 mm)

1 (seca), 2 (baixa produc¢ao de goma),

3 (média producao de goma), 4 (alta produc¢ao de goma)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a coleta de setembro/2006 (Quadro 2), exceto
a area com declividade mediana (M) que apresentou
menor densidade de BDNS nos meios NFb e JNFD,
néo houve diferenca significativa entre as demais nos
trés meios utilizados.

Na coleta de abril/2007 (Quadro 2), o maior valor
de densidade foi obtida nos solos localizados fora da
reserva no meio JNFb, o que possivelmente ocorreu
devido a maior ocupacao por hospedeiros (gramineas)
nesse local, em razio das condic¢ées ligadas a maior
temperatura e umidade nesse periodo. Esse resultado
corrobora aquele apresentado por Melloni et al. (2004),
os quais encontraram forte correlacio entre presenca
de gramineas e densidade dessas bactérias, em solos
de mineragido em reabilitagdo, mostrando que a
presenca do hospedeiro é mais importante do que
atributos fisicos e quimicos do solo. Segundo dados
climatolégicos da reserva, obtidos pelo CPTEC (2010),
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as condi¢oes climaticas do verao (290 mm e 22 °C,
respectivamente para precipitagao total mensal e
temperatura média) sdo comparativamente maiores
que as do inverno (27 mm e 16 °C) e podem estar
ligadas a maior densidade bacteriana nesse periodo
(Moreira & Siqueira, 2006). De acordo com Melloni
(2007), temperaturas e umidades mais elevadas e
revegetacao com gramineas do tipo capim-gordura e
braquiaria contribuiram para a maior multiplicagdo
dessas BDNS e maior facilidade de isolamento em
laboratério.

Notou-se efeito marcante no namero obtido de
isolados em amostras do solo fora da reserva (Figura 1),
principalmente nos meios NFb e JNFb. De acordo
com as caracteristicas fenotipicas culturais de cada
isolado, puderam-se estabelecer os grupos fenotipicos
culturais por época de amostragem, conforme
demonstrado nos quadros 3 e 4, juntamente com as
descricoes das caracteristicas fenotipicas das estirpes-
tipo. Dessa forma, foi observado grande niimero de

Quadro 2. Densidade de bactérias diazotroficas nao simbioticas em amostras de solo nas diferentes areas de
estudo P (plana), M (mediana), I (inclinada) e F (fora da reserva), coletadas em setembro/2006 e abril/
2007, utilizando meios de cultura especificos para Azospirillum spp. (NFb), Herbaspirillum spp. (JNFb)

e Azospirillum amazonense (Fam)

A Setembro/2006 Abril/2007
rea
NFb JNFb Fam NFb JNFb Fam
(NMP x 10°) bactérias g" solo seco
P 4,88 a 4,89 a 5,81 a 10,3 a 3,73 b 0,85 b
M 0,40 b 0,12 b 4,20a 3,566 a 1,68 b 2,20 ab
I 11,44 a 3,85a 1,55 a 15,7 a 2,47Db 1,08 b
F 16,90a 5,08 a 9,44 a 21,8 a 75,60 a 4,63 a
CV (%) 7,8 10,1 11,0 7,4 5,5 6,5

Médias seguidas por letras iguais em 4reas diferentes, dentro do mesmo meio de cultura, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Duncan a 5 %. Para anélise estatistica, os dados foram transformados para log(NMP). CV: coeficiente de variacdo

dos dados transformados.

20 -
1% Setembro/2006 Abril/2007
8 18 - 16,7
5 16+ 15,1
2 14,0 14,4
2 144 428
E O NFb
o
[~ B JNFb
e 8,7
% N Fam
Z
o
2 4,0 4,0
S
-
s
F F
AREAS

Figura 1. Frequéncia relativa (Fr) do namero de isolados de bactérias diazotroficas nao simbioticas obtidos
em amostras de solo nas diferentes areas de estudo P (plana), M (mediana), I (inclinada) e F (fora da
reserva), por época de amostragem (setembro/2006 e abril/2007), utilizando meios de cultura especificos
para Azospirillum spp. (NFb), Herbaspirillum spp. (JNFb) e Azospirillum amazonense (Fam).
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grupos fenotipicos, onde 172 isolados foram distribuidos
em 61 grupos (31, 16, 23 e 39 grupos nas areas plana,
mediana, inclinada e fora, respectivamente) para as
amostras de setembro/2006, e 174 isolados em 37
grupos (16, 14, 19 e 23 nas areas plana, mediana,
inclinada e fora, respectivamente) para as amostras
de abril/2007. O maior nimero de grupos fenotipicos
em setembro/2006 esteve ligado aos maiores valores
do indice de diversidade de Shannon & Weaver (H’)
(Quadros 3 e 4), em todas as areas, quando comparados
aos da segunda coleta. Assim como observado por
Melloni et al. (2004), houve queda de cerca de 40 % no
numero de grupos na segunda época, evidenciando a
dinamica temporal dessa comunidade, em funcio das
condic¢bes ligadas a temperatura e umidade,
caracteristicas de cada época do ano.

Os dendrogramas de similaridade estao
representados nas figuras 2 e 3. Para analise da
coeréncia taxonomica entre os grupos culturais, foi
feito um estudo de similaridade igual ou superior a
70 %, onde se observaram 11 grandes grupos (GG)
culturais no inverno e 10 no verdo. Os GG sdo aqueles
formados pela interse¢do com a linha de 70 % de
similaridade. Dos 11 GG formados na época de inverno,
trés apresentaram similaridade igual ou superior a
70 % com as cinco estirpes-tipo, compreendendo 52
isolados. Na época de verao, trés GG apresentaram
similaridade igual ou superior a 70 % com as estirpes-
tipo analisadas, com um total de 95 isolados. Esse
resultado comprova a variacdo sazonal dos isolados
em relacdo as suas caracteristicas fenotipicas. Assim,
pode-se obter a distribui¢do dos grupos fenotipicos

Quadro 3. Descri¢ao dos grupos fenotipicos culturais de isolados e estirpes-tipo de bactérias diazotroéficas
nao simbidticas, com os indices de diversidade calculados por area de estudo, em setembro/2006

(.}rupo./ Descri(}ﬁo(l) ) Ne de Idenlfiﬁcagzéo (%rupo! Descri(;fio(l) ) N° de Idenifificag:z'io
estirpe-tipo isolados dos isolados estirpe-tipo isolados dos isolados
1-2-1 3 53, 54, 55 32 4-4-1 1 132
2 1-4-2 2 56, 57 33 4-2-1 6 32, 33, 34, 35, 36, 37
3 1-2-2 14 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 34 4-4-2 2 133, 134
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71
4 1-3-3 7 72,73, 74, 75, 76, 77, 78 35 4-2-3 2 38, 39
5 1-1-2 2 1,2 36 4-1-1 2 40, 41
6 1-3-1 2 79, 80 37 434 2 135, 136
7 1.2-4 1 81 38 4-1-3 2 137, 138
8 1.2-3 5 82, 83, 84, 85, 86 39 4-1-4 1 139
9 1-1-3 1 3 40 5-2-2 10 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 148, 149
10 1-4-4 1 87 41 5-1-1 4 42,43, 44, 45
11 1-1-1 6 88, 89, 90, 91, 92, 93 42 5-4-2 1 150
12 1-3-4 1 94 43 5-2-1 4 46, 47, 48, 49
13 2-2-2 4 4,5,6,7 44 5-4-3 1 151
14 2-2-3 2 8,9 45 5-3-3 2 152, 153
15 2-3-4 2 95, 96 46 5-2-3 2 154, 155
16 2-4-3 5 97, 98, 99, 100, 101 47 5-1-3 2 156, 157
17 2-1-1 3 102, 103, 104 48 5-3-2 1 158
18 2-3-2 2 105, 106 49 5-1-4 1 159
19 2-3-3 4 107, 108, 109, 110 50 5-4-4 1 160
20 2-4-4 4 111, 112,113,114 51 5-1-2 2 50, 51
21 2-4-2 3 115, 116, 117 52 5-3-1 1 52
22 2-2-1 1 118 53 6-3-3 1 161
23 2-1-4 1 10 54 6-2-3 1 162
24 3-2-3 1 11 55 6-2-2 4 163, 164, 165, 166
25 3-2-1 1 119 56 6-3-2 1 167
26 4-4-4 3 120, 121, 122 57 7-2-2 1 168
27 4-3-2 4 12,13, 14, 15 58 7-2-3 1 169
28 4-2-2 13 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 59 8-2-2 1 170
23, 24, 25, 26, 27, 28
29 4-4-3 4 123, 124, 125, 126 60 9-3-1 1 171
30 4-3-3 5 127,128, 129, 130, 131 61 9-2-2 1 172
31 4-1-2 3 29, 30, 31 A. brasilense 4-2-3 1 BR11001
A. amazonense  2-2-2 1 BR11 040 A. lipoferum 4-1-2 1 BR11080
H. seropedicae 4-2-2 1 BR11 175 B. brasilensis 4-1-2 1 BR11340

Diversidade de Shannon & Weaver (H") por area de estudo: Plana (3,29), Mediana (2,59), Inclinada (2,95) e Fora (3,53)

@ Descrigdo: 1° valor (cor da colénia): 1: branco acastanhado, 2: branco, 3: branco azulado, 4: creme, 5: amarelo acastanhado, 6:
amarelo ouro, 7: amarelo esverdeado, 8: laranja, 9: transparente. 2° valor (diametro médio da colénia): 1: < 1 mm, 2: 1-2 mm, 3:
2-3 mm, 4: > 3 mm. 3° valor (consisténcia da colonia): 1: seca, 2: baixa produgdo de goma, 3: média producgdo de goma, 4: alta

produgio de goma.
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Quadro 4. Descric¢ao dos grupos fenotipicos culturais de isolados e estirpes-tipo de bactérias diazotréficas
nao simbiéticas, com os indices de diversidade calculados por area de estudo, em abril/2007

(%rupo! Descricéo(l) ) Ne° de Idenifificagéo G';rupo{ Descrigﬁo(l) ) Ne° de Ident.ificacio
estirpe-tipo isolados dos isolados estirpe-tipo isolados dos isolados
1 1-2-1 3 154, 163, 169 20 3-1-1 18 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69,
70, 71, 72, 73, 74,
75,76, 77
2 1-2-2 6 145, 100, 135, 113, 21 3-3-4 2 78, 79
164, 125
3 1-1-2 3 132, 98, 131 22 3-1-3 4 173, 136, 118, 104
4 1-2-4 1 103 23 3-1-4 8 108, 155, 147, 116,
102, 107, 101, 96
5 1-1-2 2 152, 148, 165, 151, 24 3-2-4 10 80, 81, 82, 83, 84,
139, 144, 170, 171, 85, 86, 87, 88, 89
161, 119,
115, 158, 157, 130,
126, 124
6 2.2.2 3 1,2,3 25 3-3-1 1 137
7 2-2-3 2 4,5 26 4-2-2 1 90
8 2-3-4 2 97, 122 27 4-1-1 1 91
9 2-1-1 1 153 28 4-2-1 1 92
10 2-3-2 1 127 29 4-3-2 1 149
11 2-3-3 4 112, 156, 111, 128 30 4-1-2 3 93, 94, 95
12 2-1-2 5 134, 160, 133, 159, 31 5-1-1 1 168
129
13 2-1-3 2 172,174 32 6-3-1 1 120
14 3-3-2 150, 166 33 6-2-1 6 110, 141, 105, 106,
162, 114
15 3-2-2 25 6,7,8,09,10, 11, 12, 34 6-1-1 7 109, 117, 146, 143,
13, 14, 15, 16, 17, 142, 167, 140
18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30
16 3-3-3 3 31, 32, 33 35 6-1-2 1 99
17 3-1-2 12 34, 35, 36, 37, 38, 36 6-1-4 1 138
39, 40, 41, 42, 43,
44, 45
18 3-2-1 4 46, 47, 48, 49 37 7-1-1 2 121, 123
19 3-2-3 10 50, 51, 52, 53, 54, A. brasilense 3-2-3 1
55, 56, 57, 58, 59 BR11001
A. amazonense 2-2-2 1 BR11040 A. lipoferum 3-1-2 1 BR11080
H. seropedicae 3-2-2 1 BR11175 B. brasilensis 3-1-2 1 BR11340

Diversidade de Shannon & Weaver (H") por area de estudo: Plana (3,29), Mediana (2,59), Inclinada (2,95) e Fora (3,53)

@ Descrigéo: 1° valor (cor da colénia): 1: branco acastanhado, 2: branco, 3: creme, 4: amarelo acastanhado, 5: amarelo esverdeado,
6: transparente, 7: rosa. 2° valor (diametro médio da colonia): 1: < 1 mm, 2: 1-2 mm, 3: 2-3 mm, 4: > 3 mm. 3° valor (consisténcia
da colonia): 1: seca, 2: baixa produgdo de goma, 3: média produgdo de goma, 4: alta producdo de goma.

culturais que apresentaram similaridade igual ou
superior a 70 % com as estirpes-tipo, por area
analisada, para as duas épocas de amostragem
(Quadro 5). O maior nimero de grupos fenotipicos
culturais foi obtido na area fora da reserva (13 grupos),
a qual apresentava, conforme ja discutido, maior
ocorréncia de hospedeiros (braquiaria) e,
consequentemente, maior densidade radicular de
gramineas com contribui¢do ao aumento desses
microrganismos (Melloni, 2007).

Do total de isolados obtidos nas épocas de inverno
everdo, 30 % e 55 %, respectivamente, apresentaram
similaridade igual ou superior a 70 % em relagdo as
estirpes-tipo em estudo. Embora o maior nimero de
isolados tenha sido obtido com a utilizacio do meio
JNFD (Figura 1), a analise de similaridade (Figuras 2
e 3) indica que esses ndo necessariamente

apresentaram maior similaridade a Herbaspirillum,
concordando com os resultados obtidos por Melloni et
al. (2004). Segundo esses autores, a falta de
especificidade do meio JNFb, ja considerada por
Baldani et al. (1999), indica que o meio JNFb permite
o crescimento de outras bactérias, principalmente
aquelas capazes de tolerar a maior acidez inicial desse
meio, como as espécies do género Azospirillum, o que
pode explicar a similaridade igual ou superior a 70 %
da estirpe-tipo H. seropedicae BR11175 com a estirpe
A. brasilense BR11001 na época de inverno e com a
estirpe A. lipoferum BR11080 na época de verdo. Do
mesmo modo, Magalhdes & Débereiner (1984)
mostraram que, mesmo sendo as espécies de
Azospirillum favorecidas nos meios NFb e Fam, outros
microrganismos diazotréficos podem apresentar
crescimento, como ocorreu no presente estudo, onde
as estirpes de A. lipoferum BR11080 e B. brasilensis
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Quadro 5. Total de isolados de bactérias diazotréficas nao simbiéticas por grupo fenotipico cultural (G) que
apresentaram similaridade igual ou superior a 70 % em relacio as estirpes-tipo, nas diferentes areas de
estudo P (plana), M (mediana), I (inclinada) e F (fora da reserva), correspondentes as épocas de
amostragem em setembro/2006 e abril/2007

Areas Grupos Fenotipicos Culturais . Total Total
isolados grupos

Setembro/2006

G5 G9 G13 Gl4 G23 G24 G27 G28 G31 G33 G35 G36 G41 G43 G51 G52
P 0 0 2 1 0 0 1 4 1 2 1 1 0O 0 0 0 13 8
M 0o 1 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 1 0 0 0 5 4
I 2 0 0 1 0 0 1 4 0 2 0 0 0 1 0 0 11 6
F 0 0 2 0 1 1 2 3 2 1 1 1 3 3 2 1 23 13

Abril/2007

G6 G7 G15 G16 G17 G18 G19 G20 G21 G24 G26 G27 G28 G30 -0
P 0 0 5 0 2 2 2 4 1 1 0 0 1 1 19 9
M 2 0 5 0 3 1 4 6 0 0 0 0 0 0 21 6
I 1 0 4 2 4 0 1 7 0 0o 0 1 0 0 20 7
F 0o 2 11 1 3 1 3 1 1 9 1 0 0o 2 35 11
@ Dados ausentes na época de abril/2007.
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Figura 2. Dendrograma de similaridade considerando as caracteristicas fenotipicas culturais (cor, tamanho
e consisténcia de colonias) de isolados e estirpes-tipo de bactérias diazotroficas nao simbiéticas, para a
coleta de setembro/2006.

BR11340 apresentaram alta similaridade. A grande as estirpes-tipo em questio, podendo pertencer a outras
maioria dos isolados nfo apresentou similaridade com espécies de diazotroéficos ndo simbidticos.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade considerando as caracteristicas fenotipicas culturais (cor, tamanho
e consisténcia de colonias) de isolados e estirpes-tipo de bactérias diazotroficas nao simbidticas, para a

coleta de abril/2007.

Com relacdo ao teste de tolerancia a salinidade
(Figuras 4 e 5), na coleta de setembro/2006 (Figura 4),
a maioria dos isolados selecionados do GGII apresentou
queda no crescimento na concentracio de 40 g L'l de
NaCl, comportamento bastante diferenciado daquele
apresentado pela estirpe-tipo A. amazonense, cuja
sensibilidade ao NaCl foi bem maior, apresentando
redugdo no crescimento em concentracoes de 10 g L1,
concordando com o resultado obtido por Nobrega et
al. (2004). Dessa forma, o comportamento dos isolados
desse agrupamento é diferente daquele obtido pela
caracteristica fenotipica cultural a 70 % de
similaridade, onde encontravam-se no mesmo GG da
estirpe-tipo em questdo.

No GGV, percebeu-se que a maior parte dos
isolados apresentou redugio de crescimento nas
concentragoes de 40 e 80 g L'! de NaCl, o que
corresponde ao comportamento das estirpes-tipo A.
brasilense e H. seropedicae, mostrando tendéncia de
mesmo comportamento fenotipico a 70 % de
similaridade. Osisolados do GGVIII, de modo geral,
apresentaram queda de crescimento nas concentragoes
de 40 e 80 g L1, aproximando-se da observada para a
estirpe-tipo B. brasilensis nessa primeira concentracao.

Dentro de um mesmo grupo fenotipico cultural, os
isolados apresentaram comportamentos diferenciados,
mostrando assim a diferenciacdo em relagdo ao
comportamento fenotipico cultural.

Na coleta de abril/2007 (Figura 5), os isolados do
GGIII apresentaram comportamentos variados até
mesmo dentro do grupo fenotipico cultural, com queda
acentuada de crescimento na concentracio de 40 g L1,
semelhante ao das estirpes-tipo. Osisolados do GGV
apresentaram comportamento diferenciado da estirpe-
tipo A. amazonense, mostrando resisténcia maior que
esta em relagdo ao NaCl. A maioria dos isolados do
GGVII apresentou comportamento semelhante ao da
estirpe-tipo A. brasilense, com queda de crescimento
na concentracio de 40 g L1,

Dessa forma, nem sempre um agrupamento com
base na tolerancia a salinidade foi semelhante aquele
obtido pelas caracteristicas fenotipicas culturais (a
70 % de similaridade). Essa afirmativa pode ser
confirmada ao se confrontar o comportamento das
estirpes-tipo A. lipoferum e B. brasilensis, que, apesar
de terem apresentado caracteristicas fenotipicas
culturais semelhantes, mostraram diferentes
tolerancias a salinidade.
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Figura 4. Teste de tolerancia a salinidade dos isolados de bactérias diazotréficas nao simbiéticas de alguns
grupos fenotipicos culturais pertencentes aos grandes grupos (GG) avaliados, referentes a coleta de
setembro/2006.
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Figura 5. Teste de tolerancia a salinidade dos isolados de bactérias diazotroficas nao simbidticas de alguns
grupos fenotipicos culturais pertencentes aos grandes grupos (GG) avaliados, referentes a coleta de
abril/2007.
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Portanto, em estudos de avaliacdo da diversidade
fenotipica de BDNS, quanto maior o nimero de atri-
butos microbiolégicos utilizados, maior a
representatividade da classificagdo, motivo pelo qual
se utilizou o teste de tolerancia ao NaCl na caracteri-
zacdo de espécies bacterianas, conforme recomendado
por Nébrega et al. (2004). A estirpe-tipo Burkholderia
brasilensis BR11340, no presente estudo, apresentou
mesma tolerancia a salinidade (2 %) que no estudo
realizado pelos Gltimos pesquisadores. A discrepancia
entre os resultados das demais estirpes-tipo provavel-
mente ocorreu devido a diferentes composi¢ées quimi-
cas nos meios de cultura utilizados, que podem tanto
interferir na disponibilidade do sal quanto favorecer o
crescimento das bactérias. Segundo Bashan & Holguin
(1997), quanto maior a capacidade de Azospirillum em
tolerar o estresse salino, maior sera o acimulo de solutos
organicos e mails espessa sera a camada de
lipopolissacarideos envolvendo a bactéria —fato que pode
ser estendido as demais bactérias aqui estudadas.

A analise multivariada (Figura 6) apresenta, de
forma resumida, o comportamento dos atributos nas
diferentes areas de estudo. Os componentes principais
CP1 e CP2 apresentaram 65,0 e 21,4 % da variancia
total dos dados, respectivamente. Em vista do elevado

Inclinada
h

CP2

Plana

CP1

EI C FvV

Fora bV cv
A Mediana
A

AV = Densidade de bactérias isoladas no meio JNFb, no verio
Al = Densidade de bactérias isoladas no meio JNFb, no inverno
BV = Densidade de bactérias isoladas no meio NFb, no verao
BI = Densidade de bactérias isoladas no meio NFb, no verao
CV = Densidade de bactérias isoladas no meio Fam, no verao
CI = Densidade de bactérias isoladas no meio Fam, no inverno
DV = Frequéncia relativa dos isolados do meio JNFb, no verao
DI = Frequéncia relativa dos isolados do meio JNFb, no inverno
EV = Frequéncia relativa dos isolados do meio NFb, no verdo
EI = Frequéncia relativa dos isolados do meio NFb, no inverno
FV = Frequéncia relativa dos isolados do meio Fam, no veriao
FI = Frequéncia relativa dos isolados do meio Fam, no inverno
GV = Numero total de grupos fenotipicos, no verao

GI = Numero total de grupos fenotipicos, no inverno

HV = Indice de diversidade, no verio

HI = Indice de diversidade, no inverno

Figura 6. Resultado da analise de componentes
principais para os atributos microbiologicos, nas
areas de estudo, nas épocas representativas do
verao e inverno.

valor da variancia total (86,4 %), somente esses dois
CPs foram apresentados.

Com excegdo do atributo “frequéncia relativa dos
isolados do meio Fam, no verdao” (FV), maior na area
mediana dentro da reserva, todos os demais
apresentaram maiores valores em amostras de solo
da area de fora da reserva, independentemente da
época de amostragem (verdo ou inverno). Esse
resultado confirma aqueles obtidos de densidade
(Quadro 2), frequéncia relativa (Figura 1), indices de
diversidade (Quadros 3 e 4) e total de isolados e de
grupos funcionais (Quadro 5), bem como evidencia o
efeito da cobertura vegetal do tipo gramineas sobre
todos os atributos avaliados, estimulando a densidade
e diversidade de grupos fenotipicos, independentemente
da época de amostragem do solo.

CONCLUSOES

1. Maiores valores de densidade e diversidade
fenotipica de bactérias diazotréficas ndo simbidticas
foram obtidas na area de fora (entorno), quando
comparadas a solos da Reserva, independentemente
da época de amostragem de solo (verao e inverno).

2. A grande maioria dos isolados de bactérias
diazotroéficas ndo simbidticas ndo apresentou
similaridade com as estirpes-tipo pesquisadas quanto
as caracteristicas fenotipicas culturais.

3. Novos estudos sdo sugeridos, visando a
caracterizacdo genética e avaliagdo do potencial do
inéculo dos isolados de bactérias diazotréficas néao
simbiéticas da Reserva e entorno em plantas de
interesse ambiental e, ou, agricola.
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