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DENSIDADE E DIVERSIDADE FENOTIPICA DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS
EM SOLOS DE MINERACAO DE BAUXITA,
EM REABILITACAOW

R. MELLONI®, R.S.A. NOBREGA®),
F. M. S. MOREIRA® & J. O. SIQUEIRA®

RESUMO

Bactérias diazotroficas endofiticas contribuem para o desenvolvimento das
plantas por meio da fixacdo biolégica do nitrogénio, producéo e liberacdo de
substancias reguladoras do crescimento vegetal, podendo, assim, facilitar a
revegetacao de solos degradados por atividades antrépicas. No entanto, pouco
se conhece sobre as populacgdes destas bactérias em solos ou plantas de areas de
mineracdo. Objetivando avaliar o efeito de diferentes tipos de vegetagao e tempo
de reabilitacdo de areas degradadas por mineracdo de bauxita na densidade e
diversidade de algumas espécies de bactérias diazotroéficas endofiticas,
realizaram-se, em duas épocas, amostragens de solo, de dois ambientes distintos,
submetidos a diferentes processos de reabilitacdo. A densidade, avaliada pelo
ndmero mais provavel, utilizando os meios de cultura: NFb, JNFb e Fam, para
Azospirillum brasilense e A. lipoferum, Herbaspirillum spp. e A. amazonense,
respectivamente, variou de 0 a 2,0 x 10* bactérias por grama de solo e mostrou
que o tipo de vegetacdo influiu nas populacdes destas bactérias. Foram
encontradas densidades maiores em solos revegetados com gramineas: braquiaria
(Brachiaria decumbens), capim-azevém (Lolium multiflorum) e capim-gordura
(Melinis minutiflora). Contudo, estas densidades podem ser consideradas baixas,
se comparadas as de solos agricolas, e ndo apresentaram relacdo com o tempo
de reabilitacdo da area. Foram encontrados 36 fenétipos culturais em meio
batata, entre os 72 isolados obtidos dos trés meios de cultura utilizados. A partir
destes, foram formados sete grandes grupos com similaridade superior ou igual
a 63 %, dos quais cinco, representando 62,5 % do total de isolados obtidos,
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continham as estirpes-tipo de Burkholderia brasilensis, Herbaspirillum
seropedicae e Azospirillum spp. (A. brasilense, A. amazonense, A. lipoferum,
A. irakense). Apesar da baixa densidade, este grupo de bactérias apresentou
alta diversidade fenotipica no ambiente estudado.

Termos de indexacédo: Azospirillum spp., Herbaspirillum, Burkholderia, fixacédo
biolégica de nitrogénio, gramineas.

SUMMARY: DENSITY AND PHENOTYPIC DIVERSITY OF ENDOPHYTIC
NITROGEN FIXING BACTERIA IN SOILS UNDER
REHABILITATION AFTER BAUXITE MINING

Diazotrophic endophytic bacteria enhance plant growth through biological nitrogen
fixation and production and release of plant growth regulating substances, which facilitate
the revegetation of areas degraded by human activities. However, little is known about
populations of such bacteria in soils or plants of mining areas. Aiming to study the effects
of different vegetation types and rehabilitation periods on some endophytic diazotrophic
bacteria species, soil samples were collected under two environmental conditions (“Campo”
and “Serra”) in bauxite mined areas undergoing different rehabilitation processes.
Population densities were evaluated by the most probable number method in media (NFb,
JINFb, and Fam for Azospirillum brasilense and A. lipoferum, Herbaspirillum spp. and
A. amazonense, respectively) and ranged from 0 to 2.0 x 104 bacteria g soil. The vegetation
types affected the diazotrophic populations. Highest densities were found in mined soils
revegetated with the grass species brachiaria (Brachiaria decumbens), rye grass (Lolium
multiflorum) and capim-gordura (Melinis minutiflora). However, these densities are
considered low compared to those found in agricultural soils. No relationship was found
between the rehabilitation time and population density. Thirty-six cultural phenotypes
were found on potato medium among 72 isolates out of all three culture media. At a similarity
of at least 63 %, these isolates formed seven great groups, five of which (comprising 62.5 %
of the total isolates) contained the type strains of Burkholderia brasilensis, Herbaspirillum
seropedicae, and Azospirillum spp. (A. brasilense, A. amazonense, A. lipoferum,
A. irakense). In spite of its low density, this group of bacteria presented a high phenotypic
diversity in the studied environment.

Index terms: Azospirillum spp., Herbaspirillum, Burkholderia, biological nitrogen fixation,
grasses.

INTRODUCAO

Bactérias diazotréficas endofiticas sdo aquelas
gue fixam N, atmosférico e colonizam o interior de
tecidos vegetais sem causar sintomas de doencas
(Débereiner, 1992). Dentre as mais estudadas,
destacam-se aquelas pertencentes aos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum, Acetobacter,
Burkholderia e Azoarcus. Bactérias do género
Azospirillum sdo consideradas endofiticas
facultativas (Baldani et al., 1997), pois, além de
colonizarem os hospedeiros, podem sobreviver no solo
na forma de cistos (Bashan & Holguin, 1997) e, ou,
utilizar poli-B-hidroxibutirato como fonte de carbono
e energia (Baldani et al., 1999) na auséncia destes.
Burkholderia é outro género considerado endofitico,
cuja capacidade diazotrofica foi descoberta
recentemente (Gillis et al., 1995; Baldani et al., 1997).
Ja o género Herbaspirillum é considerado endofitico

obrigatorio, por apresentar baixa sobrevivéncia no
solo (Olivares et al., 1996). Apesar de a
especificidade com relagdo a seus hospedeiros ser
baixa (Baldani et al., 1997), a associa¢gdo dessas
bactérias fixadoras de nitrogénio é mais freqtiente
com gramineas (Magalhdes & Ddbereiner, 1984;
Bashan & Holguin, 1997; Baldani et al., 1999).

Os microrganismos diazotroficos endofiticos
podem desempenhar importante papel na
reabilitacdo e sustentabilidade dos ecossistemas,
uma vez que incorporam N por meio da fixagao
biolégica em quantidades que podem variar de 25 a
50 kg ha't ano-! de N e produzem e liberam
substancias reguladoras do crescimento vegetal,
como auxinas, giberelinas e citocininas, as quais
contribuem para melhorar a nutricdo mineral e
utilizacdo de agua pelas plantas (Bazzicalupo &
Okon, 2000). Por estes e outros efeitos, a introducéo
prévia de gramineas em areas desprovidas de
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vegetacdo é muito vantajosa. No entanto, Bashan
& Holguin (1997) e Baldani et al. (1999) relataram
gue a ocorréncia e a atividade destas bactérias no
solo e na planta séo fortemente influenciadas por
estresses fisicos (baixa umidade e alta temperatura),
quimicos (acidez e baixos teores de nutrientes e
carbono) e bioldgicos (espécie vegetal nao-
hospedeira), os quais sdo comuns em solos de
mineracdo de bauxita, razdo por que podem
influenciar as populagdes destas bactérias.

Embora gramineas sejam freqlentemente
plantadas ou semeadas em areas em processo de
reabilitacdo, ndo ha estudos sobre bactérias
diazotroéficas associativas nestas e, ou, em outras
espécies vegetais utilizadas com tal finalidade em
areas de mineracéo. Os objetivos do presente estudo
foram: avaliar a densidade e a diversidade fenotipica
de algumas espécies de bactérias diazotroéficas
endofiticas, em solos de mineracao de bauxita, sob
diferentes tipos de vegetacao, incluindo gramineas,
bem como o efeito do tempo de reabilitacdo e das
estacdes do ano.

MATERIAL E METODOS

De acordo com o tempo de reabilitacéo e tipo de
vegetagao apds a mineragao de bauxita, selecionaram-
se, para o presente estudo, 15 areas, originalmente
sob Cambissolo distréfico de baixa fertilidade, cujas
caracteristicas edaficas quimicas e fisicas
encontram-se em Melloni (2001). Todas as areas
estdo localizadas na empresa de mineracéo Alcoa
Aluminio S/A em Pogos de Caldas (MG), em dois
ambientes distintos, identificados como Campo e
Serra. Destas areas, sete foram selecionadas no
Campo, com vegetacdo original tipica de campo
tropical, composta por espécies herbaceas e
arbustivas, e oito, na Serra, de relevo mais
montanhoso e com cobertura vegetal tipo capoeira e
mata. As areas foram mineradas nas ultimas
décadas e submetidas a procedimentos variados de
reabilitacdo, encontrando-se atualmente com
diferentes tipos de vegetacdo: gramineas,
leguminosas herbaceas, bracatinga, espécies
arboreas nativas e Eucalyptus saligna, com diferentes
idades e estadios de reabilitacdo (Quadro 1).

De cada area, coletaram-se trés amostras de solo
proximas as raizes, compostas de dez subamostras
retiradas na profundidade de 0-10 cm, em duas
estacdes do ano: verdo (margo de 1999) e primavera
(dezembro de 1999). Estas coletas foram feitas apds
uma avaliagdo semiquantitativa da presenca de
diazotroficos, em amostras de solo de todas as areas
em agosto de 1998, pelo método de cultura de
enriquecimento nos mesmos meios utilizados para
contagem (cinco culturas por meio por area). Estas
épocas foram escolhidas, visto que representavam o
periodo de seca (agosto) e o inicio e fim da estacéo

chuvosa (marco e dezembro), periodos distintos de
atividade bioldgica especialmente no que se refere
ao vigor e ciclo da vegetacéo.

As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos, mantidas em caixas térmicas e
transportadas ao laboratério no prazo maximo de
24 h, quando foram submetidas a contagem de
bactérias endofiticas, por meio do método do nimero
mais provavel (NMP). Realizaram-se diluicdes
sucessivas das amostras de solo em agua, de 101
(10 g solo: 90 mL H,0 esterilizada) a 10-°, antes da
inoculagdo de 0,1 mL destas suspensdes em frascos
que continham 4 mL dos meios de cultura semi-soélidos
que favorecem o crescimento de Azospirillum spp.
(A. lipoferum e A. brasilense) (NFb), A. amazonense
(Fam) e Herbaspirillum spp. (JNFb), preparados
conforme Ddbereiner (1980), Magalhées (1983) e
Baldani et al. (1992), respectivamente, com trés
repeticdes por diluigdo. Estas culturas foram
mantidas sob incubac¢do por sete dias a 28 °C,
avaliando-se, posteriormente, a presenca ou
auséncia de crescimento bacteriano pela formacéo
de pelicula proxima a superficie no meio.

Utilizou-se o programa MPNES (Woomer et al.,
1990) para determinagdo do NMP destas bactérias
por grama de amostra de solo, seguindo-se a
transformacdo dos dados para log (NMP + 1) e
comparagao das areas pelo teste Duncan a 5 % de
significancia, por meio do programa estatistico
SANEST (Zontaet al., 1984). Cada area amostrada
foi considerada tratamento (com trés repetices por
areal/tratamento), sendo todas analisadas em
delineamento inteiramente ao acaso.

Para obtencdo dos isolados e avaliagdo da
diversidade fenotipica, transferiu-se, com alca de
platina, uma porg¢do de peliculas crescidas nas
culturas utilizadas para avaliacdo semiquantitativa
e contagem para 0s mesmos meios de cultura semi-
solidos (JNFb, NFb e Fam). As novas peliculas
formadas foram repicadas para estes meios, porém,
com consisténcia sélida (15 g L* de agar acrescidos
de extrato de levedura), conforme descrito nas
referéncias ja citadas. Apds cinco dias ou mais de
incubacdo a 28 °C, colbnias isoladas foram
transferidas novamente para meios de cultura semi-
so6lidos com posterior verificagdo de crescimento,
indicado pela formacé&o de pelicula tipica. Para a
purificacao final, por¢gdes das novas peliculas
formadas foram riscadas no meio de cultura batata
(Dobereiner et al., 1995) e, apds sete dias de incubagéo
a 28 °C, caracterizadas quanto a cor, diametro e
consisténcia das colbnias. As estirpes-tipo de
Azospirillum lipoferum (BR110807), A. brasilense
(BR11101T), A. amazonense (BR111407), A. irakense
(CIP 103311; KBC1), Burkholderia brasilensis (BR
11340T) e Herbaspirillum seropedicae (BR11175T)
foram também avaliadas quanto as mesmas
caracteristicas. A estirpe-tipo de Burkholderia foi
incluida como referéncia, pois foi relatado seu
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Quadro 1. Principais caracteristicas das areas amostradas em dois ambientes (campo e serra) de solos
minerados e em diferentes condi¢des de reabilitacéo

Localizacéao

Tamanho

A isti inci (1)
Area da mina Caracteristica principal Idade (ha)
Campo (CA)

RM-CA  Morro das Arvores Recém-minerada, coberta por braquiaria (Brachiaria decumbens) e feijéo- 6 meses 4,98
guandu (Cajanus cajan)

E3 José Gabriel Plantio homogéneo de eucalipto (Eucalyptus saligna) (E) 3 anos 4,22

AE4 Morro das Arvores 11 Capim-azevém (Lolium multiflorum) (A) e Eupathorium sp. (Asteraceae) (E) 4 anos 1,33

GB10 Morro das Arvores |1 Capim-gordura (Melinis minutiflora) (G), em sucessdo. Presenca de espécies 10 anos 1,90
nativas como bracatinga (B)

E16 Cabeca de Boi Eucalipto (Eucalyptus saligna) (E) e serapilheira espessa 16 anos 4,69

B19 Morro das Arvores 11 Bracatinga (Mimosa scabrella) (B) e sub-bosque bem desenvolvido (capim- 19 anos 1,73
gordura, alecrim)

RF-CA  Morro das Arvores |1 Referéncia (RF), com espécies graminéides e arbustivas (sem alteragédo n.d. 11,00
antropica)

Serra (SE)

RM-SE  Cabeca de Boi Recém-minerada (RM). Coberta por capim-gordura, feijédo-guandu e espécies 6 meses 4,85
arboreas nativas

FGb2 Retiro Branco Feijéo-guandu (FG), braquiéaria (b) e espécies arbdreas nativas 2 anos n.d.

B6 Retiro Branco Bracatinga (B) e sub-bosque coberto por capim-gordura 6 anos 2,55

M10 Santa Rosalia Mata de nativas (M) e sub-bosque bem desenvolvido, com serapilheira 10 anos 2,18
adicionada

B14 Retiro Branco Bracatinga (B) e vegetacéao rasteira e arbustiva, processo de sucesséo lento 14 anos 8,89

E16 Retiro Branco Eucalipto (E. saligna) (E) e sub-bosque bem desenvolvido (gramineas e 16 anos 17,42
arbustos)

M18 Retiro Branco Mata de nativas (M), incluindo bracatinga, sub-bosque fechado, serapilheira 18 anos 3,85
espessa, troncos caidos

RF-SE Retiro Branco Referéncia (RF), mata fechada com espécies arbéreas (sem alteragao n.d. 57,23

antropica)

@ |dade aproximada de reabilitagio em margo de 1999. n.d. = nao-disponivel.

isolamento em meios similares aos utilizados neste
estudo (Baldani, 1996).

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 SAS INSTITUTE 5.0.
Para isso, atribuiram-se os seguintes valores as
caracteristicas morfolédgicas: (a) diametro médio das
colénias: 1 (<1 mm), 2 (1-2 mm), 3 (2-3 mm), 4
(> 3 mm); (b) cor: 1 (creme), 2 (creme centro-escuro),
3 (creme-claro), 4 (rosa), 5 (creme-transparente), 6
(branco); (c) consisténcia das colonias: 1 (média), 2
(mole) e 3 (dura/quebradica).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambas as épocas, os maiores valores de
densidade total de bactérias diazotréficas endofiticas
foram obtidos nas amostras de solo das areas
revegetadas com gramineas (Quadro 2), as quais séo
consideradas plantas hospedeiras comuns destas
bactérias (Magalh&es & Ddbereiner, 1984; Baldani

et al., 1999). No verdo, em areas com
aproximadamente seis meses de reabilitacdo com
braquiaria ou capim-gordura, registraram-se
densidades totais de 3,1 x 102 bactérias g solo, no
campo, e de 3,0 x 108 bactérias g solo, na serra,
indicando a rapida proliferacéo destas bactérias no
solo, ap6s a atividade de mineracao e inicio da
reabilitacdo. Isto ocorreu provavelmente pela facil
disseminacao destas bactérias por meio das
sementes das espécies plantadas na area e pela
maior afinidade destas bactérias pela rizosfera de
gramineas.

No entanto, estes valores foram relativamente
pouco alterados em outras areas com maior tempo
de reabilitagdo, tanto na primavera quanto no verao.
O valor méaximo obtido foi de 2,0 x 10* bactérias g1
solo em &rea de campo (ver&o) reabilitada com
capim-azevém e Eupathorium quatro anos. Apesar
de estar a densidade diretamente relacionada com a
espécie vegetal associada (Baldani et al., 1999), estes
valores podem ser considerados baixos, quando
comparados aos encontrados para Azospirillum spp.
em raizes e solo de outras gramineas, como milho e
sorgo no Sudeste (108 a 107 bactérias g solo)
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(Débereiner, 1978, citado por Dobereiner et al.,
1995), em raizes néo lavadas de pupunha e
braquiaria na Amazodnia (10° bactérias g solo)
(Magalhdes & Ddbereiner, 1984), em raizes
desinfestadas superficialmente e na rizosfera de
espécies de braquiaria em Goias e Minas Gerais (103
a 107 bactérias g solo) (Reis Jr. et al., 2000).

Uma possivel explicacdo para a baixa densidade
nas areas mineradas é que estas bactérias
apresentavam baixa ocorréncia no ambiente
original. De fato, na area da serra, estas nao foram
encontradas e no campo tiveram ocorréncia
rara. Nas areas M10, B14, E16, M18 e RF-SE (da
serra) e E3 e E16 (do campo), registraram-se 0s
menores valores de densidade, sendo ausentes em
varias amostras. Isto pode estar relacionado com a
auséncia de plantas hospedeiras (gramineas) nestas
areas e, ou, com a baixa disponibilidade de nutrientes
nestes solos. Conforme Melloni (2001), esses solos
apresentaram baixos teores de matéria organica, P,
K e baixa saturacéo por bases. Isto corrobora o0s
resultados de Magalhées & Dobereiner (1984) que
relataram baixa densidade destas bactérias, sendo
muitas vezes nula em solos desprovidos de
gramineas e com baixa fertilidade, como os de
campinas e florestas de terra firme na Amazonia.

Estes resultados também podem indicar que estes
microrganismos, a exemplo do que ocorre com as
simbioses rizébios e leguminosas, sdo importantes
principalmente nos estadios iniciais da sucesséo da
vegetacdo, os quais apresentam deficiéncia de N.
Nos ecossistemas em climax ou préximos a este, a
fixacdo biologica de N, ndo é estimulada ou
favorecida porque as demandas por N sdo supridas
por uma ciclagem mais eficiente (Moreira, 1994).

O numero total de isolados por area e por coleta
(época de amostragem) encontra-se, respectivamente
no quadro 3 e na figura 1. Foram obtidos isolados
de todos os meios utilizados e da maioria das areas
estudadas onde se registrou a presenca de
diazotroficos (Quadros 2 e 3). Assim como observado
para a densidade de endofiticos, em areas cobertas
por capim-gordura e braquiaria (RM-CA, GB10 e
B19 do campo e FGb2, da serra), obteve-se 0 maior
numero de isolados, com valores superiores aos das
areas de referéncia. A revegetacdo com gramineas
contribuiu para maior multiplicacéo destas bactérias
no solo e, consequentemente, para maior probabilidade
de isolamento. Embora tenha sido registrada a
ocorréncia destas bactérias em solos com eucalipto,
na primavera (Quadro 2), nédo se obtiveram isolados
nestas areas gracas a contaminacéo e descarte de

Quadro 2. Densidade de microrganismos diazotroficos endofiticos em amostras de solo coletadas no veréao
e primavera, avaliadas por meios de cultura NFb (para Azospirillum spp.), INFb (para Herbaspirillum

spp.) e Fam (para A. amazonense)

; Veréo Primavera
Area Total Total
NFb JINFb Fam NFb JINFb Fam
(NMP x 10?) bactérias g™ solo
Campo (CA)
RM-CA 1,4 0 1,7b 3,1 5,7a 1,1 0,53 b 7,3
E3 0 0 0 0 0,9 ab 0 1,0ab 1,9
AE4 3,2 7,4 190 a 200,6 2,6ab 1,1 3,2ab 6,9
GB10 3,9 2,3 0 6,2 1,8ab 3,9 7,0 a 12,7
E16 0 0 0 0 0 0,5 0 0,5
B19 1,9 0 0 1,9 3,1ab 3,2 0,9 ab 7,2
RF-CA 0 1,8 0 1,8 0,8b 0 0 0,8
Serra (SE)

RM-SE 10b 7,0 13 30 0 3,3ab 12a 15
FGb2 60 a 33 9,3 102,3 25a 20a 15b 24
B6 48b 36 11 51,8 0 0 16a 16
M10 0 0 0 0 0,8b 0,5b 0,7 be 2,0
B14 0 0 0 0 0 0 0,5 be 0,5
E16 0 0 0 0 0 0 0,3¢c 0,3
M18 0 0 0 0 0,5b 0 0,8 bc 13
RF-SE 0 0 0 0 0 0 0 0

Campo: RM-CA reabilitada com braquiaria e feijao-guandu seis meses; E3 eucalipto trés anos; AE4 capim-azevém e Eupathorium sp.
quatro anos; GB10 bracatinga e capim-gordura dez anos; E16 eucalipto 16 anos; B19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF-CA
referéncia, sem alteracdes antropicas. Serra: RM-SE reabilitada com capim-gordura e feijdo-guandu seis meses; FGb2 feijao-guandu,
braquiéaria dois anos; B6 bracatinga e sub-bosque coberto por capim-gordura seis anos; M10 espécies nativas dez anos; B14 bracatinga
14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF-SE referéncia. Médias seguidas por letras distintas
na coluna diferem estatisticamente por Duncan a 5 %. Para analise estatistica os dados foram transformados para log (NMP +1).
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Quadro 3. Numero total de isolados de diazotroficos endofiticos por area de estudo, obtidos de amostras
de solo coletadas no verao e primavera, utilizando os meios considerados especificos NFb, INFb e Fam

NuUmero de isolados

Area

Total de isolados

NFb para JINFb para Fam para
Azospirillum spp. Herbaspirillum spp. A. amazonense
Campo (CA)
RM-CA 3 3 4 10
E3 - - - -
AE4 - - 3 3
GB10 4 1 2 7
E16 - - - -
B19 1 4 8 13
RF-CA 1 2 0 3
Total 10 10 14 36
Serra (SE)
RM-SE 1 3 2 6
FGb2 5 6 - 11
B6 2 - - 2
M10 - 5 - 5
B14 5 4 3 12
E16 - - - -
M18 - - - -
RF-SE - - - -
Total 13 18 5 36

Campo: RM-CA reabilitada com braquiaria e feijdo-guandu seis meses; E3 eucalipto trés anos; AE4 capim-azevém e Eupathorium
sp. quatro anos; GB10 bracatinga e capim-gordura dez anos; E16 eucalipto 16 anos; B19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF-
CA referéncia, sem alteracdes antropicas. Serra: RM-SE reabilitada com capim-gordura e feijdo-guandu seis meses; FGb2 feijéo-
guandu, braquiaria dois anos; B6 bracatinga e sub-bosque coberto por capim-gordura seis anos; M10 espécies nativas dez anos; B14
bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF-SE referéncia.

culturas cuja pureza foi comprometida. O nimero
de fendtipos culturais, em relagdo ao nimero total
de isolados, ndo variou entre as épocas amostradas
(Figura 1), indicando estabilidade quanto a riqueza
fenotipica deste grupo de bactérias em areas de
mineragao.

Foi observada uma grande diversidade fenotipica
cultural, sendo encontrados trinta e seis fenotipos
(Quadro 4). Trés destes fendtipos foram exclusivos
de estirpes-tipo de A. brasilense, A. lipoferum, e
H. seropedicae. Fenotipos das estirpes de A. irakense
e A. amazonense foram similares aos isolados
UFLA36 e UFLAG61, respectivamente. Seis isolados
tiveram fenotipo semelhante ao de Burkholderia
brasilense. Os 30 fenotipos restantes ndo apresenta-
ram similaridade cultural com nenhuma das
estirpes-tipo.

Em cerca de 84 % de similaridade entre fenotipos
culturais de isolados e de estirpes-tipo de espécies
conhecidas (Figura 2), encontram-se 0s grupos de
fenotipos listados no quadro 4, os quais apresentam
alto grau de discriminacéo de suas caracteristicas
culturais. Diminuindo o nivel de similaridade para
cerca de 63 %, verifica-se que houve maior coeréncia
taxon6mica entre os grupos com base nas estirpes-
tipo. Dos oito grandes grupos formados, cinco

apresentaram similaridade com estirpes-tipo. Os
quatro grupos que continham as quatro estirpes-tipo
de o-Proteobacteria das espécies do género
Azospirillum compreenderam 36 isolados. O quinto
grupo, que compreendeu as estirpes-tipo de espécies
de B-Proteobacteria dos géneros Herbaspirillum e
Burkholderia, continha 17 isolados. Os trés grupos
sem estirpes-tipo continham 19 isolados que podem
pertencer a outras espécies de diazotroficos. Apesar
de os métodos moleculares serem considerados

30
25 W Fendtipos culturais
20
15
10

OTotal de isolados

NUMERO

1 2 3
EPOCA DE AMOSTRAGEM

Figura 1. Numero total de isolados e de fenétipos
culturais (descritos no Quadro 3) correspondentes
as épocas de amostragem (coleta 1: agosto de
1998; coleta 2: marcgo de 1999; coleta 3: dezembro
de 1999).
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essenciais a identificacdo destas bactérias (Kirchhof
et al., 1997), estes resultados indicam que
caracteristicas culturais sdo também aplicaveis em
estudos exploratorios da diversidade destas
bactérias em diferentes ambientes.

Mesmo ausente ou ocorrendo em baixa densidade
no ambiente original (areas de referéncia), estas
bactérias podem ter sobrevivido nos solos
reabilitados gracas a capacidade de formar
estruturas de resisténcia, como cistos, quando em
condicgdes estressantes (Bashan & Holguin, 1997), e
a possibilidade de fixar N, na auséncia de fonte
exogena de C (Okon & ltzigsohn, 1992). Estudos
tém mostrado ainda que estas espécies sao capazes
de acumular poli-B-hidroxibutirato, um material de
reserva que lhes permite resistir a condigdes de
estresses ambientais (Ddbereiner, 1991; Baldani,
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1996) e que, portanto, possibilitaria a sua
sobrevivéncia em solos minerados.

Estes resultados mostram também que, embora
0 maior nimero de isolados tenha sido obtido com a
utilizacdo do meio JNFb (Quadro 4), a analise de
similaridade (Figura 2) indica que estes nao
necessariamente apresentaram maior similaridade
a Herbaspirillum. 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 endofiticas, principalmente aquelas
capazes de tolerar a maior acidez inicial deste meio,
como Azospirillum. Do mesmo modo, Magalhédes &
Débereiner (1984) mostraram que, mesmo sendo as
espécies de Azospirillum - favorecidas nos meios NFb
e Fam, outros microrganismos diazotréficos podem
crescer nestes meios, como ocorreu no presente estudo.

Quadro 4. Descricédo das caracteristicas dos fendotipos culturais, com os respectivos isolados de bactérias
diazotroficas endofiticas e estipes-tipo, obtidos de amostras de solo coletadas em diferentes épocas
em areas reabilitadas ap6s a mineracéo de bauxita

Fendtipo cultural Descrigdo®

Isolado (Prefixo UFLA) e estirpe-tipo

| 1-1-1
1 1-1-2
i 2-1-2
v 2-1-1
\% 1-2-1
VI 3-2-2
VI 2-2-2
VI 2-2-1
IX 3-2-1
X 3-1-1
X1 4-1-2
X1l 2-1-3
X 3-1-3
XV 4-2-2
XV 4-3-2
XVI 4-2-1
XV 4-4-1
XVIII 4-4-2
XIX 3-4-2
XX 3-4-3
XXI 4-4-3
XX 3-3-3
XX 2-3-2
XXV 1-3-2
XXV 2-4-3
XXVI 2-3-3
XXVII 4-5-2
XXV 4-6-2
XXIX 4-6-1
XXX 4-6-3
XXX1 3-6-3
XXX 1-6-2
XXX 1-6-1
XXXV 1-5-2
XXXV 1-6-3
XXXVI 2-6-3

1,52

B. brasiliensis BR11340T, 2, 63, 64, 65, 66, 70
5,12, 28, 34, 69

18, 42, 47, 24

H. seropedicae BR 111757
3,4,6,8,19, 26, 31, 41

7, 10, 13, 16, 30, 53

14

A. irakenseT, 36

17

23, 48

38

44, 45, 51

22,37,72
A. brasilense BR11101
25

A. amazonense BR11140T, 61
54, 55, 58, 60, 67, 68

A. lipoferum BR110807T

@ Descrigéo: 1° valor (diametro médio da coldnia) que varia de: 1 =<1 mm, 2 =1-2 mm, 3=2-3 mm, 4 = >3 mm. 2° valor (cor da
col6nia): 1 = creme, 2 = creme centro-escuro, 3 = creme claro, 4 = rosa, 5 = creme transparente, 6 = branco. 3° valor (consisténcia
da colbnia): 1 = consistente, 2 = mole, 3 = dura/quebradica.
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UFLAL
UFLAS,

UFLAZ
UFLAG3
UFLAB4
UFLAGS
UFLAGG
UFLATO
8. brasiliensis
UFLAS

UFLAL2
UFLA28
UFLA34
UFLAGY
UFLALB
UFLA24
UFLAGZ
UFLAGT

H. seropedicae

UFLA

UFLAG
UFLAG
UFLAB

UFLALD
UFLA26
UFLA3L

A. lipoferum

100 80 60

40 20 0

Figura 2. Dendrograma de similaridade baseado em caracteristicas fenotipicas culturais de cor, tamanho
e consisténcia de coldnias. Os isolados foram comparados com estirpes-tipo (T) de Azospirillum
lipoferum, A. amazonense, A. irakense, A. brasiliense, Burkholderia brasilense, Herbaspirillum
seropedicae, cujas caracteristicas se encontram no quadro 3.

CONCLUSOES

1. Bactérias diazotroéficas endofiticas néo
ocorreram na area de referéncia da serra (mata) e
ocorreram em baixas densidades na referéncia do
campo.

2. A reabilitacdo do solo com as gramineas: capim-
gordura, azevém e braquiaria favoreceu a ocorréncia
de bactérias diazotrdéficas endofiticas em areas de
minerac¢ao de bauxita reabilitadas. No entanto, estas
densidades séo baixas quando comparadas aquelas
geralmente encontradas em &reas agricolas.

3. O tempo de reabilitagdo e a variagdo sazonal ndo
influenciaram a densidade e a diversidade de diazotré-
ficos endofiticos nas diversas areas estudadas.

4. Houve grande diversidade fenotipica cultural
entre os isolados obtidos das diferentes areas em
reabilitacdo e parte significativa destes néo
apresentou similaridade com as estirpes-tipo das
espécies de diazotroficos pesquisadas.
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