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EFICIENCIA E DIVERSIDADE FENOTIPICA DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS QUE NODULAM CAUPI [Vigna unguiculata
(L.) WALP] E FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.) EM SOLOS
DE MINERACAO DE BAUXITA EM REABILITACAO®

Rogério Melloni(z), Fatima Maria de Sousa Moreira(3), Rafaela Simao
Abrahio Nébrega® & José Oswaldo de Siqueira®

RESUMO

A atividade de mineracgao provoca degradag¢do ambiental em varias partes do
mundo, e técnicas de revegetacio, empregando diversas espécies vegetais, tém
sido indicadas, com vistas em reabilitar essas areas. A eficiéncia e a diversidade de
grupos-chave de bactérias, como as que nodulam leguminosas e fixam N, (BNLFN),
sao de extrema importancia, uma vez que estas participam de processos de
ciclagem de nutrientes e contribuem para a sustentabilidade dessas areas. Com o
objetivo de avaliar a eficiéncia e a diversidade de BNLFN, coletaram-se amostras
de solo de areas mineradas, sob diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de
reabilitagcao, no verao de 1999, para instalacao de ensaios, empregando feijoeiro e
caupi como espécies de plantas-isca de BNLFN. Na floracgao, coletaram-se as plantas
e avaliaram-se matéria seca da parte aérea, nimero, matéria fresca e atividade de
nédulos. Nao houve influéncia das diferentes estratégias de reabilitacdo na
eficiéncia das populagdes de BNLFN no crescimento do feijoeiro. A diversidade
fenotipica dos isolados de BNLFN foi avaliada por meio das caracteristicas culturais
destes em meio de cultivo 79. Apés a caracterizagio fenotipica de 328 isolados de
feijoeiro e 420 de caupi, verificou-se que este é mais indicado que o feijoeiro nos
estudos de nodulacgao, eficiéncia e diversidade de BNLFN. O impacto negativo da

@ Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor, apresentada ao curso de Pés-Graduagio em Solos e Nutri¢do de Plantas do Depar-
tamento de Ciéncia do Solo, Universidade Federal de Lavras — DCS/UFLA. Trabalho financiado pelo convénio FAEPE/ALCOA e
FAPEMIG. Recebido para publicagdo em maio de 2004 e aprovado em fevereiro de 2006.

@ Professor do Instituto de Recursos Naturais — UNIFEI Caixa Postal 50, CEP 37500-903 Itajuba (MG). E-mail: rmelloni@unifei.edu.br

®) Professor do Departamento de Ciéncia do Solo, Universidade Federal de Lavras — DCS/UFLA. Caixa Postal 37, CEP 37200-000
Lavras (MG). Bolsista CNPq. E-mail: fmoreira@ufla.br; siqueira@ufla.br

@ Doutoranda do curso de PGSNP/DCS/UFLA. Bolsista do CNPq. E-mail: rafaelanobrega@ufla.br



236

Rogério Melloni et al.

mineracio é maior na diversidade fenotipica cultural de BNLFN do que na
nodulacgéo das plantas-isca utilizadas. A revegetacgao contribuiu para aumentar a
diversidade dessas bactérias em solos de areas de mineracao de bauxita,
especialmente quando ocorreu a introducéo de leguminosas.

Termos de indexacgédo: simbiontes radiculares, solo degradado, planta-isca, rizébio.

SUMMARY: EFFICIENCY AND PHENOTYPIC DIVERSITY AMONG
NITROGEN-FIXING BACTERIA THAT NODULATE COWPEA
[Vigna unguiculata (L.) WALP] AND COMMON BEAN
(Phaseolus vulgaris L.) IN BAUXITE-MINED SOILS UNDER
REHABILITATION

Mining activities promote severe environmental degradation in many parts of the world,
and revegetation techniques with diverse plant species have been used for rehabilitation of
these areas. Studies on the occurrence, efficiency and diversity of key microbial groups such as
leguminosae-nodulating, nitrogen fixing bacteria (LNNFB) are essential because they are
involved in nutrient cycling processes and, therefore, to the sustainability of these areas. Aiming
to evaluate the efficiency and phenotypic diversity of LNNFB, soil samples were collected from
different bauxite mining areas with distinct rehabilitation strategies and chronosequences in
the summer of 1999. With these materials we installed experiments using bean and cowpea as
trap species under greenhouse conditions. At flowering, the plants were harvested and the shoot
dry weight, nodule number, nodule weight, nitrogenase activity, and phenotypic diversity of
LNNFB isolates evaluated by culture characterization on 79 medium. There was no influence
of the different rehabilitation strategies on the efficiency of LNNFB populations in promoting
bean growth. After phenotypic characterization of 328 bean and 420 cowpea LNNFB isolates,
it was found that the latter is better suited than bean for studies evaluating LNNFB nodulation,
efficiency and diversity in these areas. Mining strongly decreases the LNNFB diversity, while
there is little effect on nodulation of trap plants. Rehabilitation strategies contribute to increase

LNNFRB diversity in bauxite mined soils, mainly when legume species were introduced.

Index terms: root symbiosis, disturbed soil, trap plants, rhizobia.

INTRODUCAO

As atividades de mineracdo estdo entre as
principais responsaveis pela degradacido dos solos
em todo mundo (Dias & Gryffith, 1998), além de
causar uma inevitavel altera¢do na paisagem,
decorrente dos processos de exploracdo. Dessa
forma, medidas para a reabilitacdo das areas
degradadas pela mineracdo devem ser eficazes e
realizadas com vistas em acelerar a sucessdo
natural. Com este propdsito, a revegetagio tem sido
a principal pratica para recompor e proteger o solo,
evitar a polui¢éo das aguas e promover o retorno da
vida selvagem (Melo et al., 2000) e da biota edafica
(Melloni et al., 2003, 2004), além de incrementar a
sucessao vegetal, contribuindo, conseqiientemente,
para o fluxo de energia e nutrientes nos ecossistemas
(Siqueira et al., 1994).

Uma das limitacGes para a revegetacao de areas
mineradas é a fertilidade do solo ou do substrato,
sendo o nitrogénio considerado um dos nutrientes
maiec lTmitantecec nara o crececimento veocetal

Portanto, uma importante forma de disponibilizar
0 nitrogénio, em areas sob mineragio de bauxita, é
a utilizagdo de espécies vegetais capazes de efetuar
simbiose com bactérias que nodulam leguminosas e
fixam Ny atmosférico (BNLFN) (Franco & Faria,
1997). A maior diversidade de BNLFN pode favorecer
a simbiose com varias espécies leguminosas e
maximizar a fixac¢ao bioldgica do nitrogénio em areas
degradadas. Além disso, quanto maior a diversidade
de espécies, maior a resiliéncia dos processos
microbianos do solo.

As populagdes de BNLFN nativas de areas
degradadas pela mineracgio estdo, provavelmente,
mais adaptadas as condic¢oes edaficas e ambientais
locais. No entanto, ndo ha registros de levantamentos
da ocorréncia, diversidade e eficiéncia de populacoes
de BNLFN, em solos de mineracdo de bauxita no
Brasil e no mundo.

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a
diversidade de BNLFN nos solos ¢é a utilizacido de plan-
tas-isca, cuja principal caracteristica é a promiscui-
dade 011 ce1a devem cor canazece de nodiilar com
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uma grande diversidade de espécies. Dentre as es-
pécies de leguminosas consideradas promiscuas,
podem-se destacar o caupi (Vigna unguiculata) e o
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) (Lewin et al., 1987,
Martins et al., 1997). Sendo estas espécies de im-
portancia econémica na alimentacdo humana, o es-
tudo da diversidade de bactérias fixadoras de nitro-
génio que as nodulam tem adicional importancia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
e a diversidade fenotipica de populac¢ées de BNLFN
em solos de areas de mineragdo de bauxita, sob
diferentes estratégias e cronosseqiéncias de
reabilitacdo, utilizando feijoeiro e caupi como
espécies de plantas-isca.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em areas da
ALCOA Aluminio S/A, Pogos de Caldas, Minas
Gerais, em dois ambientes distintos, de campo e serra.
De acordo com o histérico quanto a estratégia e estadio
de reabilitacdo, e tipo de solo, selecionaram-se 17 areas
em Cambissolo distréfico para as amostragens.
Foram selecionadas oito areas no campo, com
vegetacdo original tipica de campo tropical,
compostas por espécies herbaceas e arbustivas, e
nove areas na serra, mais montanhosas e com
cobertura vegetal original tipo capoeira e mata. As
areas mineradas foram reabilitadas mediante a
semeadura de gramineas e leguminosas herbaceas,
plantios de mudas de bracatinga (Mimosa scabrella),
espécies arbéreas nativas e de Eucalyptus saligna
Smith, estando todas as areas com diferentes idades
de reabilita¢do, em relacdo a area de referéncia, que
néao sofreu alteracio antrépica (Quadro 1).

As amostras de solo de cada area foram coletadas
no verao, dentro de trés transectos de 4 x 25 m, na
profundidade de 0—-10 cm, num total de trés
amostras compostas por area, formadas por dez
subamostras cada. Cada area foi considerada um
tratamento com trés repeticoes formadas por dez
amostras compostas. Os teores de matéria organica
das areas amostradas também se encontram no
quadro 1.

Com as amostras compostas de solo coletadas,
foram instalados dois experimentos em casa de
vegetacdo, ambos dispostos em delineamento
inteiramente ao acaso, tendo um experimento
utilizado o feijoeiro cv. Carioca (Phaseolus vulgaris
L.) e outro caupi cv. Mulato (Vigna unguiculata L.
Walp) como espécies de plantas-isca de BNLFN.
Amostras de solo de cada area foram colocadas em
vasos de PVC, revestidos com sacos plasticos pretos
de 1 L (1,25 kg de amostra de solo). As sementes
foram desinfestadas superficialmente antes do
plantio utilizando alcool 70 % por 3 min, hipoclorito
de s6dio 1 % por 3 min e lavagens sucessivas em
ao11a corrente (Andrade & Hamakawa 1994) Todac
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as amostras de solo foram corrigidas com calcario
dolomitico (14 % MgO, 35 % CaO e PRNT 100 %), para
elevar a saturacao por bases a 70 %, e adubadas com
50 mg kg'! de P-KH,PO,, 100 mg kg'! de K-K,SO,,
15 mg kg'! de S-K,SO4, 0,1 mg kg'! de Mo-
HMo0,.H50, 5 mg kg'! de Zn-ZnS0,.7H50, 1,5 mg kg!
de Cu-CuCl,.2H,0, e 0,5 mg kg'! de B-H;BO;. A
corregdo dos atributos quimicos teve por objetivo
eliminar efeitos limitantes da fertilidade do solo sobre
o crescimento e nodulacéo das culturas avaliadas.

Nos dois experimentos, manteve-se uma planta
por vaso e, na floragdo, ap6s 47 dias da semeadura,
coletaram-se as plantas para determinacgio da
matéria seca da parte aérea, matéria fresca, nimero
e atividade da nitrogenase dos nédulos, por meio de
leitura de reducdo de acetileno em cromatégrafo a
gas Varian Star 3400CX (Dilworth, 1966). Os dados
foram submetidos & andlise de variancia pelo teste
F, com comparac¢do de médias por Duncan a 5 % de
significancia, enquanto os valores obtidos de ntimero
de nédulos por planta receberam transformagio raiz
quadrada de x + 0,5, antes da andalise estatistica pelo
programa SANEST (Zonta et al., 1984). Fez-se
andlise de correlagdo entre matéria organica,
variaveis de crescimento e de nodulacdao de ambas
as espécies de plantas-isca, sendo apresentadas
somente aquelas significativas estatisticamente.

Apés a pesagem dos nédulos frescos, procedeu-
se ao isolamento de BNLFN. Para isso, os nédulos
(minimo de 10 por planta) foram desinfestados
superficialmente com 4alcool 95 %, cloreto de
mercario 0,1 % e lavagens sucessivas em agua
esterilizada, antes da maceracido e riscagem das
estrias, sob condigdes assépticas em meio de cultura
79 (Fred & Waksman, 1928). As caracteristicas
culturais avaliadas foram: tempo, em dias, para
visualizac¢do das colonias; diametro médio das
colonias; modificagdo do pH do meio; producéo de
goma e coloracdo das colonias. Com excec¢do da
caracteristica tempo, em dias, para visualizac¢io das
colonias, as demais foram avaliadas apés 5, 8, 12 e
15 dias de aparecimento das colonias para,
respectivamente, os isolados de crescimento rapido,
intermediario, lento e muito lento.

Os fenétipos culturais dos isolados foram
comparados com as caracteristicas das estirpes-tipo
e referéncia de Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli (ER 316c¢i0a) e trifolii (NZP 1), R. etli
(CFN 427), R. tropici (CIAT 8997), R. galegae bv.
orientalis (HAMBI 5407T), Bradyrhizobium japonicum
(ATCC 103247, B. elkanii (BR 29), Sinorhizobium
meliloti (NZP 40277), S. fredii cv. fredii (USDA 2057),
S. medicae (A 3217), S. saheli (ORS 6097), S. terangae
(USDA 48947, Mesorhizobium loti (NZP 22137), M.
plurifarum (BR 3804), M. ciceri (UPM-Ca77T), M.
huakuii (CCBAU 26097, M. tianshiense (A-1BST),
M. mediterraneum (UPM-Ca367), Azorhizobium
caulinodans (ORS5717T) e Alorhizobium undicola
(ORSQ 099T)
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Quadro 1. Caracteristicas principais das areas amostradas, em dois ambientes (campo e serra), de solos
minerados com diferentes teores de matéria organica e condigoes de reabilitacio

R L li a T
Area odC:ll;z::;ao Caracteristica principal de ;[08(1) Idade® Tamanho
dag kgt ha

Campo

RM Morro das Arvores Recém-minerada, coberta por braquidria (Brachiaria 3,23 6 meses 4,98
decumbens) e feijao-guandu (Cajanus cajan)

E3 José Gabriel Plantio homogéneo de eucalipto (Eucalyptus saligna) (E) 3,73 3 anos 4,22

AE4  Morro das Arvores II  Capim-azevém (Lolium multiflorum) (A) e Eupathorium sp. 3,90 4 anos 1,33
(Asteraceae) (E)

GB10 Morro das Arvores II Capim-gordura (Melinis minutiflora) (G), em sucessao. 3,87 10 anos 1,90
Presenca de espécies nativas como bracatinga (B)

El6 Cabecga de Boi Eucalipto (E. saligna) (E) e serapilheira espessa 5,10 16 anos 4,69

BG19 Morro das Arvores IT Bracatinga (Mimosa scabrella) (B) e sub-bosque bem 6,33 19 anos 1,73
desenvolvido (capim-gordura, alecrim)

RF Morro das Arvores II  Referéncia (RF), com espécies gramindides e arbustivas 3,50 n.d. 11,00
(sem alteragdo antrépica)

Serra

RM Cabecga de Boi Recém-minerada (RM). Coberta por capim-gordura, feijdo- 3,50 6 meses 4,85
guandu e espécies arbdéreas nativas

FGb2 Retiro Branco Feijdo-guandu (FG), braquidria (b) e espécies arbdreas 1,17 2 anos n.d.
nativas

GB6  Retiro Branco Bracatinga (B) e sub-bosque coberto predominantemente 3,93 6 anos 2,55
por capim-gordura

M10 Santa Rosdlia Mata de espécies nativas (M) e sub-bosque bem 4,57 10 anos 2,18
desenvolvido, com serapilheira adicionada

B14 Retiro Branco Bracatinga (B) e vegetagdo rasteira e arbustiva, processo 4,83 14 anos 8,89
de sucessdo lento

E16 Retiro Branco Eucalipto (E. saligna) (E) e sub-bosque bem desenvolvido 6,73 16 anos 17,42
(gramineas e arbustos)

M18 Retiro Branco Mata de espécies nativas (M), incluindo bracatinga, sub- 6,97 18 anos 3,85
bosque fechado, serapilheira espessa, troncos caidos

RF Retiro Branco Referéncia (RF), mata fechada com espécies arbdéreas (sem 7,63 n.d. 57,23

alterac¢do antrépica)

@ Matéria organica. ® Idade aproximada de reabilitacdo em marco de 1999. n.d. = nio-disponivel.

Apbs a caracterizacgio cultural de todos os isolados
e de estirpes-tipo e referéncia, foram construidos dois
dendrogramas de similaridade, para o estudo de
diversidade, sendo um para os isolados de caupi e
outro para os de feijoeiro, pelo método Complete
Linkage e Distancia Euclidiana (Everitt, 1993), por
meio do programa STATISTICA 5.0 (1995). Para
isso, foram atribuidos valores ponderados de acordo
com a importancia atribuida as caracteristicas
culturais apresentadas pelos isolados e estirpes-tipo
e referéncia, sendo de 100, 75, 100, 25 e 75 %,

rechnectivamente nara ac caractericeticac temno em

dias, para visualizacio das colonias; diametro da
colonia; alteragcdo do pH do meio; producio de
goma e coloracdo da colonia (Quadro 2). As
caracteristicas culturais tempo de aparecimento
da colonia e alteracdo do pH do meio foram
utilizadas para a separacido de géneros de
Rhizobiaceae (Jordan, 1984), sendo consideradas
as mais discriminantes. Ja para as demais
caracteristicas, os valores estipulados refletem a
experiéncia do grupo em trabalhos anteriores ja
publicados (Moreira, 1991; Moreira et al.,
10092)
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Quadro 2. Valores relativos as caracteristicas culturais dos isolados e estirpes-tipo ou referéncia de
rizébios utilizados na construcio dos dendrogramas de similaridade

Caracteristica cultural

Valor atribuido para
a construcio dos
dendrogramas(®

Intervalo de observacio

1. Tempo, em dias, para visualizacdo das colonias

2. Diametro da colénia (1)

3. Alteragdo do pH do meio (U

4. Produgdo de goma ()

5. Coloracao da colonia (D

1 dia (muito rapido) 1

2 a 3 dias (rapido) 2

4 a 5 dias (intermedidrio) 3

6 a 10 dias (lento) 4
> 10 dias (muito lento) 5
<1lmm 1
la2mm 2

> 2 mm 3
Acidificante 1
Neutro 2
Alcalinizante 3
Seca 1
Baixa 2
Média 3
Alta 4
Branca 1
Amarela 2

M Foi avaliado apés 5, 8, 12 e 15 dias de aparecimento das colénias para, respectivamente, os isolados de crescimento rapido, inter-
medidrio, lento e muito lento. @ Os valores foram ponderados de acordo com a importancia atribuida as caracteristicas culturais no
estudo de diversidade, sendo de 100, 75, 100, 25 e 75 %, respectivamente, para as caracteristicas 1, 2, 3, 4 e 5.

Com os grupos culturais obtidos, procedeu-se a
construcao dos dendrogramas e ao calculo do indice
de diversidade de Shannon-Weaver (Shannon &
Weaver, 1949) para as diferentes areas de estudo,
conforme a equacio:

K
H’= - X pi In pi, onde

i=1

H’= indice de diversidade de Shannon-Weaver

k =ntmero de grupos formados com as diferentes
caracteristicas culturais,

pi=abundancia relativa dos isolados em cada grupo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Matéria seca da parte aérea (MSPA), nodulacéao
e atividade da nitrogenase

Nao houve efeito das estratégias de reabilitacio
na eficiéncia das popula¢oes de BNLFN do feijoeiro,
indicada pela MSPA, tanto para campo como para
serra. com excecao da area recém-minerada na serra.

que apresentou o menor valor para esta variavel
(Quadro 3). Ja a MSPA de caupi variou de 1,90 a
3,23 g planta’l, no campo, e de 2,2 a 3,5 g planta‘l,
na serra, havendo diferencgas significativas no
comportamento desta espécie, quando cultivada em
amostras de solos dos diferentes tratamentos. Nos
dois ambientes, campo e serra, as populacgdes das
4reas recém-mineradas foram as menos eficientes
e, de modo geral, as mais eficientes foram aquelas
oriundas das areas com maior tempo de reabilitacéao,
principalmente na serra. Excegdo a esta tendéncia
foi o eucalipto com 16 anos (E16) no campo e sem
sub-bosque onde as populagées foram ineficientes,
fato este nao observado para o eucalipto com a mesma
idade na serra, mas com sub-bosque bem
desenvolvido. Entretanto, na 4rea de referéncia (RF)
da serra, o maior valor de MSPA néo pode ser
explicado pela eficiéncia das populacoes de BNLFN,
porque nao houve nodulagéo neste tratamento, mas,
sim, pelo alto teor de matéria organica no solo que
foide 7,63 dag kgt (Quadro 1).

E bem documentada a inibi¢do da nodulagéo por
altos teores de matéria organica e de N-mineral.
Contudo, ndo foram registradas correlagdes
significativas entre matéria organica do solo e as
variaveils de nodulaciao (ntimero e matéria fresca de
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Quadro 3. Matéria seca da parte aérea (MSPA), e numero (N°), matéria fresca (MF) e atividade da
nitrogenase em nodulos, obtidos de feijoeiro e caupi, cultivados em amostras de solos de areas de

minerac¢io de bauxita em reabilitacao

Atividade da

Area® MSPA Ne de nédulos MF de nédulo nitrogenase
Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi
g planta-1 @ n° planta-! ) mg planta-1 2 nmol C2Hg h-! planta-1 @
Campo®
RM 0,5 1,16a 2,03 ¢ 16,3 ab 39,6 a 227 abe 758 abc 413 b 386 bed
E3 1,67 a 2,29 be 39,3 a 61,6 a 281 ab 712 be 2.400 a 719 b
AE4 1,00 a 1,90 ¢ 4,7b ¢ 37,6 a 79 be 762 abc 685 b 468 bed
GB10 0,99 a 2,63 abc 28,3 a 61,7 a 325 ab 902 a 420 b 567 bc
E16 1,62 a 1,95 ¢ 0 34,0 a 0 687 ¢ 0 249 cd
BG19 1,38 a 3,01 ab 41,8 a 55,1 a 311 ab 828 abc 521 b 164 d
RF 1,47 a 3,23 a 47,9 a 61,4 a 427 a 884 ab 812 b 1.304 a
CV (%) 27,6 17,8 34,9 14,8 59,2 12,0 63,8 35,2
Serra®
RM 0,5 0,95b 2,2 ¢ 7,5 d 31,8 Db 189 ¢ 650 ab 0 929 ab
FGb2 1,93 a 2,54 be 55,1 be 53,5 ab 606 a 189 ab 324 ab 613 ab
GB6 2,31 a 2,34 ¢ 124,8 a 56,7 ab 682 a 1.086 a 450 a 659 ab
M10 2,01 a 2,42 ¢ 70,2 be 47,7 ab 411 b 802 ab 466 a 447 ab
Bl4 1,90 a 3,46 a 36,7 c 38,8 ab 49 d 508 b 0 924 ab
E16 1,87 a 3,4 ab 86,4 ab 53,5 ab 717 a 468 b 68 be 249 b
M18 2,35 a 3,5 a 123,0 a 46,7 ab 598 a 653 ab 0 566 ab
RF 2,18 a 3,08 abc 0 70,6 a 0 633 b 0 1371 a
CV (%) 20,0 17,2 18,1 18,5 18,7 32,5 90,8 48,5

@ Campo: RM reabilitada com braquidria e feijao-guandu; E3 eucalipto trés anos; AE4 capim-azevém e Eupathorium sp. quatro
anos; GB10 capim-gordura e bracatinga; £16 eucalipto; BG19 bracatinga e capim-gordura; RF referéncia, sem alteragdes antrépicas.
Serra: RM reabilitada com capim-gordura e feijdo-guandu; FGb2 feijao-guandu, braquidria; GB6 bracatinga e sub-bosque coberto
predominantemente por capim-gordura; M10 espécies nativas; B14 bracatinga; E16 eucalipto; M18 bracatinga e espécies nativas;
RF referéncia. ® Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem estatisticamente por Duncan a 5 %. ® Os nimeros apés

as letras indicam anos apds o plantio das espécies.

nédulos e atividade de nitrogenase) de feijoeiro ou
caupi, no campo e serra, indicando que os resultados
obtidos foram devidos as diferencas de comporta-
mento das plantas-isca mediante as estratégias
estudadas.

Quanto as variaveis relacionadas com a
nodulacéo, as plantas-isca também se comportaram
distintamente, nos dois ambientes. Ja o caupi, ao
contrario do que ocorreu na MSPA, ndo mostrou di-
ferenga nas amostras de diferentes areas do campo
para nimero de nédulos, e nas amostras oriundas
da serra, foram observadas poucas diferencas. Ana-
lisando o nimero de nédulos do feijoeiro, os maio-
res valores obtidos ndo estavam necessariamente
relacionados com a presenca de leguminosas nas
4reas mineradas em processos de realibilitacdo. Para
matéria fresca e atividade da nitrogenase dos nodu-
los houve diferencas entre os tratamentos, tanto
nara fel10eiro como NaTa Cca11Dl NO CaAaMDO & Na carra

Houve correlagdes significativas, somente para
caupi, entre MSPA e nimero (r = 0,78*%) ou matéria
fresca de nédulos (r = 0,78*) de plantas cultivadas
em amostras de solo das areas do campo, e entre
MSPA e matéria fresca (r = 0,71%) ou atividade de
nédulos (r = 0,95%*) de plantas cultivadas em
amostras de solo da serra, evidenciando a presenca
de populagoes de BNLFN eficientes para esta espécie
nos dois ambientes. A ineficiéncia de populacées
que nodulam o feijoeiro foi corroborada, ndo sé pela
auséncia de efeito dos tratamentos sobre a MSPA,
embora houvesse populacoes variaveis, mas também
pela auséncia de atividade da nitrogenase dos
nédulos das amostras dos seguintes locais do
ambiente de serra: drea recém-minerada com seis
meses de reabilitacdo (RM), plantio de bracatinga e
vegetacdo rasteira e arbustiva com 14 anos de
reabilitagdo (B14) e area de mata nativa com 18 anos
de reabilitacao (M18K)
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Além disso, as populagées de BNLFN foram
ausentes nas areas que tinham eucalipto ha 16 anos
(E16), no campo, e na area de mata fechada sem
alteracdo antrépica (RF), na serra. A nodulagio
observada em areas recém-mineradas e revegetadas
héa apenas seis meses, RM, no campo, e RM, na serra,
indica que as populacées de BNLFN puderam-se
manter viaveis e com capacidade de estabelecer
simbiose com plantas, quando as condigdes
ambientais tornaram-se favoraveis. Segundo Hirsch
(1996), células de bactérias dos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium e Allorhizobium apresentam granulos
de poli-b-hidroxibutirato, que podem ser
catabolizados (Wong & Evans, 1971) e utilizados
como fonte de carbono e energia em situagoes de
estresse. Assim, este mecanismo de adaptacéo pode
contribuir para a sobrevivéncia e atividade destas
bactérias por longos periodos, independentemente
da presenca de planta hospedeira.
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Caracterizacéo cultural de isolados de BNLFN

Todas as plantas de caupi cultivadas apresentaram
nodulacéo, sendo obtidos destas 420 isolados de
BNLFN (Quadro 4) e cerca de 87 % das plantas de
feijdo nodularam, sendo obtidos 328 isolados.
Excetuando as dreas que tinham eucalipto ha
16 anos (E16), no campo, e a area de mata fechada
sem alteracdo antrdpica (RF), na serra, onde néo
foram obtidos nddulos, nas demais areas, obtiveram-
se numeros de isolados totais superiores a 14 para
feijoeiro e 24 para caupi.

Osisolados de BNLFN obtidos de feijoeiro e caupi
foram agrupados de acordo com suas caracteristicas
culturais em 12 e 24 grupos, respectivamente
(Quadros 5 e 6). Osisolados de feijoeiro (Figura 1a)
foram distribuidos em seis grandes grupos (60 % de
similaridade), sendo o grupo 1 com 258 isolados
(79 %) pertencentes aos grupos morfolégicos A, E,
G, I e J e a maioria das estirpes-tipo e referéncia de

Quadro 4. Numero total de isolados de bactérias que nodulam leguminosas e fixam N, (BNLFN), obtidos
de caupi e feijoeiro, cultivados em amostras de solo das diferentes dreas de estudo, com seus

respectivos indices de diversidade

Numero de isolados

Indice de diversidade
H’ Shannon-Weaver

Area® Total de isolados

Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi
Campo®
RM 0,5 21 28 49 0@ 0,88
E3 14 28 42 0,41 0,80
AE4 19 32 51 1,46 1,28
GB10 29 29 58 0@ 1,90
E16 0 25 25 a.i.® 1,07
BG19 26 31 57 0,94 1,45
RF 24 27 51 0@ 0,90
Sub total 133 200 333 - -
Serra®
RM 0,5 18 26 44 1,65 0,32
FGb2 30 30 60 0@ 1,90
GB6 20 25 45 0,20 1,43
M10 26 28 54 0@ 1,50
B14 30 28 58 1,31 1,72
E16 49 30 79 1,42 1,33
M18 22 29 51 0@ 1,49
RF 0 24 24 a.i.® 1,18
Sub total 195 220 415 - -

M Campo: RM reabilitada com braquiéria e feijao-guandu; E3 eucalipto; AE4 capim-azevém e Eupathorium sp.; GB10 capim-gordu-
ra e bracatinga; E16 eucalipto; BG19 bracatinga e capim-gordura; RF referéncia, sem alteragdes antrdpicas. Serra: RM reabilitada
com capim-gordura e feijdo-guandu; FGb2 feijdo-guandu, braquiaria; GB6 bracatinga e sub-bosque coberto predominantemente por
capim-gordura; M10 espécies nativas; B14 bracatinga; E16 eucalipto; M18 bracatinga e espécies nativas; RF referéncia. @ Os ntime-
ros apés as letras indicam anos apés o plantio das espécies. ®Auséncia de isolado. ® Valor 0 na variavel indice de diversidade significa
1aenladne com ae meamac caractarieticac c11lf1iraic em meaeino de ec11lf11170a 70
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espécies do género Rhizobium, além de S. medicae
e S. terangae; o grupo 2 apresentou 13 isolados (4 %)
dos grupos morfolégicos B e F e a maioria das
estirpes-tipo de espécies do género Sinorhizobium e
das espécies Rizobium galegae e Allorhizobium
undicola; o grupo 3 englobou 14 isolados (4 %)
pertencentes ao grupo morfolégico H e a maioria
das estirpes-tipo de espécies do género Mesorhizobium,;
o grupo 5 foi formado por 11 isolados (3 %) dos grupos
morfolégicos C, L e M e estirpes-tipo de espécies do
género Bradyrhizobium, e o grupo 6, por 32 isolados
(10 %) do grupo morfolégico D e estirpe-tipo
Azorhizobium caulinodans. O grupo 4 conteve
apenas a estirpe-tipo M. huakuii. A maioria dos
isolados de feijoeiro apresentou maior similaridade
as estirpes pertencentes a espécies dos géneros
Rhizobium e Sinorhizobium, de crescimento rapido
e carater acidificante.

Para o caupi (Figura 1b), a 60 % de similaridade,
formaram-se oito grandes grupos, sendo o grupo 1
com 293 isolados (70 %) pertencentes aos grupos
morfolégicos A, B, D, H, P, Q, R, V e Z1 e estirpes-
tipo e referéncia de espécies do género
Bradyrhizobium; o grupo 2 englobou 11 isolados (3 %)
pertencentes aos grupos morfolégicos I, M e U e
estirpe tipo M. huakuii; o grupo 3 foi representado
apenas pela estirpe-tipo de A. caulinodans, ou seja,
nenhum isolado assemelhou-se a esta estirpe; ja o
grupo 4 formou um grupo a parte com 46 isolados
(11 %) dos grupos morfolégicos C, L, N e S; e grupo 5
apresentou 3 isolados (< 1 %) exclusivamente do
grupo morfolégico O; o grupo 6 apresentou 4 isolados
(1 %) dos grupos morfologicos X e Z e estirpes-tipo
da maioria das espécies do género Mesorhizobium;
o grupo 7 foi formado de 34 isolados (8 %)
pertencentes aos grupos morfolégicos E e G e estirpes-

tipo da maioria de espécies do género Sinorhizobium
e das espécies Rhizobium galegae e Allorhizobium
undicola e, finalmente, o grupo 8 conteve 29 isolados
(7 %) pertencentes aos grupos morfolégicos F, J e T
e estirpes-tipo na maioria de espécies do género
Rhizobium, S. medicae e S. terangae.

Resumindo: o caupi, portanto, nodulou predomi-
nantemente com BNLFN de caracteristicas cultu-
rais semelhantes as das estirpes tipo de espécies do
género Bradyrhizobium, de crescimento lento e de
carater alcalinizante, embora os isolados estivessem
mais uniformemente distribuidos nos demais géne-
ros, quando comparados ao feijoeiro. Este resulta-
do confirma a menor especificidade do caupi e con-
corda com aqueles encontrados por Lewin et al.
(1987), Martins et al. (1997) e Pereira (2000), os ul-
timos avaliando a diversidade fenotipica de BNLFN,
em outros ecossistemas, utilizando o caupi como
espécie de planta-isca.

Indice de diversidade de BNLFN

Houve efeito das estratégias de reabilitacdo na
diversidade fenotipica de BNLFN, com
comportamentos diferenciados entre as espécies de
plantas-isca utilizadas (Quadro 4). O caupi
apresentou, de modo geral, maiores indices de
diversidade de BNLFN e possibilitou melhor
discriminacdo entre as areas mineradas, em relagéo
ao tempo de reabilitacdo, do que o feijoeiro. Isto
demonstra o maior potencial de utilizagdo desta
espécie de planta-isca em estudos de diversidade de
BNLFN em solos minerados. Verificou-se auséncia
de diversidade de BNLFN de feijoeiro em varias
areas do campo e serra, mostrando, portanto, menor
promiscuidade desta espécie para formar simbiose
com populacdes nativas destes solos, em relagdo ao

Quadro 5. Grupos fenotipicos culturais de bactérias que nodulam leguminosas e fixam N, (BNLFN) e
numero de isolados de feijoeiro, classificados por grupo, no campo e serra

Caracterizac¢io cultural dos isolados(®

Total de isolados

Grupo
1 2 3 4 5 Campo Serra
A 2-3 2,5 Acido Baixa-alta Amarela 111 127
B 3 2,0 Acido Seca Branca 4 7
C 6 2,0 Alcalino Seca Branca 2 5
D 3 2,0 Neutro Seca Branca 2 30
E 3 3,0 Acido Baixa-alta Branca 11 0
F <2 2,0 Acido Baixa-média Branca 2 0
G 2-3 2,5 Neutro Baixa-média Branca 1 4
H 3-4 1,5 Acido Seca Amarela 0 14
I 3 >4,0 Acido Média Amarela 0 1
J 3 3,5 Neutro Alta Amarela 0 3
L 6 <1,0 Alcalino Seca Amarela 0 2
M 6 1,0 Alcalino Seca Branca 0 2

M1 (tempo, em dias, para visualizacdo das coldnias), 2 (didmetro médio das colénias, em mm), 3 (modificacido do pH do meio de

cultura 79) 4 (nroduciao de coma) e 5 (coloracao das colonias)
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Quadro 6. Grupos fenotipicos culturais de bactérias que nodulam leguminosas e fixam N, (BNLFN) e
numero de isolados de caupi, classificados por grupo, no campo e na serra

Caracterizacio cultural dos isolados®

Total de isolados

Grupo
1 2 3 4 5 Campo Serra
A 6-10 1,5 Alcalino Seca Branca 9 8
B 6-10 2,0 Alcalino Baixa-média Branca 118 109
C 6-10 2,5 Neutro Baixa-alta Branca 10 23
D 6-10 >4,0 Alcalino Média-alta Branca 7 2
E 2-3 2,0 Acido Média-alta Amarela 6 18
F 2-3 >4,0 Acido Alta Amarela 15 5
G 2-3 2,0 Neutro Média-alta Amarela 8 2
H 4-6 1,5 Alcalino Seca Branca 2 2
I 4-6 4,0 Alcalino Alta Amarela 4 0
J 4-6 >4,0 Acido Alta Amarela 1 0
L 6-10 1,0 Acido Média-alta Branca 4 0
M 4-6 3,5 Neutro Média-alta Amarela 1 1
N 6-10 2,0 Neutro Média-alta Amarela 4 3
(6] 6-10 <1,0 Acido Seca Amarela 2 1
P 6-10 2,0 Alcalino Média-alta Branca 2 11
Q 6-10 2,5 Alcalino Baixa-média Amarela 0 13
R 6-10 <1,0 Alcalino Baixa-média Amarela 7 0
S 6-10 2,0 Acido Média Branca 0 2
T 4-6 4,0 Acido Alta Branca 0 8
U 4-6 2,0 Alcalino Baixa-média Amarela 0 5
A% 4-6 >4,0 Alcalino Média Branca 0 2
X 4-6 1,0 Acido Seca Amarela 0 2
Z 4-6 2 Acido Média Branca 0 2
71 4-6 1-2 Alcalino Seca Branca 0 1

M1 (tempo, em dias, para visualizacdo das colonias), 2 (didmetro médio das colénias, em mm), 3 (modificacdo do pH do meio de

cultura 79), 4 (producdo de goma) e 5 (coloragao das colonias).

caupi. A diferenga de comportamento da espécie
vegetal utilizada como planta-isca de BNLFN foi
também demonstrada por Handley et al. (1997),
Pereira (2000) e Moreira & Pereira (2001), autores
estes que indicam a utilizagio de grande niimero de
plantas-isca, em estudos de diversidade destes
microrganismos.

Para o caupi, a maior diversidade foi obtida em
algumas areas revegetadas com leguminosas
(Quadro 4). Dentre essas, no ambiente campo, a
area revegetada com capim-gordura, em sucessio
ha 10 anos (GB10), e na que apresentava bracatinga
com sub-bosque bem desenvolvido com 19 anos de
reabilitacdo (BG19) mostraram tal comportamento.
Ja na serra, as areas revegetadas com feijdo-guandu,
braquidria e espécies arbéreas nativas ha dois anos
(FGb2) e bracatinga com vegetacdo rasteira e
arbustiva hé 14 anos (B14) foram as que
proporcionaram maior diversidade de BNLFN.

Apesar do baixo indice de diversidade calculado
para a area com espécies graminoides e arbustivas
sem alteracao antrépica (RF), no campo, os menores
valoree decce foram ohtidoe na 4rea com nlantio

homogéneo de eucalipto (E3) ha trés anos e nas
areas recém-mineradas, tanto do campo quanto da
serra, evidenciando o efeito negativo da mineracao
sobre a diversidade fenotipica de BNLFN. A baixa
diversidade relativa destes microrganismos nas
areas de referéncia (RF) do campo e da serra (RF)
pode estar associada a menor diversidade de espécies
leguminosas e a maior presenca de serapilheira.

Embora a revegetacéo que utilizava eucalipto em
plantio adensado e homogéneo, no campo, tenha
apresentado menor influéncia nas variaveis
relacionadas com a nodulacdo (nimero, matéria
fresca e atividade de nddulos), verificou-se que nas
areas com plantio homogéneo de eucalipto (E3), no
campo, e na area revegetada com eucalipto (E16),
na serra, os indices de diversidade de BNLFN
oscilaram, sendo inferiores e superiores a referéncia
sem alteragdo antrdpica do campo, respectivamente.
Em areas revegetadas com eucalipto, na serra (E16),
pelo fato de ter sido utilizado maior espa¢amento,
houve a formacdo de um sub-bosque de grande
riqueza vegetal, o qual pode ter contribuido para
maior recuperacio da diversidade de BNLFN, apos
16 anos de reabilitacao com indices ctineriores ans
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Figura 1. Dendrogramas de similaridade, construidos de acordo com os grupos fenotipicos culturais: a -
grupos fenotipicos de A, B, C.... M, para os isolados de bactérias noduliferas de feijoeiro e b - (A, B,
C.,... Z, 71) de isolados de bactérias noduliferas de caupi, ambos cultivados em amostras de solos de
areas de mineracéo, e com as estirpes-tipo e referéncia: ER 316 ci0a (Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli), NZP 1 (R. leguminosarum trifolii), CFN 427 (R. etli), CIAT 899" (R. tropici), HAMBI 5407 (R.
galegae bv. orientalis), NZP 4027" (Sinorhizobium meliloti), USDA 2057 (S. fredii cv. fredii), A3217 (S.
medicae), ORS609" (S. saheli), USDA 48947 (S. terangae), NZP 2213" (Mesorhizobium loti), BR 3804 (M.
plurifarium), UPM-Ca7" (M. ciceri), CCBAU 2609" (M. huakuii), A-IBS™ (M. tianshinense), UPM-Ca36"
(M. mediterraneum), ATCC10324" (Bradyrhizobium japonicum), BR29 (B. elkanii), ORS 5717
(Azorhizobium caulinodans), ORS 9927 (Allorhizobium undicola). Descricao dos grupos fenotipicos
culturais nos auadros 5 e 6.
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das referéncias que nao sofreram alteracio antrépica
(RF), indicando uma relacéo direta entre diversidade
acima e abaixo da superficie do solo.

Estes resultados mostram que o eucalipto pode
apresentar efeitos contraditérios na nodulacio e
diversidade de BNLFN, dependendo da riqueza
vegetal formada no seu sub-bosque, quando na
reabilitacdo de solos de areas de mineragio.

Estudos que exploram a diversidade de grupos-
chave de microrganismos sio importantes, pois,
além de fornecerem um indicativo do efeito de
diferentes métodos utilizados para reabilitagao de
areas degradadas sobre a diversidade destes grupos,
possibilitam, ainda, isolamento de estirpes
promissoras para usos potenciais diversos. Neste
contexto, em um estudo realizado em solos de areas
de mineracgio de cassiterita na regido Amazonica,
utilizando soja, feijoeiro, mucuna-preta, guandu,
crotaldaria e siratro como plantas isca, foram obtidas
estirpes de BNLFN competitivas e eficientes,
quando comparadas com as estirpes comerciais
(Sanches, 2002).

Motta (2002), estudando 12 isolados da planta-
isca caupi, oriundos das populacées avaliadas no
presente estudo, encontrou resultados positivos na
inoculacgdo de caupi em vasos Leonard. Dez estirpes,
das doze testadas, foram altamente eficientes
produzindo matéria seca da parte aérea da planta
similar a da testemunha, que recebeu adubacao
nitrogenada, e as plantas apresentaram uma
producdo de matéria seca da parte aérea bem
superior a das plantas inoculadas com a estirpe
comercial SEMIA 6145, recomendada pela RELARE
(2000).

Como hé indicativos de boa sobrevivéncia destas
estirpes no seu habitat de origem, como relatado
anteriormente, estas sdo de grande interesse para
estudos posteriores de inoculacdo em espécies
vegetais para a revegetacio destas areas, objetivando
enriquecer o solo com nitrogénio e matéria organica
e acelerar a sucessao vegetal nestes ambientes.

CONCLUSOES

1. Em estudos de nodulacdo, eficiéncia e
diversidade fenotipica de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de Ny, em areas de
mineracio de bauxita em reabilitacio, o caupi é mais
indicado que o feijoeiro por recuperar maior
diversidade destes microrganismos.

2. O impacto negativo da minerag¢io é maior na
diversidade fenotipica cultural de bactérias
noduliferas fixadoras de Ny do que na nodula¢io das
plantas-isca utilizadas, mostrando ser o primeiro
parametro o mais indicado para avaliar a eficiéncia
da reabilitacan
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3. A revegetacao, independentemente da idade,
aumenta a diversidade de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de Ny, em relagdo as areas
recém-mineradas e mesmo em relacdo as areas de
referéncia.

4. Maior diversidade de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de Ny foi encontrada em
areas revegetadas com as leguminosas bracatinga
e feijao-guandu.
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