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Introducio

A atividade agricola nos ecosistemas tropicais resulta, via de regra, em alteracdes
quantitativas e/ou qualitativas da biodiversidade. Uma das causas destas alteracdes vem a
ser a transi¢do de terra nativa, normalmente com muitas espécies de plantas e animais em
equilibrio ecoldgico, para terra agricola, onde predominam menos espécies € em
desequilibrio. Muito provavelmente estas alteracdes se refletem na biologia dos solos, ja
que a perda de espécies vegetais resulta em alteragcdes no pool de substratos organicos para
inimeras espécies de microrganismos, que podem ser extintas ou sofrer adaptacdes
genéticas para sobreviver nas novas condi¢cdes ambientais. Estas alteragdes na diversidade
microbiana do solo podem ser bastante acentuadas em sistemas agricolas baseados no uso
intensivo de pesticidas, principalmente inseticidas de solo (nematicidas) e fungicidas. O
impacto de diferentes praticas agricolas na diversidade microbiana do solo, particularmente
nas comunidades de microrganismos envolvidos em processos vitais para a agricultura,
como a fixacdo de nitrogénio, ¢ desconhecido. Também ndo sabemos se estes possiveis
impactos sao deletérios para a manutencao do potencial produtivo dos solos. Nos partimos
da hipotese que praticas de menor impacto na biodiversidade resultardo em maior
sustentabilidade para a agricultura.

Bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, e Azorhizobium,
coletivamente denominados de rizobios, sdo capazes de infectar pelos radiculares de
espécies de leguminosas que as abrigam em estruturas especiais chamadas nodulos. Esta
associacdo planta - bactéria ¢ tida como simbiotica, uma vez que o nitrogénio fixado pelos
microrganismos ¢ assimilado pelas plantas, enquanto estas fornecem esqueletos de carbono
para o simbionte. Esta simbiose pode ser altamente especifica, de parte de ambos os
simbiontes. Todavia, varios estudos mostram que a diversidade dos rizdbios suplanta a das
leguminosas. A diversidade de rizdbios que nodulam feijao € tdo grande que nos ultimos 4
anos a espécie (R. phaseoli) foi desmembrada em trés (R. leguminosarum bv. phaseoli, R.
etli, e R. tropici) (Martinez-Romero, 1994). No Brasil, a caracterizacao de rizobios isolados
de nodulos de feijao cultivados em campos de Goids e Bahia indica uma grande
diversidade, com possiveis novas espécies a serem descritas no futuro préximo (Avilio A.
Franco, info. pessoal). Rizdbios isolados de guandu (Cajanus cajan) também apresentam
grande diversidade, incluindo até mais de um género (Rhizobium e Bradyrhizobium)
(Lombardi, 1995).

Virias espécies novas de Rhizobium, Bradyrhizobium e Sinorhizobium vém sendo descritas
nos ultimos anos, refletindo o nimero crescente de grupos de pesquisa envolvidos em
estudos da diversidade de rizdbios, o avango tecnoldgico que permite a deteccdo de
caracteristicas discriminantes entre as espécies, e, mais importante, a grande diversidade



destes microrganismos. A maior parte das novas espécies de rizobios foi isolada de regides
tropicais, realgando a importancia dos tropicos com relagdo a biodiversidade. Se
considerarmos os sistemas de agricultura sustentdvel como pré-requisito para a melhoria de
qualidade de vida médio e longo prazos nos paises tropicais, e a importancia da fixacao
biologica de nitrogénio para a sustentabilidade dos agroecosistemas, percebe-se a grande
relevancia e importincia do entendimento dos impactos que diferentes tecnologias
agricolas venham a causar a diversidade dos rizobios no solo.

O potencial de exploracdo da fixagdo biologica de nitrogénio em sistemas de agricultura
sustentavel envolve o uso de leguminosas com diversas finalidades. Sistemas agroflorestais
consorciam leguminosas arbdreas para fornecimento de lenha, forragem e sombreamento
com culturas anuais como o milho e sorgo. Leguminosas arboreas também podem ser
usadas como barreira ao vento e como cerca viva com grande eficiéncia e baixo custo. Em
sistemas de rotagdo de culturas, j4 amplamente difundidos no Brasil, gramineas como
milho, trigo ou cana-de-agiicar sdo sucedidas por leguminosas como soja, feijdo ou
amendoim para fertilizar o solo com o nitrogénio fixado além de gerar renda com a
comercializagao dos graos. Leguminosas também podem ser usadas como adubo verde,
onde o nitrogénio fixado e translocado para as folhas retorna aos solos através da
decomposicdo dos restos vegetais e mineralizagdo do N-orginico. As espécies mais
utilizadas para adubagdo verde no Brasil sdo o guandu, crotalaria (Crotalaria juncea) e a
mucuna (Mucuna mucunoides).

Este trabalho mostra as alteragdes ocorridas na diversidade de rizobios de guandu em solos
sob agricultura intensiva de uma area experimental na regido de Guaira, SP. A érea total foi
cultivada com feijdo em abril de 1995 e soja no verdo de 1995/1996. O preparo do solo foi
o convencional em algumas parcelas e, em outras, foi utilizado o plantio direto. Algumas
parcelas foram também tratadas com o nematicida Miral (isazofos; Ciba-Geigy) no plantio
do feijao (1995). Com a retirada deste produto do mercado no segundo semestre do ano
passado, este tratamento ndo foi repetido no plantio da soja. Aplicacdes de herbicidas,
outros pesticidas, adubacao e calagem foram as normalmente efetuadas pelos produtores da
regido, incluindo a inoculac¢do da soja com inoculantes comercializados em Guaira.

Metodologia

Amostras compostas de solo foram coletadas de cada parcela em estudo (plantio direto,
plantio convencional, com nematicida, sem nematicida) na época do inicio da floracao da
soja e transportadas em gelo para 0o CNPMA. Foi também incluido uma amostra de solo de
uma area sob Brachiaria sp., considerada como controle no tempo zero de ocupagdo. No
prazo maximo de uma semana apds a coleta os solos, armazenados a 4°C, foram diluidos
nas seguintes propor¢des (107, 471, 42, 47 ..., 47), segundo a metodologia de Somasegaran e
Hoben (1985) para estimativa de niumero-mais-provavel (NMP) de rizobios. As diluigdes
de solo foram inoculadas (2 ml), em triplicata, em sementes de guandu esterilizadas
superficialmente, e plantadas em vasos do tipo Leonard. Apds trinta dias, foi feita a
observagao e registro das plantas noduladas. Os nddulos foram preservados em tubos com
silica-gel e algodao até o momento de isolamento.

Os rizoébios isolados foram entdo caracterizados pela técnica molecular RAPD, baseada na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers unicos e arbitrarios (Coutinho et al.,



1993). Os padroes de bandas gerados sdo consideradas “impressoes digitais” de cada
isolado (Figura 1).

Resultados e Conclusao

Na amostra de solo tomada como controle foi encontrada uma populagdo de
aproximadamente 2 x 10° células por grama de solo seco. Apesar de terem sido isolados
apenas rizobios do género Bradyrhizobium, os primeiros resultados de RAPD demonstram
uma alta diversidade entre eles (Figura 1).

Figura 1. Resultados parciais de RAPD para 17 isolados de Bradyrhizobium sp. purificados
a partir de nddulos de Cajanus cajan cultivados em vasos de Leonard e inoculados com
dilui¢des de solos sob um stand de Brachiaria sp., em Guaira, SP.Os “fingerprints” estdo
dispostos em pares de replicatas.

Este estudo serd continuado no decorrer dos anos de 1996 e 1997 para o monitoramento da
diversidade dos rizdbios ao longo do tempo. Esta também previsto para o futuro o plantio
de guandu nas parcelas estudadas com a verificacao das estirpes nodulantes e estimativa da
fixagdo de nitrogénio nas diferentes parcelas, correlacionando os dados obtidos com a
diversidade dos rizobios.

O primer utilizado foi adequado ja que produziu padrdes com poucas bandas, simplificando
o agrupamento dos isolados e a comparacdo entre géis, o que auxiliard na avaliacdo
comparativa com os isolados obtidos a partir das amostras de solos das parcelas
experimentais.
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