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RESUMO - A contribuicdo da diversidade dos rizobios
para manutencdo da diversidade e funcionalidade de
ecossistemas naturais tem sido pouco estudada. Neste
trabalho objetivou-se avaliar a diversidade de rizébios em
dreas revegetadas em diferentes épocas. Utilizou-se
siratro e mimosa como plantas-isca e as ferramentas PCR-
RFLP, sequencimanto e BOX-PCR. Observou-se que as
areas de maior diversidade foram as revegetadas ha mais
tempo e as areas revegetadas com plantio da leguminosa
Acacia mangium e, que isolados proximamente
relacionados ao género Bradyrhizobium foram os mais
abundantes.

INTRODUCAO - Bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N,) compem um grupo de microrganismos
de extrema importancia para os diferentes ecossistemas,
uma vez que propiciam a entrada de nitrogénio no solo. A
capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico esta
amplamente distribuida entre microrganismos com
diferentes niveis de relacionamento filogenético, onde sdo
encontrados representantes de archaea e de diferentes
grupos de eubacteria. Entretanto, a capacidade de fixar o
nitrogénio atmosférico e induzir a formagdo de nddulos
em leguminosas estd restrita a membros do filo
protecbacteria.

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em
leguminosas (rizébio) sdo microrganismos presentes e,
geralmente, abundantes em solos de muitos ecossistemas.
Os rizobios apresentam elevada diversidade e ampla
variabilidade quanto a eficiéncia simbiética (Soares et al.,
2006).

A importancia da fixacdo simbiética de nitrogénio
(FBN) em sistemas agricolas é bastante documentada,
onde varias espécies de plantas, como soja, feijdo e
amendoim se beneficiam. Por outro lado, o papel deste
grupo de microrganismos em ecossistemas naturais é
pobremente entendido (van der Heijden et al., 2006).
Pouco é conhecido sobre a contribuicdo do incremento de
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio para a
produtividade e diversidade de plantas vivendo em
comunidades. Melloni et al. (2006) relataram que maior
diversidade de bactérias no solo significa maior
resiliéncia do sistema e que maior diversidade de
bactérias noduliferas de leguminosas pode favorecer a
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simbiose com varias espécies leguminosas e maximizar a
fixacdo bioldgica de nitrogénio em areas degradadas.

Neste trabalho objetivou-se avaliar a diversidade de
bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas em areas
com diferentes idades de revegetacdo ap0s a atividade de
mineracdo de bauxita, obtidos por meio de cultivo
armadilha  utilizando as espécies  Macroptilium
atropurpureum e Mimosa acutistipula.

MATERIAL E METODOS - As amostras de solo foram
coletadas em é&reas revegetadas ap6s a atividade de
mineracdo de bauxita da Mineragdo Rio do Norte (MRN)
(Localizagdo: 1° 21° S - 56° 22> W, 180 m de altitude,
Oriximin4, Pard). Nove &reas foram amostradas, sendo
uma area de Floresta; seis areas revegetadas sobre estéril
de mineracdo nos anos de 1981, 1985, 1993, 1998, 2004 ¢
2006 e em duas areas vegetadas sobre rejeito de
mineracdo no ano de 1993.

A revegetacdo das parcelas implantadas sobre o
substrato denominado de estéril foi realizada utilizando-se
de sementes disponiveis nas areas de Floresta proximas as
areas de mineracdo. Para as parcelas, implantadas sobre
tanques de deposicdo de rejeito, o plantio foi realizado
com a espécie Acacia mangium no ano de 1993.

Foi implantado experimento em vasos esterilizados
tipo “Leonard” utilizando suspensdo da amostra de solo
como inéculo e as plantas iscas siratro (Macroptilium
atropurpureum) e mimosa (Mimosa acutistipula). O
experimento foi conduzido por 90 dias, onde as plantas
receberam aplicagdo de agua e solucdo nutritiva (Norris e
T’Mannetje, 1964) de forma intercalada a cada 15 dias.

Os isolados foram caracterizados com base na analise
de restricdo do gene que codifica 0 RNA ribossomal
amplificado (16S rDNA -ARDRA) (Laguerre et al., 1994)
utilizando os iniciadores  universais Y1 (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3) e Y3 (5-
CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3) (Young et
al., 1991); pelo sequenciamento parcial do gene 16S
(DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit, MegaBACE™ -
GE Healthcare Life Sciences) e pela amplificacdo de
regides gendmicas flanqueadas por sequiéncias repetitivas
no DNA com o iniciador BOXAIR (5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (Versalovic et
al., 1994).
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A identidade das sequencias foi verifica no National
Center for Biotechnology Information através da Basic
Local Alignment Search Tool. Com base na anélise de
agrupamento obtida calculou-se a riqueza de unidades
taxondmicas operacionais (UTOs), os valores dos indices
de diversidade de Shannon e de Equitabilidade, bem
como a analise de rarefacdo (Magurran, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO - No momento da
coleta ndo foi observado nodulacdo na espécie de
mimosa. Espécies do género Mimosa apresentam
especificidade por isolados de rizbio pertencentes a
subdivisdo beta de proteobacteria, notadamente isolados
do género Burkholderia (Reis Junior et al., 2010) e podem
necessitar também da associacdo com fungos micorrizicos
arbusculares para a nodulacdo. A auséncia ou a baixa
densidade de células de beta-rizébio nas areas amostradas,
bem como a auséncia de fungos micorrizicos arbusculares
nos vasos tipo “Leonard” utilizados nesse experimento,
podem ser possiveis explicacBes para a auséncia de
nodulagdo em mimosa. Por outro lado, a maior parte das
plantas de siratro apresentou nodulagdo, demonstrando
que a densidade de células de rizébio presente no inéculo
utilizado foi suficiente para induzir a nodulacdo nesta
espécie. De fato, essa espécie tem sido utilizada em varios
estudos que objetivam acessar a diversidade de isolados
de nddulos em diferentes ecossistemas (Lima et al.,
2009).

Dentre os 139 isolados, dois ndo cresceram em meio
de cultivo apdés o periodo de armazenamento e foram
excluidos das analises (1 de 2004 e 1 de Rejeito 2). Para
dois isolados da parcela Rejeito 1 ndo foi obtido produto
de PCR e esses também foram excluidos da andlise de
restricdo. Assim, o produto do 16S rDNA foi obtido para
135 isolados, o qual foi entdo digerido com as
endonucleases de restricdo Hinf I, Msp | e Dde I.

Com base nos agrupamentos visualizados no
dendrograma gerado com os perfis de restricio 0s
isolados foram distribuidos em 25 diferentes grupos
genotipicos e 56 isolados posicionados em diferentes
grupos genéticos apresentaram 100% de similaridade.

A anélise de BOX-PCR permite avaliar varias regides
gendmicas simultaneamente, identificando variabilidade
intra-especifica. De fato, esta analise evidenciou maior
poder de descriminacdo dos isolados, quando comparado
com a analise de restricdo, sendo que estes foram
distribuidos em 40 grupos e, apenas 12 isolados néo
puderam ser descriminados apresentando 100% de
similaridade.

O numero de grupos observado tanto com base na
restricdio (25) quanto com base no BOX-PCR (40)
demonstra presenca de mais que uma espécie nestas areas.
De fato, este resultado foi confirmado pelo
seqlienciamento parcial do gene 16S. Dentre os 12
isolados para os quais 0 gene 16S foi parcialmente
seqlienciado pdde-se detectar similariade com sequencias
de trés géneros. Destas, 8 pertencem ao género
Bradyrhizobium, 3 pertencem ao género Rhizobium e 1
pertence ao género Mesorhizobium. Considerando todos
os 135 isolados analisados pela restricio do 16S foi
possivel observar que 102 isolados agruparam com 0
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género Bradyrhizobium, 25 isolados com o género
Rhizobium e 8 isolados com o género Mesorhizobium.
Maior abundancia de isolados do género Bradyrhizobium
tem sido observada por outros autores em diferentes
condicbes (Moreira et al., 1998, Lima et al., 2009;
Perrineau et al., 2011). Estes resultados sugerem que
existe elevada variabilidade dentro deste género.

Entre as areas revegetadas o nivel de diversidade foi
mais elevado na area revegetada hd mais tempo (1981) e
menor na area revegetada ha menos tempo (2006). As
demais areas apresentaram valores intermediarios, com
uma sequencia quase linear de reducdo em func¢éo do ano
de revegetacdo (Figura 1).

Foi possivel, concluir que as estratégias de
revegetacdo utilizadas nessas areas tém proporcionado o
estabelecimento de comunidade de plantas capaz de
sustentar o incremento de diversidade de isolados de
nédulos com o passar do tempo. Melloni et al. (2006)
mencionam que estudos de diversidade de grupos-chave
de microrganismos em areas recuperadas sdo importantes,
pois fornecem indicativo do efeito de diferentes métodos
de reabilitacdo sobre a diversidade desses microrganismos
e podem prover o isolamento de estirpes eficientes.

Comparando as areas revegetadas com a area sob
Floresta e com as duas areas que foram revegetadas com o
plantio de Acacia mangium (Rejeito 1 e 2) pdde-se
observar que a area sob Floresta apresentou nivel de
diversidade menor que as areas revegetadas, e que as duas
areas sob plantio de Acacia mangium apresentaram nivel
de diversidade similar a &rea revegetada em 1981.

As éareas revegetadas com o plantio de Acacia
mangium foram recuperadas ha 17 anos (1993), nesse
tempo as alteracdo ocasionadas pela cobertura da area
com uma espécie da familia das leguminosas
possivelmente proporcionou alteracdes no solo e na
vegetacdo que propicionaram condigBes para ©
estabelecimento de comunidade diversa de isolados de
nodulos. Maior diversidade de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de nitrogénio foi também
encontrada em é&reas revegetadas com as leguminosas
bracatinga e feijdo-guandu ap6s atividade de mineragdo
(Melloni et al., 2006).

A capacidade de espécies de leguminosas colonizarem
ambientes degradados é relatada na literatura (Franco e de
Faria, 1997) e, tem sido relacionada ndo somente ao fato
destas formarem associa¢bes simbidticas com bactérias
fixadoras de nitrogénio incorporando-o ao solo, mas
também ao fato destas se associarem a fungos
micorrizicos arbusculares. Isso favorece a nutricdo de
plantas e possibilita a captura mais eficiente de nutrientes.
Como resultado do incremento de nitrogénio na biomassa
e absor¢do de nutrientes importantes, como o fosforo, o
plantio de leguminosas favorece a sucessao vegetal.

Baseado na analise de rarefacdo pdde-se observar,
exceto para a area revegetada em 2006, estabilizacdo dos
valores do indice de Shannon indicando que foi possivel
fazer estimativa acurada da diversidade de isolados de
nodulos com o ndmero de isolados obtidos. Para a area
revegetada em 2006 o numero de isolados obtidos foi
baixo, o que comprometeu a estimativa da diversidade,
gue poderia ser mais elevada caso o nimero de isolados
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fosse maior, pois ndo foi possivel perceber estabilizacdo
dos valores do indice de Shannon (Figura 2).

Menor nivel de diversidade de isolados de nddulos em
areas sob Floresta quando comparado com &reas sob
cultivo ou capoeira também foram encontrados por outros
autores (Jesus et al., 2005; Lima et al., 2009; Melloni et
al., 2006). Jesus et al. (2005) avaliando o efeito do tipo de
uso da terra sobre a diversidade de isolados de nédulos
capturados por siratro, observaram que a area sob cultivo
de mandioca apresentou maior riqueza e diversidade que
as areas sob Floresta e cultivo de pupunha, que ndo
diferiram entre si. Lima et al. (2009) também avaliando a
comunidade de isolados de nodulos de siratro em éreas
com diferentes tipos de uso na Floresta Amazonica
observaram que a riqueza de isolados de nédulos na area
sob floresta primaria (PF) foi igual a 12, sendo o valor
mais baixo entre as areas analisadas. Os valores para as
demais areas foram 46 para area sob cultivo agricola
(AG), 48 em Agrofloresta (AF), 24 para area identificada
como floresta secundaria velha (OSF), 28 em floresta
secundaria nova (YSF) e 29 em area de pasto (PA).

Os dados apresentados nesse trabalho corroboram os
resultados obtidos por Melloni et al. (2006) que
observaram menor nivel de diversidade de isolados de
nodulos em areas recém revegetadas, maior em areas
recuperadas com o cultivo de leguminosas e que a
revegetacdo incrementa a diversidade deste grupo chave
de microrganismos.

CONCLUSOES - Areas revegetadas ha mais tempo
mostraram maiores indices ecolégicos de riqueza,
diversidade e equitabiliade de unidades taxonémicas
operacionais.

A area sob Floresta apresenta menor nivel de riqueza e
diversidade que as areas revegetadas.

As éareas revegetadas com a leguminosa Acacia
mangium em 1993 apresentam nivel diversidade similar a
area revegetada ha mais tempo.
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Figura 1: Riqueza de grupos genotipicos, valores dos indices de diversidade de Shannon e de Equitabilidade
observados para o grupo de isolados de rizobio analisado pela técnica de BOX-PCR para as amostras de solo coletadas
nas parcelas revegetadas em 1981, 1985, 1993, 1998, 2004, 2006, Rejeito 1, Rejeito 2 e Floresta.
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Figura 2: Variacdo dos valores do indice de diversidade de Shannon em fun¢do do nimero de isolados das areas
revegtadas em 1981, 1985, 1993, 1998, 2004, 2006, Rejeito 1, Rejeito 2 e Floresta.



