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Introducao

O cerrado de Roraima estéd localizado na porcao central do estado e onde esta inserida

a Capital Boa Vista, estes solos estao na maioria em areas planas ou com pequena
declividade, com baixo teor de carbono devido a vegetacao rala, com predominéncia de
gramineas que sofrem acao constante de incéndio associada a processo intenso de erosao
laminar (MELO et al., 2003). Sao solos com pH &cidos, baixa fertilidade natural e com
presenca de aluminio. Além disso, o periodo de estiagem prolongado faz com que estes
solos tenham que ser cuidadosamente manejados. Portanto, é necesséria a busca por
alternativas de manejos que possibilitem o estabelecimento da capacidade produtiva de
pastagens nessa regiao.

Uma alternativa para a melhoria da fertilidade, em solos sob pastagens, é o consércio de
gramineas com leguminosas forrageiras fixadoras de nitrogénio atmosférico, como por
exemplo, as pertencentes ao género Stylosanthes (estilosantes). Este género compreende
cerca de 50 espécies e subespécies nativas de &reas tropicais e subtropicais da Asia,
Africa e as Américas, principalmente a América do Sul (QUECINI et al., 2002). Esta
leguminosa possui capacidade de fixar altos niveis de nitrogénio em simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio, além de varias espécies serem tolerantes a solos acidos e de baixa
fertilidade (SCHULTZ-KRAFT; GIACOMETTI, 1978; CALLES; SCHULTZE-KRAFT, 2010a).

Apesar de sua ampla ocorréncia, pouco se conhece sobre a diversidade de bactérias

gue fazem simbiose com esta leguminosa. Trabalhos feitos na Australia relataram a
predominancia da simbiose com bactérias do género Bradyrhizobium (DATE, 2010).

No Brasil, atualmente sdo recomendadas pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) duas estirpes bacterianas para a inoculacao em Stylosanthes spp.,
BR 446 e BR 502, ambas do género Bradyrhizobium (BRASIL, 2011; DELAMUTA et al.,
2016).

Nas savanas de Roraima, foram registradas sete espécies do género Stylosanthes: S.
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capitata, S. angustifolia, S. gracilis, S. viscosa, S. humilis, S. guianensis e S. scabra
(MEDEIROS; FLORES, 2014). No entanto, nao ha nenhuma informacao sobre a diversidade
das bactérias fixadoras de nitrogénio em simbiose com estas leguminosas.

Assim, objetivou-se neste trabalho isolar e avaliar a diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio em simbiose com estilosantes em areas de savana em Roraima.

Material e Métodos

Coletas e identificacdo de estilosantes no cerrado de Roraima

As coletas foram realizadas no Campo Experimental Agua Boa da Embrapa Roraima,
localizado no Municipio de Boa Vista e também em fazendas produtoras de soja e arroz
no Municipio de Bonfim (Tabela 1). As coletas foram realizadas no periodo chuvoso em
Roraima, nos meses de julho e agosto de 2012.

A parte aérea das plantas de estilosantes contendo flores foi coletada para confeccao
de exsicatas. Foram coletadas 10 plantas em cada ponto de coleta. Estas foram entao
depositadas no Herbario do Museu Integrado de Roraima (MIRR) para a identificacao
botanica de acordo com Medeiros e Flores (2014).

As raizes foram coletadas com auxilio de uma pé reta, a uma profundidade de 30 cm e
distante 20 cm do coleto das plantas. Estas amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos contendo papel iumido e levadas ao laboratério de Microbiologia do Solo da
Embrapa Roraima, onde foram lavadas para observacao de nodulacao, coleta dos nédulos e
isolamento.

Em cada ponto foram coletadas dez amostras de solo simples na profundidade de 0-20 cm,
equidistantes bm uma da outra, para formar uma amostra composta, para analises quimica
e granulométrica (EMBRAPA, 1997) (Tabela 1).

Tabela 1. Areas de coleta de plantas de estilosantes no cerrado de Roraima.

Municipio/ Local Descricdo Localizacdo

01/08/2012 P1 Boa Vista/ Campo Experimental Area de integracao- N 02°39'49.8"

Agua Boa Embrapa Roraima lavoura-pecuéria floresta W 060°50'55,8"
Boa Vista/ Campo Experimental Area de pastagem N 02°39'53,0”

Dl 2 He Agua Boa Embrapa Roraima plantada W 060°50°37,1"
Boa Vista/ Campo Experimental . . N 02°40'10,7"

01/08/2012 P3 Agua Boa Embrapa Roraima Capim nativo W 060°50'55,8"
. . Estrada préxima a N 03°17'20.5"

10/08/2012 P4 Bonfim/ Fazenda Prato Chique lavoura de soja W 060°20°45.6"
. . Estrada préxima a N 03°17'32.8"

10/08/2012 P5 Bonfim/ Fazenda Prato Chique lavoura de soja W 060°21°26.7"
A . ) ’ "

10/08/2012 P6 Bonfim/ Fazenda Tiaraju Area de cultivo de arroz N 03°16°03.8

em pousio W 060°16°18.5"
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Isolamento e purificacdo das bactérias de nédulos de estilosantes

Para o isolamento das bactérias, as raizes das plantas contendo nédulos recém-coletados
foram lavadas para retirar o excesso de solo, seguido da retirada manual dos nédulos. Em
seguida, foi realizada a desinfestacao superficial destes nédulos com alcool 96% por 30
segundos, hipoclorito de sédio a 5% por cinco minutos e 10 lavagens sucessivas em agua
destilada esterilizada. Os nédulos desinfestados foram individualmente macerados com
pinca esterilizada e o extrato intranodular foi estriado utilizando alca de platina em placas
de Petri contendo meio de cultura 79 (FRED; WASKMAN, 1928) com indicador vermelho
congo (0,0025%) e incubadas a 28° C, avaliando-se o surgimento de colénias por 10
dias. As colbnias resultantes foram cultivadas sucessivamente em meio de cultura 79 com
indicador azul de bromotimol (0,5%) até a purificacao.

Caracterizacao morfolégica cultural

A caracterizacao foi iniciada a partir do crescimento de no minimo trés colbénias isoladas,
tendo sido avaliados o tempo de crescimento, alteracao do pH do meio de cultura, forma
e elevacao das colbnias, além da producao de muco (VINCENT, 1970). As estirpes foram
inicialmente agrupadas pelo coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA, com o auxilio
do programa NTSY (versdo 2.1t). Nesta anélise e também nas subsequentes foram
incluidas as 45 estirpes que se encontravam estocadas na colecao de microrganismos da
Embrapa Roraima.

A partir da caracterizacao morfoldgica cultural foram selecionados os isolados baseados
nos grupos morfoldgicos, representatividade de cada local de coleta e espécies de
estilosantes.

Autenticacao das bactérias quanto a nodulacao

A partir da caracterizacao morfoldgica cultural foram selecionados os isolados baseados
nos grupos morfoldgicos, representatividade de cada local de coleta e espécies de
estilosantes. Oitenta e nove isolados foram, entao, avaliados quanto a capacidade de
nodulacao utilizando o feijao-caupi (Vigna unguiculata), cultivar BRS Guariba como
hospedeiro, por ser uma cultura de ciclo curto e de ampla capacidade de nodulacdao com
rizébios de solos amazénicos (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012;
SILVA et al., 2012) e, principalmente, pela falta de sementes viadveis da maioria das
espécies de estilosantes.

Para este experimento foram utilizadas garrafas do tipo “longneck” (350 mL), contendo
solucao nutritiva esterilizada de Hoagland e Arnon (1950) modificada com % de

forca (GUIMARAES et al., 2012). As sementes de feijdo-caupi foram desinfestadas
superficialmente com etanol 70% (30 segundos), peréxido de hidrogénio 5% (5 minutos)
e 10 lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Para a germinacao, as sementes
foram dispostas em placas de Petri contendo algodao e papel de germinacao previamente
esterilizados e umedecidos, e incubadas por 48 horas a 28 °C.
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes. Os tratamentos foram a inoculacao com os isolados selecionados das espécies
de estilosantes, um controle positivo com a inoculacao da estirpe BR 3262 (Bradyrhizobium
sp.), recomendadas como inoculante para feijao-caupi e dois controles negativos sem
inoculacao (com e sem nitrogénio mineral). Os inoculantes foram preparados em meio,

79 liquido (5 dias; 28 °C), e 1 mL de in6culo foi aplicado a cada planta. No controle sem
inoculacao e com nitrogénio, utilizou-se a solucado nutritiva completa, com 52,5 mg L' de
nitrogénio. Aos 20 dias apds a inoculacao, as plantas foram coletadas para avaliacao da
nodulacao.

Caracterizacao genotipica das bactérias

Todos os isolados autenticados como nodulantes em V. unguiculata foram crescidos

em meio 79 liquido por quatro dias e o DNA gendémico foi extraido utilizando o Kit RBC
(ndmero de catalogo: YGB 300) seguindo a recomendacao do fabricante. A amplificacao
do gene 16S rRNA foi realizada utilizando os iniciadores 27F e 1492R (LANE, 1991) e
realizou-se o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA utilizando o iniciador 27F. O
alinhamento, edicao e analise filogenética foi realizada no programa Mega 6.06 (TAMURA
et al.,2011), utilizando o método de agrupamento Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987)
e o0 modelo de distancia Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980). Para analise da arvore
filogenética, foram incluidas as seguintes espécies tipo Rhizobium japonicum USDA 67
(UB69638), Mesorhizobium loti ATCC 700743" (X67229), Rhizobium leguminosarum
3Hoq18" (U293886), Herbaspirillum seropedicae Z67" (Y10146) e Burkholderia cepacia
Ballard 7177 (U96927).

Resultados Obtidos

Coletas e identificacdo de estilosantes no cerrado de Roraima

Foram identificadas cinco espécies do género Stylosanthes, trés na cidade de Boa Vista no
campo experimental Agua Boa da Embrapa Roraima (S. capitata, S. scabra e S. gracilis)

e duas na cidade de Bonfim em areas de produtores (S. humilis e S. angustifolia) (Tabela
2). As cinco espécies de Stylosanthes identificadas neste trabalho ja haviam tido sua
ocorréncia natural relatada nas savanas de Roraima, o qual representa um dos principais
centros de origem deste género (MEDEIROS; FLORES, 2014). A ocorréncia natural das
espécies de estilosantes nestas dreas demonstra o seu potencial de adaptacao em solos de
baixa fertilidade e clima com ocorréncia de periodo seco prolongado.

Tabela 2. Andlise quimica e granulométrica das amostras de solo, identificacao das
espécies e numeros de isolados obtidos de plantas de estilosantes no cerrado de Roraima.
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Tabela 2.
Caracteristicas Quimicas Caracteristicas Fisicas N° de
Espécies bactérias
(oF:] Mg K .\ MO  Argila Silte Areia isoladas
cmolc dm3
S. capitata
P1 5,4 0,32 0,10 0,03 0,25 4,42 1,08 173 16,5 810 S. scabra 99
S. gracilis
P2 4,8 0,26 0,16 0,03 0,40 3,13 -* - - - S. capitata 16
P3 4,1 0,3 0,2 0,01 0,80 3,00 1,10 200 40 760 S. gracilis 37
P4 6,8 0,81 0,24 0,14 0,01 11,54 2,61 124 68 808 S. humilis 32
P5 5,0 0,39 0,12 0,04 0,24 15,02 4,96 109 148 743 S. angustifolia 35
P6 5,4 0,24 0,07 0,10 0,17 22,84 9,72 111 127 762 S. angustifolia 39

*-nao determinado

e Stylosanthes capitata Vogel

Esta espécie (Figura 1) foi coletada em dois pontos distintos no Campo Experimental da
Embrapa Roraima (Tabela 2), no P1 em area préxima de experimento de integracao lavoura
pecuaria floresta e no P2 em uma area de pastagem plantada. Trata-se de uma planta
nativa do leste do Brasil e certas regides da Venezuela. E perene, se desenvolve em solos
com baixo valor de pH e baixa fertilidade e nao cresce bem em solos férteis, além disso
apresenta tolerancia a antracnose (SCHULTZE-KRAFT; GIACOMETTI, 1978; GROF et al.,
1979). Estas caracteristicas tornam esta espécie (Figura 1) uma forrageira potencial para o
uso em areas de pastagens no cerrado de Roraima.

Figura 1. Stylosanthes capita Vogel. Foto: Krisle da Silva e Josimar Chaves.

e Stylosanthes scabra Vogel

Esta espécie (Figura 2) foi coletada foi no P1 em area pr6xima a experimento de integracao
lavoura-pecuaria-floresta. E amplamente distribuida no norte da América do Sul (Brasil,
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Venezuela, Colémbia, Equador, Peru, Bolivia e Norte da Argentina) (EDYE; MAASS, 1997).
Assim como S. capitata esta espécie se desenvolve em solos acidos e de baixa fertilidade
(SCHULTZE-KRAFT; GIACOMETTI, 1978).

SRR

Figura 2. Sz‘y/osanfhes scabra Vogel. Foto: Krisle da Silva e Josimar Chaves.

e Stylosanthes gracilis Kunth

Esta espécie (Figura 3) foi coletada em duas areas, uma no P1, préximo a experimento
de integracao lavoura-pecuaria-floresta e no P3, uma area de cerrado nativo do Campo
Experimental da Embrapa Roraima. S. gracilis ocorre exclusivamente em areas abertas
e secas, principalmente em savanas, em solos acidos e mais arenosos. Trata-se de uma
planta ereta, perene e adaptada ao fogo (CALLES; SCHULTZE-KRAFT, 2010b).

- = - o
5 & .
£3 R AR, bal S
‘\_ . \! \y 77
B ). ) /2 -

Figura 3. Stylosanthes gracilis Kunth. Foto: Krisle da Silva e Josimar Chaves.

e Stylosanthes humilis Kunth

Styloshanthes humilis (Figura 4) possui grande capacidade de se adaptar a solos inférteis

e também possui a capacidade de responder a aplicacao de nutrientes, principalmente
fésforo (GATES; WILSON, 1974). Tem como origem a América Central e provavelmente a
América do Sul e trata-se de uma planta anual ou bianual (ALCANTARA; BURAFAH, 1992)
e geralmente com crescimento prostrado (CALLES; SCHULTZE-KRAFT, 2010a).

11
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Figura 4. Stylosanthes humilis Kunth. Foto: Josimar
Chaves.

e Stylosanthes angustifolia Vogel

Esta espécie foi encontrada em duas propriedades particulares, P5 e P6, proximos a
lavouras de soja e arroz, respectivamente (Tabela 2). Trata-se de uma planta perene,
encontrada na Venezuela, Guiana, Suriname e Brasil (WILLIAMS et al., 1984). Trata-se
de uma planta indicadora de solos acidos e inférteis (SCHULTZE-KRAFT; GIACOMETTI,
1978).

Figura 5. Stylosanthes angustifolia Vogel. Foto:
Josimar Chaves.

Isolamento e purificacdo das bactérias de nédulos de estilosantes

Foram obtidos 504 ndédulos de Stylosanthes spp. a partir de 60 plantas coletadas de seis
areas localizadas nos municipios de Boa Vista e Bonfim. Apds o isolamento destes nédulos
foram obtidas 258 bactérias, sendo 152 oriundas do municipio de Boa Vista, de areas de
integracao lavoura-pecudria-floresta (P1), pastagem cultivada (P2) e de savana nativa (P3).
Enquanto as demais 106 bactérias foram oriundas do municipio de Bonfim, as quais eram
areas proximas de lavoura de soja (P4 e P5) e arroz (P6) (Tabela 2). Em todas as plantas
amostradas foi verificada a presenca de nédulos que, no geral, se apresentaram bastante
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abundantes. A diferenca na proporcao de isolados/nédulos pode ser reflexo do histérico
de cultivo anterior de algumas areas com soja e arroz, o que pode ter refletido em maior
vigor vegetativo das plantas e, consequentemente, nédulos mais bem desenvolvidos e
com bactérias mais ativas. Lopes et al. (2011) observou efeito positivo na nodulacao

em estilosantes mineirdo com o aumento da dose de fésforo. E possivel também que o
estagio de desenvolvimento das plantas de ocorréncia natural possa ter interferido no
desenvolvimento dos nédulos, o que poderia explicar a maior recuperacao de bactérias de
nédulos da area P3.

Caracterizacao morfolégica dos isolados bacterianos

A caracterizacao morfolégica dos 258 isolados bacterianos obtidos neste estudo e, mais
45 que se encontravam depositados na colecao de culturas, resultou no agrupamento dos
isolados em seis grandes grupos (Tabela 3). Os grupos 1, 2 e 3 - representando mais de
70% das bactérias tiveram apenas isolados de crescimento rapido (até dois dias), enquanto
os demais grupos representando aproximadamente 30% das bactérias tiveram bactérias
gue apresentaram crescimento lento em meio de cultura YMA (Tabela 3). Entre os grupos
de bactérias de crescimento rapido observou-se que a maioria apresentou capacidade

de acidificar o meio de cultura (grupos 1 e 2) e com colbdnias circulares, elevadas e

com abundante producao de muco (grupo 1 e 3). Entre os grupos de crescimento lento
prevaleceram bactérias que nao alteraram o pH do meio de cultura e que tiveram colbnias
circulares, elevadas e com pouca producao de muco.

Além disso, de forma geral, cada grupo morfolégico foi formado por isolados oriundos de
todas as espécies de Stylosanthes estudadas. A excecao foi o grupo 5, cujos isolados se
originaram de apenas duas espécies de plantas, porém havendo apenas 8 isolados neste
grupo (Tabela 3).

Tabela 3. Grupos morfolégicos, niumero de isolados, caracteristicas morfolégicas, espécie
de estilosantes de origem e nimero de isolados autenticados isolados de nédulos de
Stylosanthes do Cerrado Roraima, Brasil.

N° de isolados

N° de isolados Principais Caracteristicas Espécies originarias dos .
o - autenticado/
no GM Morfoldgicas isolados testados
1 dia, pH &cido, colbnias S. angustifolia, S. capitata,
1 93 circulares e elevadas e muco S. scabra, S. gracilis, S. 9/23
moderado a abundante humilis
1 dia, pH acido, col6nias S. angustifolia, S. capitata,
2 25 irregulares e planas e muco S. gracilis, S. humilis, 2/15
pouco a moderado Stylosanthes sp.
2 dias, pH neutro col6nias S. angustifolia, S. capitata,
3 92 circulares e elevadas e muco S. scabra, S. gracilis, S. 9/35
moderado a abundante humilis, Stylosanthes sp.
3 dias, pH neutro col6nias S. angustifolia, S. capitata,
4 23 irregulares e planas e muco S. scabra, S. humilis, S. /8
pouco a moderado gracilis,Stylosanthes sp.

3 dias, pH neutro col6nias
5 8 circulares e planas e muco
pouco

S. capitata, S. scabra, S.

gracilis, 1/2

Continua.

13
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Tabela 3. Continuacao.

4 dias, pH neutro, colénias S. angustifolia, S. capitata,
6 62 circulares e elevadas e muco S. scabra, S. gracilis, S. 5/9
pouco humilis

Total 303 - - 31/89

Autenticacao da nodulacdao em plantas de feijao-caupi

Na autenticacao confirmou-se que 31 isolados, menos de 50%, induziram a nodulacao

nas plantas, indicando serem entao rizébios (Tabela 3). Entre os grupos com bactérias

de crescimento rapido esta proporcao chegou a ser inferior a 15%, caso do grupo 3

(2/15), enquanto para os grupos com crescimento lento, a proporcao chegou a 100% das
bactérias testadas com habilidade de nodular, que foi o caso do grupo 4. Além disto, foram
autenticados isolados oriundos de todas as espécies hospedeiras, exceto S. humilis.

Esta baixa quantidade de bactérias isoladas de ndédulos e que foram habeis em induzir
nodulacao em feijao-caupi, provavelmente seja reflexo da capacidade de diversos géneros
bacterianos se colonizarem endofiticamente nddulos de plantas leguminosas, mesmo nao
tendo a capacidade de induzir nodulacao (KAN et al., 2007; LI et al., 2008; SHIRAISHI

et al., 2010; MARRA et al., 2012; DA COSTA et al., 2013). De fato, existe hoje um
crescente interesse no conhecimento da presenca e no papel que desempenham bactérias
colonizadoras de nédulos, mas que nao estariam diretamente envolvidas na inducao dos
mesmos (MURESU et al., 2008; IBANEZ et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012; PEIX

et al., 2015). Outro fato plausivel é que sendo as plantas de Stylosanthes de habito de
crescimento bianual, ou as vezes até perene (LEWIS et al., 2005), poderia levar a planta
a manter nédulos aparentemente ativos por varios meses, o que aumentaria o tempo de
exposicao dos mesmos a invasao de bactérias potencialmente endofiticas no ambiente.

Caracterizacao genotipica

Através da andlise das sequéncias parciais do gene 16S rRNA dos 31 isolados comparados
ao banco de dados do Genbank, através do sistema de busca BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/) observou-se que os isolados se distribuiam nos seguintes géneros:
Bradyrhizobium (11 isolados), Rhizobium (11 isolados), Burkholderia (4 isolados),
Herbaspirillum (4 isolados) e Mesorhizobium (1 isolado) (Tabela 4). Uma vez identificados
estes géneros, as sequéncias das espécies e o tipo de cada um deles (Bradyrhizobium
Jjaponicum, Rhizobium leguminosarum, Burkholderia cepacia, Herbaspirillum seropedicae

e Mesorhizobium loti) foram obtidas no GeneBank e utilizadas para a comparacao com

os isolados. Através da analise filogenética, os isolados foram agrupados com as cinco
estirpes tipo representativas dos géneros, sendo 23 isolados pertencentes a classe
a-Proteobacteria e oito a f-Proteobacteria (Figura 6). Observou-se ainda em uma anélise

de identidade par a par que mesmo dentro de um determinado género, os isolados
apresentaram similaridade entre eles bastante varidvel, chegando a diferenca ser de até 8%
em alguns casos e, também, em relacao estirpe tipo das espécies bacterianas utilizadas
(Figura 6, Tabela 4).
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Tabela 4. Géneros, grupos morfoldgicos, estirpes, similaridade, espécie hospedeira e locais
de coleta de 31 isolados que nodularam em feijao-caupi (Vigna unguiculata) isolados de
nédulos de Stylosanthes do Cerrado Roraima, Brasil.

Género Estirpes Sim.%(%)

Espécie hospedeira

Local de origem

1 ERR 886 97 S. capitata CEAB-ILPF/Boa Vista
1 ERR 905 96 S. capitata CEAB-ILPF/Boa Vista
1 ERR 921 96 S. capitata CEAB-ILPF/Boa Vista
1 ERR 981 91 S. angustifolia Faz. Tiajura - Bonfim
1 ERR 985 91 S. angustifolia Faz. Tiajura - Bonfim
Rhizobium 1 ERR 1071 97 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
3 ERR 1046 97 S. capitata CEAB/Boa Vista
3 ERR 1057 90 S. capitata CEAB/Boa Vista
3 ERR 1093 97 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
3 ERR 1095 96 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
3 ERR 1072 98 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
Mesorhizobium g ERR 1173 97 Stylosanthes sp. CEAB/Boa Vista
1 ERR 1025 99 S. angustifolia Faz. Tiajura - Bonfim
2 ERR 1021 91 S. angustifolia Faz. Tiajura - Bonfim
Herbaspirillum
3 ERR 1008 99 S. angustifolia Faz. Tiajura — Bonfim
3 ERR 1170 93 Stylosanthes sp. CEAB/Boa Vista
1 ERR 1034 93 S. gracilis CEAB-ILPF/Boa Vista
1 ERR 1045 99 S. capitata CEAB/Boa Vista
Burkholderia
2 ERR 1037 93 S. gracilis CEAB-ILPF/Boa Vista
5 ERR 1061 98 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
ERR 953 96 Stylosanthes sp. CEAB/Boa Vista
ERR 917 97 S. capitata CEAB-ILPF/Boa Vista
ERR 942 96 Stylosanthes sp. CEAB/Boa Vista
* ERR 1038 99 S. gracilis CEAB-ILPF/Boa Vista
ERR 1067 96 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
Bradyrhizobium ERR 1178 98 Stylosanthes sp. CEAB/Boa Vista
ERR 1110 99 S. gracilis CEAB/Boa Vista
ERR 1056 99 S. capitata CEAB/Boa Vista
6 ERR 1079 96 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
ERR 1085 97 S. scabra CEAB-ILPF/Boa Vista
ERR 1100 99 S. gracilis CEAB/Boa Vista
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Quatro dos grupos morfolégicos (1-4) englobaram isolados, cuja analise do gene 16S rRNA
apontou diferentes géneros (Tabela 4), exceto os grupos 4 e 6 nos quais todas as bactérias
foram agrupadas no género Bradyrhizobium (Tabela 4). Correlacionando-se a espécie
hospedeira original e os géneros de rizébios obtidos, observou-se que os isolados obtidos
de S. angustifdlia sao pertencentes ao género Rhizobium e notadamente Herbaspirillum

(3 dos 4 isolados autenticados); de S. capitata e S. scabra Rhizobium, Burkholderia e
Bradyrhizobium; de S. gracilis Burkholderia e Bradyrhizobium; enquanto de Stylosanthes

sp. foram obtidos Herbaspirillum, Mesorhizobium e Bradyrhizobium (Tabela 4). Nao foram
observadas diferencas importantes na distribuicao dos géneros bacterianos nos diferentes
locais e pontos de coleta (Tabela 4).

o-Proteobactaria compreendem os tradicionais géneros de bactérias nodulantes

como Rhizobium, Bradyrhizobium, entre outros (PEIX et al., 2015). Por outro lado,
B-Proteobacterias foram confirmadas como nodulantes apenas recentemente (MOULIN et
al., 2001; LU et al., 2012; BOURNAUD et al., 2013; DE MEYER et al., 2014) e a grande
maioria das espécies isoladas, principalmente no Brasil, foram obtidas da subfamilia
Mimosoidea e apenas alguns relatos para Papilionoideae (PEIX et al., 2015; GARAU

et al., 2009; SILVA et al., 2012). Como o Stylosanthes é um género da subfamilia
Papilonoideae, a obtencao de B-Proteobacteria nodulantes representa uma nova informacao,
visto que na literatura ha apenas relatos com Bradyrhizobium (a-Proteobactaria). Ainda
dentro da B-Proteobacterias nodulantes, varios estudos tém sido feitos com o género
Burkholderia (GILLIS et al., 1995; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2001; MOREIRA

et al., 2002; REIS et al., 2004; VANDAMME et al., 2002; LI et al., 2008) e poucos para
outras espécies como Cupriavidus e Herbaspirillum (LIU et al., 2011; SILVA et al., 2012;
BALDANI et al., 1986; CARRO et al., 2012). Neste trabalho foram encontrados 4 isolados
de Herbaspirillum, sendo 3 da espécie S. angustifolia, o que corrobora algumas poucas
observacoes anteriores da capacidade de nodulacao deste género (VALVERDE et al., 2003;
PEIX et al., 2015).

A especificidade das - Proteobacteria em Mimosoidea mostra que seria razoavel considerar
a possibilidade de especificidade hospedeira também de algumas espécies de Stylosanthes
com alguns grupos de rizébios, o que poderia ter restringido a nodulacao das plantas de
feijdo-caupi e, portanto, a autenticacao das mesmas como nodulantes. A especificidade de
resposta a inoculacao ja foi observada entre espécies de Stylosanthes e Bradyrhizobium

e as condicdes ambientais como estiagem e pH do solo seriam determinantes para

a ocorréncia desta especificidade (DATE, 2010; DATE; EAGLE, 2010). Apesar disto

ser possivel e explicaria o fato de nenhuma bactéria isolada de S. humilis ter sido
autenticada como nodulante, para os isolados oriundos das outras espécies de estilosantes
autenticados tenderam a se distribuir entre as varias espécies hospedeiras exceto aquelas
identificadas como Herbaspirillum (Tabela 4), o que mostra que testes especificos serao
necessarios para confirmar ou nao a especificidade.

A maioria dos isolados autenticados que representa os grandes grupos morfoldégicos
pertence ao género Rhizobium e Bradyrhizobium (a-Proteobacteria). Contudo, apesar

de haver alta diversidade de espécies dentro do género Stylosanthes, da sua ampla
distribuicao geografica e da importédncia como forragem, muito pouco se conhece sobre as
bactérias em simbiose com esta leguminosa. Como ocorre com diversas outras espécies de
leguminosas herbaceas tropicais, o Stylosanthes predominantemente estabelece simbiose
com espécies de Bradyrhizobium, como é o caso da estirpe BR 446 recomendada para

a cultura (BRASIL, 2011). Neste estudo, entretanto, a proporcao de Bradyrhizobium em
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relacdo a outras espécies foi de 30% (10 das 31 bactérias autenticadas e a proporcao de
bactérias de crescimento lento e rapido através da caracterizacao morfolégica também
manteve esta proporcao), confirmando a auséncia de informacoes sobre a extensao da
diversidade de bactérias fixadora de nitrogénio em simbiose com Stylosanthes.

Conclusoes

Ha uma elevada diversidade de bactérias associadas a diferentes espécies de Stylosanthes
spp. no cerrado de Roraima.

Existem ao menos 5 géneros bacterianos capazes de nodular Stylosanthes spp.

Tanto a-Proteobateria quanto B-Proteobacteria sdo capazes de nodular Stylosanthes spp.
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