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RESUMO

GONCALVES, Marcos. Especificidade de estirpes de Azorhizobium sp nov. na
simbiose com Sesbania Virgata (Caz.) Pers. Lavras:UFLA, 2000 43p.
(Dissertagiio —~ Mestrado em Agronomia/Solos e Nutrigéio de Planta)".

A capacidade de bactérias de formar ndédulos em leguminosas
hospedeiras é uma caracteristica simbi6tica importante na’descri¢io de novos
géneros ¢ espécies de rizobios. Com o objetivo de verificar a especificidade de
estirpes de Azorhizobium sp nov. na simbiose com Sesbania virgata, ¢ com
outras espécies de leguminosas, hospedeiras de origem de espécies de rizébio
atualmente reconhecidas, foram realizados trés experimentos, em vasos de
Leonard, em casa de vegetagio do DCS/UFLA. No primeiro experimento,
observou-se que as sete estirpes de Azorhizobium sp nov. (BR 5420, UFLA 01-
602, UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR 5426, BR 5401) testadas,
separadamente, em dez espécies de leguminosas, nodularam eficientemente
apenas a S. virgata. Em Sesbania rostrata, Phaseolus vulgaris ¢ Macroptilium
atropurpureum, houve nodulaciio, porém ineficiente. Nas espécies Acacia
mangium, Glycine max, Leucaena leucocephala, Lupinus spf, Medicago sativa e
Vigna unguiculata, nfio houve nodulagfo. A nodulagéio da S. rostrata se deve &
similaridade de Azorhizobium caulinodans a Azorhizobium sp nov. A nodulagio
de P. vulgaris ¢ M. atropurpureum por Azorhizobium sp mov. comprova a
promiscuidade destas espécies. No segundo experimento foram testadas dez
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estirpes ten (BR 29, NZP 55497, BR 2001, USDA 2057, CIAT 8997, CFN 427,
UFLA 04-74B, NZP 2213 T, BR 5401 7, ORS 571 Dtipo™ ou referéncia de
espécies de rizébio conhecidas, em S. virgata. Constatou-se que as inicas
estirpes capazes de nodular a S. virgata foram ORS 571 Azorhizobium
caulinodans, BR 5401 Azorhizobium sp nov e BR 29 Bradyrhizobium elkanii.
No altimo experimento testou se a nodulaciio caulinar na S. rostrata com sete
estirpes de 4zorhizobium sp nov. (BR 5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR
5416, BR 5414, BR 5426, BR 5401) e a (ORS 571): Observou-se que nenhuma
das estirpes de Azorhizobium sp nov. nodulou o caule, que foi nodulado apenas
por sua estirpe homéloga a ORS 571. Esta especificidade de estirpes de
Azorhizobium sp nov. pa simbiose com Sesbania virgata e sua capacidade de
nodular apenas as raizes de S. rostrata corrobora a proposicdio de rizobio isolado
de S. virgata como uma nova espécie do género Azorhizobium.
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ABSTRACT

GONCALVES, Marcos. Specificity of Azorhizobium sp nov. strains on the
symbiosis with Sesbania Virgata (Caz.) Pers. LavrassUFLA, 2000 43p.
(Dissertation — Master’s degree in Agronomy/ Soil and Nutrition in plant)’.

The capacity of bacteria to establishing nodules inl»l host legumes is an
important symbiotic characteristic in the description of nev‘?r: rhizobia genera and
species. With the objective of verifying the especificity of Azorhizobium sp nov
strains in symbiosis with Sesbania virgata, and other legume species, origin
hosts of currently recognized rhizobia species, three experiments were carried
out in Leonard jars, in the greenhouse of the DCS/UFLA. In the first
experiment, it was observed that the seven Azorhizobium sp nov strains. (BR
5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR 5426, BR 5401)
tested separately, in ten legume species, nodulated efficiently only Seshania
virgata. In Sesbania rostrata, Phaseolus vulgaris and Macroptilium
atropurpureum, there was nodulation but inefficient. In the species Acacia
mangium, Glycine max, Leucaena leucocephala, Lupinus spp, Medicago sativa
and Vigna unguiculata, nodulation did not ocurr. S. rostrata nodulation is due to
the similarity between Azorhizobium caulinodans and Azorhizobium sp nov. P.
vulgaris and M. atropurpureum nodulation by Azorhizobium sp nov. supports
.the promiscuity of those species. In the second experiment ten (BR 29, NZp
55497, BR 2001, USDA 2057, CIAT 899 7, CFN 42 T, UFLA 04-74B, NZP
2213 T, BR 5401 T, ORS 571 7) type on reference strains of rhizobia know
species, were tested, in . virgata. It was verified that only strains ORS 571 °
(Azorhizobium caulinodans), BR 5401 (Azorhizobium sp wov) and BR 29

1-Guidance Committe: Fitima M.S. Moreira— UFLA (Major Professor)
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(Bradyrhizobium elkanii) were capable to nodulate S. virgata. In the last
experiment seven strains of Azorhizobium sp nov. (BR 5420, UFLA 01-602,
UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR 5426, BR 5401) and the ORS 571 were
tested for stem nodulation of S. rostrafa. It was observed that none of
Azorhizobium sp nov. strains nodulated the stem, which was nodulated only by
(ORS 571)" its homologous strain. This specifty of Azorhizobium sp nov. strains
on the symbiosis with S. virgata corroborates the proposition of S, virgata
isolates as a new species of Azorhizobium.
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1INTRODUCAO

Uma maneira eficaz de aumentar a produtividade das culturas, de uma
forma econdmica e ecologicamente correta, seria através da fixagiio biologica do
nitrogénio, um método usado para recuperar solos esgotados de nitrogénio
{Niner e Hicher, 1997). A capacidade de espécies florestais que nodulam e fixam
nitrogénio em associagiio com bactérias ¢é um atributo que pode aumentar o
potencial de uso das espécies tanto para o fornecimento de produtos préprios
quanto para a sua insergéio em sistemas agrosilvopastoris, conservagio de dreas
degradadas e também de manejo (Faria et al, 1998). Uma espécie de grande
potencial € a Sesbania virgata usada para revegetagdo de édreas degradadas
sujeitas a inundacdes periddicas, devido a sua alta tolerdncia a condi¢3es de
baixa oxigenacdo e deficiéncia minerais do solo e capacidade de fixar N, através
da simbiose com rizébio. Ela tem sido usada no reflorestamento da mata ciliar,
na recuperagio de solos depauperados e no controle da eros#o.

Os rizdbios sfio bactérias Gram negativas de solo capazes de formar
nédulos na raiz, ¢ em alguns casos, nédulos no caule de plantas da familia
Leguminosae, nas quais eles podem fixar simbioticamente nitrogénio
atmosférico. O fato de uma estirpe de rizébio ser infectiva nfo implica em que
seja eficiente. Para isso ela necessita, além de se muitiplicar dentro das células
do cértex da raiz durante a formagio do nédulo, induzir também a formacdo da
ieg-hemoglobina e da nitrogenase para que se inicie a fixac#o do N,. Entretanto,
uma série de fatores envolvendo a planta, a bactéria, o ambiente e a interaciio
dos trés pode influir decisivamente sobre a eficiéncia desta simbiose e,
consequentemente, sobre a quantidade de nitrogénio fixado.

Até 0 momento, foram descritos seis géneros e vinte e seis espécies de
! rizobio, apesar de haver quase vinte mil espécies de leguminosas e a maioria
serem cépaz&s de formacdo de nodulos ( Allen e Allen, 1981; Doyle 1994;




Sprent 1995). Com o avanco de técnicas da biologia molecular, em pouco mais
que uma década, 22 espécies novas foram somadas as quatro descritas na 1°
edicio do Manual de Bergey de Bacteriologia Sistemética. Entre as cerca de
vinte mil espécies de Leguminosae, um nlimero significativo ¢ de arvores
tropicais cuja relagio com rizébio comegou a ser investigada recémemente
(Moreira et al,, 1998). Moreira et al. (1993, 1998) forneceram evidéncias de que
as estirpes BR 5401 e BR 5404 microsimbiontes da Sesbanmia virgata
representam uma nova espécie, provavelmente do género Azorhizobium. A
habilidade dos organismos para formar nédulos em leguminosas hospedeiras
ainda ¢ uma caracteristica pritica importante para a descrigdio do rizébio ¢ deve
ser detathada (Grabam et al, 1991). Além disso, o grau de especificidade da
espécie vegetal com o rizébio é muito importante para selecionar o inoculante
apropriado para um plantio, e a escolha errada de inoculante ainda é uma causa
comum de fracasso da inoculagdo.

Tendo em vista que a especificidade complementa a caracterizagio, ou
seja, faria parte do padrio minimo para a descrigdo de uma novo género ou
espécie de rizGbio, este trabalho teve como objetivo: Verificar a especificidade
de estirpes de Azorhizobium sp nov. na simbiose com Sesbania virgata e com
outras espécies de leguminosas, hospedeiras de origem das espécies de riz6bio
atualmente conhecidas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
O género Sesbania.

O género Sesbania, pertencente a familia Leguminosae, sub-familia
Papilionocideac € tribo Robinicae, compreende aproximadamente 70 espécies
comumente encontradas em cursos de dgua ou locais alagados (Allen ¢ Allen,
1981). Os arbustos ou ervas pertencentes a este género apresentam uma
diversidade de utilizagiio, sendo alguns deles de interesse econémico (D’Orey e
Liberato, 1971). Muitas espécies estiio relacionadas com -0 melhoramento da
qualidade do solo, por meio da prevengdo de erosGes e aumento da quantidade
de nitrogénio disponivel, pois sdo capazes de fazer a fixagdio biologica do
nitrogénio, através da simbiose com o rizébio. Outras espécies podem ser

- utilizadas na formaclio de cercas vivas, barreiras contra o:vento ¢, em alguns
- casos, como fornecedores de fibras de boa qualidade (Alien e Allen, 1981).
Sesbania virgata (Caz.) Pers., conhecida popularmente como cambai
j (Eisinger, 1989), sarazinho, mie-josé ¢ ftijiozinho (Pott e Pott, 1994),
 caracteriza-se por ser um arbusto de aproximadamente dois metros de altura,
~ possuindo folhas ailternas paripenadas, fruto marginado e flores amarelas.
Apresenta floragdo mais intensa nos meses de janeiro, abril, setembro e outubro,
e frutificagio nos meses de janeiro, outubro ¢ novembro (Eisinger,1989). Pode
ser encontrada em campos alagdveis, solos arenosos ou argilosos, distribuindo-
. se pelas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, Paraguai, Argentina e
“Uruguai (Pott ¢ Pott, 1994). Esta espécie tem sido amplamente usada no
reflorestamento da mata ciliar, na recuperagio de solos depauperados ¢ 1o
controle da erosdo. !
\ Apesar de seu grande potencial para revegetagio de dreas degradadas
sujeitas a inundagdes periédicas, devido i sua alta tolerdncia a condigGes de

{ baixa oxigenagio e deficiéncia minerais do solo, poucas informacdes existem a



seu respeito, principalmente no que se refere ao uso de inoculagio de mudas
com rizébio, para reflorestamento de matas ciliares.
Simbiose de rizbbio com leguminosas florestais,

A capacidade de espécies florestais de nodularem e fixarem nitrogénio
em associagio com bactérias € um atributo que pode acrescer sobre o potencial
de uso das espécies em sistemas de plantio, agrosilvopastoris, recuperagio de
areas degradadas e adubag@io verde. (Faria, et al., 1998).

Os rizébio sdo bactérias Gram negativas de solo capazes de formar
nédulos na raiz, e em alguns casos, nédulos no caule de espécies da familia
Leguminosae, nas quais eles podem fixar simbioticamente nitrogénio
atmosférico. Estima-se que 88% das cerca de 19.000 espécies de Leguminosae
sejam capazes de nodular . Destas, uma parcela significativa, ou seja, a maioria
das Caesalpinoideae e Mimosoideae e 4-5.000 Paplionoideae, s@o arbéreas, cuja
capacidade de nodulagio comegou a ser intensivamente investigada
recentemente ( Allen ¢ Allen, 1981; Faria et al, 1989; Moreira et al, 1992).
Moreira (1991) caracterizou culturalmente por volta de 700 estirpes de rizébio
isoladas da Amazonia de Florestas da mata Atlintica brasileira e 4reas secas
provenientes destes levantamentos. Depois desta caracterizagio femotipica
inicial, foram selecionadas 171 estirpes para estudos adicionais através de
padrdes de proteina total por eletroforese em gel de poliacrilamida, as quais
foram comparadas as estirpes tipo das espécies de rizébio conhecidas (Moreira
et al, 1993). Neste trabalho, virios grupos ndo apresentaram similaridade
significativa com as espécies de riz6bio descritas. Dentre estes, inclufa-se o das
estirpes BR 5401 e BR 5404 isoladas de Sesbania virgata. Estes estudos, junto
com outros recentes em espécies de drvores tropicais (Zhang et al. 1991; Barnet
e Catt 1991; Oyaizu et al. 1993; de Lajudie et al.1994; Dupuy et al.1994; Odee
et al.1995; Haukka et al.1996), mostraram que em leguminosas arbdreas existe
uma gratide fonte de Biodiversidade de rizébio.



Taxonomia de rizébio

E considerado que o rRNA ¢ o mais (til das seq@éncias altamente conservadas
no presente, disponivel para a medida de relag3es filogenéticas (Woese 1987). Moreira
et al.,, (1998), utilizando a técnica de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA para
estudar a diversidade filogenética de 44 estirpes isoladas de espécies florestais, vetificou
que a Ginica estirpe com taxa de crescimento intermedifrio , BR 5401, teve seqiiéncia
diferente das espécies descritas e mais proxima A estipe tipo  Azorhizobium
caulinodans ORS 571, porém com oito bases diferentes. Com isso, foi concluido que a
BR 5401 representava, provavelmente, uma nova espécie dentro do género
Azorhizobium. b

A descrigfio de uma nova espécie deve ser baseada num isolado selecionado
como o tipo da espécie e em outras estirpes isoladas, preferencialmente de diferentes
locais que servirdo de referéncia. Até 1993, apenas as estirpes BR 5401 e BR 5404 da

" Sesbania Virgata haviam sido caracterizadas. Desde entfio virios isolamentos tém sido
" realizados, em diferentes regides do sudeste brasileiro, de nit,Sdulos desta espécie
: (Tabelal).

. TABELA 1. Local de origem de estirpes isoladas de Sesbania virgata (homélogas) em

diferentes regides do sudeste brasileiro.

LOCAL DE ORIGEM CODIGO DAS ESTIRPES ISOLADAS
CAMPO GRANDE /RJ BR5422, BR5423, BR5424, BR5425, BR5426; BR5427, BR5428

- VOLTA REDONDA/R J BR 5419, BR 5420, BR 5421
" LAVRAS /MG * UFLA01-601, UFLA01-602, UFLA01-608,l UFLA01-609,
UFLAO1-610, UFLA0O1-611
ITUTINGA / MG UFLAO1-48B, UFLA01-49B, UFLA01-50B, UFLA01-51B,
UFLA01-54B
1
ITAGUAI/RIJ BR 5416, BR 5417, BR 5418
{1
PARACAMBI /MG BR 5413, BR 5414, BR 5415




Todos os isolados das diferentes regides do sudeste brasileiro tém
apresentado caracteristicas culturais semelhantes em meio YMA, ou seja,
crescimento intermedifrio, alcalinizacio e pouca produgiio de goma,
caracteristicas semelhantes as de 4. caulinodans. Além disso, a BR 5401 tem o
mesmo género do hospedeiro, do 4. caulinodans, Sesbania, porém néio forma
nédulos no caule de seu hospedeiro (Moreira et al., 1998). Por outro lado, a BR
5401, como a BR 5404, sio recomendadas como inoculantes para Sesbania
virgata pela EMBRAPA Agrobiologia, por terem apresentado eficiéncia
superior em fixar N, quando comparadas a outras estirpes (Faria et al., 1984).

A habilidade dos organismos para formar nédulos em leguminosas
hospedeiras ¢ uma caracteristica prética importante para a descrigiio do rizébio e
deveria ser muito bem detalhada ( Graham et al.,, 1991). Esta habilidade para
formar nédulos ¢ devida a genes de rizébio importantes para a nodulagio. No
rizobio, os genes de nodulagio (nod/nol/noe) estio envolvidos nos primeiros
eventos de interacdo bactéria e hospedeiro, incluindo a produgdo de sinais do
fator Nod. Mutagdes nesses genes impedem ou retardam a infecgiio da planta
pela bactéria (Niner e Hicher 1997). Os genes necessérios para a fixaglio de
nitrogénio (nif e fix) sio expressos no nédulo maturo, Estes genes sdo
necessérios para a sintese da nitrogenase, que converte N, para aménio, e para
exportar o nitrogénio fixado no espago peribacteroide. (Niner ¢ Hicher 1997).
Dentro do aspecto de determinac3o de um novo género ou espécie de rizébio, o
que se tem visto em trabalhos de caracterizagio de novas espécies mais recentes
(Wang et al., 1998; Van Berkun., 1998; Wang et al., 1999; Rome et al., 1996;
Chen et al ., 1997; Amarger et al., 1997; Jarvis et al.,, 1997 ) € que os estudos
genéticos sdo predominantes na caracteriza¢do e as propriedades simbiéticas sio
relegadas a segundo plano. Esse maior desenvolvimento se deve, em grande
parte, ao alto grau de precisdo de caracteristicas genéticas, para a determinagiio
de um novo género ou espécie de microrganismo. Porém, por mais precisa que



seja a técnica de biologia molecular, ela nunca ira substituir a suma importdncia
da caracterizacio simbidtica, nio s6 pela importéncia econdmica e ecoldgica
desta informac#io, mas como possivel ferramenta para identificagio de espécies
de rizébio em laboratdrios com poucos recursos técnicos.

As plantas hospedeiras testadas, para uma caracterizagiio simbitica
-adequada, devem incluir hospedeiros das vinte e seis épécies de rizébio
descritas na (Tabela 2).

Phaseolus vulgaris, Macroptilium atroporpureum e Leucaena
leucocephala sdo hospedeiros de vérias espécies de nzolzlo Por outro lado,
Glycine max é nodulada por espécies de trés géneros: Bradyrhizobium,
Sinorhizobium e Mesorhizobium. Medicago e Lupinus parecem ser géneros
mais especificos: o primeiro é nodulado por Rhizobium e Sinorhizobium e o
segundo por Sinorhizobium ¢ Allorhizobium. Nos mmmps de descrigdo de
novos géneros e/ou espécies, Vigna s6 é mencionado como hospedeiro de de
Bradyrhizobium, sem denominagio de espécie (Jordam, 1984). No entanto,
Lewin et al., (1987) demonstraram ser este género bastante promiscuo,
nodulando ndo s6 com rizébio de crescimento lento, mas também com rizébio
de crescimento rapido. Lieberman et al. (1985) compilaram resultados de
14.000 testes de inoculaglio cruzada envolvendo 165 géneros de leguminosas
em um dendograma de similaridade estabelecido no nivel de 70 %, que
resulton em dezoito grupos. Vigna, Macroptilium, Phéseolus, Medicago,

 Lupinus, Glycine, Leucaena, Sesbania ¢ Acacia pertenceram a grupos distintos
de inoculagiio cruzada. Por suas propriedades simbidticas e também pela boa
disponibilidade de sementes, estas espécies devem ser incluidas em testes de
| caracterizaglio de novas espécies de rizébio.



TABELA 2, Espécies de rizébio descritas e seus respectivos hospedeiros de origem.

Espécies de rizbbio

Hospedeiros

Referéncias

Rhizobium leguminosarum
biovars phaseoli, trifolii,
viceae

- R tropici, biovars mimosae

Phaseolus vulgaris, P. multiflorus, P.
angustifolius, Trifolium spp., Pisum
spp., Vicia spp, Lens spp,
Macroptilium atropurpureum,

Lathyrus
Phaseolus vulgaris, Leucaena spp., P,
vulgaris, L. leucocephala

Frank,1889; Jordan,
1984

Martinez-Romero et
al, 1991

R. eti Phaseolus vulgaris Segovia et al, 1993
R Galega spp. LindstrSm, 1989
R giardinii  biovars Phaseolus vulgaris, P.spp, Amargeretal., 1997
Dphaseoli, giardinii Macroptilium  atropwpureum, L.
luecocephala.
R gallicum  biovars Phaseolus vulgaris, P.spp Amargeretal ., 1997
Pphaseoli, gallicum Macroptilium  atropwpureum, L.
luecocephala, Onobrycis vicifolia
R hainanense Macroptilium  lathyroides, Zornia Chen et al, 1997
diphila, Uraria crinita, Desmodium
sinuatum, Stylosanthes guianensis,
desmodium gyroides, Acacia sinuata,
tephrosia candida, Arachis hypogea,
Centrosema pubescens, Desmodium
triguetrum, Desmodium heterophyltum
R. mongolense Medicago ruthenica, M. Sativa, P. Van Berlam et af .,
vulgaris, V. angulares 1998
R huautlense Sesbania  herbaceae,  Leucaena Wang etal, 1998
leucocephala, Sesbania  rostrata,
Trifolium repens
Mesorhizobium loti Wisteria frustescens, Caragana spp., Jarvis etal., 1982
E Lotus spp, P. vugaris, M.
atropurpureum
M. tianshanense Glycyrrhiza spp., Halineodendron Chenet al., 1995
spp., Sophora spp., Caragana spp.,
Glycine spp., Swainsonia spp.
M. mediterraneum Cicer arietnum Nour et al ., 1995
M. plurifarium Prosopis juliflora, Neptunia oleraceae, De Lajudic et al,
Acacia spp, L leucocephala, 1998
Chamaecrista ensiformis
M. huakuii Astragalus sinicus, Vicia villosa, P, Chenetal., 1991
vulgaris, Sesbania spp., A.alignoses,
. 4. adsurgens
Conﬁnua¢..'



=...Continua

Espécies de rizbbio Hospedeiros Referéncias
M. ciceri Cicer arietnum Nouretal ., 1994
M. amorphae Amorpha fruticosa Wang et al,, 1999
Sinorhizobium meliloti Melilotus  spp., Medicago Dangeard, 1926; De Lajudie
spp., Trigonella spp. etal, 1994
S. fredii Glicine max, G. soja, P. Scholla ¢ Elkan, 1984; De
vulgaris Lajudic etal., 1994
S. sahell Sesbania spp., Acacia seyal, De Lajudie etal, 1994
L. leucocephala, N. oleraceae 1
S. teranga Sesbania spp., Acacia spp., De Lajudieetal, 1994
N. oleraceae, L. leucocephala v
S. medicae Medicago spp. Rome ef al, 1996
Allorrhizabium undicola Neptunia  natans, Lotus De Lajudie et al, 1998
arabicus, Acacia seyal,
Faidherbia albida, Acacia
tortilis, Medicago sativa,
Acacia senegal i
Bradyrhizobium japonicum  Macroptilium Jordan, 1982
atropurpureum, Ornithopus
sativus,  Glycine max, '
~ Lupinus spp. : Lo
B. elkanii . Glycine soja, G. max | | Kuykendall et af,, 1992
B. liaoningense "G, soja, G. max, Phaseolis Xuetal, 1995
qureus o - &
B. spp. Lotus, Vigna spp., Vigna, Jordan, 1984
Lupinus, Ornithopus, Cicer, ’
Sesbania, Leucaena, Mimosa,
Lab-lab, Acacia,
Macroptilium, Glycine. ‘
Azorhizobium caulinodans __ Sesbania rostrata Dreyfus ef al., 1988
Vi

{
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II MATERIAL E METODOS
Foram realizados trés experimentos, sendo que todos foram conduzidos
em vasos de Leonard e em casa de vegetagiio do DCS/UFLA (Fotos 1 ¢2).

!

Foto 1: Visfo geral do experimento com trezentos vasos de
Leonard esterilizados, colocados em casa de vegetagdo

geral do experimento, mostrando
plano a espécie Lupinus albus
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Na parte superior, os vasos de Leonard continham a mistura de uma
parte de areia (250 ml) e uma parte de vermiculita (250 ml), na inferior,
continham 300 ml de solugio de Jensen modificada, diluida quatro vezes, com a
seguinte composigio: i

SOLUCAOQ DE JENSEN MODIFICADA

KHPO(0,12M)\..ococe . 10 mi*
MgSO,7H,0(0,81M)+NaCl (0,34M) \.....coveereereneee L 10ml*
CaHPO (0,035M) oot SR
FeCl3.6H20(0,052M) . ' 10mi*
“*Solugfio de micro nutrientes v 1m)*
Agua destilada rrreen-1000m

PH=6,7;ajustar com NaOH. 'Solugo estoque

*Volume retirado da solugio estoque para o preparo de 1 litro de solugio de Jensen modificada.

i

*+*SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES PARA UM LITRO DE AGUA

H5BO; 2,86g
MnSOAH20.oooe 2,03g
Z0SOTH0. e 0.22¢
CUSOLSHLO erre e 0,08g
Na,MoO4H,0 . 0,09g

[ — ) 0,03g
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Apbs o preparo dos vasos, estes foram autoclavados por duas horas a
uma pressio de 1,5 Kg/em® e a 127°C. Apés a semeadura de sementes
esterilizadas e posteriormente inoculadas, foi colocada, sobre a superficie do
vaso, uma camada fina da mistura areia, benzeno e parafina, na proporgio
5:1:0,015, respectivamente. Esta mistura esterilizada teve finalidade de evitar
proviveis contaminagdes. 'Para a obtengio do indculo, as estirpes testadas de
Azorhizobium sp nov. e as estirpes recomendadas foram cultivadas em meio
YMA sdlido (Vincent, 1970), em seguida, coldnias isoladas foram repicadas
para 0 meio YMA semi — sblido. Um ml destas culturas na fase log,
considerando trés a quatro dias aps a repicagem para estirpes de crecimento
rapido, cinco a seis dias para estirpes de crecimento intermedidrio, sete a oito
dias para estirpes de crecimento lento, foi inoculado por planta. Para cada
estirpe testada, foram realizadas trés repetigdes e os niveis de solugiio nutritiva,
nos vasos, foram reabastecidos periodicamente com solugio autoclavada.

No primeiro experimento conduzido em margo de 1998, pesquisou-se a
capacidade de nodular e fixar N, de sete estirpes de Azorhizobium sp nov., em
dez espécies hospedeiras de origem de espécies de rizébio atualmente descritas:
(Sesbamia virgata, Sesbania rostrata, Macroptilium atropurpureum, Leucaena
leucocephala, Vigna unguiculata, Glycine max, Medicago sativa, Phaseolus
vulgaris, Lupinus albus e Acacia mangium). Assim sendo cada espécie foi
inoculada com as estirpes (BR 5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR 5416,
‘BR 5414, BR 5426, BR 5401) de 4Azorhizobium sp nov., separadamente, além
das respectivas estirpes recomendadas como inoculanfes destes hospedeiros,
como ¢é descrito na tabela 3:

12



TABELA 3. Estirpes recomendadas como inoculantes para as espécies de
leguminosas testadas.

ESPECIES DE LEGUMINOSAS  ESTIRPES INOCULANTES*

Acacia mangium BR 3617 Bradyrhizobium sp **
Glycine max BR 29 Bradyrhizobium elkani
Leucaena leucocephala BR 827 Sinorhizobiwﬁ sp **
Lupinus albus BR 29 Bradyrhizobiuﬁi elkani

Macroptilium atropurpureum  BR 1010 Bradyrhizobium sp

Medicago sativa UFLA 04-74B Sinorhi:fobium sp ***
Phaseolus vulgaris CIAT 899" Rhizobium tropici
Sesbania rostrata ORS 5717 Azorhizobiugﬁ @inom
Sesbania virgata BR 54017 Azorhizabiu}i)? sp nov.*¥*
Vigna unguiculata BR 2001 Brad;zrhizobizz;n spp

*Estirpe recomendada como inoculante
** De acordo com Moreira et al., 1998

*x* Tentativa de classificagio pelo hospedeiro de origem, isolada de inoculante

em turfa para a espécie. ¥
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O experimento constou ainda de dois tratamentos: sem inoculago e
com nitrogénio, em que se aplicou NH,NO;, um total de 280 ppm de N por vaso
ou 280 mg/l, e outro sem inoculagdo e sem nitrogénio, este wltimo para verificar
se houve ou niio contaminagéo

Foram semeadas, por vaso, seis sementes ; houve a necessidade de
quebrar a dorméncia das sementes de algumas espécies ; a duragio em minutos
do tratamento com H,SO4 concentrado variou de acordo com as espécies: 30
minutos para Sesbania virgata, Leucaena leucocephala e Sesbania rostrata, 4
minutos para Macroptilium atropurpureum e 25 minutos para Acacia mangium;
depois as sementes foram lavadas em dgua corrente. Todas as sementes das
espécies testadas foram desinfetadas superficialmente, apés escarificagiio, com
etanol 95 % por cinco minutos e Hipoclorito de sédio por dois minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas seis vezes com &gua destilada esterilizada.
Cinco a nove dias apés a germinagiio, fez-se o desbaste deixando-se duas plantas
por vaso, as quais foram inoculadas com meio de cultura YMA, semi s6lido, na
fase log das diferentes estirpes, & razéio de um ml por planta.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com onze
tratamentos (BR 5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR
5426, BR 5401, ORS 571, Estirpe recomendada como inoculante da espécie,
Testemunha e Nitrogenado) e trés repeti¢es. As plantas foram colhidas 65 dias
apés a semeadura. Foram analisados estatisticamente pelo teste de Duncan a 5%,
05 pesos de matéria seca da parte aérea, nlimero e peso de nédulos secos. Foram
também avaliadas a forma de nédulos e coloragdo das folhas para verificagio do
grau de efetividade das estirpes.

No segundo experimento conduzido em setembro de 1999, testou-se a
eficiéncia da nodulaglio das estirpes tipo ou referéncia de espécies de rizébio
atualmente descritas, na Sesbania virgata (Tabela 4).
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TABELA 4. Estirpes tipo™ e/ou referéncia de espécies de rizébio descritas:

ESTIRPES GENERO/ESPECIE
BR 5401 T+ Azorhizobium sp nov.
] - ORS 5717+ Azorhizobium ca‘ulinodans

Bradyrhizobiuni. elkanii

BR29 *
NZP 5549 " Bradyrhizobium. japonicum
BR 2001 Bradyrhizobium sp
USDA 2057 Sinorhizobiumi freedi
i
CIAT 899 T+ Rhizobium tropici
CFN 427 Rhizobium. etli
UFLA 04 -74B Sinorhizobizdh sp
NZP 22137 Mesorhizobium loti

*Também inoculantes respectivamente de Sesbanid virgata, Sesbania
rostrata, Glycine max e Phaseolus vulgaris ,A

Os vasos foram preparados pelo mesmo promso descrito

} anteriormente, assim como a semeadura ¢ a inoculacﬁt% O delincamento

utilizado foi o inteiramente casualizado, com doze tratamentos (BR 29, NZP
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5549, BR 2001, USDA 205, CIAT 899, CFN 42, UFLA 04-74B, NZP 2213, BR
5401, ORS 571, Testemunha e Nitrogenado) e trés repeticdes. As plantas foram
cothidas 70 dias apSs a semeadura. Foram analisados estatisticamente pelo teste
de Duncan a 5%, os pesos de matéria seca da parte aérea, niimero e peso de
nédulos secos. Foram também avaliadas a forma de nédulos e coloragio das
folhas para verificagio do grau de efetividade das estirpes.

No terceiro experimento conduzido em setembro de 1999, verificou-se a
capacidade de nodulagio caulinar na Sesbania rostrata de oito estirpes (BR
5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR 5426, BR 5401) de
Azorhizobium sp nov. A ORS 571 do Azorhizobium caulinodans, foi inoculada
separadamente como referéncia. O preparo dos vasos foi feito pelo mesmo
processo descrito anteriormente, diferindo somente na inoculaggo. A inoculagdo
foi feita no caule com um pincel esterilizado. Para se verificar a eficiéncia da
nodulagdo caulinar nas plantas pelas estirpe de Azorhizobium sp nov. testadas,
foram divididos em dois tratamentos, com inoculagio mais nitrogénio na
solugfio, com 48 ppm por vaso ( dose de arranque uma vez que ndo houve
inoculagiio na raiz ), e sem inoculagio com nitrogénio, na mesma concentragfio,
para verificar se houve ou nfio contaminagiio,

Em todos os experimentos, a eficiéncia da inoculagio das estirpes nas
espécies vegetais foi considerada eficiente, pouco eficiente ou ineficiente
quando induziu peso de matéria seca, em relagio & testemunha nitrogenada, em
‘respectivamente: > 70%, >40<70% e <40% .

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com nove
tratamentos (BR 5420, UFLA 01-602, UFLA 01-54B, BR 5416, BR 5414, BR
5426, BR 5401, ORS 571, Testemunha ) e trés repeti¢es. As plantas foram
avaliadas 60 dias apSs a semeadura, quando se verificou somente se a Sesbania
rostrata  tem "a capacidade de nodular no caule com outra espécie de
Azorhizobium.
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III RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento, os dados referentes ao mmero e peso de
nodulos (Tabela 5 e 6) indicam que o desenvolvimento de nédulos foi
especifico, ou seja, as estirpes inoculantes ¢ homélogas foram as que induziram
um maior nimero de nédulos em suas respectivas hospedeiras (foto 3 a 11),
sendo que nenhuma testemunha absoluta ou nitrogenada apresenton nédulos. As
estirpes do Azorhizobium sp nov. nio nodularam a maioria das espécies de
leguminosas testadas, com excegdo das espécies Sesbania:rostrata, Phaseolus
vulgaris ¢ Macroptilium atropurpureum, nas quais a nodulagdio ocorreu na
forma de nédulos pequenos, arredondados ¢ em pouca quéntidade; além disso,

seu interior era pouco rosado, indicando baixos teores de leg-hemoglobina nos

- nbdulos. Assim sendo, sua nodulagdo foi muito aquém quando comparada com

as estirpes inoculantes dessas espécies. Essa auséncia ou um namero pequeno de
nbdulos pode estar relacionado com a liberagsio de exudatos téxicos pelas
plantas (Egeraat, 1972 e Pankhurst e Biggs, 1980), podendo afetar seletivamente
a infecgiio radicular por diferentes estirpes de rizébio, ou ainda com problemas

~ de especificidade infectiva ( Broughton et al, 1980 e Rolfe et al., 1980). Os

nédulos pequenos siio geralmente ineficientes, pois segundo Bergersen (1978),

~ os nédulos que fixam N, em taxas reduzidas geralmente contém volumes
. menores de tecidos com bacteréides, devido a um desenvolvimento restrito dos

‘tecidos, ou como ocorre mais comumente, devido 4 acelerada degeneracdo de

tais nodulos (Basset et al, 1977). Na Sesbania virgata, o peso e nimero de
nodulos entre todas as estirpes de Azorhizobium sp nov. foi semelhante,

- inclusive BR 5401, recomendada como inoculante, oorrobor?ndo a existéncia de

i

|
i

 alta similaridade entre estas estirpes. A forma dos nddulos (foto 12) apresentada
| em todas as plantas de Sesbania virgata foi bem semelhante: nédulos grandes,

b
t
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alongados, de crescimento indeterminado e seu interior estava bem
avermelhado, indicando altos teores de leg-hemoglobina.

Anilise dos dados referentes aos valores médios de matéria seca (tabela
7) demonstra que a maioria das estirpes recomendadas como inoculantes em
espécies de leguminosas induziu a rendimentos préximos ou semelhantes a
testemunha nitrogenada, enquanto as estirpes de Azorhizobium sp nov. (Fotos 3
a7e9a 11) tiveram um rendimento bem inferior ao das estirpes inoculantes
testadas. A baixa eficiéncia pode estar relacionada, também, com maior retengéo
do nitrogénio nos nédulos (Freney e Gibson,1974), menor capacidade em
utilizar a energia proveniente de produtos da fotossintese por unidade de N,
fixado ( Havelka e Hardy, 1976), maior evolugio de H; (Shubert ¢ Evans,
1976), ou ainda, baixos teores de leg-hemoglobina nos nédulos (Appleby, 1974).
A tnica espécie que apresenton similaridade entre as estirpes testadas, e todas
suas homélogas, na produgfio da matéria seca da parte aérea, foi a Sesbania
virgata. Isto é devido ao fato das estirpes testadas serem muito semelhantes
entre si, geneticamente, como foi comprovado em estudos de perfil de proteinas
totais em gel de poliacrilamida (Moreira et al., 1999).

No segundo experimento, com relagfio a eficiéncia das estirpes e¢ a
especificidade hospedeira de estirpes de rizébio ( tabela 8), foi observado que a
estirpe de Azorhizobium sp nov.(BR 5401) (fotos 10 e 11) apresentou maior
eficiéncia em sua hospedeira Sesbania virgata. Esta mesma espécie, quando
testada com as estirpes de outras espécies de rizébio (Tabela 8), nodulou apenas
com as estirpes ORS 571 Azorhizobium caulinodans € BR 29 Bradyrhizobium
elkani ( foto 13), que se apresentaram menos eficientes do que a BR 5401. Estes
resultados possivelmente sdo decorrentes da maior afinidade genética entre
Bradyrhizobium e Azorhizobium (Young, 1996). Porém, outras estirpes de
Bradyrhizobium nio nodularam (NZP 5549 B. japonicum e BR 2001 B. sp)

S.virgatd Os outros géneros Sinorhizobium, Mesorhizobium e Rhizobium
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testados também néio nodularam a Sesbania virgata. Para confirmacdo de que as
estirpes ORS 571 e BR 29 nio foram contaminaces, procedeu-se ao isolamento
dos nbdulos formados nestes tratamentos ¢ estes apresentaram caracteristicas
idénticas ds estirpes inoculadas, ou seja, a ORS 571 teve crescimento
intermedidrio, alcalinizon o meio e apresentou pequenas colﬁmas bem isoladas ¢
2 BR 29 teve crescimento lento, alcalinizou o meio e apresentou coldnias
maiores, que com o tempo foram se unindo. A tabela 9 nos mostra a eficiéncia
das estirpes testadas, que foi relacionada com coloragdo interna dos nédulos. Foi
constatado que em todas as estirpes que foram eficientes (tabela 9), o interior
dos nédulos apresentou uma coloragio avermelhada, ma:s um indicativo de
eficiéncia da fixa¢fio do nitrogénio. Ainda com relagiio a tabela 9, podemos
" verificar que todas as espécies de leguminosas testadas foram eficientes
- somente com as estirpes recomendas e a Sesbania virgata ¢ a \inica espécie que
nodulou eficientemente com o Azorhizobium sp nov., mostrando a alta
~ especificidade na simbiose entre estas duas espécies.

| No teste de nodulagiio caulinar na Seshania rostrata, nio houve
" nodulagio com nenhuma das oito estirpes de Azorhizobium sp nov. testadas. A
~ {inica estirpe que nodulou o caule foi a estirpe Azorhizobium caulinodans (fotos
13 e 14), confirmando o alto grau da especificidade da estirpe ORS 571 com .

~ rostrata.
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TABELA 6, Peso de nédulos de dez espéeies de plantas inoculadas, com diferentes estirpes de Azorhizobium sp nov. ¢ suas estirpes homélogas inoculantes em vasos

de Leonard com solugdo nutritiva. Médias de trés repetigOes *.

PESO DE NODULOS NAS ESPECIES TESTADAS EM g planta '+

ESTIRPES
Acacia  Glycine. Leucaena Lupinus  Macroptilitm Medicago Phaseolus  Sesbania  Sesbania Vigna
manginm max leucocephala spp atropurpureum sativa vulgaris rostrata virgata unguiculata
ORS 571** 0 0 0 0 42C 0 63C 339A 252B 0
A.caulinodans
BR 5401** 0 0 0 0 53BC 0 40,9 BC 91B 427A 0
A. sp nov.

BR 5420 0 0 0 7.4 BC 0 37,9BC 7.7B 314B 0
UFLA 01-602 0 0 0 0 6,4 BC 0 236 BC 6,1B 3548 0
UFLA 01-54B 0 0 0 0 7,5BC 0 12,2BC 54B 351B 0

BR 5416 0 0 0 0 49BC 0 15,3 BC 488B 376B 0

BR 5414 0 0 0 0 5,4 BC 0 60,6 AB 448 36,9B 0

BR 5426 0 0 0 0 6,8 BC 0 40,2 BC 64 B 276B 0

INOCULANTE*" 64 A 13565 A 13,5A 14 A 92A 217 A 85,1 A B B 79A
(BR3617)** (BR29)* (BR827)** (BR29)"™ (BR1010)** (UFLAO4- (CIAT899)*" (BR2001)™
74B)**
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*As médias com letras iguais nas colunas dentro de cada parfimetro, nfio diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 %.

**Estirpes da espécie vegetal testada, recomendadas como inoculante,




TABELA 7. Matéria seca da parte aérea de dez espécies de plantas inoculadas, com diferentes estirpes de Azorhizobium sp nov. ¢ suas estirpes homélogas inoculantes

em vasos de Leonard com soluglio nutritiva. Médias de trés repeticdes *,

MATERIA SECA DAS ESPECIES TESTADAS EM g planta '+

ESTIRPES
Aeacia  Glycine. Leucaena Lupinus  Macroptilinm  Medicago Phaseolus ~ Seshania  Sesbania Vigna
mangium max letcacephala spp atropurpurenm sativa vulgaris rostrata virgata unguiculata
ORS 571** 006C 047C 0,16C 0,69E 0478 011D 0,36B B62A 1,20 BCD 025C
A.caulinodans
BR 5401** 007C 058C 0,15C 1,11C 067B 020C 0648B 0,48C 225A 033C
A. sp nov.
BR 5420 0,07C 056C 0,20C 1,04C 0,35B 012D 0,67B DoeC 2,07 AB 022CD
S UFLA 01-602 008C 045C 0,15C 087D 070B 012D 1,12AB 006C 1,75ABC 0,22CD
(]
UFLA 01-54B 0,06C 053C 0,17C 0,72E 0428 011D 0,578 045C 169ABC 020CD
BR 5416 0,07C 055C 0,18C 1,05C 0,868 0,18C 0458 006C 1,76 ABC 029C
BR 5414 0,06 C 045C 0,16 C 061D 062B 0,17¢C 1,24 AB 005C 148ABC 0,19CD
BR 54286 008C 043C 015C 1,03C 093B 011D 1,19 AB 045C 175ABC 022CD
INOCULANTE** 078 332B 1,84B 1278 1,88A 060B 1,80A - 203B
(BR3617)** (BR29)** (BR827)** (BR29)"* (BR1010)** (BR 04- (CIAT899)** (BR2001)**
74B)**
N 0,85A 401A 2,10A 1,54 A 2,33A 073A 215A 4,7B 24A 288A
T 0,06 C 040C 0,13C 0,55 F 0258 0,12D 0,30B 004C 047D 0,08D

-

*As médias com letras iguals nas colunas dentro de cada parfimetro, nflo diferem entre si pelo teste de Duncan 1 5 %.

**Estirpes da espécie vegetal testada, recomendadas como inoculante,
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TABELA 8. Niimero ¢ peso de nédilos ¢ matéria seca da Sesbania virgata inoculadas com estirpes homélogas e estirpes tipo ou referéncia das

espécies de rizdbio conhecides ¢ testadas em vasos de Leonard com soluglio nutritiva, Médias de trés repeticSes*.

Espéclo testada Sesbania virgata
ESTIRPES
NUMERO DE NODULOS NA PESO DE NODULOS NAS PESO DE MATERIA SECA NA
PLANTA TESTADA EM n° planta™ PLANTA TESTADA EM g planta’* PLANTA TESTADA EM g planta'*
BR 5401" A sp nov. 910A 055A 285A
BR 5410{ORS §71)' A.caulinodans 5568 0,25 B 1,668
R 29 B, elkanil 4288 0,16C 1,05 8C
NZP 55487 B japonicum ocC 00 020D
BR 2001 Bradyrhizobium sp. ocC oD 020D
USDA 205" S. freedi oc oD 0,180
CIAT 8987 R, lropkc] 0oc oD 0,42CD
CFN 42T R el oc oD 0,24CD
UFLA 04-74 B Sinorhizobium sp ocC S 0D 018D
NZP 2213% M. fol/ oc oD 0,33CD
N (260 ppm) oc oD 337A
T 0C 0D 0,18D

*As médias com letras igunis nas colunas dentro de cada parfimetro, nfo diferem entre si pelo teste de Duncan a5 %, ¥ Estirpes tipo.

‘w

't



‘OpBiSd) 10J OBU - 9 o940z onb Jousw sSAPYS 0onod ‘Binpou o ‘950, onb JOrBW NUIWNUIPYD ‘OMpou F ‘nojnpou ogu NN ‘epusSe]

——

3 NN - NN - - - - - - B60unf 6uBIGI0I0  100T HE
NN 3 ® e NN ° NN NN NN NN el eusgses  |LObS uE
NN o 3 @ NN - zr NN NN NN  GleAsoEjueqses | IGSMO
- NN - 3 - - = = = - spbina snjoeseyd  868LVIO
=172
- NN - - 3 - = = = - BAjjes ofeapsiy  -k0 V14N
- NN - - - 3 - - - - wneundmdone ‘W 0101 ¥d
- NN - = = - = - 3 - gieydeooans -] LZ8M8
- o - - - - 3 3 - - xaus 8utafo 6zua
- NN - - - - - - - 3 wnjueus B9eoY  L19E ¥E
omomSun  DJpSaia  DIDAISOL spav3pna DAJIDS unsandmdosw dds xeWr  oydssonsy  wmBupu
vusg puvgrag  DIupGeas  smjoasoyg  oSvojpspy  wmpydosonyy  srudng  etjoljD  buspona BPYIY wabBpo

op oyjopedsoy odips3y

eeapjouojded . ©8OP{OSOWN
81343183 S8OSVA N3 8VYAVYLEAL 83103483

24

*SEpY}SI) 885:5»2 ap £3109dsd 9 SEILIOSIP 01q0ZN 9P SIfosa SBP BloUNAFaX © odpy sadapisa spepiolivadsy 6 VIAAV.L



‘ ﬁd u
ORS 571
280 ppm Smormzobmn: Testemunha  Azorfiizobium!}~ Azorhizobiam

caulinpdans Sp nNovs

Foto 3: Efeito da inoculagdo de diferentes estirpes de rizébio em
Medicago sativa, com 65 dias apds a semeadura.

RS 571
Zﬁﬁ,ppm Bradymfzobr'um Azorbizobium Tesiemuﬂhf

caulinadans

Foto 4 Efelto da inoculagio de diferentes estirpes de rizébio em
Vigna unguiculata, com 65 dias apds a semeadura.




Rhizobium — Azorhizobium Azagjzobium Testemunita

tropici Sp noy. caulinodans

Foto 5:Efeito da inoculagdo de diferentes estirpes de rizobio em
Phaseolus vulgaris, com 65 dias apds a semeadura.

[5310]
ORS 571 2
280 nom Bradyrhizoblum AZorhizobitm =z vty
Foto 6:Efeito da inoculagdo de diferentes estirpes de rizobio em
Glycine max , com 65 dias apos a semeadura.
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Bradyrhfzobmm Azgguggﬁum Toctomunid

Foto 7:Efeito da inoculacgio de diferentes estirpes de rizobio em
Acacia mangium, com 65 dias apos a semeadura.

DRS 511 |

280 ppm Azcmrzabmm Azamrzob;um Azorh:zobffum Testemunha

Sp nov. r:au!madans Sp noy.

ha

Foto 8:Efeito da inoculagdo de diferentes estirpes de rizobio ecm
Leucaena leucocephala, com 65 dias apos a semeadura.




- | ons 571 il
280 m Bra rhrzabmm Azorfmbmm orhfzobmm FIT
PP !”‘ﬂﬂ" caulinodans AEp Hov. Tkstemunha

Fom 9:Efeito da inoculacfio de diferentes estirpes de rizobio em
Lupinus albus, com 65 dias apds a semeadura.

Azorhizobium Azorhfzobrum o T
(;Pﬂav cam‘fnodans Brady fllfﬂ"?’-‘” T:-sfre.munha

Foto 10:Efeito da inoculagio de diferentes espécies de rizobio em
Sesbania virgata, com 70 dias apds a semeadura.




Azormznﬁmm MesormzdhumSma ' B:um]es(emunha
' ' ﬁed‘ ;’

Foto 11:Efeito da inoculagdo de diferentes espécies de rizobio em
Sesbania virgata, com 70 dias apds a semeadura.

ﬁ v Y - * J_,r-.‘._ |

Foto 12: Nédulos da estirpe Azorhizobium sp nov. em Seshania
virgata, com 70 dias ap6s a semeadura.




ito da inoculagiio de diferentes espécies de rizobio em
Sesbania rostrata, com 60 dias apds a semeadura.

Foto 14:Nédulos da cstirpe Azorhizobium caulinodans em
Sesbania rostrata, com 60 dias ap6s a scmeadura.




V CONCLUSOES

L

2.

) 5.

Azorhizobium sp nov. nodula eficientemente apenas a Sesbania virgata.
3
Azorhizobium sp mnov. nodula também, mas com pouca eficiéncia,

Macroptilium atropurpureum, Phaseolus vulgaris ¢ Sebania rostrata.

As estirpes de Azorhizobium sp nov. nio nodulam o caule de Sesbania
rostrata. |

A Sesbania virgata é nodulada, porém com menor eficiéncia pelas estirpes
ORS 571 Azorhizobium caulinodans e BR 29 Bradyrhizobium elkani.

|
As estirpes do géneros Sinorhizobium, Mesorhizobium e Rhizobium nio

[
i

nodulam a Seshania virgata.
A especificidade verificada entre Sesbania virgata e Azorhizobium sp nov. e

as caracteristicas acima corroboram a proposi¢io desta como uma nova
fi
espécie do género Azorhizobium.
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ANEXO A
TABELA 1A
ﬂTABBLA 2A
TABELA 3A
TABELA 4A
TABELA SA
TABELA 6A
TABELA 7A
TABELA 8A
TABELA 9A
TABELA

10A

TABELA
11A

TABELA
12A-

Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de Medicago sativa cultivadas com diferentes

estirpes
Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aéreade
plantas. de V. unguiculata cultivadas com diferentes

estirpes

Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea.de
plantas de P. vulgaris cultivadas com diferentes
estirpes
Resumo da ANAVA para nimero de nédulos de
plantas de P. vulgaris cultivadas com diferentes

estirpes.
Resumo da ANAVA para peso de nodulos de plantas
de P vulgaris cultivadas com diferentes

estirpes

Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de Glycine max cultivadas com diferentes
estirpes
Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de L. leucocephala cultivadas com diferentes

estirpes
Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de 4. mangiwm cultivadas com diferentes

estirpes

Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de Lupinus sp cultivadas com diferentes
estirpes
Resumo da ANAVA para nimero de nddulos de
plantas de S. virgata cultivadas com estirpes
homélogas e estirpes tipo .
Resumo da ANAVA para peso de nodulos de plantas
de S. virgata cultivadas com estirpes homélogas e
estirpes tipo.
Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de S. virgata cultivadas com estirpes
homélogas e estirpes tipo.. .
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TABELA
13A

TABELA
14A

TABELA
- 15A

TABELA
16A

TABELA
17A

TABELA
18A

TABELA
19A

TABELA
20A

Resumo da ANAVA para mimero de nédules de
plantas de S. rostrata cultivadas com diferentes
estirpes.

Resumo da ANAVA para peso de nddules de plantas
de 8. rostrata cultivadas com diferentes
estirpes . :
Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de
plantas de S. rostrata cultivadas com d:ferentes
eStirpes.......cveren.

Resumo da ANAVA para nimero de nédulos de
plantas de M. atroporpureum cultrvadas com
diferentes estirpes
Resumo da ANAVA para peso de ndédulos de plantas
de M. atroporpureum cultivadas com diferentes
eStirpes.....ooneneee
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TABELA IA. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de
Medicago sativa cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variagio GL oM Valor F P>F
Estirpe 9 0,47 66,13 0,00000
RepetigZo 2 0,008 1,09 0,35849
Residuo 18 0,007

Cv=1963%

TABELA 2A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de .
unguiculata cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variacio GL QM Vaior F P>F
Estirpe 9 8.65 322,10 0,00000
Repeticio 2 0,0061 0,23 R
Residuo 18 0,027

CV=1499%

TABELA 3A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de P.
vulgaris cultivadas com diferentes estirpes.

Fontc de Variacio GL oM Valor F P>F
Estirpe 9 3,67 2,93 0,02688
Repetiglo 2 0,59 0,47 HerEes
Residuo 18 1,25 '

CV =59,56 %

TABELA 4A. Resumo da ANAVA para nimero de nédulos de plantas de P.
vulgaris cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variagdo GL QM Valor F P>F

Estirpe 9 1480109 4,26 0,00499

Repetigdo 2 600249 1,73 0,20779

‘Residuo 18 34780,03

CV=7885%

TABELA 5A. Resumo da ANAVA para peso de nédulos de plantas de P. vulgaris
cultivadas com diferentes estirpes .

Fonte do Variagio GL oM Valor F P>F

Estirpe 9 0,77 2,96 0,05

Repetiglio 2 48,80 185,53 0,00001

Residuo 18 0.26

Cv=1162%
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TABELA 6A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de
Glycine max cultivadas com diferentes estirpes .

Fonte de Variacio GL oM Valor F P>F
Estirpe 9 17,25 290,66 0,00000
Repeticio 2 0,0068 0,115 Tk
Residuo 18 0,059

Cv=1195%

TABELA 7A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de L.
leucocephala cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Varizgio GL oM Valor F P>F
Estirpe 9 0,914 59,98 0,00000
Repeticio 2 0,014 0,92 sExany
Residuo 18 0,015

CV=32,70%

TABELA 8A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de 4.
mangium cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variacdo CL oM Valor F P>F
Estirpe 9 4,879 343,55 0,060000
Repeticio 2 0,021 144 0,26210
Residuo 18 0,014

Cv=14,15%

TABELA 9A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de
Lupirus sp cuitivadas com diferentes estirpes!

Fonte de Variagio GL QM Valor ¥ P>F

Estirpc 9 1,04 71,52 0,00000

Repeticiic 2 0,018 1,28 0,30215
‘Residuo 18 0,015

CV=624%

TABELA 10A. Resumo da ANAVA para nimero de nddulos de piantas de S.
virgata cultivadas com estirpes homologas e estirpes tipo.

Fonte de Variagio GL oM Valor F P>F
Estirpe 9 12965,41 47,91 09,0000
Repeticio 2 323 0,19 el
Residio - 18 270.59 ’

CV=4328%
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TABELA 11A Resumo da ANAVA para peso de nédulos de plantas de S virgara
cultivadas com estirpes homélogas e estirpes tipo.

Fontc de Variagio GL oM Valor E P>F
Estirpe/Isolado (EI) 9 0,39 123,13 0,0000
Repetigio 2 0,002 0,54 Hrnre
Residuo 18 0,003

Cv=2971%

‘TABELA 12A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aéreade plantas de S,
virgata cultivadas com estirpes homélogas ¢ estirpes tipo.

_Fonte de Variagio GL OM Valor F P>F
Lstirpc 9 17,09 22,16 0.0000
Repetigdo 2 1,09 1,42 0,26819
Residuo 18 0,77
CVv=4192%

TABELA 13A Resumo da ANAVA para niimero de nédulos de plantas de S
rostrata cultivadas com diferentes estirpes .

Fonte de Variagio GL M Valor F P>F
Estirpe 11 724,14 11,07 0,00000
Repeticdo 2 6,86 0,11 akdesn
Residno 22 65,44

CV=60,17%

TABELA 14A. Resumo da ANAVA para peso de nédulos de plantas de S
rostrata cultivadas com diferentes estirpes,

Fonte dc Variagiio GL QM Valor F P>F
Estirpe 11 16,36 11,88 0,00045
Repeticio 2 7,23 5,09 0,01400
Residuo 22 1,42

CV=16,04%

TABELA 15A Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de S.
rostrata cultivadas com diferentes estirpes .

Fonte de Variagio - GL OM Valor F P>F
Estirpe 11 53,44 254,67 0,00000
Repeticio 2 0,08 0,39 Riahbdad
Residiio - 22 0,21

CV=2434%
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" TABELA 16A. Resumo da ANAVA para niimero de nédulos de plantas de M.

atroporpureum cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variacio GL QM Valor F P>F
Estirpe i 472,67 12,47 0,00000
Repeticio 2 1463,58 38,6 0,00000
Residuo 22 37,91

Cv=2574%

-.TABELA 17A. Resumo da ANAVA para nimerc de nodulos de plantas de M.
atroporpureum cultivadas com diferentes estirpes

_Fonte de Vanacdo GL oM Valor F P>F
Estirpe 11 0,77 2,96 0,05
Repeticic 2 48,80 185,53 0,00001
Residuo 22 0,26

Cv=1162%

TABELA 18A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de.
M. atroporpureum cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variacdo GL oM Valor F P>F
Estirpe 11 4,63 9,36 0,00000
Repeticio 2 0,42 086  sesweas
Residuo 2 0,49

CV=4224%

TABELA 19A. Resumo da ANAVA para numero de nédulos de plantas de S.
virgata cultivadas com diferentes estirpes

Fonte de Variacio GL oM Valor F P>F
Estirpe 11 522,47 6,26 0,00014
Repcticiio 2 1837,69 22,01 ©,00000
‘Residuo 22 83,51

Cv=3523%

TABELA 20A. Resumo da ANAVA para mat. seca da parte aérea de plantas de S.
virgaia cultivadas com diferentes estirpes.

Fonte de Variacdo GL QM Valor F P>F

Tstirpe 11 3,62 3,67 0,00454
Repeticdo 2 0,12 0,12 stasess
Residuo - 22 0,98 |

CV=324%
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