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RESUMO

FLORENTINO, Ligiane Aparecida. RelacBes simbibticas e edéaficas de
Azorhizobium doebereinerae e de outras espécies noduliferas em solos
coletados préximos ao sistema radicular de Sesbania virgata (cav.) pers.:
UFLA, 2007. 62p. (Dissertacdo - Mestrado em Microbiologia Agricola)*

Estudaram-se as relagdes simbioticas e edaficas de Azorhizobium doebereinerae
e de outras espécies de bactérias fixadoras de N, noduliferas de leguminosas
(BFNNL), presentes em amostras de solos coletadas préximo ao caule e a 10
metros do caule de cinco plantas de Sesbania virgata encontradas em areas de
pastagem. A presenca de BFNNL foi avaliada por meio da inoculagdo destas
amostras de solos em condigdes assépticas em plantas de S. virgata e nas
seguintes  espécies  hospedeiras  consideradas promiscuas: Leucaena
leucocephala, Macroptilium atropurpureum, Phaseolus vulgaris e Vigha
unguiculata. Todas as amostras de solos apresentaram BFNNL capazes de
nodular, pelo menos, uma espécie hospedeira, tendo M. atropurpureum sido
considerado a espécie mais promiscua, seguida pelo P. vulgaris, V. unguiculata,
e L. leucocephala igual a S. virgata. S. virgata formou simbiose
preferencialmente com BFNNL presentes nas amostras de solos coletadas a
préximo ao caule de S. virgata, e a maioria dos isolados apresentaram
caracteristicas culturais semelhantes a A. doebereinerae. Os isolados das
espécies hospedeiras consideradas promiscuas apresentaram grande diversidade
cultural. Destes, foram selecionados 45 isolados para estudar suas propriedades
simbidticas quando inoculados em seu hospedeiro de origem, observando-se que
a maioria nodulou e alguns apresentaram alta eficiéncia simbiotica. Dentre a
grande diversidade cultural de isolados, observou-se que as quatro espécies
hospedeiras promiscuas foram capazes de capturar isolados com caracteristicas
culturais similares a A. doebereinerae, porém apresentando producdo de goma
ligeiramente maior. Alguns destes isolados, juntamente com alguns isolados dos
nodulos de S. virgata, foram selecionados para estudo das propriedades
simbidticas quando inoculados em S. virgata, analise do perfil de proteina por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e sequenciamento
do gene 16S rDNA Dos isolados inoculados em S. virgata, somente os isolados
desta espécie foram capazes de nodular este hospedeiro. Pela analise dos perfis
de proteinas, observou-se que os isolados de outras espécies com caracteristicas
similares a de A. doebereinerae apresentaram perfis distintos dos isolados de S.
virgata, o que foi comprovado pelos resultados do sequenciamento, no qual a
maioria destes isolados foi identificada como pertencentes ao género
Cupriavidus sp.

Orientadora; Prof. Dra. Fatima M. S. Moreira — UFLA.



ABSTRACT

FLORENTINO, Ligiane Aparecida. Symbiotic and edaphic relationships of
Azorhizobium doebereinerae and other Leguminosae-nodulating bacteria
isolated from soils samples collected close to the roots of Sesbania virgata
(cav.) pers.: UFLA, 2007. 62p. (Dissertion — Master program in Agricultural
Microbiology)*

We studied the symbiotic and edaphic relationships of Azorhizobium
doebereinerae and other Leguminosae-nodulating bacteria (LNB) present
in soil samples collected close to and 10 m distant of the stem of five
plants of Sesbania virgata. The presence of LNB was evaluated by
inoculation soil samples suspensions in four promiscuous legume species
(Leucaena leucocephala, Macroptilium atropurpureum, Phaseolus
vulgaris and Vigna unguiculata) and Sesbania virgata with the collected
samples. LNB able to induce nodulation in at least one of these legumes
were found in all soil samples. Macroptilium atropurpureum was the
most promiscuous species, followed by P. vulgaris, V. unguiculata, e L.
leucocephala, which had a performance similar to S. virgata. S. Virgata
was preferentially nodulated by LNB found in samples colleted close to the stem
and the majority of its isolates presented cultural characteristics similar to A.
doebereinerae. A high cultural diversity was observed among the isolates of the
promiscuous legumes and 45 isolates were selected for tests of symbiotic
efficiency in their original host. The four promiscuous species were also able to
capture isolates with cultural characteristics similar to A. doebereinerae
(Azorhizobium-like  bacteria), however they present slightly —more
expolyssacaride production the Azorhizobium. Some of them, as well as
S.virgata isolates were selected to symbiotic efficiency tests as well as for total
protein profiling (SDS-PAGE) and sequencing of the 16S rRNA gene. Only
Azorhizobium-like bacteria isolated of S. virgata were able to nodulate this
species. The Azorhizobium-like bacteria isolated of other legume species
presented distinct protein profiles. Sequencing of the 16S rRNA gene indicates
that these isolates belong to the genus Cupriavidus and the isolates of S. virgata
to the species Azorhizobium doebereinerae.

*Advisor: Prof. Dra. Fatima M. S. Moreira — UFLA.



1 INTRODUCAO

O género Seshania pertence a familia Leguminosae e compreende,
aproximadamente, 70 espécies (Allen & Allen, 1981), distribuidas,
principalmente, nos continentes americano e africano, onde geralmente, sdo
encontradas em solos degradados, de baixa fertilidade natural e em &reas
alagadas, apresentando grande potencial para utilizacgdo em programas de
recuperacdo de solos degradados e em reflorestamento de matas ciliares.

Os estudos de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) neste género
concentram-se, principalmente, nas espécies S. herbacea e S. virgata, nativas do
continente americano e S. seshan e S. rostrata, espécies africanas. S. herbacea
forma simbiose com bactérias dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium, e, em condicdes de alagamento, forma simbiose somente com a
espécie Rhizobium huautlense (Wang et al., 1998; Wang & Martinez-Romero,
2000). S. seshan é amplamente utilizada em sistemas agroflorestais na Africa,
onde contribui para promover a restauracdo de solos pobres em nutrientes. Esta
espécie forma simbiose com bactérias dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium (Bala et al., 2002). A espécie S. rostrata, utilizada como
adubacdo verde em lavouras de arroz irrigado, apresenta nddulos caulinares e
radiculares, forma simbiose com o0s géneros Azorhizobium e Sinorhizobium
(Boivin et al., 1997; Dreyfus et al., 1988). O género Azorhizobium, descrito por
Dreyfus et al. (1988), apresenta caracteristicas culturais que permitem a sua
distincdo de outros géneros de BFNNL, apresentando tempo de crescimento
rapido, reacdo alcalina em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928),
também denominado YMA (Vincent, 1970) e baixa produgdo de goma.

Sesbania virgata é uma espécie nativa empregada em éareas de
recuperacdo de solos degradados e em reflorestamento de matas ciliares. Todos

os estudos de FBN envolvendo S. virgata mostram que esta espécie forma



simbiose eficiente somente quando é inoculada com estirpes da espécie
Azorhizobium doebereinerae (Florentino, 2005; Gongalves & Moreira, 2004;
Moreira et al., 2006), apesar de estabelecer simbiose inefectiva com A.
caulinodans.

Os isolados obtidos de nédulos de S. virgata apresentam alta
similaridade cultural, fenotipica, genotipica e simbiética e foram recentemente
classificados na nova espécie A. doebereinerae (Moreira et al., 2006). Esta
espécie, quando inoculada em outros hospedeiros, como, por exemplo,
Macroptillium atropurpureum, Phaseolus vulgaris e S. rostrata, nodula, mas
ndo forma simbiose efetiva (Gongalves & Moreira, 2004). Dessa forma,
observa-se a ocorréncia de uma especificidade do hospedeiro, S. virgata e do
microssimbionte, A. doebereinerae.

Além disso, a maioria dos estudos visando avaliar a densidade e a
diversidade de BFNNL presentes em solos de ecossistemas nao relata a presenca
do género Azorhizobium (Jesus et al., 2005; Lafay & Burdon, 1998; Melloni et
al., 2006). Florentino (2005) verificou que a distribuicdo de A. doebereinerae
nos solos esta relacionada com a presenca de seu hospedeiro, S. virgata, sendo
que este microssimbionte ndo foi encontrado em amostras de solos coletadas a
20 metros de distancia do caule da espécies hospedeira.

Baseando-se na especificidade simbidtica apresentada por S. virgata e A.
doebereinerae, os objetivos deste trabalho foram:

1. verificar a influéncia de Sesbania virgata na populagdo de Azorhizobium
doebereinerae e de outras espécies de BFNNL, em solos coletados
préximo ao seu caule e a 10 metros dele, por meio da inoculagdo de
suspensbes destes solos em Sesbania virgata e nos seguintes
hospedeiros promiscuos: Leucaena leucocephala, Macroptilium
atropurpureum, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata;



caracterizagdo cultural de isolados obtidos de todos os tratamentos no
item 1;

autenticar e verificar a eficiéncia simbio6tica por meio da re-inoculagéo
dos isolados com diferentes caracteristicas culturais nos seus
hospedeiros de origem: L. leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris
e V. unguiculata;

estudar as caracteristicas simbidticas dos isolados das espécies vegetais
promiscuas que apresentam alguma similaridade cultural com o género
Azorhizobium em S. virgata;

caracterizagdo fenotipica, por meio da analise de proteinas totais por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e sequenciamento

do gene 16SrDNA dos isolados estudados no item 4.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia dos estudos sobre simbioses de leguminosas e BFNNL

Nas regides tropicais, onde os solos sdo geralmente acidos, pobres em
nutrientes e com elevados teores de aluminio, o cultivo de espécies leguminosas
capazes de formar simbiose com bactérias fixadoras de N, atmosférico
noduliferas em leguminosas (BFNNL) tém grande importancia para manutencao
do ecossistema. Isso porque estas espécies podem contribuir para a ciclagem de
nutrientes de modo mais efetivo, uma vez que a qualidade do material aportado

é, geralmente, superior aquele oriundo de espécies ndo leguminosas.

Segundo Franco & Faria (1997), as espécies leguminosas que sao
capazes de formar simbiose com BFNNL tém sido utilizadas para restaurar a
fertilidade do solo em areas degradadas, porque mantém os niveis adequados de
N no solo para o crescimento vegetal, dispensando o uso de fertilizantes

nitrogenados que, além de caros, podem exercer impactos sobre 0 ecossistema.

A deposicdo das folhas e o crescimento das raizes estabilizam o solo,
aumentam sua atividade bioldgica e criam condigdes propicias para o
estabelecimento de outras espécies mais exigentes. O solo de &reas degradadas
colonizadas por leguminosas capazes de se associarem com BFNNL apresenta
maior diversidade e biomassa em relacdo as espécies que ndo formam
associagdo com BFNNL (Campello, 1998).

Dessa forma, a utilizacdo de espécies leguminosas que formam simbiose
com BFNNL e que apresentam rapido crescimento e capacidade de sobreviver
as condi¢des de solo de baixa fertilidade natural, torna-se uma alternativa viavel,

do ponto de vista econémico e ecoldgico.



2.2 Distribuicéo de bactérias fixadoras de N, atmosférico nos solos

O solo é considerado um ambiente complexo, heterogéneo e dindmico
(Moreira & Siqueira, 2006), de forma que diversos fatores, como as
caracteristicas quimicas e fisicas do solo, podem afetar a densidade e a
diversidade dos microrganismos no solo. No caso das BFNNL, além das
caracteristicas do solo, podem-se citar também as caracteristicas intrinsecas de
cada espécie hospedeira e as caracteristicas da propria BFNNL, que podem
regular a densidade e a diversidade destas no solo e o processo simbiético.

De acordo com Bala et al. (2003), a densidade e a diversidade genética
de BFNNL presentes em solos de diversas regides estdo diretamente
relacionadas com a acidez do solo e com os valores de pH. A maior densidade e
diversidade de BFNNL foram encontradas com valores de pH em torno de 6,0.

Além das caracteristicas dos solos, a habilidade de utilizar compostos
organicos encontrados no solo e nos exsudados de raizes pode conferir vantagem
competitiva a certos grupos de microrganismos no solo. Germida (1988) avaliou
o0 crescimento de estirpes de Rhizobium meliloti e R. leguminosaram cultivadas
em solo em que foram adicionados diferentes compostos organicos e verificaram
que todos os compostos estimularam o crescimento de BFNNL nativas, tendo o
crescimento variado de acordo com cada estirpe, a concentracdo do nutriente
utilizado e o tipo de solo.

Robertson et al. (1994), estudando a ocorréncia dos géneros
Azorhizobium e Rhizobium em solos rizosféricos e néo rizosféricos, verificaram
que a maior densidade de ambos 0s géneros foi encontrada em solos rizosféricos
das espécies S. rostrata, Cassia obtusifolia, Acacia senegal e Hystic suaveolens.
A. doebereinerae somente foi encontrada em solos coletados préximos ao
sistema radicular de seu hospedeiro, S. virgata (Florentino, 2005). Estes
resultados sugerem que espécies de leguminosas podem exercer influéncia sobre

as populacbes de BFNNL especificas.



2.3 Microssimbiontes do género Sesbhania

O género Sesbania, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae e
tribo Robinieae, divide-se em quatro subgéneros: Sesbania, Agati, Daubentonia
e Pterosesbania. A espécie tipo Seshbania seshan pertence ao subgénero
Seshania, no qual também estdo inclusas as espécies S. exasperata e S. rostrata,
encontradas no continente africano. No subgénero Daubentonia, estdo incluidas
as espécies S. punicea e S. virgata, nativas da parte sul do continente americano.

Por meio do isolamento de ndédulos radiculares e caulinares de S.
rostrata, Dreyfus et al. (1988) descreveram um novo género de bactérias
fixadoras de N, atmosférico (BFNNL), Azorhizobium, tendo a espécie descrita
sido denominada Azorhizobium caulinodans, cuja estirpe tipo é a ORS 571"
Este género apresenta caracteristicas culturais que o distinguem facilmente dos
outros géneros de bactérias fixadoras de N, atmosférico, apresentando tempo de
crescimento rapido, produzindo reacdo alcalina em meio de cultura 79 (Fred &
Waksman, 1928), também denominado YMA (Vincent, 1970) e apresentando
baixa producédo de goma.

O isolamento de nddulos de outras espécies do género Sesbania
proporcionou a descricdo de outras espécies de BFNNL. De Lajudie et al. (1994)
descreveram as espécies Sinorhizobium saheli e S. terangae de nédulos de S.
rostrata, S. cannabina, S. aculeata, S. seshan, S. grandiflorea e S. pachicarpa.
Wang et al. (1998) descreveram a espécie Rhizobium huautlense, S02T, de
nodulos de S. herbacea e Moreira et al. (2006) descreveram a espécie A.
doebereinerae, BR 5401, de nddulos de S. virgata.

S. herbacea forma simbiose com BFNNL dos géneros Mesorhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium. Quando esta espécie é cultivada em solos alagados,
verifica-se que esta forma simbiose somente com a espécie Rhizobium
huautlense (Wang et al., 1998; Wang & Martinez-Romero, 2000). Wang et al.

(1998) relacionam esta especificidade com a limitada diversidade encontrada



entre os isolados de R. huautlense, uma vez que estes isolados somente sdo
encontrados quando S. herbacea é cultivada em condic6es de alagamento.

A espécie Seshania rostrata é cultivada e incorporada em areas de
cultivo de arroz irrigado, fornecendo grande quantidade de N para esta cultura.
De acordo com Dreyfus et al. (1988), esta espécie forma simbiose com
Azorhizobium caulinodans, apresentando nddulos no caule e nas raizes.

S. seshan é utilizada em sistemas agroflorestais, visando aumentar a
disponibilidade de N e restaurar a fertilidade dos solos, proporcionando um
aumento na produtividade milho (Kwesiga et al., 1999). Bala et al. (2002),
analisando a diversidade genética de rizébios que nodulam S. sesban em solos
da Africa, encontraram rizébios pertencentes aos géneros Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium. Neste trabalho observaram que a maioria dos
isolados encontrados pertencia ao género Mesorhizobium.

Ao analisar os isolados de nddulos radiculares de S. virgata, Moreira et
al. (1998) verificaram que estes apresentavam alta semelhanca com A.
caulinodans, porém, por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA,
estes isolados apresentaram alguns pares de bases distintas de A. caulinodans,
levando a descrigdo da segunda espécie A. doebereinerae (Moreira et al., 2006).
Né&o foi observada nodulacéo em S. virgata, quando inoculada com BFNNL dos
géneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium
(Goncalves & Moreira, 2004).

2.4 Sesbania virgata

O género Seshania apresenta 70 espécies distribuidas entre ervas,
arbustos ou arvores de pequeno a médio porte, relacionadas com o
melhoramento da qualidade do solo, por meio da prevencdo de erosdes e
aumento da quantidade de nitrogénio disponivel, pois sdo capazes de fazer a

fixacdo bioldgica do nitrogénio, por meio da simbiose com o rizébio. Outras



espécies podem ser utilizadas na formacdo de cercas vivas, barreiras contra o
vento e, em alguns casos, como fornecedoras de fibras de boa qualidade e na
alimentacdo animal (Allen & Allen, 1981).

O grande potencial de utilizacdes destas espécies estd diretamente
relacionado com a capacidade destas espécies em formar simbiose com BFNNL.

Sesbania virgata (Cav.) Pers., Syn. Aeschynomene virgata Cav.;
Coronilla virgata (Cav.) Willd.; Coursetia virgata (Cav.) DC.; Sesbania
marginata Benth. (Lorenzi, 2000; Pott & Pott, 1994) é conhecida popularmente
como sarazinho, mae-josé e feijdozinho (Pott & Pott, 1994), angiquinho-grande
e angiquinho gigante (Kissmann & Groth, 1992, 1999). E uma espécie nativa
gue apresenta crescimento rapido, podendo atingir de 1 a 4 metros de altura e
diversos surtos de florescimento por ano, com maior intensidade nos meses de
janeiro, abril, setembro e outubro. Suas frutificacbes acontecem em janeiro,
outubro e novembro (Kissmann & Groth, 1992, 1999; Lorenzi, 2000; Pott &
Pott, 1994, 1994).

A distribuicdo de S. virgata ao longo dos ecossistemas € desuniforme e
esta associada a areas que sofreram algum tipo de impacto humano. Ela pode ser
encontrada em campos alagéaveis, solos arenosos ou argilosos e de baixa
fertilidade natural. Por apresentar este aspecto rdstico, esta espécie tem sido
amplamente utilizada no reflorestamento da mata ciliar, na recuperacdo de solos
degradados e no controle da eroséo (Allen & Allen, 1981; Franco et al., 1996).

Franco et al. (1996), testando o potencial de utilizacdo de espécies
florestais em areas de revegetacdo apds extracdo da bauxita, solos com alto grau
de compactacéo, verificaram que S. virgata (syn. S. marginata) foi a espécie que
apresentou melhor desenvolvimento, apresentando alta taxa de sobrevivéncia
das mudas, maior altura e, aos cinco meses, atingiu em torno de 2,5 metros e

maior diametro a altura do colo.



Alguns autores como, Kissmann (1992,1994) e Lorenzi (2000)
consideram esta espécie uma invasora de areas Umidas ou alagadas, incluindo
lavouras de arroz irrigado e pastagem, nas quais pode causar problemas de
toxidez ao gado.

Segundo Pott & Pott (1994), esta planta pode ser utilizada, na atividade
apicola, como fornecedora de lenha e para revegetacdo de areas degradas, pois
funciona como pioneira e local de pouso de aves que trazem sementes de
trepadeiras e de outras plantas sucessoras. Na Argentina, a semente torrada
substitui o café; “café” é um dos nomes populares e é cultivada em jardim.

Braggio et al. (2002) verificaram que as folhas de S. virgata apresentam
atividades farmacolégicas que reduzem o estimulo doloroso e o edema
inflamatério.

Na Figura 1 mostra-se a distribuicdo de S. virgata nas Ameéricas do
Norte, Central e Sul, verificando-se a ocorréncia em torno dos Tropicos de

Capricornio e Cancer.



FIGURA 1 Distribuicdo de Sesbania virgata na América do
Norte (A) e América do Sul (B). Adaptado de
Monteiro, 1984.

10



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem de solos de areas contendo plantas de Sesbania virgata

Os solos foram coletados durante o més de fevereiro de 2006, em areas
de pastagem no Sul de Minas Gerais contendo plantas de S. virgata. Foram
amostradas cinco plantas de S. virgata, sendo trés proximas a cidade de
Nepomuceno e duas préximas de Ribeirdo Vermelho. Em cada planta, foram
coletadas duas amostras compostas, uma no caule e a outra a 10 metros de
distancia, totalizando 10 amostras compostas na camada de 0-20cm de
profundidade, cada uma tendo sido constituida de quatro amostras simples
(Anexo 1A).

Durante a amostragem, a serrapilheira foi removida e os instrumentos
foram flambados antes de cada coleta de cada amostra composta, objetivando-se
evitar contaminagdo. As amostras foram acondicionadas em sacos pléasticos
estéreis e conduzidas ao Laboratério de Microbiologia do Solo, onde foram
armazenadas em camara fria (4°C) para sua conservacdo até o momento da
inoculacdo de suspensdes destes solos nas plantas leguminosas com o objetivo
de capturar as BFNNL presentes nestes solos.

De todas as amostras de solos foram retirados cerca de 5009 de solo para
as andlises texturais e quimicas, tendo estas Gltimas sido realizadas utilizando-se
os seguintes métodos: pH em H,0; P, K, Zn, Fe, Mn e Cu (mg/dm?®) em extrator
Mehlich 1; Ca'}, Mg™ e AI" (cmolc/dm®) em extrator KCI IN; H + Al
(cmolc/dm®) em extrator SMP; B (mg/dm3) em extrator agua quente; S
(mg/dm3) em extrator fosfato monocalcico em &cido acético e matéria organica
(dag/kg) por meio de oxidacdo de Na,Cr,O; 4N + H,SO, 10N. As analises foram
realizadas no Laboratério de Fertilidade da Universidade Federal de Lavras. Os
resultados das andlises texturais e quimicas de todas as amostras de solos

encontram-se nos Anexos (B1, B2 e B3).
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A média dos resultados das analises quimicas dos solos coletados no
caule e a 10 metros de distancia de S. virgata encontradas em areas de pastagem
préximo as cidades de Ribeirdo Vermelho e Nepomuceno encontram-se na
Tabela 1.

TABELA 1 Resultados médios das amostras de solos coletadas préximo
ao caule e a 10 metros das cinco plantas de S. virgata encontradas
préximas as cidades de Ribeirdo Vermelho e Nepomuceno.

Caracteristicas quimicas Caule S. virgata 10 metros S. virgata
pH (H20) 6,74 6,10
P (mg/dm?) 2,16 0,80
K 1554 95,60
Ca™ 3,32 1,56
Mg*? 0,54 0,36
Al 0,14 0,18
H+Al (cmolc/dm?) 1,96 2,68
SB 4,24 2,16
1) 4,38 2,34
(M 6,20 4,84
V (%) 65,26 42,42
m 8,00 8,00
MO (dag/kg) 2,26 1,26
P-rem (mg/L) 14,90 7,86
Zn 4,92 2,50
Fe 73,60 47,00
Mn (mg/dm?) 23,02 8,84
Cu 3,16 2,12
B 0,48 0,30
S 26,54 53,50
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3.2 Populacéo de Azorhizobium doebereinerae e de outras espécies de
bactérias fixadoras de N, atmosférico (BFNNL) presentes nos solos
coletados préximo do caule e a 10 metros de plantas de S. virgata

Com o objetivo de estudar se S. virgata exerce influéncia nas
populacBes de A. doebereinerae e de outras espécies de BFNNL, foram
instalados cinco experimentos em casa de vegetagdo, no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras. O objetivo foi estudar a
diversidade de BFNNL presentes nas 10 amostras de solos coletadas no caule e a
10 metros do caule de S. virgata. Em cada experimento, as 10 amostras de solos
foram inoculadas nas seguintes espécies hospedeiras: Sesbania virgata,
Leucaena leucocephala, Macroptilium atropurpureum, Phaseolus vulgaris e
Vigna unguiculata. Exceto S. virgata, todas as plantas hospedeiras utilizadas sdo
consideradas promiscuas, ou seja, sdo capazes de formar simbiose com mais de
um género ou espécie de BFNNL.

Para a quebra da dorméncia das sementes de S. virgata, L. leucocephala
e M. atropurpureum, utilizou-se acido sulfurico concentrado, 98,08%, durante
40, 35 e 50 minutos, respectivamente. As sementes de P. vulgaris e V.
unguiculata foram desinfestadas superficialmente utilizando-se alcool e
hipoclorito de sédio (2%), por 30 e 120 segundos, respectivamente. Apds o
processo de escarificagdo e desinfestacdo, as sementes foram lavadas em &gua
esterilizada e colocadas em placas de Petri esterilizadas contendo algodédo e
papel de filtro umedecido com &gua esterilizada até o surgimento da radicula.
No momento do plantio, foi retirado o tegumento de todas as sementes e a
radicula foi inserida nos frascos de vidro, seguindo-se a inoculagdo com as
suspensdes das amostras dos solos.

Para a inoculagdo das amostras de solos nas plantas hospedeiras,
utilizaram-se 50 g da amostra de cada solo suspensos em 50 mL de solucéo

salina (0,55%) estéril, seguindo-se de agitacdo a 120 rpm, durante 30 minutos.
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Um mL destas suspensdes foi inoculado nas sementes pré-germinadas das
plantas hospedeiras, no momento do plantio.

As suspensdes de solos inoculadas nas plantas hospedeiras foram
identificadas da seguinte forma: as amostras de solos das duas plantas de S.
virgata colhidas préximo da cidade de Ribeirdo Vermelho foram denominadas
de A e B; A0 e BO indicam que as amostras de solos foram coletadas a 0 metro
do caule de S. virgata e A10 e B10, que as amostras de solo foram coletadas a
10 metros do caule de S. virgata.

Para as amostras de solos obtidas das trés plantas de S. virgata
amostradas proximo a cidade de Nepomuceno, utilizaram-se, respectivamente,
as letras C, D e E, sendo CO, DO e EO, as amostras de solo coletadas a 0 metro
do caule e C10, D10 e E10, as amostras de solo coletadas a 10 metros do caule
de S. virgata.

As plantas de S. virgata, M. atropurpureum, P. vulgaris e V.
unguiculata foram cultivadas em frascos de vidro com capacidade de 600 mL,
contendo 500 mL de solugo nutritiva de Jensen sem nitrogénio (CaHPO, 1 gL™,
K,HPO, 0,2 gL, MgS0,.7H,0 0,2 gL™, NaCl 0,2 gL, FeCl; 0,1 gL, H;BO5
2,86 mgL™, MnS0,.4H,0 2,03 mgL™?, ZnS0,.7H,0 0,22 mgL™, CuS0,.5H,0
0,08 mgL™ e Na,M00,.H,0 0,09 mgL™) (Jensen, 1942) diluida quatro vezes
(pH 6,8). Esta quantidade utilizada de solucdo nutritiva foi suficiente para o
desenvolvimento da planta até o surgimento dos nddulos, sem que houvesse
necessidade de reposicdo. Antes do plantio, os frascos contendo solucgdo
nutritiva de Jensen sem nitrogénio e papel de filtro foram autoclavados durante
40 minutos, a uma presséo de 1,5 kg/cm? e a 127°C.

As plantas de L. leucocephala foram cultivadas em vasos de Leonard,
pelo fato de em um experimento realizado anteriormente, esta espécie ndo ter se
desenvolvido bem quando cultivada em frascos de vidro, nos quais foram

cultivadas as espécies de S. virgata, M. atropurpureum, P. vulgaris e V.
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unguiculata. Os vasos de Leonard continham areia e vermiculita na proporcao
1:1 na parte superior e solucdo nutritiva de Jensen sem nitrogénio, diluida quatro
vezes na parte inferior. Os vasos foram autoclavados por uma hora, a pressédo de
1,5 kg cm?, a 127°C. No momento da semeadura, com quatro sementes por
vaso, ocorreu a inoculagdo com um mL de suspensdo de solo por semente. A
superficie do vaso foi coberta com uma fina camada de mistura esterilizada de
areia, benzeno e parafina, na proporcao de 5:1:0,015, respectivamente, com a
finalidade de evitar possiveis contaminag@es. Os niveis de solugdo nos vasos
foram repostos, periodicamente, com solugéo nutritiva de Jensen sem nitrogénio,
autoclavada por 40 minutos & presséo de 1,5 kg cm™ e a 127°C. Decorridos trés
a cinco dias da germinacdo, foi feito o desbaste, deixando-se duas plantas por
vaso.

Em todos os experimentos, foram utilizados quatro tratamentos controle,
um sem nitrogénio mineral e sem inoculacdo com rizdbio, dois tratamentos em
que foram inoculadas as duas espécies descritas do género Azorhizobium:
Azorhizobium caulinodans, estirpe ORS 571" (BR 5410"), isolada de Sesbania
rostrata (Dreyfus et al., 1988) e A. doebereinerae (Moreira et al., 2006), estirpe
Br 54017, também recomendada como inoculante para S. virgata, pela Embrapa
Agrobiologia (Faria & Melo, 1998) e o outro contendo nitrogénio mineral. Para
as espécies de S. virgata, M. atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata,
cultivadas em frascos de vidro, sem reposicao de solucdo nutritiva, utilizaram-se
28 mg.kg™ de N na forma de NH,NO;. A aplicagéo foi parcelada em duas vezes,
sendo a primeira parcela, 14 mg.kg®, aplicada sete dias ap6s o plantio e a
segunda, quinze dias apds o plantio. Para L. leucocephala cultivada em vasos de
Leonard, utilizaram-se 210 mg.kg™ de N na forma de NH,NOs, cuja aplicacéo
foi parcelada em trés vezes, de 70 mg.kg*/aplicacdo, que foram realizadas nas

trés primeiras semanas apds o plantio.
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Os experimentos com L. leucocephala, P. vulgaris e V. unguiculata
constaram, ainda, da inoculacdo de estirpes de BFNNL recomendadas como
inoculantes para cada espécie (Tabela 2). Para M. atropurpureum, foi utilizada
estirpe St,12, pertencente ao Laboratério de Microbiologia do Solo, isolada de
solos da Amazbnia e de comprovada eficiéncia simbidtica, quando inoculada
nesta espécie (Tabela 1). As estirpes de crescimento rapido, BR 827, St,12 e
CIAT 899", foram cultivadas por trés dias em meio de cultura 79 (Fred &
Waksman, 1928), também denominado YMA (Vincent, 1970) liquido, com azul
de bromotimol e pH 6,8, sob agitaco; as estirpes UFLA 03-84 e INPA 03-11B,
de crescimento lento, foram cultivadas sob as mesmas condi¢des, por cinco dias,

para serem inoculadas nas sementes pré-germinadas no momento do plantio.

TABELA 2 Estirpes utilizadas na inoculacdo das espécies promiscuas e
consideradas de alta eficiéncia simbidtica.

Hospedeiro Estirpe inoculante Espécie do
microssimbionte
Leucaena leucocephala BR 827 Sinorhizobium freddi
Macroptilium ST,12 -
atropurpureum
Phaseolus vulgaris CIAT 899" (BR 3227) Rhizobium tropici
Vigna unguiculata UFLA 03-84, INPA 03-11B  Bradyrhizobium sp.

As plantas de S. virgata, L. leucocephala e M. atropurpureum foram
cultivadas por 40 dias e P. vulgaris e V. unguiculata por 30 dias. De todas as
plantas, foram avaliados o peso seco da parte aérea (MSPA), dos nédulos (PSN)

e da raiz (MSR), o peso fresco dos nédulos (PFN) e o nimero de nddulos (NN).

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticdes. Os dados de peso da MSPA, MSR, PFN, PSN e
NN foram analisados estatisticamente utilizando o programa SISVAR,

utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.3 Caracterizacéo cultural

De todas as cinco espécies hospedeiras que apresentaram nddulos, foram
retirados aleatoriamente quatro deles em cada repeticdo (planta), para a
realizagdo do isolamento, de acordo com o procedimento a seguir: 30 segundos
em alcool, 60 segundos em H,0, e seis lavagens sucessivas em agua esterilizada.
Apos a desinfestagdo superficial, os nddulos foram macerados, em condicdes

assépticas, sobre meio de cultura 79.

Os isolados obtidos dos nddulos radiculares das cinco espécies
hospedeiras foram caracterizados em meio de cultura 79, de acordo com o tempo
de aparecimento da coldnia isolada (2-3 dias — crescimento rapido; 4-5 dias —
crescimento intermediario; 6-10 dias — crescimento lento), alteracdo do pH do
meio de cultura (reacdo &cida, neutra ou alcalina), tamanho, forma, elevacéo,
superficie e cor da coldnia, quantidade (baixa, média ou alta) e consisténcia do
muco produzido e absorcao de indicador.

O codigo de identificacdo dos isolados obtidos de nddulos das cinco
espécies foi estabelecido da seguinte forma: as letras iniciais de cada hospedeiro
de origem (S. virgata, SV; L. leucocephala, Le, M. atropurpureum, Ma, P.
vulgaris (feijao), F e V. unguiculata, Vu), seguidas das letras A, B, C, D ou E,
indicam a area onde o solo foi coletado e a distancia do caule de S. virgata (0 ou
10 metros), de onde o solo foi coletado; o nimero em algarismo romano (1, II,
111 ou 1V) indica a repeti¢do (planta) dentro de cada tratamento e, por Gltimo, o
nimero em algarismo arabico (1, 2, 3 ou 4) indica de qual nédulo o isolado foi
obtido. A seguir, é mostrada a identificacdo de um isolado de nodulos de S.
virgata, a qual foi inoculada com o solo A, coletado a 0 metro de distancia do

caule de S. virgata. Este isolado foi obtido da primeira repeticdo do tratamento
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inoculado com a amostra de solo A, coletada no caule (0 metros) de S. virgata e

do primeiro nédulo selecionado.

SV — isolado de planta de S. virgata
A0 — solo coletado préximo ao caule de S. virgata
I —» ndmero da repeticdo dentro de cada tratamento

1 3 namero do nédulo do qual o isolado foi obtido

3.4 Autenticacdo e eficiéncia simbidtica de isolados obtidos das espécies
hospedeiras promiscuas L. leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris
e V. unguiculata

Os isolados foram agrupados em grupos, de acordo com as suas
caracteristicas culturais e, de cada grupo, foram selecionados, aleatoriamente,
representantes de isolados obtidos de nédulos de L. leucocephala, M.
atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata para serem reinoculados nos seus
hospedeiros de origem, com 0 objetivo de estudar a habilidade destes isolados

em nodular e fixar N,.

Para o cultivo das plantas, a desinfestacdo das sementes e a utilizacdo de
tratamentos controle, seguiram-se 0s mesmos procedimentos adotados no item
3.2

As estirpes de tempo de crescimento rapido, intermediario e lento foram
cultivadas em meio de cultura 79 liquido, sob agitagdo, durante trés, quatro e
cinco dias, respectivamente, antes da inoculagdo nas sementes pré-germinadas,
no momento do plantio.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticdes. Os dados de peso da MSPA, MSR, MFN e MSN e
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NN foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa Sisvar,

utilizando-se o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

3.5 Inoculagéo dos isolados em plantas de S. virgata

Dentre os isolados dos nddulos das plantas hospedeiras consideradas
promiscuas que apresentaram diversas caracteristicas culturais, foi observada a
presenca daqueles que apresentaram caracteristicas culturais, como tempo de
crescimento rapido, producdo de reacdo alcalina em meio de cultura e baixa
quantidade de goma. Com excecdo da quantidade de goma, as outras duas
caracteristicas sdo bastante similares as do género Azorhizobium. Entdo,
objetivou-se saber se estes isolados, obtidos de solos coletados proximo ao
sistema radicular e a 10 metros de S. virgata, seriam capazes de nodular S.

virgata.

Foram selecionados 12 isolados, obtidos do isolamento de nddulos de L.
leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata, além de 7
isolados de S. virgata, totalizando 19 isolados para serem inoculados em S.

virgata.

Para cultivo das plantas, desinfestacdo das sementes e utilizacdo de
tratamentos controle, foram adotados os procedimentos citados no item 3.2.

Todos os isolados apresentaram crescimento rapido e foram cultivados
em meio de cultura 79 liquido, sob agitacdo durante, trés dias antes da
inoculacdo nas sementes pré-germinadas, no momento do plantio.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeti¢es. Os dados de MSPA, MSR, MSN e NN foram
analisados estatisticamente, utilizando o programa Sisvar, utilizando-se o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

19



3.6 Andlise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e sequenciamento do gene 16S rDNA

Além do estudo das caracteristicas simbidticas apresentadas pelos
isolados do item 3.5, objetivou-se, ainda, estudar o perfil de proteinas por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e o sequenciamento do
gene 16S rDNA destes isolados.

3.6.1 Analises de proteinas totais

Para a andlise de proteinas totais, as condi¢des de cultivo foram
rigorosamente padronizadas para todas as estirpes. Os isolados obtidos foram
cultivados em meio de cultura 79. Posteriormente, foram cultivados duas vezes
sucessivas em meio TY sélido com mesmo tempo de incubacdo e, em seguida,
as coldnias isoladas foram inoculadas em 50 mL de meio de cultura liquido TY,
onde foram cultivadas por 3 dias, sob agitacdo constante de 120, rpm a 28°C.
Em seguida, o meio com cada cultura foi centrifugado a 12.000 rpm por 10
minutos a temperatura 4°C, o sobrenadante descartado e o “pellet” formado
ressuspenso em tampdo NaPBS, para lavagem das células. Setenta miligramas
do “pellet” foram transferidos para tubos de 1,5 mL e foram adicionados 0,9 mL
do tampdo da amostra (TTA) e 0,1 mL de SDS 20% para solubilizagdo das
proteinas. Esta mistura foi aquecida em banho-maria a 95°C por 10 minutos. As
amostras de proteinas solubilizadas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos, a temperatura de 4°C e 30 uL destas submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE). Para tal, foi utilizado o método Laemmli (1970), com
modifica¢Ges descritas por Jackmam (1985), utilizadas para rizébio por Moreira
et al. (1993). Para eletroforese, foi utilizado um gel de sistema descontinuo com
concentracdo de poliacrilamida a 12% para o gel separador e a 5% para o gel de

concentracéo.
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3.6.2 Amplificacdo e sequenciamento do gene 16S do DNA ribossomal

Para a amplificacdo e o sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, o0s
isolados foram crescidos em meio 79 e as col6nias isoladas foram retiradas e
colocadas em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL de &gua ultrapura estéril e
aquecidas por 10 minutos, a 95°C. Uma aliquota de 10 pL foi utilizada para a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para um volume final de 50 pL por
reacdo. As concentracfes finais dos reagentes por reacdo foram de 0,2uM de
cada oligonucleotideo iniciadores 27F(5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT), 2,5 Mm de cloreto de magnésio,
tampéo 1x para PCR, 0,2 uM de cada dNTP e 0,02 U Tag DNA polimerase (Taq
DNA polimerase, Invitrogen). A reacdo de amplificacdo foi realizada no
termociclador Eppenbdorf Mastercycle®, Alemanha. As temperaturas do ciclo de
amplificacdo foram uma desnaturac&o inicial de 94°C por 5minutos, 30 ciclos de
desnaturacdo (94°C por 40 segundos), anelamento (55°C por 40 segundos),
extensdo (72°C por 1,5 minutos) e uma extensao final de 72° por 7 minutos. A
reacdo de PCR do r DNA 16S (50puL) foi corrida em gel de agarose 1% (p/v),
com tampdo TAE, e depois corada em brometo de etideo (5pg mL™). As
amostras foram congeladas e liofilizadas e enviadas para a empresa Macrogen,
Republica da Coréia, para a realizagdo do sequenciamento.

Para comparar as sequiéncias dos isolados obtidos das cinco espécies
hospedeiras, com seqiiéncias obtidas junto ao GenBank, foram utilizados o

banco de sequéncias publico (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a pesquisa no

Genbank, foi utilizado o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST), que compara varias seqiiéncias
simultaneamente, contidas em um Gnico arquivo, contra um banco de dados de

nucleotideos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Populacdo de Azorhizobium doebereinerae e de outras espécies de
BFNNL em solos coletados proximo ao caule e a 10 metros de Sesbania
virgata

Os solos coletados proximos ao caule e a 10 metros de S. virgata
apresentaram valores de pH médio de 6,7 e 6,1, respectivamente. Os resultados
médios de todas as caracteristicas quimicas, exceto para o enxofre (S),
demonstraram que as amostras de solos coletadas proximos ao caule de S.
virgata apresentaram valores superiores as amostras coletadas a 10 metros do
caule de S. virgata.

Em todos os cinco experimentos instalados, ndo foram observados
nédulos nos tratamentos controles com N mineral e sem N mineral e sem
inoculagdo, comprovando a auséncia de contaminacao.

Os nédulos de S. virgata e L. leucocephala apresentaram crescimento
indeterminado, enquanto que os nodulos das outras espécies hospedeiras, M.
atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata, apresentaram crescimento

determinado.

4.2.1 Sesbania virgata

O controle inoculado com a estirpe BR 5401" apresentou um grande
nimero de nodulos (NN), comprovando a alta eficiéncia desta estirpe quando
inoculada em S. virgata. No tratamento controle inoculado com a estirpe de A.
caulinodans, ORS 571", foi observada a presenca de pseudonddulos, como
observado também por Goncalves & Moreira (2004). Segundo estes autores, a
presenca destes pseudonddulos deve-se a proximidade filogenética existente

entre A. doebereienrae e A. caulinodans.
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Das cinco amostras de solos coletadas proximo do caule de S. virgata,
somente uma delas (EQ) ndo apresentou BFNNL capazes de formar nodulos nas
plantas de S. virgata. Os valores de matéria seca da parte aérea (MSPA) dos
tratamentos A0, B0, CO e DO foram semelhantes e até superior, no caso de CO,
ao tratamento em que foi inoculada a estirpe BR 5401". Todos os tratamentos
inoculados com estas amostras de solos apresentaram NN superior ao tratamento
inoculado com a estirpe BR 5401". Isso pode ser devido a uma maior densidade
de BFNNL presente nos solos. Porém, os resultados de peso fresco (PFN) e seco
(PSN) dos nédulos das plantas destes tratamentos seguiram tendéncia inversa
aos resultados de NN, sendo considerados inferiores ao tratamento inoculado
com a estirpe BR 5401". Os resultados de peso da matéria seca da raiz (MSR)
destes tratamentos seguiram, de forma semelhante, 0 mesmo comportamento dos
resultados de PFN e PSN (Tabela 3).

Somente uma das amostras de solo coletada a 10 metros do caule de S.
virgata (A10) apresentou BFNNL capazes de formar nddulos em S. virgata.
Porém, o tratamento inoculado com estes solos apresentou MSPA e NN inferior
aos tratamentos inoculados com os solos coletados préximo ao caule de S.
virgata e com a estirpe BR 5401" (Tabela 3). Estes resultados podem indicar que
a populacdo de BFNNL capazes de nodular S. virgata pode estar ocorrendo em
baixa densidade neste solo ou devido a ocorréncia de relagcBes antagbnicas com
outros microrganismos.

Esta alta eficiéncia simbiotica de populagcdes de BFNNL presentes nos
solos capazes de nodular S. virgata também foi verificada por Florentino (2005).
Bala et al. (2003), estudando a simbiose de S. sesban com as populacBes de
BFNNL nativas presentes em varios solos, verificaram que esta espécie forma
simbiose apenas com uma restrita faixa de microssimbiontes presentes em

poucos solos e que esta simbiose é sempre altamente eficiente, assim como
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observado para S. virgata, indicando que estas espécies apresentam
caracteristicas simbi6ticas em comum.

Em quatro dos cinco solos testados, ndo foram encontradas BFNNL
capazes de nodular S. virgata a distancia de 10 metros do caule desta espécie.
Florentino (2005), estudando a presenca de BFNNL nos solos coletados préximo
ao caule e a 4, 20 e 40 metros de S. virgata, por meio da inoculagdo destes no
mesmo hospedeiro, verificou que aqueles coletados as distancias de 20 e 40
metros ndo apresentaram BFNNL capazes de nodular este hospedeiro. Neste
trabalho, observa-se que a influéncia de S. virgata sobre seus simbiontes pode

ser menor que 10 metros.
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TABELA 3 Matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN), peso fresco
(PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz (MSR) de
plantas de Sesbania virgata inoculadas com suspensdes de solos
coletados proximo ao caule e a 10 metros de S. virgata.

Tratamento  MSPA (g NN PFN PSN MSR
planta®)  (nimero (mg planta™) (g planta™)
planta™)

Sem N 0,08d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,14 e
mineral e

inoculacao
N  mineral 1,05b 0,00 ¢ 0,00 e 0,00 e 0,85a
(28mg.kg™)
BR 54017 1,08b 104,75 b 564,75 a 155,00 a 0,72b
ORS 0,11d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,19 e
571"(BR
54107
A0 1,03b 15150a 421,75 c 107,00 ¢ 0,53¢
A10 0,70 ¢ 53,00 ¢ 11250 d 43,75 d 0,32d
BO 1,07b 136,25a 458,50 c 129,50 b 0,65b
B10 0,10d 000 c 000 al 0,00 e 0,13e¢
Co 1,16 a 14250a 51325 b 131,00 b 0,58 ¢
C10 0,10d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,15e
DO 1,01b 139,50a 456,25 ¢ 107,75 ¢ 0,48¢
D10 0,09d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,16 e
EO 0,11d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,17e¢
E10 0,10d 0,00 c 0,00 e 0,00 e 0,2le
CV(%) 9,60 18,57 16,88 10,50 15,68

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2.2 Leucaena leucocephala

Ndo foram encontrados nédulos nas plantas de L. leucocephala
inoculadas com a estirpe BR 827. Esta estirpe é recomendada como inoculante

para esta espécie e, por isso, foi utilizada como controle positivo para testar se as

25



condigdes experimentais eram adequadas a nodulagdo. Analisando-se o trabalho
de Goncalves & Moreira (2004), observa-se que o tratamento inoculado com
esta estirpe apresentou nddulos, tendo os valores de MSPA das plantas sido
superior ao tratamento controle em que ndo foi adicionado N mineral e néo foi
inoculado. Neste trabalho, como alguns tratamentos apresentaram nddulos é
possivel que tenha ocorrido algum problema com esta estirpe.

As estirpes de ORS 5717, A. caulinodans e BR 54017, A. doebereinerae,
foram capazes de nodular L. leucocephala, tendo o tratamento inoculado com
esta (ltima sido o que apresentou maior NN, PFN, PSN e MSR em relacdo ao
tratamento inoculado com a estirpe ORS 571". Porém, a MSPA do tratamento
inoculado com a estirpe ORS 571" foi superior ao tratamento inoculado com a
estirpe BR 5401". Estes resultados discordam dos encontrados por Gongalves &
Moreira (2004), que observaram que a inoculacdo de L. leucocephala com estas
duas estirpes ndo apresentou nodulos.

Das 10 amostras de solos coletadas proximo ao caule (0 metro) e a 10
metros de distancia de S. virgata, que foram inoculadas em L. leucocephala
apenas cinco, A0, B0, D0, D10 e E10, apresentaram BFNNL capazes de formar
simbiose com este hospedeiro. Dos tratamentos inoculados com as amostras de
solos coletados proximos ao caule de S. virgata, A0, BO e DO, BO foi o
tratamento que apresentou maior NN e PFN. Os resultados de MSPA dos
tratamentos inoculados com as amostras de solo A0 e BO foram superiores em
relacdo ao tratamento inoculado com D0. A MSR dos tratamentos inoculados
com estas trés amostras de solos foi semelhante.

O tratamento inoculado com a amostra de solo coletado a 10 metros de
distancia do caule de S. virgata, E10, apresentou maior MSPA, NN, PFN e PSN
em relacéo ao tratamento inoculado com D10 (Tabela 4).
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TABELA 4 Matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN), peso fresco
(PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz (MSR) de
plantas de L. leucocephala inoculadas com suspensdes de solos
coletados as distancias de 0 e 10 metros do caule de S. virgata

Tratamento MSPA (g NN PFN PSN MSR

planta’)  (nGmero (mg planta™) (g planta™)
planta™)

Sem N 0,11f 0,00e 0,00 f 0,00e 0,39¢

mineral e

inoculagéo

N  mineral 0,63a 0,00 e 0,00 f 0,00 e 0,62 a

(28mg.kg™)

BR 5401" 0,29 ¢ 76,00 a 0,15d 0,02d 0,56 a

ORS 0,35b 22,00c 0,07 e 0,00e 0,44 b

5717(BR

5410")

BR 827 0,10 f 0,00d 0,00 f 0,00e 0,32¢

A0 0,25d 14,00d 0,34c 0,06 b 0,27d

A10 0,21e 0,00e 0,00 f 0,00e 0,28d

BO 0,23d 20,00 ¢ 0,38b 0,04 c 0,27d

B10 0,10 f 0,00e 0,00 f 0,00e 0,28d

Co 0,22¢ 0,00e 0,00 f 0,00e 0,23d

C10 0,20 e 0,00e 0,00 f 0,00e 0,26 d

DO 0,22 ¢ 12,00 d 0,15d 0,02d 0,27d

D10 0,21e 13,00d 0,00 f 0,02d 0,36 ¢

EO 0,20 e 0,00e 0,00 f 0,00 e 0,23d

E10 0,25d 33,00 b 0,67 a 0,09a 0,26 d

CV(%) 8,20 15,42 16,85 38,95 12,40

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2.3 Macroptilium atropurpureum

A simbiose entre M. atropurpureum e a estirpe St,12, isolada de solos da

Amazébnia, foi eficiente, concordando com os resultados de experimentos

anteriores.
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Das duas espécies do género Azorhizobium, somente a estirpe de A.
doebereinerae foi capaz de nodular M. atropurpureum. Os nédulos encontrados
foram nédulos pequenos e de coloracdo branca. O resultado da MSPA do
tratamento inoculado com esta estirpe foi semelhante ao resultado de MSPA do
tratamento sem inoculacdo e sem N mineral. O tratamento inoculado com a
estirpe de A. caulinodans, ORS 571", ndo apresentou nodulacéo (Tabela 5).

Gongalves & Moreira (2004) também verificaram que as duas espécies
do género Azorhizobium foram capazes de nodular M. atropurpureum.

Todas as amostras de solos coletadas proximo ao caule (0 metro) e a 10
metros de distancia de S. virgata apresentaram BFNNL capazes de formar
simbiose com M. atropurpureum, comprovando-se a alta promiscuidade deste
hospedeiro.

Das populacdes nativas de BFNNL presentes nas amostras de solo
coletadas préximo ao caule de S. virgata, A0, B0, C0O, DO e EO, o tratamento
inoculado com a amostra BO foi o que apresentou valores superiores de MSPA,
NN, PFN e PSN em relacéo aos tratamentos inoculados com as outras amostras
de solos. Porém, estes valores foram inferiores ao tratamento inoculado com a
estirpe St,12.

De acordo com os resultados de MSPA, NN e PFN dos tratamentos
inoculados com as amostras de solos coletadas a 10 metros de distancia de S.
virgata, A10, B10, C10, D10 e E10, observa-se que o tratamento inoculado com
a amostra E10 foi superior aos demais tratamentos, tendo os valores de NN e
PFN deste tratamento sido superior aos valores do tratamento inoculado com a
estirpe St,12.
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TABELA 5 Matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN), peso fresco
(PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz (MSN) de
plantas de M. atropurpureum inoculadas com suspensdes de solos
coletados proximo e a 10 metros de distancia do caule de S.

virgata.
Tratamento MSPA (g NN PFN PSN MSR
planta®)  (ndmero (mg planta™) (g planta™)
planta™)

Sem N mineral 0,02 f 0,009 0,00g 0,00e 0,02d
e inoculacao
N mineral 0,21 a 0,009 0,00g 0,00 e 0,14 a
(28mg.kg™)
BR 5401" 002f 10,75d  21,25f  350e 0,01d
ORS 571"(BR  0,02f 0,00¢ 0,00¢ 0,00e 0,02d
5410")
St12 0,18 b 2950b  151,75b 34,75a 0,04c
A0 0,06 e 4,25 f 41,75 ¢ 9,00d 0,03d
A10 0,04¢ 3,25f 38,00 e 6,75d 0,04c
BO 0,08d 23,25¢ 83,25d 19,75¢ 0,05¢
B10 0,09d 20,25¢  12525c 17,50c 0,05¢
Co 0,02 f 6,25 f 22,75 f 9,25d 0,04c
C10 0,10d 30,00b  146,50b 24,25b 0,04c
DO 0,04¢ 725¢ 35,75¢ 7,50d 0,02d
D10 0,03 f 5,00 f 90,75d 5,00d 0,03d
EO 0,04¢ 4,75 f 19,00 f 9,25d 0,03d
E10 0,14 c 50,00a 190,00a 18,00 c 0,09b
CV(%) 18,48 33,27 20,33 32,86 29,39

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2.4 Phaseolus vulgaris

As estirpes de A. doebereinerae e A. caulinodans formaram um grande
nimero de nédulos pequenos e coloracdo branca. Os resultados de MSPA dos
tratamentos inoculados com estas duas estirpes foram semelhantes ao tratamento

sem inoculacdo e sem N mineral. A capacidade de noducdo em plantas de P.
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vulgaris, quando inoculadas com estas duas estirpes, também foram observadas
por Gongalves & Moreira (2004).

Somente uma das amostras de solo coletadas préximo ao caule de S.
virgata, EO, ndo apresentou BFNNL capazes de induzir a formacéo de nédulos
em P. vulgaris. Dos tratamentos que apresentaram nédulos, observa-se que AQ,
BO e CO apresentaram valores de NN e PFN semelhantes a até superiores ao
tratamento inoculado com a estirpe CIAT 899". Porém, os resultados de MSPA e
PSN dos tratamentos inoculados com estas amostras de solos seguiram a mesma
tendéncia, sendo estes valores inferiores ao tratamento inoculado com a estirpe
CIAT 899",

Como observado para as amostras de solo coletadas proximo ao caule de
S. virgata, verificou-se também que das cinco amostras de solo coletadas a 10
metros de distancia, somente uma, D10, ndo apresentou BFNNL capazes de
nodular P. vulgaris. Dos tratamentos que apresentaram nodulacdo, A10, B10,
C10 e E10, este ultimo apresentou NN e PFN superior ao tratamento inoculado
com a estirpe CIAT 899",
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TABELA 6 Matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN), peso fresco
(PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz (MSR) de
plantas de P. vulgaris inoculadas com suspensfes de solos
coletados proximo e a 10 metros de distancia do caule de S.

virgata.
Tratamento MSPA (g NN PFN PSN MSR
planta®)  (nimero (mg planta™) (g planta™)
planta™)

Sem N mineral 0,23 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,22 b
e inoculacao
N mineral 0,84 a 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,33 a
(28mg.kg™)
BR 5401" 0,25¢ 105,00b  143,25d 16,25d 0,18¢c
ORS 571"(BR  0,25¢e 81,25 ¢ 179,75d 18,75d 0,19¢c
54107
CIAT 0,58b 86,25 ¢ 34150¢ 61,50 a 0,15¢
899T(BR
322"
A0 0,38d 94,75 b 283,75¢ 31,25¢ 0,18¢
Al0 04lc 77,75 ¢ 346,50 ¢ 37,75¢ 0,18¢
BO 04lc 68,75 ¢ 530,75 b 50,75 b 0,16 ¢
B10 0,36d 39,00 d 150,00 d 16,75d 0,22b
co 0,49 ¢ 150,50a  275,00c¢ 38,25 ¢ 0,22 b
C10 041c 34,00d 38,00 e 3,50e 0,21b
DO 0,34d 37,00d 171,75d 12,50d 0,21b
D10 0,36d 0,00e 0,00e 0,00e 0,21b
EO 0,32e¢ 0,00e 0,00e 0,00e 0,18¢
E10 0,35d 94,25 b 775,00 a 64,50 a 0,18¢
CV (%) 13,08 19,98 30,97 24,25 9,93

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2.5 Vigna unguiculata

As estirpes de A. doebereinerae e A. caulinodans formaram noédulos
pequenos e de coloracdo branca, em V. unguiculata. Estas caracteristicas, aliadas

aos baixos valores do peso da matéria seca da parte aérea (MSPA), encontrados
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nos tratamentos inoculados com estas estirpes, indicam que a simbiose €
ineficiente (Tabela 7). Gongalves & Moreira (2004) ndo verificaram a presenca
de nédulos em V. unguiculata quando inoculadas com estas duas estirpes do
género Azorhizobium.

Trés das amostras de solos coletadas proximo ao caule de S. virgata, BO,
CO e DO apresentaram BFNNL que formaram nodulos em V. unguiculata.
Destes tratamentos, BO apresentou valores de NN, PFN, PSN e MSR
semelhantes aos tratamentos inoculados com as estirpes recomendadas como
inoculante para esta cultura, UFLA 03-84 e INPA 03-11B. O tratamento
inoculado com BO apresentou valor de MSPA superior aos tratamentos
inoculados com as estirpes inoculantes.

Das amostras de solos coletadas a 10 metros de distancia de S. virgata,
quatro delas, B10, C10, D10 e E10, apresentaram BFNNL que formaram
nodulos em V. unguiculata. Dos tratamentos inoculados com estas quatro
amostras de solos, E10 apresentou valores de MSPA, NN, PFN e PSN
superiores aos demais. O tratamento inoculado com a amostra E10 apresentou
valores de NN semelhantes aos tratamentos inoculados com as duas estirpes

inoculantes.
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TABELA 7 Matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN), peso fresco
(PFN) e seco dos nddulos (PSN) e massa seca de raiz (MSN) de
plantas de V. unguiculata inoculadas com suspensdes de solos
coletados as distancias de 0 e 10 metros do caule de S. virgata

Tratamento  MSPA (g NN PFN PSN MSR

planta®)  (nGmero (mg planta™) (g planta™)
planta™)

Sem N 0,09 f 0,00 f 0,00e 0,00 f 0,11c

mineral e

inoculacao

N  mineral 0,72 a 0,00 f 0,00e 0,00 f 0,19 a

(28mg.kg™)

BR 5401" 0,08 f 32,00 b 0,017 e 0,0le 0,10c

ORS 0,07 f 30,00 b 0,019e 0,0le 0,08 ¢

5717(BR

54107

UFLA 03- 0,30¢c 40,00 a 0,28b 0,07 a 0,12b

84

INPA  03- 0,22d 45,00 a 0,36 a 0,07 a 0,13b

11B

A0 0,10 f 0,00 f 0,00e 0,00 f 0,10c

A10 0,17e 0,00 f 0,00e 0,00 f 0,13b

BO 0,47b 45,00 a 0,38a 0,07 a 0,12b

B10 0,16¢€ 17,00 ¢ 0,19¢ 0,0le 0,08 ¢

Cco 0,20d 35,00 b 0,22 ¢ 0,07 a 0,11b

C10 0,23d 18,00 ¢ 0,13d 0,02d 0,12 b

DO 0,15e 3,00e 0,04¢ 0,0le 0,11b

D10 0,19e 6,00d 0,18 ¢ 0,03¢ 0,13b

EO 0,15e 0,00 f 0,00e 0,00 f 0,09c

E10 0,33¢c 40,00 a 0,30b 0,04b 0,12b

CV(%) 18,05 21,44 31,90 20,76 12,33

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Uma visdo geral dos experimentos instalados com as cinco espécies

vegetais inoculadas com amostras de solos coletadas a 0 e 10 metros do caule de

S. virgata, em casa de vegetacdo, é mostrada na Figura 2.
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FIGURA 2 Visdo geral dos experimentos instalados em casa de vegetagdo (A)
M. atropurpureum (a esquerda) e V. unguiculata (a direita); (B) S.
virgata (a esquerda) e L. leucocephala (direita); (C) e (D) S. virgata,
L. leucocephala e P. vulgaris (a direita).

4.3 Caracterizacao cultural

Foi obtido um total de 421 isolados de nodulos das cinco espécies
hospedeiras, sendo 80 de S. virgata, 42 de L. leucocephala, 91 de M.
atropurpureum, 126 de P. vulgaris e 82 de V. unguiculata (Tabela 8). Noventa e
seis por cento dos isolados de S. virgata apresentaram caracteristicas culturais
semelhantes a estirpe de A. doebereinerae, BR 54017, ou seja, tempo de
crescimento rapido, reacdo alcalina em meio de cultura e escassa producdo de

goma.
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A maioria dos isolados de S. virgata e alguns isolados obtidos dos
outros hospedeiros promiscuos, L. leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris
e V. unguiculata, apresentaram caracteristicas culturais similares. Porém, os
isolados de S. virgata apresentaram quantidade de goma inferior aos outros
isolados, sendo considerada producdo de goma escassa e para 0s demais isolados
a producdo de goma foi considerada baixa.

Todos os isolados obtidos das cinco espécies hospedeiras foram
agrupados em sete tipos culturais descritos a seguir: isolados que apresentaram
tempo de crescimento rapido e intermediario que acidificaram, alcalinizaram e
0s que ndo produziram reagdo no meio de cultura e os isolados que apresentaram
tempo de crescimento lento e que alcalinizaram o meio de cultura conforme
Figura 3.

S. virgata apresentou nodulos de crescimento indeterminado e observou-
se que, imediatamente apds a maceracao destes nddulos sobre o meio de cultura
79, ocorreu a alcalinizagcdo do meio de cultura. Todos os 80 isolados de S.
virgata apresentaram crescimento rapido e baixa diversidade morfol6gica, tendo
96% destes isolados apresentado caracteristicas culturais semelhantes a A.
doebereinerae, tempo de crescimento rapido, reagdo alcalina no meio de cultura

e producéo de goma escassa (Figura 3.A).
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TABELA 8 Numero de isolados obtidos dos nddulos das cinco espécies
leguminosas inoculadas com solos coletados préximo ao caule € a
10 metros de S. virgata. Os valores entre parénteses indicam o
namero de isolados que apresentaram tempo de crescimento rapido
(2-3 dias) e reacdo alcalina em meio de cultura.

Solos LIt Ma? PV vu? Total
AO 50) 132) 19(2) 0(0) 3703)
A10 0 8(2) 17(2) 0(0) 25(3)
BO 16(16) 11(4) 16(7) 14(1) 57(28)
B10 0 15(5) 13(1) 12(2) 40(8)
Co 0 5(0) 19(3) 15(1) 39(4)
C10 0 14(1) 9(0) 15(0) 38(1)
DO 6(0) 7(1) 17(7) 8(2) 38(10)
D10 4(4) 7(0) 0(0) 4(2) 15(6)
EO 0 4(0) 0(0) 0(0) 4(0)
E10 11(11) 7(3) 16(6) 10(0) 44(20)
Totall 42(3))  91(18) 126(26)  82(8) 341(83)
Planta

Yisolados de L. leucocephala; 2 isolados de M. atropurpureum; 3 isolados de P. vulgaris e 4 isolados de

V. unguiculata

A maioria dos isolados de L. leucocephala, 76%, apresentou tempo de

crescimento rapido, reacdo alcalina em meio de cultura e producdo de goma

superior a de A. doebereinerae. Estes isolados foram obtidos dos tratamentos

inoculados com as amostras BO, D10 e E10. O outro grupo, 24%, constituiu-se

de isolados que apresentaram crescimento intermediario, produzindo reagédo

acida em meio de cultura 79 e média producdo de goma (Figura 3.B).

L. leucocephala é considerada uma espécie promiscua e capaz de formar

simbiose com BFNNL de crescimento rapido dos géneros Mesorhizobium,

Rhizobium e Sinorhizobium (Moreira et al., 1998), porém, os resultados mostram

gue nenhum dos isolados de L. leucocephala apresentou caracteristicas culturais

semelhantes aos géneros citados acima.
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Wang et al. (1999), estudando a diversidade de isolados de nddulos de L.
leucocephala cultivada em dois tipos distintos de solos, um em que havia sido
cultivado anteriormente com feijdo e o outro em que ndo havia sido cultivado
com nenhuma cultura. Eles verificaram que os isolados de L. leucocephala
cultivada no primeiro solo, apresentaram menor diversidade. De acordo com 0s
autores o cultivo com feijdo alterou a populagdo de BFNNL e este efeito refletiu
nas populacdes encontradas nos nodulos de L. leucocephala. No caso deste
trabalho, observa-se situacdo semelhante, uma vez que foi encontrada uma baixa
diversidade cultural entre os isolados.

O M. atropurpureum foi a espécie hospedeira que apresentou maior
promiscuidade, pois seus isolados foram classificados em seis tipos culturais e
também foram capazes de formar simbiose com bactérias noduliferas presentes
em todos os solos. Estes isolados apresentaram grande diversidade cultural,
tendo, dos 91 isolados, 18 apresentado caracteristicas culturais semelhantes aos
isolados obtidos de L. leucocephala, ou seja, tempo de crescimento répido,
reacdo alcalina em meio de cultura e producdo de goma superior a de A.
doebereinerae. Estes isolados foram obtidos de amostras de solos coletados
préximos ao caule, A0, BO e DO e a 10 metros de S. virgata, A10, B10, C10 e
E10 (Figura 3.C).

Esta grande diversidade cultural entre os isolados de nddulos de M.
atropurpureum também foi encontrada por Jesus et al. (2005). Entretanto, estes
autores nao relatam a presenca de isolados que apresentam crescimento rapido,
reacdo alcalina no meio de cultura e baixa producdo de goma, caracteristica do
género Azorhizobium. Isso indica a auséncia deste género nos solos estudados
por estes autores.

Foram obtidos 126 isolados de nddulos de P. vulgaris. Todos os isolados
apresentaram tempo de crescimento rapido e uma grande variagdo quanto a

reagdo no pH do meio de cultura. Vinte e seis isolados apresentaram
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caracteristicas culturais semelhantes aos isolados a alguns isolados obtidos de L.
leucocephala e M. atropurpureum. Dos 26 isolados, 18 foram encontrados em
tratamentos inoculados com amostras de solos coletadas préximos do caule de S.
virgata, A0, B0, CO e DO (Figura 3.D).

Né&o foi encontrado nenhum trabalho que mostra que P. vulgaris
apresenta a capacidade de capturar isolado com caracteristica cultural
semelhante ao género Azorhizobium do solo. Melloni et al. (2006) obtiveram
isolados com caracteristicas distintas do género Rhizobium de nodulos de P.
vulgaris, mas nenhum destes isolados apresentou caracteristicas semelhantes ao
género Azorhizobium.

Dos 82 isolados de V. unguiculata, 52 apresentaram crescimento rapido
e, destes, oito isolados apresentaram caracteristicas culturais semelhantes aos
isolados de L. leucocephala, M. atropurpureum e P. vulgaris (Figura 3.E).

Melloni et al. (2006) verificaram que a maioria dos isolados de V.
unguiculata apresentou caracteristicas semelhantes ao género Bradyrhizobium,
crescimento rapido, producéo alcalina em meio de cultura e producdo de goma
variando entre baixa e média, em meio de cultura 79.

Analisando-se os tipos culturais dos isolados BFNNL obtidos de
nédulos de L. leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata,
observa-se que cada hospedeiro foi capaz de capturar BFNNL dos solos com
caracteristicas distintas da que é relatada na literatura (Jesus et al., 2005; Lafay
& Burdon, 1998; Melloni et al., 2006).
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FIGURA 3 Distribuicdo dos isolados de bactérias 7 tipos culturais em meio de cultura
79: CRN - crescimento rapido e ndo produz reacdo no meio de cultura;
CRAL - crescimento rapido e alcaliniza o meio de cultura; CRAC -
crescimento rapido e acidifica o meio de cultura; CIN — crescimento
intermedidrio e ndo produz reagdo no meio de cultura; CIAC -
crescimento intermediario e acidifica o meio de cultura; CIAL -
crescimento intermediario e alcaliniza o meio de cultura; CLAL -
crescimento lento e alcaliniza o meio de cultura.
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4.4 Autenticacao e eficiéncia simbidtica dos isolados de L. leucocephala, M.
atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata

As caracteristicas culturais dos isolados utilizados na inoculagdo de L.
leucocephala, M. atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata encontram-se na
Tabela 9. Na primeira linha da tabela estdo os isolados que apresentaram
caracteristicas similares ao género Azorhizobium, porém, com quantidade de

goma um pouco maior.
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TABELA 9 Caracteristicas culturais dos isolados de L. leucocephala, M.
atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata reinoculados nos
hospedeiros de origem.

Isolados Al B? ct D* E®

LeBO0I2, LeBO0I4, LeB0OIV2, rapido alcalino baixa branca néo
LeE1011, LeBOIV4,

LeDOI14 MaB101114,

FBOIII1, FBOIV1, FCOIlI2,

FCOI113b, FDOI12, FDOI 14,

FDOIV4b, FE1014, FE101111

MaEOIV3 rapido 4cido alta amarela sim
MaEOIV2, FCOIl4 rapido 4cido alta amarela néo
VuB0I2, VuB10IV1, rapido acido baixa amarela ndo
VuB10IV2, VuC1014

FAOIII3b, FCOIlI3a rapido neutro média creme ndo
MaE10112 rapido neutro alta creme  ndo
MaE10111 intermediério neutro baixa creme néo
MaC0IV1 intermediério neutro baixa creme néo
LeAOIlI2, LeAOITI3 intermediério 4cido média amarela ndo
VuBOI1, VuC1012, VuC10I3, intermediario alcalino baixa creme ndo

VuCOll1, VuCoIV3,
VuCO0IV4, VUE10IV3,

VUE101V4

MaAO0l13, MaA10IV1, lento alcalino média creme nédo
MaB0l14, MaD1014, VuB1014

MaDO0IV1, MaDO0IV?2 lento alcalino/acido  baixa branca néo

! Tempo de aparecimento da colénia isolada; * Alteragdo do pH em meio 79; ® Producéo
de goma; * Cor da colénia; °> Absorcéo do indicador (azul de bromotimol)

4.4.1 Leucaena leucocephala

Como observado no experimento anterior, as estirpes de Azorhizobium
caulinodans (ORS 5717) e A. doebereinerae (BR 5401") formaram nédulos em
L. leucocephala. O tratamento inoculado com a estirpe BR 827 nédo apresentou

nodulacéo.
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Dos oito isolados de L. leucocephala, testados quanto a capacidade de
nodular seu hospedeiro de origem seis deles, LeB0I2, LeBO0I4, LeBOIV2,
LeBOIV4, LeDO0l14 e LeE10I1 apresentaram caracteristicas culturais similares ao
género Azorhizobium, apresentando crescimento rapido, reacdo alcalina no meio
de cultura, porém, producdo de goma superior a A. doebereinerae. Destes trés,
LeBOI4, LeBOIV2 e LeBOIV4 ndao formaram nddulos em seu hospedeiro
original. Os dois isolados que apresentaram crescimento intermediario e reagédo

acida em meio de cultura foram capazes de nodular L. leucocephala (Tabela 10).

TABELA 10 Autenticacdo de isolados de L. leucocephala inoculados em seu
hospedeiro de origem

Tratamentos Nodulacdo

Sem N mineral e inoculagéo -
N mineral (28mg.kg™)
BR 54017
ORS 571" (BR 5410")
BR 827
LeAOIlI2
LeAOIl3
LeBOI2

LeBOI4 -
LeBOIV2 -
LeBOIV4 -
LeDOIl4 +
LeE10I1 +

+ +

+ + +

4.4.2 Macroptilium atropurpureum

Ndo foi observada nodulacdo nas plantas de M. atropurpureum
inoculadas com a estirpe de Azorhizobium caulinodans (ORS 5717). Ja a

nodulacdo de M. atropurpureum com a estirpe de A. doebereinerae (BR 5401")
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foi ineficiente, ndo contribuindo para o desenvolvimento do peso da matéria seca
da parte aérea (MSPA) das plantas (Tabela 11).

Das caracteristicas culturais dos 12 isolados de M. atropurpureum
inoculados em seu hospedeiro original, somente o isolado MaB10l1114 apresentou
tempo de crescimento rapido e reacdo alcalina em meio de cultura. O tratamento
inoculado com este isolado apresentou MSPA superior aos tratamentos
inoculados com as estirpes BR 54017 e St,12.

MaEO0IV3 foi o Unico isolado que ndo nodulou M. atropurpureum. Dos
11 isolados que nodularam o M. atropurpureum, oito deles proporcionaram
desenvolvimento no peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas
igual ou superior aquelas que foram inoculadas com a estirpe ST,12, indicando a
necessidade de novos estudos, uma vez que estes isolados apresentaram grande

potencial em fixar N,.
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TABELA 11 Resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN),
peso fresco (PFN) e seco dos nddulos (PSN) e massa seca de raiz
(MSR) de plantas de M. atropurpureum inoculadas com BFNNL
obtidas do proprio hospedeiro.

Tratamento MSPA NN PFN PSN MSR

(g.planta™)  (namero. (mg.planta™) (g.planta™)
planta™)

Sem N 0,026 f 0,00 g 0,00 g 0,00 f 0,027d

mineral e

inoculacao

N mineral 0,143 a 0,00 g 0,00 g 0,00 f 0,057 a

(28mg.kg™)

St12 0,046 d 18,75d 0,035e¢ 0,007 e 0,020 e

BR 54017 0,023 f 23,25¢ 0,021 f 0,003 f 0,025 d

ORS 5717 0,022 f 0,00 g 0,00 g 0,00 f 0,025 d

(BR 5410")

MaAOlI3 0,061 c 22,00 ¢ 0,072 ¢ 0,016 ¢ 0,024 d

MaA101V1 0,044 d 11,00 f 0,044 ¢ 0,011d 0,020 e

MaBO0I4 0,095 b 42,50 a 0,107 b 0,021b 0,035 b

MaB10l1114 0,064 c 22,75¢ 0,070 c 0,018 c 0,025d
MaCo0IV1 0,039 e 24,25¢ 0,040 e 0,013d 0,030 c
MaDO0IV1 0,036 e 38,00 b 0,056 d 0,013d 0,030 c

MaDO0IV2 0,026 f 13,00 f 0,036 e 0,009 e 0,017 e
MaD1014 0,059 c 16,25¢ 0,033 e 0,007 e 0,024 d
MaEOIV2 0,109 b 37,75b 0,107 b 0,022 b 0,036 b
MaEOQIV3 0,025 f 0,00 ¢ 0,00 g 0,00 f 0,035b

MaE10111 0,056 ¢ 16,25 e 0,055d 0,030 a 0,019e
MaE10112 0,100 b 22,50 ¢ 0,119a 0,011d 0,039 b

CV(%) 16,84 12,60 14,04 25,15 12,44

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.4.3. Phaseolus vulgaris

Os tratamentos inoculados com as estirpes ORS 571" de A. caulinodans
e BR 54017 de A. doebereinerae apresentaram nddulos inefectivos. Resultados

semelhantes foram encontrados trabalhos em que mostram que o P. vulgaris
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forma nddulos inefectivos quando inoculado com a estirpe BR 5401" (Gongalves
& Moreira, 2004) e ORS 5717 (Gongalves & Moreira, 2004 e Michiels et al.,
1998).

Dos doze isolados inoculados em plantas de P. vulgaris, cinco nédo
formaram nddulos em seu hospedeiro de origem, dentre os quais, trés
apresentaram tempo de crescimento rapido, reacdo alcalina em meio de cultura e
producdo de goma superior a A. doebereinerae. Dos isolados que nodularam o
P. vulgaris, nenhum foi capaz de proporcionar desenvolvimento da MSPA
semelhante aos tratamentos em que foi adicionado N mineral e inoculado com a
estirpe CIAT 899" (Tabela 12).

Anyango et al. (1995), estudando a efetividade simbiotica de isolados de
BFNNL oriundos de solos de diferentes pHs (4,5 e 6,8), por meio da inoculagéo
destes em seu hospedeiro de origem, P. vulgaris, verificaram que os isolados
obtidos de ambos os solos apresentaram efetividade variada. Alguns isolados
apresentaram efetividade igual e até superior ao tratamento inoculado com a
estirpe CIAT 899",
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TABELA 12 Resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN),
peso fresco (PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz
(MSR) de plantas de P. vulgaris inoculadas com BFNNL obtidas
do proprio hospedeiro.

Tratamentos MSPA NN PFN PSN MSR
(g.planta™®)  (nédulos. (mg.planta™) (g.planta™)
planta™)
Sem N 0,24 e 0,00 h 0,009 0,00 ¢ 0,201 c
mineral e
inoculacéo
N  mineral 0,49 a 0,00 h 0,00¢ 0,00 ¢ 0,283 a
(28mg.kg™)
CIAT 899" 0,47 a 119,50 ¢ 0,322d 0,056 a 0,215b
(BR 3227)
BR 54017 0,24 e 106,25 ¢ 0,039 f 0,033b 0,221 b
ORS 5717 0,24 e 18,50 f 0,061 f 0,008 ¢ 0,245b
(BR 5410")
FAOIII3b 0,31c 109,75 ¢ 0,347 d 0,062 a 0,138d
FBOIII1 0,28d 146,00 b 0,388 ¢ 0,365 b 0,197 ¢
FBOIV1 0,26 e 205,25 a 0,591a 0,058 a 0,204 ¢
FCOl14 0,25¢€ 0,00 h 0,00 g 0,00 ¢ 0,221 b
FCOIlI2 0,29d 0,00 h 0,00 g 0,00 c 0,259 a
FCOIlI3a 0,22 e 0,00 h 0,00g 0,00 c 0,191 ¢
FCOIlI3b 0,35b 0,00 h 0,00¢g 0,00 ¢ 0,231 b
FDOIVDb 0,19 f 0,00 h 0,00¢g 0,00 ¢ 0,227 b
FDOI14 0,24 e 9,00 g 0,027 g 0,028 b 0,236 b
FDOIV4b 0,27d 5450 e 0,100 e 0,027 b 0,228 b
FE1014 0,21f 116,00 ¢ 0,439 b 0,041b 0,172 ¢
FE101111 0,28d 85,25 d 0,560 a 0,056 a 0,211b
CV(%) 8,31 23,69 17,59 59,27 7,86

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.4.4 Vigna unguiculata

Dos treze isolados de V. unguiculata, somente trés ndo formaram

nodulos em seu hospedeiro de origem. Entre os isolados que nodularam V.



unguiculata, somente os tratamentos inoculados com os isolados VuC10l4 e
VUE10IV4 apresentaram valores de MSPA inferior aos tratamentos em que foi
adicionado N mineral e inoculado com as estirpes recomendadas pela RELARE.
Os outros tratamentos inoculados com os isolados VuBO0I1, VuB10I4, VuCOll1,
VuCO0IV3, VuC0IV4, VuC10I12, VuC10I3 e VUE10IV3 apresentaram valores de
MSPA iguais ou superiores aos dos tratamentos inoculados com as estirpes
UFLA 03-84 e INPA 03-11B, indicadas pela RELARE como inoculantes para o
V. unguiculata, indicando a necessidade de novos estudos, uma vez que estes

isolados apresentaram grande potencial em fixar N, (Tabela 13).
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TABELA 13 Resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN),
peso fresco (PFN) e seco dos nédulos (PSN) e massa seca de raiz
(MSR) de plantas de V. unguiculata inoculadas com BFNNL
obtidas do proprio hospedeiro.

MSPA NN PFN PSN MSR

Tratamentos  (g.planta®)  (nGmero. (mg.planta™) (g.planta™)
planta™)

Sem N 0,051 ¢ 0,00 h 0,00 ¢ 0,00 d 0,076 g
mineral e sem
inoculacao
N mineral 0,364 ¢ 0,00 h 0,00 g 0,00 d 0,134d
(28mg.kg™)

UFLA 03-84 0,348 c 37,25d 0,263 e 0,060 b 0,124 ¢
INPA 03-11B 0,393 ¢ 51,00 b 0,385a 0,077 a 0,129d

BR 54017 0,053g  17,75g  0,032g 0,001 d 0,100 f
ORS 571" 0068g 17,009  0,029g 0,001 d 0,103 f
(BR 5410")

VuBO0I1 0468a  5275b  0,356b 0,064 b 0,189 a
VuBO0I2 0,095f 000h 0,00 g 0,00 d 0,105 f
VuB1014 0467a  36,75d  0,353b 0,062 b 0,164 b
VuB101V1 0,097f 000h 000 g 0,00 d 0,114 e
VuB10IV2 0,061g 0,00 h 0,00 g 0,00 d 0,095 f
VuColl1 0,384c  39,00d  0,323¢ 0,056 b 0,165 b
VuCO0IV3 0494a  7750a 0415a 0,084 a 0,154 ¢
VuCO01V4 0,443b  3450d  0,289d 0,073 a 0,139 d
VuC10I2 0456a  3500d  03l4c 0,073 a 0,147 ¢
VuC10I3 0477a  3500d  0,294d 0,065 b 0,151 ¢
VuC1014 0266e  2325f  0,184f 0,046 ¢ 0,098 f
VUE101V3 0417b  4525c¢  0,339¢ 0,066 b 0,148 ¢
VUE101V4 0,307d 30,75 e  0212f 0,049 ¢ 0,092 f
CV(%) 8,46 11,56 12,18 17,43 9,85

Médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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4.5 Simbiose entre S. virgata e isolados de diferentes espécies hospedeiras
gue apresentaram caracteristicas culturais semelhantes a A.
doebereinerae

Os isolados das quatro espécies leguminosas que apresentaram
caracteristicas culturais, como tempo de crescimento rapido e reacdo alcalina em
meio de cultura, ndo foram capazes de nodular S. virgata. Destes, 0s isolados
LeE10I1, MaB10Ill4 e FBOIII1 foram autenticados e nodularam seus
hospedeiros de origem, respectivamente, L. leucocephala, M. atropurpureum e

P. vulgaris.

Todos os isolados obtidos de S. virgata nodularam S. virgata.

TABELA 14 Nodulacdo de S. virgata inoculada com isolados obtidos de
diferentes espécies hospedeiras que apresentaram tempo de
crescimento rapido e reacdo alcalina em meio de cultura.

Isolados Hospedeiro de Nodulacéo
origem

SVCOll4, SvDOll1l, SVBO0l4, SVBOII2, S. virgata +
SVCOIII3, SVCOI1, SVDOI2

LeE10I1, LeBOIV3, LeBOIII3, LeDOlII1 L. leucocephala -
MaAOIl12, MaA10112 MaB10l1114 M. atropurpureum -
FCOI113b, FBOIV2, FBOII12a, FBOIII1 P. vulgaris -
Vu DOIl4 V. unguiculata -

49



4.6 Caracterizacdo fenotipica (SDS-PAGE) e sequenciamento do gene
16SrDNA

4.6.1 Perfil de proteinas

Os isolados de S. virgata séo altamente similares entre si e com a estirpe
BR 54017 de A. doebereinerae. Estes resultados concordam com os resultados
obtidos por Moreira et al. (2006).

Os isolados de L. leucocephala, P. vulgaris, V. unguiculata e M.

atropurpureum apresentaram perfis distintos dos isolados de S. virgata.

T Y

FIGURA 4 Perfis de proteina celular total das estirpes A. caulinodans, ORS
571T (1), A. doebereinerae, BR 5401T (2) e de isolados de S
virgata, SVBOII2 e SVDOI2 (3), L. leucocephala, LeBOIII3,
LeBOIV3 e LeE10I1 (4), P. vulgaris, FBOIV2 e FBOIII2 (5), V.
unguiculata, VUEOII4 (6) e M. atropurpureum, MaAOIlI2 (7)
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
PM: padrdo de peso molecular LMWM.
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4.6.2 Sequenciamento do gene 16S rDNA

Os resultados do sequenciamento do gene 16S rDNA dos isolados das

diferentes espécies hospedeiras encontram-se na Tabela 15. Somente um isolado

de S. virgata foi identificado como pertencente ao género Azorhizobium sp. Os

isolados de L. leucocephala, M. atropurpureum e P. vulgaris foram identificados

como pertencentes ao género Cupriavidus sp., concordando com os resultados

do perfil de proteinas, em que estes isolados apresentaram perfis similares entre

si. Barrett & Parker (2006) isolaram pertencentes ao género Cupriavidus sp. de

duas espécies de Mimosa sp.

Estes resultados mostram que a grande diversidade de géneros de

bactérias que sdo capazes de formar simbiose com espécies leguminosas.

TABELA 15 Resultados do Sequenciamento do gene 16S rDNA

Isolados Espécie hospedeira BLAST % similaridade
SVBOIlI2 Sesbania virgata Azorhizobium sp. 99
SVCOoll4 S. virgata Pseudomonas 100

putida
SVDO0I2 S. virgata Cupriavidus sp. 94
LeBOIII3 Leucaena leucocephala Cupriavidus sp. 93
LeBOIV3 L. leucocephala Cupriavidus sp. 93
LeE10I1 L. leucocephala Cupriavidus sp. 94
MaAOllI2 Macroptillium Cupriavidus sp. 94
atropurpureum
MaA10I12 M. atropurpureum Bradyrhizobium sp. 97
FBOIII1 Phaseolus vulgaris Uncultured 98
Actinobacteria
FBOIII2 P. vulgaris Cupriavidus sp. 92
FCOIlI3b P. vulgaris Pseudomonas 99
putida
FBOIV2 P. vulgaris Cupriavidus sp. 89
VUEOII4 Vigna unguiculata Azorhizobium sp. 99
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5 CONCLUSOES

A nodulacdo em Sesbania virgata ocorreu, preferencialmente, quando
esta foi inoculada com solos coletados proximo ao caule de S. virgata.
Macropitilium atropurpureum foi a espécie que formou simbiose com BFNNL
presente em todos os solos, seguido de Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata e
Leucaena leucocephala igual a S. virgata. As espécies hospedeiras promiscuas
formaram simbiose com isolados que apresentaram caracteristicas culturais
similares ao género Azorhizobium e com outras espécies de bactérias fixadoras
de N, atmosférico (BFNNL) com solos coletados a 0 e a 10 metros do caule de
S. virgata.

A maioria dos isolados de S. virgata apresentou caracteristicas culturais
de Azorhizobium doebereinerae. As populacbes de bactérias fixadoras de N,
atmosférico obtidas de nédulos das quatro espécies hospedeiras L. leucocephala,
M. atropurpureum, P. vulgaris e V. unguiculata apresentaram grande
diversidade cultural.

Setenta e trés por cento dos isolados com diferentes caracteristicas
culturais, inclusive alguns isolados que apresentaram alguma similaridade
cultural com género Azorhizobium, obtidos das quatro espécies hospedeiras
promiscuas formaram nédulos em seu hospedeiro de origem, tendo, em alguns, a
simbiose sido considerada altamente eficiente.

N&o foi observada nodulagdo em S. virgata quando esta foi inoculada
com o0s isolados que apresentaram caracteristicas similares ao género
Azorhizobium obtidos de todas as espécies vegetais.

Os isolados de S. virgata apresentaram alta similaridade no padrdo do
perfil de proteinas e com A. doebereinerae e perfis distintos dos isolados das

outras espécies hospedeiras.
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O sequenciamento do gene 16S rDNA mostrou que a maioria dos
isolados que apresentaram caracteristicas culturais similares a A. doebereinerae

foi identificada como pertencente ao género Cupriavidus sp.
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ANEXO A Esquema de coleta das amostras simples de solo em cada planta de
S. virgata. Os 4 pontos em negrito representam as amostras

simples.

® Ponto de coleta da amostra simples
X Planta de S. virgata

—.-. Proximo ao caule

— 10 mde distancia do caule

ANEXO B1 Resultados da andlise textural das amostras de solos coletadas
préximo ao caule e a 10 metros de Seshania virgata nos
municipios de Ribeirdo Vermelho (A0, A10, BO e B10) e
Nepomuceno (CO0, C10, DO, D10, EO e E10).

Solos Areia Silte Argila Classe Textural
(dag/kg)
A0 33 40 27 Textura média
Al10 14 43 43 Argilosa
BO 22 11 67 Muito argilosa
B10 34 18 48 Argilosa
Co 20 7 73 Muito argilosa
C10 18 20 62 Muito argilosa
DO 19 11 70 Muito argilosa
D10 14 12 74 Muito argilosa
EO 14 10 76 Muito argilosa
E10 37 7 56 Argilosa
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ANEXO B2 Resultados das andlises quimicas das amostras de solos coletadas
préximo ao caule e a 10 metros de Seshania virgata nos
municipios de Ribeirdo Vermelho (A0, A10, BO e B10).

Caracteristicas quimicas A0 BO Média Al0 B10  Média
pH (H,0) 68 68 6.80 60 60 600
p i 58 17 4,00 09 04 050
K (mg/dm’) 112 136 12400 142 60 7400
Ca*? 58 33 4,50 1,0 0,4 0,50
Mg*? 1,2 0,7 1,00 0,2 0,2 0,00
Al 00 00 0,00 00 00 000
H+Al o/ 13 13 1,00 23 19 200
SB (emolc/dm) 73 43 5,50 16 06 150
(t) 73 43 550 16 06 150
M 86 56 7,50 39 25 350
v y 849 770 81,00 404 246 32,50
m (%) 00 00 0,00 00 00 000
MO (dag/kg) 34 15 250 13 01 050
P-rem (mg/L) 20,5 18,8 20,0 3,9 1,0 2,50
Zn 120 27 750 05 05 1,00
Fe 896 1293 10950 358 491 42,50
Mn - 512 354 4300 177 61 12,00
Cu (mg/dm’) 73 21 4,50 3.1 25 3,00
B 05 05 1,00 02 02 000
S 255 248 2550  150,3 30,9 90,50
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ANEXO B3 Resultados das andlises quimicas das amostras de solos coletadas
préximo ao caule e a 10 metros de Seshania virgata nos
municipios de Nepomuceno (C0, C10, D0, D10, EO e B10).

Caracteristicas quimicas CO DO EO0  Média C10 D10 E10 Média
pH (H,0) 66 7,7 58 7,00 56 56 73 633
. 12 17 04 10 12 06 09 1,00
K (MOfdm) 303 134 920 17633 87,0 151 920 110,00
Ca™ 21 48 06 267 17 08 39 233
Mg* 03 03 02 000 08 02 04 033
Al 00 00 07 033 03 06 00 033
H+Al  (cmolc/dm®) 23 09 40 233 36 45 11 333
SB 32 54 10 300 27 14 45 300
() 32 54 17 333 30 20 45 333
M 55 63 50 567 63 59 56 600
v ) 580 858 206 5500 430 236 805 49,33
m 0 0 400 1333 100 30 00 1333
MO (dag/kg) 21 1,9 24 200 18 16 15 2,00
P-rem (mg/L) 178 72 102 11,67 174 125 45 11,67
Zn 78 09 09 333 15 09 91 400
Fe 64,8 40,9 409 49,67 463 499 539 50,00
Mn . 250 17 17 967 66 23 115 7,00
Cu (Mofdm?) 55 16 16 233 17 14 19 167
B 06 04 04 033 04 02 05 033
s 277 285 285 27,67 293 285 285 29,00
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