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CARACTERISTICAS SIMBIOTICAS E FENOTIPICAS DE Azorhizobium
doebereinerag MICROSSIMBIOTE DE Sesbania virgata

LigianeAparecida Florentinoe Fatima M. S. Moreifa

RESUMO — Foram realizados quatro experimentos em casa de vegetacéo. O primeiro e o segundo experimento.
tiveram por objetivo verificar a capacidade de nodulagao e a eficiéncia simbié8ealssnia virgataom

estirpes de rizébio homologas (isoladas de nédulos da mesma espécie inoculada com amostras de solos da flores
amazonica e do Sudeste brasileiro, identificadas @wuochizobium doebereinerpe com estirpes de rizébio
isoladas de outras espécies de leguminosas. No terceiro e quarto experimentos, o objetivo foi analisar se ¢
presenca dA. doebereineraem solos de diferentes ecossistemas, em dois municipios do Sul de Minas Gerais,
estava relacionada com a presenca@.dgrgata. Em todos os experimentos foram adicionados trés tratamentos-
controle para verificar a auséncia de contaminacao e adequacao das condi¢des experimentais para expresss
da eficiéncia simbidtica, além servirem de referéncias para comparacdo dos demais tratamentos. Dois controles
foram sem inoculag&o: um sem nitrogénio mineral e outro em que foi adicionado nitrogénio mineral {35 mg.L
N- NH, NO,). No terceiro controle, foi inoculada a estirpe BR 540dcomendada como inoculante para

S. virgatae também estirpe tipo de A. doebereine@®tratamentos foram aplicados sete dias apds a repicagem
das sementes para os frascos de vidro contendo 800 mL de solugéo nutritiva sem nitrogénio, onde permanecerar
durante 50 dias. Objetivou-se, ainda, estudar a diversidade cultural e fenotipica de is@ladoslikreinerae

de solos dAmazodnia e dos isolados obtidos nos experimentos Il Hd\primeiro e segundo experimentos,
verificou-se qué. virgatasomente nodulou quando foi inoculada com estirpes de rizébio homadlogas. No terceiro

e quarto experimentos, observou-se §ueirgatanodulou somente com a inoculagdo de amostras de solos
coletadas proximas d& vilgata Concluiu-se que os isoladosAedoebeeineraede solos dAmazodnia e

os isolados dos experimentos Il ¢ té solos de Minas Gerais, apresentaram alta similaridade simbidtica

e fenotipica entre si e com a estirpe BR 5404 simbiose entf® virgataeA. doebereineraéndependentemente

da estirpe, foi altamente eficiente.

Palavras-chave: Simbiose riz6bio-leguminosa, espécie arborea tropical e fixag&o biolégica de N

SYMBIOTIC AND PHENOTYPIC CHARACTERISTICS OFAzorhizobium
doebereinerag MICROSYMBIONT OF Sesbania virgata

ABSTRACT —our experiments were carried out under greenhouse conditions. The first and second experiments
aimed to evaluate the nodulation capability and symbiotic efficiergyvafgata(N, fixation) with homologous
rhizobia strains (isolated from nodules of the same species after inoculation with soil samples from the Amazon
forest or from southeastern Brazil, and identified\asrhizobium doebereinergend with rhizobia strains
isolated from nodules of other leguminous species. The third and fourth experiments aimed to verify whether
the presence &. doebereinerae in soils of different ecosystems of two municipalities in southern Minas Gerais
is related with the occurrence 8f virgata The four experiments comprised treatments inoculating different
strains (experiments | and Il) or inoculating soil suspensions of composed samples collected from different
ecosystems of southern Minas Gerais, including areas waregataoccurred (experiments Il and V).

All the experiments had three control treatments to verify the absence of contamination and suitability of
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216 FLORENTINO, L.A.

experimental conditions for symbiotic efficiency expression, besides being references for comparison of the
other treatments. Wo contol treatments wer without inoculation, with and without mineral rgen (35

mg.L* N- NH, NQ,). The thid contiol treatment was inoculated with strain BR 54@¢commended as inoculant

for S. virgat and also the type straih. doebereineraelreatments werapplied to peviously germinated

seeds transferred to dark glass vials with 800 mL of nutrient solution without nitrogen, where plants where
allowed to grow during 50 days. In the first and second experiments it was verified that S.ontgatadulated

when inoculated with homologous rhizobia strains, i.e., strains isolated from nodules of the same species.
In the third and fourth experiments, it was verified tBavirgatawould nodulate only when inoculated with

soil samples collected close to S. virgptants. It was concluded that A. doebereiners@ates from the
Amazonia and Minas Gerais soils presented high phenotypic and symbiotic similarity among them and BR
5401 and thatS. virgataandA. doebereinerasymbiosis is highly specific and efficient for all strains.

Keywords: Legume-rhizobia symbiosis, tropical tree species and biological nitrogen fixation N

1. INTRODUCAO Segundo Pott e Pott (1994), essa planta pode ser

- . . utilizada ainda na atividade apicola e como fornecedora
A familia Leguminosae (ou Fabaceae) possui cerc . o
e lenha. NA&rgentina, a semente torrada substitui

de 20.000 espécies e apresenta grande potencial de __, o .
~0 café, sendo “café” um dos nomes populares. Kissmann

utilizacbes econdbmicas e ambientais, como explora@a&L992 1999) e Lorenzi (2000) descreveram essa espécie

de madeira, celulose, forragem, adubacgéao verde, lenha . . . . .
~ ~ , como infestante de areas umidas ou alagadas, incluindo
e carvao, e narecuperacao de areas degradadas RSy,

o d tabeleci to de det inad ; vouras de arroz irrigado e pastagem e contendo
melo do estabelecimento de determinadas eSpec'(%:%mpostos toxicos (principalmente as sementes), que

em solos de baixa fertilidade natural. Grande parte dessﬁ%dem causar problemas ao gado. Ja Braggio et al.
espécies é c:apaz de se associar com bactérias gu’e ﬁx%OZ) demonstraram gee virgatatém propriedades

° Nza_ltm_osfenco, geralmente chafna_das de rIZOb'ofarmacol()gicas, pois o tratamento oral com sumo

possibilitando a manutencéo de niveis adequados qgijizado das folhas em camundongos diminuiu a reagéo

nitrogénio (N) para o crescimento vegetal e dispensandgy, estimulo doloroso e reduziu o edema inflamatério.
total ou parcialmente o uso de fertilizantes nitrogenados

que, além de caros, podem exercer impactos sobre o Essa espécie estabelece simbiose com o riz6bio
ecossistema. da espécizorhizobium doebereinergsyn. A.

) . johannae) (GONCAYES e MOREIRA, 2004; MOREIRA
Uma das espécies dessa familia, com grandg; 1. 2006), fixando nitrogénio suficiente para o seu

potencial para recuperacéo de areas degradadas, g&senvolvimento. Esses mesmos autores relataram a
Sesbania virgatasyn. S. marginata)conhecida gcorréncia de uma relagéo de alta especificidade entre
popularmente como “saranzinho”, “mé&e-josé” e g virgatae seu microssimbionte. O géndmorhizobium
“feijaozinho”; um arbusto perene com 1 a4 mde alturagtyalmente contém apenas duas espécles:
que floresce e frutifica durante quase todo o ano. EssgaulinodangDREYFUS et al., 1988)&. doebereinerae
espécie é nativa da parte sul do Continente american@viOREIRA et al., 2006). O génefzorhizobiunpode
ocorrendo nas Regides Sul, Sudeste e Centro-Oestgcilmente ser distinguido de outras espécies de bactérias
do Brasil e no Paragudirgentina e Uruguai (POTT  que nodulam leguminosas em meio de cultura 79 com
e POTT 1994). E considerada espécie bastante rastica indicador de pH azul de bromotimol (YMA) (FRED
devido a sua tolerancia a condigdes de baixa oxigenacgowAKSMAN, 1928;VINCENT, 1970), pois tem
e a solos com baixa fertilidade natural, o que favorecerescimento rapido, alcaliniza o meio e produz escassa
sua utilizag&o no reflorestamento de matas ciliares quantidade de goma. Ja a espécidobereineragode
na recuperacgéo de solos degradados (ALLEN &N, ser distinguida de A. caulinodapsis ndo forma nédulos
1981; FRANCO et al., 1996). Coutinho et al. (2006) ecaulinares er. rostratanem induz nédulos eficientes
Chaves et al. (2003) relataram que as mud@sweyata  nas suas raizespe caulinodangestirpe ORS 57)
desenvolvem-se bem em substratos de residuas induz pseudonddulos que nao fixam nitrogénio nas
industriais sem adicao de fertilizantes. raizes d&. vigata(GONCALVES e MOREIRA, 2004).
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Caracteristicas simbiéticas e fenotipicas de ... 217

Essas caracteristicas especificas permitem a identificac@ie solucéo nutritiva de Jensen (1942) sem nitrogén
dessas espécies com métodos relativamente rapid¢€aHPQ 1 gL, K.HPO, 0,2 gL*, MgSQ,.7H,0 0,2
e acessiveis a laboratérios com infraestrutura basicgL*, NaCl 0,2 g.*, FeC| 0,1 gL, H,BO, 2,86 mgL,
e poucos recursos financeiros, facilitando estudos d¥nS0O,.4H,0 2,03 mgL*, ZnSQ,.7H,0 0,22 mgl,
ecologia de suas simbioses. CuSQ.5H,0 0,08 mgt* e NgMoO,.H,0 0,09 mgt) (pH
o . 6,8) e esterilizada. Cada frasco continha no seu interi
Os oby.etlvos'des.te.trabalho' foram: 1) ver!flcar aSyma folha de papel-filtro retangular (3 x 25 cm). que
caracteristicas simbidticas 8evirgatacom estirpes  ggpiu de suporte e condugéo de solucéo para as raiz
de rizébio homdélogas (isoladas de solos da floreSt‘brincipalmente quando elas ainda estavam pequen:
amazonica e do Sudeste brasileiro e identificadas com@s frascos foram hermeticamente tampados com pap
A. doebereinergee com estirpes de rizébio isoladas zjyminio para evitar contaminago. Nessas tampas forz
de outras espécies de leguminosas; 2) analisar se&gjtos dois orificios adjacentes: um para introduca
presenca dé. dobereinera@m solos de diferentes ge yma ponteira de micropipeta (1mL), que continh
ecossistemas do Sul de Minas Gerais esta relacionag@dgodao na parte superior para impedir a entrada «
com a presenca ¢ virgata;e 3) estudar a diversidade contaminacédo, e por onde foram introduzidos
fenotipica, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamid@osteriormente, retirando-se algod&o, os respective
(SDS-AGE), de isolados d&. doebegineraede solos  in6culos (cultura de estirpe ou suspensdes de sol

daAmazonia e do Sul de Minas Gerais. ou solucdo de nitrogénio mineral e outro orificio feito
3 assepticamente no momento de inserc¢édo da radict
2. MATERIAL EMETODOS da semente germinada (FiguraAites do plantio,

foi realizada a quebra de dorméncia das sementes y
imers&o em acido sulfurico durante 50 min, seguid
da lavagem em agua esterilizada. Em seguida, ess
O trabalho foi composto por quatro experimentosforam colocadas em placas contendo algodao e pap
instalados em casa de vegetacéo no periodo de dezemlfiltro umedecidos esterilizados em autoclaAeods
de 2004 a maio de 2005, no Departamento de Ciénciagerminacéo, foi retirado o tegumento das semente
do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA).sendo, a radicula introduzida em orificio da tampa d
Sesbania virgat#oi cultivada em frascos de vidro papel-aluminio do frasco de vidro contendo soluca
escuro reciclado (originalmente usado com reagentesutritiva. Cada frasco de vidro recebeu uma semen
liguidos) com capacidade para 1 L contendo 800 mlgerminada d&. virgata.

Caracteristicas gerais comuns aos quatro
experimentos de caracterizagdo simbidtica

Figura 1 — Materiais utilizados para o preparo dos frascos contendo solucéo nutritiva de Jensen (1942) sem nitr
ondeSesbania virgat#oi cultivada (A); Frasco sem a planta (B); Frascos cont&ngogatainoculada com
a estirpe BR 5401 com N mineral (35 mg k§ e sem N e sem inoculagéao (C).
Figure 1— Materials used for the preparation of flasks containing Jensen nutritive solution (1942) without nitrogen where Ses
virgata was grown (A); Flask without the plant (B); Flasks containing the control treatments in S. virgata: inocula
with the strains BR 540 1lwithout inoculagédo, with mineral N (35 mgi@ without mineral N (C).
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Para a inoculagédo das plantas, todas as estirpea,matéria seca da parte aérea (MpB&a presenca
inclusive a BR 5407 foram cultivadas em meio de cultura ou ndo de nédulos. Nos experimentos 2, 3 e 4, foram
liquido 79 com azul de bromotimol e com pH 6,8 (FREDavaliados a MS&, a matéria seca dos nédulos (MSN)
eWAKSMAN, 1928), sob agitacéo por trés dias, e cadae o nimero de nddulos (NN). Os dados de M SFSN
planta foi inoculada com 1 mL de meio de cultura nae NN foram comparados pelo teste de Skott-Knott a
fase log com 1WFC (unidades formadoras de coldnias) 5% de probabilidade.

mL-1. Nas amostras de solo, 50 g de solo de cada amostéa .

composta foram suspensas em 50 mL de solucéo sa“na)l(perlmento 1

(NaCl 0,55%) e submetidas a agitagéo por 30 min, a  No primeiro experimento, conduzido de dezembro
50 rpm, e 1 mL de cada suspenséo foi inoculada erde 2004 a janeiro de 2005, testaram-se estirpes homologas
cada planta. deS. virgatae estirpes dos génerBsadyrhizobium
gAzorhizobiumincluindo estirpes referéncia e tipo de

Em todos os experimentos foram adicionados tré L P .
. A espécies de rizébio, sendo a estirpe ORS &&tada
tratamentos-controle para verificar a auséncia de e ~
Qmo um quarto-controle para verificacdo da

contaminacgao e adequacéao das condi¢bes experimentg

~ T . . _reprodutibilidade, visto que ja havia sido testada
para expressao da eficiéncia simbidtica, além de servireht P'C
de referéncias para comparagéo dos demais tratament goteriormente (SONGAIES e MOREIRA, 2004) @bela

Dois desses controles nao foram inoculados: um né%i’ O génerd@radyrhizobiurroi testado, pois, entre os

. n . . éneros que nodulam leguminosas, é o que apresenta
recebeu nitrogénio mineral e no outro se adiciono

. . . . . maior afinidade filogenética comzorhizobium
nitrogénio mineral (35 mg:LN-NH, NO,) No terceiro yorN 7 ROMERO e CABALLERO-MELLADO, 1996).
controle foi inoculada a estirpe BR 54@0hdicada como A maior parte dessas estiroes foi selecionada por
inoculante par&. vigatapela EMBRAR Agrobiologia P P P

(FARIA e MELO, 1998), recomendada pela RELARE apresentarem similaridade com algumas caracteristicas
aprovada pelo ;\/IARe’ também estier))e tipo de " culturais deA\. doebereinergeomo alcalinizacdo do meio

doebereineraéMOREIRA et al., 2008). de cultura e pouca prongéo dfe goma. Ja qs esEirpes V6
e |11 foram testadas visando a sua autenticagdo como
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramenteespécies noduliferas &e virgata pois constavam da
casualizado com 3 repeticées, sendo as plantas avaliadaslecéo como isoladas dessa espécie, mas apresentand
50 dias apods o plantio. No experimento |, foram avaliadasaracteristicas culturais distintasAlaloebereinerae

Tabela 1 —Espécie de rizobio, espécie hospedeira original e caracteristicas culturais das estirpes de rizébios utilizada:
primeiro experimento
Table 1 -Rhizobium species, original host species and cultural characteristitszofaia strains used in the experiment

Estirpe Espécie Hospedeiro Caracteristicas culturais (YMA pH 6,8)
original ACI® pH® Goma&® Al® COR
BR 5401 Azorhizobium. Sesbania virgata 3 Alcalino  Pouca N&do Branca
doebereinerae
BR 5402 A. doebereinerae S. virgata. 3 Alcalino  Pouca N&o Branca
BR 5404 A. doebereinerae S. virgata 3 Alcalino  Pouca N&o Branca
BR 5405 A. doebereinerae S. virgata 3 Alcalino  Pouca Ndo Branca
ORS 571 A. caulinodans S. rostrata 3 Alcalino  Pouca N&do Branca
ATCC10324 B. japonicum G. hispida 7 Alcalino  Média Ndo Branca
USDA 76" Bradyrhizobium elkani G. max 7 Alcalino  Média N&do Amarela
BR 29 B. elkani Glycine max 7 Alcalino  Pouca Ndo Branca
INPA 565A ni® Inga spp. 7 Alcalino  Pouca N&o Rosa
INPA 404B ni® Enterolobium 5 Alcalino  Média N&o Branca
INPA 170B nie Campsiandra 7 Alcalino  Média N&do Branca
V 67 ni S. virgata 3 Alcalino  Média Ndo Branca
1117 ni S. virgata 2 Acido Média Ndo Amarela

Mtempo em dias para aparecimento de coldnias isol&deagdo do meio de cultivo apés crescimento de coldfpasducédo de goma,
®absorcéo de indicador do meio de culti®¥&stirpe recomendada como inoculante para a@@spécie ndo identificada provavelmente
Bradyrhizobiunsp.estirpes presumivelmente isoladasSdeirgata apresentando caracteristicas culturais diferentAsdieebereineerae
espécies nao identificadas

—a
pFy_y |

"—:
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Experimento 2 sul e 45°03'57" e 45°02°’42" de longitude oeste, Suld
Minas Gerais. Coletaram-se, na profundidade de 0-Z

No segundo experimento, conduzido de maio int mostr mpostas d lo em 4r
ajunho de 2005, testaram-se a autenticidade e eficiencid’ @s seguintes amostras compostas de solo em a

de 12 isolados (UFLA 01-641, UFLA 01-642, UFLA adjacentes: uma sob café, duas sob mata, duas
01-643, UFLA 01-644, UFLA 01-645, UFLA 01-646, Pastagem e trés em solo com S. virgeta margens
UFLA 01-647, UFLA 01-648, UFLA 01-649, UFLA 01- das rodovias BR 354 (Lavras, acesso a RIb\i‘Eﬁnelho)
650, UFLA 01-651, UFLA 01-652), obtidos por Jesus © BR 381 (acesso a Ribeifdermelho). Neste estudo,
et al. (2005), de nédulos & virgatainoculadas @ areade café estudada apresenta sistema de pla
com amostra de solo de area de floresta de terra firrdensado, ndo ocorrendo o cultivo de plantas anue
da regido amazoénica (Municipio de Benjamin Constantintercalares. Ja as areas de pastagem apresentarar
AM). Todos esses isolados apresentaram caracteristiceesmas caracteristicas das areas sob pastagem estud
culturais semelhanteg®adoebereineraalcalinizando  no Municipio de Trés Pontas. O procedimento para cole
o0 meio de cultura, com escassa producdo de gomadas amostras de solo nas areas com café, mata e pasta
e crescimento rapido, caracteristicas que possibilitanfioi semelhante aquele do experimento 3. Para a cole
diferenciar espécies desse género de outros qugas amostras de solo nas areas que contiSheaingata
nodulam leguminosas (DREYFUS et al., 1988; cada amostra composta constituiu-se de quatro subamos
MOREIRA et al., 2006). coletadas préximo ao caule, a 20 e 40 m de distancia
caule deS. virgata Essas distancias foram escolhidas
em funcgao dos resultados do terceiro experimento, co
No terceiro experimento, conduzido de marco ag gbjetivo de verificar se a influéncia da planta ocorri:
abril de 2005, pesquisou-se a presencaAde g distancias maiores que 4 m (distancia maxima analisa
doebereinera@m solos de diferentes ecossistemas,g experimento 3\ conservacio das amostras e inoculacs

do Municipio de Trés Pontas, localizados entre agjas plantas seguiram os mesmos procedimentos adota
coordenadas 21°19'35" e 21°23'19" de latitude sul g,g experimento 3.

45°18'02" e 45°40’05" de longitude oeste, Sul de Minas

Gerais. Foram coletadas a uma profundidade de 0-20aracterizacéo fenotipica de isolados d&.

cm, trés amostras compostas de solo em cada uma ddgebereineraele solos do Sul de Minas Gerais (MG) e
trés areas distintas e adjacentes: café, pastagentdaAmazonia (AM)

astagem com ocorréncia de plantasSdeirgata - .
P 9 P 9 Para verificar a presencafedoebereineraeu

dispersas ao longo de cursos d’agisaareas de café L R
P 9 de outras espécies de rizobio, de todas as plantas

e pastagem estudadas caracterizam-se por pequenas__. . .
) . . .. 1erceiro e quarto experimentos que apresentaram nddu
propriedades, apresentando baixo nivel tecnolégico

. . e L foram retirados aleatoriamente quatro para isolamen
Nas areas de café, verificou-se o cultivo intercalar de . . ~ -

lantas anuais. como feiido. milho e amendoim Nessa%e bactérias e verificagdo se as caracteristicas cultur
P ' 140, : m meio 79 (YMA) (FRED &/AKSMAN, 1928;

areas, cada amostra composta foi formada por 1 ) R ; .
P P ﬂNCENT, 1970) correspondiam as Aeohizobium
subamostras coletadas dentro de uma parcela de 1

X 12 m. Nas areas que continh@nvirgata cada amostra ou de outro género de rizobio
composta constituiu-se de quatro subamostras coletadas, Foram obtidos os perfis de proteina total por meio d
préoximo ao caule, na projecéo da copa e a distancialetroforese em gel de poliacrilamida (SP&E) de 58solados
de 4 m do caule d®. virgata onde se esperava menor com caracteristicas culturais similarés doebereinerae
efeito da planta, considerando que essa distancia estaBasses, 14 foram obtidos de néduloS dérgata( JESUS
além da projecédo da copa (aproximadamente 2 m).et al., 2005), os quais foram testados no Experimento
e 10 isolados foram obtidos de nédulos de siratr
(Macroptillium atropurpureum(LIMA, etal., 2009), ambos
No quarto experimento, conduzido de junho a julhoinoculadogom solos damazonia. Os outros 35 isolados
de 2005, pesquisou-se a presenca.dbebereinerae foram obtidos de nédulos & virgatainoculada com
em solos de diferentes ecossistemas do Municipio dgolos coletados na proximidade do caul&dergata
Ribeirdovermelho, situado na regidoAlto Rio Grande, em ecossistemas de pastagem no Sul de Minas q
entre as coordenadas 21°12'55" e 21°13'27" de latitudeontinhamS. virgata(Experimentos 3 e 4).

Experimento 3

Experimento 4

éf’? R. Arvore, Vigosa-MG V.33, n.2, p.215-226, 2009
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Para a anélise de proteinas totais, as condi¢cdegescimento indeterminado e coloragdo avermelhada
de cultivo foram rigorosamente padronizadas para todasm seu interior, indicando a presenca da leg-hemoglobina
as estirpedAs estirpes foram cultivadas em meio de e eficiéncia em fixar [y corroborando a presenca de
cultura 79 por quatro dias, e posteriormente foramA. doebeginerae(GONCALVES e MOREIRA, 2004).
cultivadas por duas vezes sucessivas, em meio TY

- . ~ PO No primeiro experimento, somente as plantas dos
solido, com mesmo tempo de incubagéo. Colbnias 'SOIadétl?atamentos d8. virgatainoculadas com as estirnes
foram inoculadas em 50 mL de meio TY liquido. O - Virg P

crescimento bacteriano foi obtido apés quatro diasBR 5402, BR 5404 e BR 5405, estirpes homoélogas de

sob agitagao constante de 120 rpm a 28 °C. Em seguid%‘ vigata, apresentaram nodulo&s plantas dos

: . : tratamentos inoculadas com essas estirpes apresentaran
0 meio com cada cultura foi centrifugado a 12.000 rpm P P

por 10 min, & temperatura de 4 °C, e 0 sobrenadantvealores de MSR semelhantes ao dos tratamentos-

foi descartado e o “pellet” formado, ressuspenso en?ontrole com N mineral e inoculagdo com a e_st.irpe BR
tampé&o fosfato de sédio (NaPBS). Esse procedimentg401T (Tabela 2), corraborando a alta especificidade

foi repetido duas vezes para lavagem das células. Seterﬁ%f\'cc'jen;'a _'slmblotlcaNen;%\l/Elrga':ae cl)?ué:;;e;tlrp;es
miligramas do “pellet” foi transferido para tubos de eA. doebeginerag GONG. SeMO ,2004).

1,5 mL: foi adicionado 0,9 mL do tampao da amostraos valores de MS¥®das plantas dos tratamentos de

(TTA) e 0,1 mLde SDS a 20% para solubilizac&o dass' virgaf[anoculadas com estirpes de rizébio ndo isoladas
proteinas. Essa mistura foi aquecida em banho-mari@€ S- vigataforam Semel,hantes, aos de,mﬂb N

a 95 °C por 10 mir\s amostras de proteinas solubilizadastr""tamemo'ccmtrOIe sem nitrogenio e seNm inoculacéo,
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min, & temperatufdNa VeZ que todos esses tratamentos n&o apresentaran
de 4 °C, e 40 pL foram submetidas a eletroforese ef}0dulos € as plantas estavam em solu¢ao sem nitrogénio
gel de poliacrilamida (RGE). Para tal, foi empregado mineral e, porta_nto, com def1C|e_nC|a do nutrleNnte. I_E§ses
o método Laemmli (1970), com modificacdes descritad€sultados confirmam a auséncia de nodula(;_ao eficiente
por Jackmam (1985), utilizadas em rizébio por MoreiraP?" ORS571de A. caulinodansem S. virgata

etal. (1993). Na eletroforese, utilizou-se um gel de sistemf> ONCALVES e MOREIRA, 2004)as estirpes 11 e
descontinuo, com concentracéo de poliacrilamida & © Presumivelmente isoladas de néduloSdeirgata

12% para o gel separador e a 5% para o gel gRao satisfizeram os postulados de Koch, ou seja, néo
nodularam a espécie e, portanto, se revelaram como
contaminantes que surgiram no processo de isolamento
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ou armazenamento.

concentragéo.

Né&o foram encontrados nédulos nas plantas dos  No segundo experimento, todos os tratamentos
tratamentos-controle sem inoculagdo com ou sennoculados com os isolados de rizébios de amostra
nitrogénio nos quatro experimentos, indicando a auséncide solo do Municipio de Benjamin Constant (AM)
de contaminacéo por bactérias nodulifefa8lSPA apresentaram nédulos, indicando Qudoebereinerae
(g. planta') dos controles sem inoculacdo e compode ocorrer independentemente da presenga de
inoculacdo da BR 540hpresentou pequena variagdo virgata, uma vez que esta espécie nado foi encontrada
entre os diferentes experimentos: 0,05 a 0,09 (sem Ngntre as 1.241 da familia existentes nos principais herbarios
0,39-0,74 (com N) e 0,36-0,50 (BR 54p(abelas 2, daregido (SIVA etal., 1989). Como a amostra de solo
3,4 e 5). Como as diferentes etapas de estabelecimerfm coletada em floresta conhecida por sua alta
e funcionamento da simbiose podem ser influenciadadiversidade de espécies de Leguminosae, provavelmente
pelas condi¢des climaticas, essa pequena variagédo podefeito rizosférico de outras espécies tenha favorecido
ser atribuida a sensibilidade da espécie as condicO@elo menos a sobrevivéncia saprofitica da espécie,
climaticas das diferentes épocas de conducéo de cadana vez que até o momento nenhuma espécie nativa
experimentoA diferenca entre o controle com N mineral foi relatada como capaz de formar simbiose éom
e a BR 5401também variou entre as diferentes épocasloebereineragou com estirpes que possuam as
e pode ser explicada pelo fato de que plantas em simbiosaracteristicas peculiares ao género. Recentemente,
sdo mais sensiveis a estresses ou, no caso, condi¢cdasa et al., (2009), estudando a diversidade de rizébios
ambientais que plantas recebendo N-mindi@dos presentes em solos Aaazonia e utilizando como
os nédulos encontrados énvirgataapresentaram planta-isca o siratro, também verificou que essa espécie
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foi capaz de capturar isolados que foram identificado® inoculado com a estirpe BR 54(Qlabela 4), indicando
por meio do sequenciamento do gene 16S rDNA comgue nos ecossistemas estudados a presenga de
pertencente & espédde doebereinerae doebereineraesta relacionada a ocorréncigdeirgata

e as bactérias presentes nos ndédulos sédo altame
Os valores de MS¥®das plantas dos tratamentos .. P .
eficientes em promover o crescimento vegetal. Pal

inoculadas com esses isolados foram semelhantes . - . .
. . confirmacédo da presencadledoebereineraésolaram-
entre si e as plantas do tratamento-controle, inoculadas

. se bactérias de quatro nédulos de cada planta e obtiver
com a estirpe BR 5401atualmente recomendada como 108 isolados, e 88% destes apresentaram caracteristi
inoculante para a culturaARIA e MELLO, 1998) ’ y P

culturais semelhantesfa doebeginerae As plantas
(Tabela 3). . ~ p

inoculadas com suspensao de solo de areas de ¢

No terceiro experimento, somente as plantas doe pastagem exibiram pequenas estruturas nas rai:
tratamentos d8. virgatainoculadas com suspensao que nao se desenvolveram, como pseudonodulos, ©
de solo de pontos coletados préximo ao caule, na projecéi@o promoveram aumento nos valores deASéndo
da copa e distanciados 4 m do cauledeirgata, este semelhante ao tratamento-controle sem nitrogér
apresentaram nédulosinoculacdo das plantas com e sem inoculagéo ébela 5)Tentou-se o isolamento
essas suspensdes de solos proporcionaram valordses pseudonddulos, mas nao foi verificado o crescimen
de MSRA semelhantes aos do controle com N mineralde bactérias contaminantes em meio de cultura.
Tabela 2 [Experimento 1:Peso da matéria seca da parte aéreadd)M®Besbania vigatainoculadas com estirpes de
rizébio de diferentes procedéncias

Table 2 [Experiment 1: Shoot grmatter weight (MS4), of Sesbania vijata inoculated ones with strains dfizobia
from different origins

Tratamento Nodulagéao MSPA(g.plantat) Tratamento Nodulagéo MSPA (g.planta')
N mineral? - 0,39 & INPA 565A - 0,11 b
sem N e inoculagédo - 0,08 b ATCC10324" - 0,11 b
BR 540T + 0,36 a USDA 76" - 0,13 b
BR 5402 + 0,33 a BR 29 - 0,16 b
BR 5404 + 0,34 a INPA 404B - 0,12 b
BR 5405 + 0,35 a INPA 170B - 0,14 b
ORS 571 - 0,13 b | 11 - 0,09 b
INPA 565A - 0,11 b V 6 - 0,11 b

MMédias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-KfbTratahento contendo 35 mg
N- NH,NO, L. CV (%) — MSFA (19,26).

Tabela 3 Experimento 2: Peso da matéria seca da parte aére&AjM®RBo da matéria seca dos nédulos (MSN) e numet
de nédulos (NN) d8esbania vigatainoculada com isolados de rizébio homoélogos, obtidos da ragiaadnica
(municipio de Benjamin ConstawtiV)

Table 3 —Experiment 2: Shoot grmatter weight (MS®), nodules dy matter weight (MSN) and number of nodules (NN

of Sesbania virgata inoculated with isolates of homologous rhizobia, obtained from the Amazonia region (munici
of de Benjamin Constant, AM)

Tratamento MSPA MSN NN Tratamento MSPA MSN NN
(g.planta?) (mg.planta) (n°.planta?) (g.planta?) (mg.plantat) (n°.planta?)
N mineral? 0,74 & 0,00 b 0 b UFLAO1-646 0,34 b 46,33 a 98 a
Sem N 0,09 c 0,00 b 0 b UFLAO1-647 0,32 b 59,67 a 89 a
e inoculagédo
BR 540T 0,36 b 42,00 a 88 a UFLAO1-648 0,38 b 62,33 a 70 a
UFLAO1-641 0,37 b 44,67 a 110 a UFLAO1-649 0,42 b 44,33 a 77 a
UFLAO01-642 0,38 b 61,00 a 98 a UFLAO1-650 0,38 b 50,67 a 73 a
UFLAO1-643 0,38 b 62,67 a 62 a UFLAO1-651 0,29 b 44,33 a 80 a
UFLAO1-644 0,35 b 55,00 a 95 a UFLAO1-652 0,39 b 52,67 a 91 a
UFLAO1-645 0,35 b 47,33 a 81 a

MValores seguidos da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knot;
de MSN e NN foram transformados para raiz quadrada (x @Tratamento contendzb mg N- NHNO, L. CV (%) — MSRA (17,62);
MSN (1,00); NN (12,36).

_a
Py |
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Tabela 4 -Experimento 3: Matéria seca da parte aérea @J8Rlos nédulos (MSN) e nimero de nédulos (NN$esbania
virgatainoculada com suspensdes de amostras de solo de diferentes ecossistemas no municipio de Trés P
e proximo a plantas d®. virgata
Table 4 -Experiment 3: Shoot girmatter weight (MS®), nodules dy matter weight, (MSN) and number of nodules (NN)
of Sesbania vgata inoculated with suspension of soil samples of diffieecosystems in the municipality o8s
Pontas and close to S. virgata plant

Tratamento MSPA MSN NN Tratamento MSPA MSN NN
(g.plantat)  (mg.planta) (n°.planta?) (g.planta) (mg.planta) (n°.planta®)

N mineral® 0,58 & 0,00 c 0 e 4m® 1 0,42 a 54,00 b 53 d
Sem N 0,08 b 0,00 c 0 e 4m 2 0,31 b 35,00 b 72 ¢
e inoculacgédo

BR 540T 0,50 a 82,33 a 96 b 4m 3 0,56 a 78,67 a 73 ¢
SC® 1 0,59 a 89,67 a 84 b Pastagem 1 0,16 b 0,00 c 0 e
SC2 0,58 a 75,67 a 101 a Pastagem 2 0,13 b 0,00 c 0 e
SC 3 0,39 a 47,33 b 95 a Pastagem 3 0,13 b 0,00 c 0 e
SP® 1 0,54 a 62,67 b 74 c Café 1 0,16 b 0,00 c 0 e
SP 2 0,46 a 53,33 b 81 b Café 2 0,10 b 0,00 c 0 e
SP 3 0,50 a 67,33 a 73 ¢ Café 3 0,11 b 0,00 c 0 e

@Valores seguidos da mesma letra, na coluna, nédo diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knot; os d
de MSN e NN foram transformados para raiz quadrada (x@Tjatamento contendo 35 mg N- \MO, L* ®)plantas inoculadas com
suspensao de solo coletado préximo ao caule.dérgata @ plantas inoculadas com suspenséo de solo coletado na projecédo da copa
deS. vigata;® plantas inoculadas com suspenséo de solo coletado a 4 metros de distancia doavilgata.CV (%) — MSRA
(28,05); MSN (1,00); NN (7,00).

Tabela 5 -Experimento 4: Matéria seca da parte aérea AJ8Rlos nédulos (MSN) e nimero de nédulos (NNyesbania
virgatainoculadas com suspensdes de amostras de solo de diferentes ecossistemas no municipio\der Ridainao
e préximos a planta d®. virgata
Table 5 -Experiment 4: Shoot grmatter weight (MS®), nodules dy matter weight (MSN) and number of nodules (NN)
of Sesbania virgata inoculated with suspensions of soil samples from different ecossistems in the municipal
of Ribeirdo ¥rmelho and close to S. gata plant

Tratamento MSPA MSN NN Tratamento MSPA MSN NN
(g.planta?) (mg.planta) (n°.planta?) (g.planta!) (mg.planta) (n°.planta®)
N mineral® 0,39 & 0,00 e 0 d 40m 1® 0,06 d 0,00 e 0 d
Sem N 0,05 d 0,00 e 0 d 40m 2 0,04 d 0,00 e 0 d
inoculacéao
BR 540T 0,41 ¢ 60,00 d 96 b 40m 3 0,12 d 0,00 e 0 d
SC 1® 0,86 a 105,00 a 75 c Café 1 0,07 d 0,00 e 0 d
SC2 0,89 a 93,67 b 167 a Mata 1 0,08 d 0,00 e 0 d
SC3 0,54 b 78,67 c 89 b Mata 2 0,07 d 0,00 e 0 d
20m 149 0,07 d 0,00 e 0 d Pastagem 1 0,12 d 0,00 e 0 d
20m 2 0,07 d 0,00 e 0 d Pastagem 2 0,11 d 0,00 e 0 d
20m 3 0,10 d 0,00 e 0 d

MValores seguidos da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knot; os d
de MSN e NN foram transformados para raiz quadrada (x@Tjatamento contendo 35 mg N- WO, L Gplantas inoculadas com
suspensdo de solo coletado préximo ao cauke diegata; “plantas inoculadas com suspenséo de solo coletado a 20 metros do caule
deS. vigata, ®plantas inoculadas com suspenséo de solo coletado a 40 metros do Gulagdga.CV (%) — MSRA (19,46); MSN

(1,00); NN (11,31).

No quarto experimento, somente as plantas dosom a estirpe BR 5401Nos solos do Municipio de
tratamentos d&. virgatainoculadas com amostras RibeirdovVermelho, como no Municipio deés Pontas,
de solos coletadas proximo ao cauleSdeirgata  a presenca dA&. doebereineraesta relacionada
apresentaram nodulosinoculagdo das plantas dos a ocorréncia d8. virgata,e as bactérias presentes
tratamentos dB. virgatacom essas amostras de solosnos ndédulos séo altamente eficientes, indicando que
proporcionou valores de M8RBuperior aos das plantas outras estirpes podem ser selecionadas com eficiéncia
dos tratamentos-controle com N mineral e inoculagdsuperior a BR 5401Apds o isolamentde quatro

—a
pFy_y |
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nédulos decada planta, obtiveram-se 12 isolados comestruturas, quando maceradas em meio de cultura, n
caracteristicas culturais semelhant@sd@oebereinerge  apresentaram crescimento.

confirmando a presenca desta espécie e a alta ) ) 3
especificidade de sua simbiose ®migata.A exemplo _Nafigura 2, mostram-se os perfis de proteina dc
do que ocorreu no terceiro experimento, as pIanta§4 isolados obtidos de ndédulosSlevirgatae siratro,
dos tratamentos inoculados com amostras de solo dBoculadas com amostras de solo&mazonia. Observa-
areas de café, pastagem e mata e com solos coletadd® Nessa figura, que os isolados apresentam a
a 20 e 40 m de distancia do caule Slevirgata  Similaridade entre si e com a estirpe BR 540is isolados
apresentaram pequenas estruturas nas raize@g solos coletados na proximidade do caute d&gata
pseudonddulos. Nesses tratamentos, os valores dEigura 3), observa-se também que sdo semelhant
MSPA foram semelhantes aos das plantas do tratamenté-estirpe BR 5401 conforme mostrado por Moreira
controle sem nitrogénio e sem inoculacédo. Essast al. (2006) nas estirpes Aedoebereinerae

.

Figura 2 —Perfis de proteina celular total dos isolados obtidos de nédussi@nia virgatéisolados identificados com
os codigos UFLA 01-641, 642, 643, 644, 645, 646, 647, 648, 649, 650, 651, 652, 653, 654 e BBy eptidum
atropurpureunm(isolados identificados com os cédigos UFLA 04-111, 112, 113, 114, 115,116,117, 118,
e 120) inoculados com amostras de solosrdazodnia, obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SD¢
PAGE). PM: padréo de peso molecular LMWM

Figure 2 —Profiles of total cell protein of isolates obtained from nodules of Sesbania virgata (isolates identified with c

UFLA 01-641, 642, 643, 644, 645, 646, 647, 648, 649, 650, 651, 652, 653, 654 and 655) and of Macropt
atropurpureum (isolates identified with codes UFDA-111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,9and 120)
inoculates fomAmazonia soil samples, obtained by means of @ltmesis in polyacylamide gel (SDSAGE).
PM: molecular weight pattern LMWM
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Figura 3 —Perfis de proteina celular total dos isolados obtidos de nédulos de S. inigatiada com amostras de solos

coletadas em diferentes distancias do caul®.d@gatanos municipios d&rés Pontas e Ribeir&@ermelho.

Os isolados identificados com os cédigos UFLA 01-607, 608, 609, 610, 611, 612, 613, 614, 615, 616, 61
618 e 619 foram obtidos de solos coletados no caule, os coédigos UFLA 01-620, 621, 622, 623, 624, 625, 6
627, 628, 629 e 630 referem-se aos isolados obtidos de solos coletados na projecdo da copa e os isolados
coédigos UFLA 01-631, 632, 633, 634, 635, 636, 637, 638, 639 e 640 foram obtidos de solos coletados :

metros de distancia do caule®levigata das estirpes BR 540HeA. doebegineraee ORS 577, deA. caulinodans
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SB&H). PM: padrao de peso molecular LMWM

Figure 3 —Profiles of total cell protein of isolates obtained from nodules of Sesbania virgata inoculated with soil sample
collected in diffeent distancesam the stem of S. gata in the municipalities off&s Pontas and Ribeirao
Vermelho, being UFLA®1-607, 608, 609, 610, 61612, 613, 614, 615, 616, 617, 618 and 619 — isolates
obtained from soil collected in the stem, UFLA 01-620, 621, 622, 623, 624, 625, 626, 627, 628, 629 and 6
— isolates obtained from soil collected in the projection of the crown and UFLA 01-631, 632, 633, 634, 63
636, 637, 638, 639 and 640 — isolates obtained from soil collected at 4 meter distal of the stem of S. virga

of strains BR 5407 of A. doebeginerae and ORS 571ofA. caulinodans, obtained by means of elegioesis
in polyaciylamide gel (SDSAGE). PM: molecular weight pattern LMWM
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4. CONCLUSOES

1. Sesbania virgatanodula apenas quando
inoculada conA. doebereineragestirpes homadlogas),

225
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3. Os perfis de proteinas dos isoladoS dergata
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