Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Instituto de Florestas
Curso de Graduacio em Engenharia Florestal

Especificidade hospedeira de estirpes de rizobio para leguminosas florestais

Fernando Soares Goncalves

Seropédica, R]J
Julho, 2009



Especificidade hospedeira de estirpes de rizobio para leguminosas florestais

Fernando Soares Gongcalves

Sob orientacdo do pesquisador
Sergio Miana de Faria

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia Florestal, como requisito para
a obtencdo do titulo de Engenheiro
Florestal, Instituto de Florestas da
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

Seropédica, R]J
Julho, 2009

II



Especificidade hospedeira de estirpes de rizébio para leguminosas florestais

Fernando Soares Gongalves

Aprovada em 06 / 07 / 2009

Sergio Miana de Faria
Pesquisador-Embrapa Agrobiologia
(orientador)

Gustavo Ribeiro Xavier
Pesquisador-Embrapa Agrobiologia

Claudia Pozzi Jantalia
Pesquisadora-Embrapa Agrobiologia

I



“No final tudo da certo.
Se ainda ndo deu certo é porque ndo acabou.”

Z£€lia Cardoso de Melo
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a especificidade e ou promiscuidade entre estirpes de
rizébio com hospedeiros de leguminosas florestais. A base metodoldgica utilizada para a
constru¢do de um diagrama foi baseado em resultados obtidos em experimentos realizados na
Embrapa Agrobiologia (Seropédica—RJ) sob condi¢Ges estéreis, utilizando vaso de Leonard na
selec@o de estirpes de alta efici€ncia na fixag@o bioldgica de nitrogénio (FBN) para leguminosas
florestais com potencial de utilizacdo na recuperacdo de dreas degradadas, revegetacdo, entre
outros fins. Os resultados encontrados apontam que existe um especificidade entre os hospedeiros
e as estirpes isoladas da propria tribo, sendo mais evidente para na tribo Mimoseae, onde as
estirpes que promovem a nodulac@o foram isoladas de hospedeiros da prépria tribo. E algumas
estirpes sdo altamente promiscuas, sendo vidveis para vérios hospedeiros como as estirpes
BR6205, BR5609 e BR3609 que sdo eficientes na fixag@o bioldgica de nitrogénio para mais de 15
espécies.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio, inoculag@o cruzada, simbiose

VI



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the specificity and/or promiscuity between rhizobial
strains and legume species. The methodology applied for the construction of a diagram was
based on results obtained in experiments performed at Embrapa Agrobiologia (Seropédica-
RJ) under sterile conditions, using Leonard fars for selection of rhizobial strains with high
efficiency in the biological nitrogen fixation (BNF) legumes species hight with potential for
using degraded areas, reforestation, among other uses. The results indicated that there is a
hight specificity between host-plant and the strains isolated from the tribe, being more evident
for the tribe Mimoseae, where the strains whide have induced a nodulation were isolated from
species of their own tribe. And some strains were highly promiscuous and were ffcient for
several species such as strains BR6205, BR5609 and BR3609 were efficient on plant growth
for more than 15 species.

Keywords: biological nitrogen fixation, cross inoculation, symbiosis
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1. INTRODUCAO

A familia Leguminosae € a terceira maior familia de plantas com flores possuindo cerca de
20.000 espécies e 700 géneros (LEWIS, 1987), s6 sendo superada pela Orchidaceae e Asteraceae
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Esta familia se destaca em importancia tanto econdmica quanto ambiental, e parte das
qualidades oferidas por individuos desta espécie se da pela capacidade de simbiose com bactérias
denominadas de rizébio. Estas espécies de microorganismos possuem a enzima nitrogenase que é
responsdvel pela fixa¢do bioldgica de nitrogénio atmosférico, processo crucial do ciclo do
nitrogénio, ja que este processo é capaz de transforma o nitrogénio atmosférico (N,) em amdnia
(NHj3), forma assimilavel pelas plantas (YOUNG, 1992).

A maioria das espécies da familia sdo capazes de se associar simbioticamente, mas dentro
das divisdes das sub-familias das leguminosas, a simbiose € mais freqiiente nas Papilionoideae,
seguida da Mimosoideae e por tltimo a Caesalpinoideae. Este fato pode estar relacionado pelo
grau de evolucdo dos individuos dentro dos ciclos evolutivos, como as caracteristicas dos nédulos,
onde nédulos dos tipos caesalpinidide e amplamente distribuidos nas trés subfamilias, enquanto
outros quatro tipos de nddulos (crotalaridide, lupindide, aeschynomendide e desmodidide) sao
mais expressivos entre as Papilionoideae. O nédulo do tipo caesalpinidide € caracteristico dos
grupos menos avancados das subfamilias Caesalpinoideae e Mimosoideae e tribos
predominantemente lenhosas de Papilionoideae (CORBY, 1988).

A importancia das espécies arbdreas ou arbustivas fixadoras de nitrogénio atmosférico
pode ser evidenciada em sistemas agroflorestais, agropastoris, programas de recuperacio de areas
degradadas, fungdo produtiva e ou protetora. Dentre as fungdes produtivas, podem-se destacar a
producdo de alimentos, madeira, forragem, lenha, carvdo, mel e outros produtos. Dentre as
funcdes protetoras, pode se ressaltar o controle de erosdo, a estabilidade de taludes, quebra ventos,
aumento no estoque e qualidade da dgua, além de funcdes conservacionistas (FARIA, et al.,
1999).

Mas para que a relagdo leguminosa-rizobio aconteca de forma eficiente o processo estd
modulado por fatores edafocliméticos e influenciado por caracteristicas genotipicas do macro e
estirpe, acontecendo uma intensa troca de sinais moleculares, refletindo nas diferentes respostas
em relacdo a faixa hospedeira, especificidade e eficiéncia simbidtica (HARTWIG, 1998).

A especificidade hospedeira citada acima se caracteriza como sendo a capacidade de
espécies leguminosas formarem nddulos e fixar nitrogénio com diferentes estirpes de rizébio
isoladas de outras espécies e/ou representa a habilidade de uma estirpe de rizobio em provocar a
nodulacdo e fixar N, quando associada a cultivares ou espécies do hospedeiro especifico
(DOBEREINER et al., 1971). Os mecanismos envolvidos na simbiose, que determinam a
especificidade hospedeira, ainda ndo estio completamente elucidados, contudo se sabe que
flavondides e compostos fendlicos exsudados das raizes ativam ou inibem genes bacterianos da
nodulacido (PETERS & LONG, 1988).

Alem destes fatores extremamentes importantes e complexos para o acontecimento da
simbiose rizobio-leguminosa, um novo fato descoberto recentemente, € de grande importancia,
pois se acreditava que os microorganismos responsdveis pela FBN em leguminosas eram
provenientes somente das alfaproteobactéria, mas Moulin (2001) descobriu em nédulos isolados
de Mimosas, bactérias do grupo da betaproteobacéria, dando assim um novo rumo as pesquisas,
ampliando o leque da biodiversidade de microorganismos promotores de FBN.

Por isso programas de selecdo de estirpes de rizébio para leguminosas se faz necessario, ja
que a estirpe pode ou ndo se associar com a planta e promover a nodulagio, sendo eficiente ou
ndo.



Este trabalho objetivou avaliar a especificidade e ou promiscuidade entre estirpes de
rizébio com hospedeiros de leguminosas florestais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia das espécies leguminosas

As espécies leguminosas possuem diversas capacidades de utilizagdo, como as
leguminosas forrageiras que constitui uma fonte alternativa para suprir o nitrogénio nas
pastagens manejadas extensivamente (TOLEDO, 1985; CADISCH et al.,1994; THOMAS,
1992) transferindo o nitrogénio fixado para a graminea associada através da reciclagem dos
residuos vegetais, promovendo a economia com fertilizantes nitrogenados (WHITNEY et al.,
1967; THOMAS, 1992), visto que o nitrogénio em condi¢des tropicais é, em geral,
extremamente limitante (FRANCO et al., 1992).

Dentro do processo de recuperagdo de dreas de mineracdo a exemplo, as pilhas do
rejeito da lavra do minério de ferro ndo possuem matéria organica, principal fonte de
nutrientes. Portanto, leguminosas fixadoras de nitrogénio podem contribuir para a revegetacao
dessas dreas em substituicdo ao plantio convencional ndo sustentdvel, que consiste de um
coquetel de gramineas e leguminosas herbaceas, em geral, ndo inoculadas com rizébio
especifico, além de receberem elevadas doses de fertilizantes quimicos periodicamente (de
FARIA, 2002).

Na sucessdo vegetal estas se constitui um elemento importante dentro do processo, tais
resultados foram encontrados por CHADA et al. (2004) onde analisando uma sucessdo
vegetal em uma encosta reflorestada com leguminosas arbéreas, na regido de Mata Atlantica
concluiram que o reflorestamento mostrou-se eficaz na ativacdo dos mecanismos de sucessao
natural e, apds 7 anos, 50 espécies de 25 familias botanicas ja colonizavam o sub-bosque
dessa drea, com a ressalva de que algumas espécies plantadas j& comecavam a entrar em
senescéncia, com a tendéncia de sairem paulatinamente do sistema.

As leguminosas florestais também possuem aplicabilidade no desenvolvimento de
sistemas agroflorestais, sistemas agrossilvipastoris (VIEIRA et al., 2003) e fornecimento de
madeira, celulose e carvao (FURTINI NETO et al.,2000).

2.2 Diversidade da simbiose rizébio-leguminosas

Entre as 20000 espécies de leguminosas descritas pelo mundo, s6 uma pequena
proporcao foi estudada a capacidade de nodulagdo. Embora grande biodiversidade de espécies
de leguminosas esteja concentrada em regides tropicais, a maioria dos estudos contemplam
espécies localizadas em regides temperadas. Uma recente exploracio de espécies de
leguminosas selvagens tropicais (arvores e arbustos) comprovou uma diversidade inesperada
de simbiontes, resultando na descricdo de numerosas novas espécies na China (CHEN et al .
1991, 1995; XU er al. 1995; TAN et al. 2001; WEI et al. 2002), Africa (de LAJUDIE et al.
1994, 1998; WILLEMS et al. 2000; MOULIN et al. 2001; SY et al. 2001; VANDAMME et
al. 2002), India (RIVAS et al. 2003), e na America do Sul (MARTINEZ-ROMERO et al.
1991; SEGOVIA et al. 1993; WANG et al. 1998, 2002; VELAZQUEZ et al. 2001; TOLEDO
et al. 2003).

Até meados da década de 90, acreditava-se que as leguminosas eram noduladas
exclusivamente por rizobios pertencentes ao grupo das alfaproteobacterias e a gé€neros da



ordem Rhizobiales, sendo somente 7 (Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Allorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Methylobactyerium). Mas nos ultimos 3 anos,
este nimero se estendeu para 11 com descricdes de nodulacdo por Blastobacter (VAN
BERKUM & EARDLY 2002),0chrobactrum (TRUJILLO et al . 2005), Devosia (RIVAS et
al. 2003) e Phyllobacterium (VALVERDE et al. 2005).

E mais recentemente Moulin et al . (2001) descobriu em nédulos de leguminosas
tropicais o género de Burkholderia que pertence a membros de betaproteobactéria, a partir
deste ponto houve um ndmero crescente de estudos que constataram novas estirpes
noduliferas pertencentes a classe das beta-proteobactéria (CHEN er al . 2001, 2003,;
BARRETT & PARKER 2005), apesar de bactérias noduliferas deste género apresentam
afinidades filogenéticas com patdgenos animais e vegetais (WORDELL FILHO et al., 2006). A
maioria destes estudos foi realizado em leguminosas tropicais (Mimosa Pudica, Mimosa
Diplotricha, Machaerium Lunatum, Aspalathus Carnosa), sugerindo assim que a diversidade
atual de bactéria noduliferas para espécies leguminosas € largamente subestimada.

Esta nova descoberta e principalmente importante para o género Burkholderia, ja que
este  parecer ser bastante especifico para espécies do género Mimosa.
O género Mimosa é amplo e complexo, englobando aproximadamente 500 espécies, sendo a
maioria encontrada nas Américas. O maior centro de diversidade de Mimosa é o Brasil
central, onde muitas espécies podem ser observadas nas vegetacdes da Caatinga e do Cerrado,
onde € o género mais rico em espécies. O bioma Cerrado € também um importante centro de
endemismo para plantas deste género. Considerando seu tamanho e sua importancia ecoldgica
potencial, existem ainda poucos estudos sobre o processo de nodulagdo e de fixacdo bioldgica
do nitrogénio associado a Mimosa spp., exceto para as espécies hoje utilizadas em programas
de recuperacdo de dreas degradadas como M. caesalpiniifolia e M. scabrella (FRANCO &
FARIA,1997).

2.3 Fixacao Biologica de Nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN) é um processo ecoldgica e
economicamente vantajoso, que pode substituir os onerosos adubos quimicos nitrogenados.
No Brasil, o melhor exemplo de utilizagdo desse processo € a cultura da soja, na qual a
adubag¢do quimica nitrogenada € totalmente substituida pela utilizacio de inoculantes
contendo bactérias do género Bradyrhizobium, o que representou uma economia para o pais
de cerca de US$ 6 bilhdes no ano de 2006 (HUNGRIA et al., 2006).

A Fixacgdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN) é a conversdo de nitrogénio atmosférico
(N2) em amodnia (NHj3), catalisada por organismos vivos. Todos os organismos fixadores de
nitrogénio, chamados de organismos diazotréficos, sdo procariotos e utilizam para a fixacdo a
enzima conhecida como nitrogenase. Essa enzima € sensivel ao oxigénio, que pode destrui-la
irreversivelmente. Essa reacdo € endergonica, isto é, a amoOnia € mais rica em energia que o
nitrogénio atmosférico, e para que a reacdo ocorra é necessdrio fornecimento de energia,
armazenada na forma de ATP (YOUNG, 1996).

A FBN ndo é um processo realizado constantemente pelos organismos fixadores, mas
ocorre apenas quando for insuficiente a concentracdo de nitrogénio fixado, pois o gasto de
energia para FBN ¢ alto, e quando a concentragdo de O, for baixa, pois este pode inativar a
nitrogenase.

A biologia molecular da FBN € um assunto complexo, pois envolve virios processos
bioquimicos ou de regulacdo génica, além de haver diferengas importantes entre os varios
organismos até hoje estudados (BALACHANDAR et al.,. 2007).



2.4 Processos de infeccao e Especificidade hospedeira

Na maioria das leguminosas, a infeccdo esta relacionada com a zona de crescimento
dos pelos absorventes; sendo esta via de penetracdo comumente usada pelos rizébios,
resultando na formacdo de um corddo infeccioso e liberagdo dos rizébios no citoplasma das
células corticais do nédulo. Assim € para Vigna sinensis (BHUVANESWARI et al., 1981).
Em outras espécies dentre elas muitas arbéreas, a formacao de nédulos ocorre por penetracdao
intercelular na emergéncia das raizes laterais, como descrito para Sesbania rostrata
(DUHOUX, 1984). Um terceiro tipo de infecgcdo foi registrado por Faria ef al. (1988) em
Mimosa scabrella, onde o rizébio penetra entre as células epidérmicas nio estando associadas
com raizes laterais. Em algumas espécies tidas como primitivas, o corddo infeccioso e
persistente, ndo ocorrendo liberagdo bacteriana intracelular (FARIA er al., 1986). Esses
corddes infecciosos persistentes sdo encontrados entre as espécies de Caesalpinioideae e
Papilionoideae.

A definicdo da faixa hospedeira é bastante varidvel entre as espécies de rizobio e
leguminosas, mas de modo geral tem sido observada especificidade simbidtica entre as
espécies (SMITH & GOODMAN, 1999). O gendtipo da planta por exemplo, pode
desempenhar um papel essencial na selecdo do estirpe (DEMEZAS et al., 1995; PAFFETTI et
al., 1998).

A especificidade entre hospedeiro e estirpe na interagdo entre rizébio e leguminosa,
pode ser explicada por dois modelos. No primeiro, a especificidade deve-se ao
reconhecimento ou nio dos exsudatos da planta pela bactéria, que induz ou ndo os genes nod.
Esse modelo foi verificado nas interagdes entre Lotus e Rhizobium loti e Phaseolus e R. etli.
Lotus pode ser colonizado por R. loti mas ndo por R. etli mas, uma vez induzida a expressao
constitutiva de genes nod em R. etli, a colonizag@o ocorre.

No segundo modelo, a especificidade deve-se aos lipo-oligossacarideos. Por exemplo,
alfafa induz a expressdo de genes nod tanto em R. meliloti como em R. leguminosarum bv.
viceae. Portanto, ambos sintetizam lipo-oligossacarideos. No entanto, os lipooligossacarideos
sintetizados por R. leguminosarum bv. viceae nao induzem nodulacdo, mas apenas aqueles
sintetizados por R. meliloti (LONG, 1996).

Entretanto, em algumas interagdes a especificidade entre rizébio e hospedeiro pode ser
bem menor como, por exemplo, a cepa NGR234 de Rhizobium nodula 232 diferentes espécies
de plantas leguminosas, além de uma espécie nio leguminosa também hospedeira de rizébios,
Parasponia andersonii (PUEPPKE & BROUGHTON, 1999).

Atualmente, para melhor entendimento entre a relacdo simbionte-hospedeiro,
principalmente para elucidar fatos relacionados a especificidade, a avaliagdo da diversidade
de bactérias tem sido fortemente influenciada pelo uso de técnicas moleculares. Conforme
Woese (1987), a capacidade de se realizar o seqiienciamento de 4cidos nucléicos teve um
grande impacto tanto na microbiologia como na classificacdo dos microrganismos. Contudo,
além do seqiienciamento, existem vdrias outras técnicas disponiveis para a caracterizacio de
microrganismos, as quais levam em consideragdo tanto caracteristicas fenotipicas como
genotipicas, como, por exemplo, eletroforese de proteina total, perfil de dcidos graxos,
sorologia e avaliacdo de caracteristicas culturais e morfologicas dos microrganismos
(VANDAMME et al., 1996).



3. MATERIAL E METODOS

A estrutura metodoldgica utilizada para desenvolver o projeto foi baseada em resultados
de experimentos para sele¢do de estirpes de rizobios para espécies leguminosas em condigdes
esterelizadas.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, localizadas na Embrapa
Agrobiologia seguindo a metodologia descrita por FARIA (1999) para selecdo de estirpes em
condicdes estéreis, denominadas de base de recomendagao II.

Para implantacdo dos experimentos  foram utilizados vasos de “’Leonard’’, contendo
como substrato areia e vermiculita (2:1v:v) esterilizados (VINCENT, 1970). O delineamento
experimental utilizado foi de blocos ao acaso com trés repeti¢des. Os tratamentos foram:
testemunha nitrogenada com adicao de trés diferentes fontes de nitrogénio mineral: NH4NO3,
(NH4),SOy4, e KNOs3, testemunha absoluta (livre de bactérias e de N mineral) e estirpes de
bactérias pertencentes a colecdo do laboratdrio de leguminosas da Embrapa Agrobiologia.

As sementes utilizadas nos experimentos quando necessirio para quebrar a sua
dorméncia e uniformizar o plantio sofreram um processo de escarificacdo em 4cido sulftrico
concentrado e esterilizacdo superficial em peréxido de hidrogénio 30% e em seguida lavadas
com agua esterilizada (10x). Ou estas foram somente esterilizadas em peroxido de hidrogénio,
pois ndo possuiam dorméncia. Posteriormente, foram colocadas em placas de Petri
previamente esterilizadas, que continham filtro de papel e algoddo umedecido e em seguida
levadas a camara de germinacdo até a emissdo da radicula. Cada vaso de Leonard recebeu
quatro plantulas.

Para o preparo do inéculo coldnias puras de bactérias foram repicadas em tubos
contendo 10 mL de meio 79 semi-sélido (FRED & WAKSMAN, 1928). A fim de acelerar a
multiplicacdo, as bactérias ficaram sob agitacio horizontal orbital (150 rpm), a temperatura de
27°C.

Ap6s o crescimento das colonias, que variou de 3 a 7 dias, realizou-se a inoculag@o.
No momento do plantio, adicionou-se com uma pipeta de precisdo, 1 mL de in6culo (1X10*
bactérias mL™) por plantula. Ao fim da inoculagdo cobriram-se as plantulas com areia estéril.

Ap6s 15 dias foi realizado o desbaste, deixando-se apenas uma plantula por vaso.
Todos os tratamentos receberam quinzenalmente solugdo nutritiva autoclavada (GRUZSMAN
& DOBEREINER, 1968). Semanalmente as testemunhas nitrogenadas receberam doses de
nitrogénio mineral contendo 5 mg de N mL™".

Os experimentos foram coletados quando os tratamentos apresentaram diferenciacio
em altura entre tratamentos, sendo selecionada a estirpe que proporcionou o maior incremento
de massa seca de parte aérea.

4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Especificidade hospedeira da planta em relacio a estirpe

Na Tabela 1 estdo demonstradas as espécies que sofreram o processo de selecdo com as
respectivas estirpes selecionadas por induzirem o maior incremento de parte aérea seca. A partir
destes resultados foi construido um diagrama correlacionando as estirpes com os hospedeiros,
mas este diagrama nio estd disponivel neste trabalho.

Os resultados encontrados a partir do diagrama demonstram uma grande especificidade
dos hospedeiros pelas estirpes isoladas da prdpria tribo, o fato que comprova este resultado € a
linha diagonal de eficiéncia na FBN, onde os hospedeiros obtiveram a maior eficiéncia na FBN



com as estirpes isoladas da prépria tribo ou espécie. Esta linha ndo é uma diagonal perfeita, pois
nem sempre a estirpe que foi a mais eficiente para determinado hospedeiro foi isolada do préprio,
conferindo assim uma linha tendenciosa, mas muita das vezes corrompida.

Apesar do pequeno nimero de espécies testadas em relacdo ao tamanho da familia,
pode-se observar que existe uma grande relacdo entre as estirpes das espécies da mesma sub-
familia e tribo.

As espécies da tribo Mimoseae apresentam alta especificidade, pois s6 nodularam com
as estirpes isoladas da prépria tribo, com excegdes de: Microlobius foetidus e Leucaena
diversifolia, Mimosa artemisiana, Mimosa pellita e Parapiptadenia rigida que sofreram
nodulag@o com estirpes isoladas da propria tribo mas também com estirpes isoladas de outras
tribos. A espécie Microlobius foetidus apresentou uma alta eficiéncia na FBN quando
inoculada com estirpes provenientes da tribo Acacieae, Ingae e Papilionoideae, mas quando
inoculadas com estirpes isoladas da sua tribo (Mimoseae) estas nao foram capazes de se
associar e promover a nodulagdo. As estirpes que foram inoculadas nesta espécie
(Microlobius foetidus) sao respectivamente BR 3467 isolada de Mimosa pellita, BR 3454
isolada de Mimosa scabrella, BR 3466 isolada de Mimosa tenuiflora e BR 9002 isolada de
Parapiptadenia pterospema, todas foram identificadas como pertecentes ao gé€nero
Burkholderia por diversos autores (MOULIN et al, 2001; CHEN et al., 1995,2007;
VANDAMME et al. 2002). Este resultado difere para os resultados encontrados para o
restante dos hospedeiros da tribo Mimoseae, onde estes na sua maioria s6 foram capazes de
nodular com estirpes isoladas da propria tribo.

As espécies Acacia angustissima e Acacia salicina pertencentes a tribo Acacieae se
mostraram diferentes do restante das espécies da tribo, sendo incapazes de se associar com
estirpes isoladas da prépria tribo, enquanto que outras espécies como Acacia crassicarpa
nodulou com as estirpes isoladas da tribo e sendo na sua maioria muito eficiente.

Dentre a sub-familia Papilionoideae duas espécies pertencentes a tribo Robinieae se
mostraram muito especificas. Estas espécies foram Sesbania exasperata e Sesbania sesban, sendo
que para a primeira espécie esta foi capaz de nodular e ser muito eficiente na FBN somente com
duas estirpes dentre as 22 estirpes testadas na espécie e para a segunda espécie esta foi capaz de
nodular e ser muito eficiente na FBN somente com uma estirpe, dentre as 29 testadas.

Os hospedeiros das tribos Phaseoleae, Milletieae, Acacieae e Ingeae apresentam uma
grande promiscuidade a estirpes de rizbio de varias tribos, sendo a promiscuidade das tribos
Phaseoleae e Milletieae em maior grau que as demais. Este fato pode estar relacionado a evolugao
dentro da familia Leguminosae, onde sdo consideradas entre as mais “evoluidas”.

Para alguns hospedeiros foi testado um pequeno niimero estirpes nao podendo assim
avaliar a especificidade ou promiscuidade tanto do hospedeiro ou da estirpe.

4.2 Especificidade hospedeira da estirpe em relacio a planta

A maioria das estirpes foram isoladas de espécies ocorrentes no Brasil, com excec¢do
da estirpe denominada de Godim que foi isolada de Sesbania sesban onde foi utilizado o solo
da regido de Cabo Verde na Africa. Esta espécie s6 foi capaz de nodular com o rizébio nativo
presente no solo da regido de origem, demonstrando uma alta especificidade tanto da estirpe
quanto do hospedeiro.

Os locais de coleta das estirpes se deram em sua maioria no Brasil, se concentrando na
regido sudeste, em destaque para cidade de Seropédica-RJ onde estd localizada a Embrapa
Agrobiologia que detém um grande nimero de pesquisas entorno das Leguminosas florestais.

O maior nimero de estirpe foi isolado de hospedeiros pertencentes a tribo Mimoseae,
estes isolados estdo sendo identificados por diversos autores como pertencentes ao grupo das



betaproteobactérias em especifico do género Burkholderia (MOULIN et al, 2001; CHEN et al.,
1995,2007; VANDAMME et al. 2002). Estes resultados demonstram que este g€nero é
altamente especifico, variado e difundido para as Mimosas das regides do continente Americano
[Brasil, Costa Rica, Guiana francesa, México, Panama, Venezuela, E.U.A (Texas)] e de Taiwan
(CHEN et al., 2003; 2005; BARRETT & PARKER, 2005,; 2006; ANDAM et al.,2007).

As estirpes isoladas dos hospedeiros da tribo Mimoseae quando testadas a sua capacidade
de associacdo com hospedeiros de tribos distintas se mostraram incapazes de promover a
nodulacdo e/ou serem pouco eficientes na FBN, no entanto quando em associagdo com
macrossibiontes da propria tribo estas estirpes se mostraram muito eficientes na FBN.

A exemplo temos a BR 3454 isolada de Mimosa scabrella Benth. sendo testada em 34
hospedeiro, onde que para os hospedeiros provenientes de espécies distintas das Mimosas esta nao
foi capaz de promover a nodulagdo e/ou nodular e ser pouco eficiente, com excecdo da espécie
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. que dentre as mimosas testadas néo foi capaz de se associar. Este
fato comprova a especifidade hospedeira das estirpes oriundas dos hospedeiros da tribo
Mimoseae, pelos mesmos (MENNA et al.,2006; BINDE et al., 2009).

As estirpes BR 8205, BR 8801, BR 8601, BR 5004 ¢ BR 3804 isoladas de hospedeiros
pertencentes as tribos Brongniartieae, Robineae, Sophororeae, Caesalpinieae e Cassieae
respectivamente se demonstraram uma maior eficiéncia quando associadas aos hospedeiros da
sub-familia Papilionoideae, em seguida um menor grau de eficiéncia quando associadas as tribos
Acacieae e Ingae, ja quando associadas aos hospedeiros da tribo Mimoseae estas na sua maioria
ndo foram capazes de promover a nodulagio.

As estirpes isoladas das tribos Acacieae e Ingae demonstraram-se como muito promiscua
aos hospedeiros das tribos Acacieae, Ingae, Desmodieae, Phaseoleae e Milletieae. No entanto os
hospedeiros Acacia angustissima e Acacia salicina ndo nodularam com a maioria das estirpes
testadas isoladas da mesma tribo dos hospedeiros.

E as estirpes isoladas de Samanea saman BR6205, Falcataria molucanna BR 5609,
Acacia auriculiformis BR3609, apresentaram uma grande abrangéncia de hospedeiros, sendo que
estas estirpes foram mais eficientes para 15 espécies dentre a familia Leguminosae.



Tabela 1: Espécies leguminosas com suas respectivas estirpes que promoveram O maior
incremento de parte aérea seca.

Ano de Estirpes
implantacdo | Qtde de N aplicado | selecionada por
do nas testemunhas induzir o maior
Leguminosa Florestal experimento | nitrogenadas (mg) PSPA'

Acacia angustissima (Mill.) Kuntze 1991 540 BR 3610
Acacia auriculiformis Benth 1985 180 BR 3610
Acacia crassicarpa Benth 1996 130 BR 5004
Acacia holosericea G. Don 1994 70 BR 4406
Acacia mangium Willd. 1994 60 BR 3617
Acacia mearnsii De Wild 1984 120 BR 3608
Acacia melanoxylon R. Br. 1998 120 BR 3634
Acacia podalyriifolia G. Don 1984 210 BR 3611
Acacia salicina Lindl. 1991 202 BR 3624
Acacia saligna (Labill.) Wendl 1991 175 BR 8601
Acosmium bijugum (Vogel) 1993 140 BR 827
Yakovlev
Aeschynomene fluminensis Vell. 1995 40 BR 9002
Albizia guachapele (Kunth) Dugand 1989 240 BR 6205
Albizia lebbeck (L.) Benth. 1999 300 BR 5611
Albizia procera (Roxb.) Benth 1997 85 BR 5610
Ba'llzm pedicelaris (DC.) Barneby & 1985 200 BR 6815
Grimes.
Bowdichia virgilioides Kunth 1983 370 BR 8603
Calliandra macrocalyx Harms 2002 215 BR 4305
Calliandra surinamensis Benth. 1985 200 BR 4301
Chamaecrista cathartica (Mart.)
H.S. Irwin & Barneby 2002 80 BR 3815
Chqmaecrlsta ensiformis (Vell.) H.S. 1984 400 BR 3804
Irwin & Barneby
Chamaecrista flexuosa (L.) Greene 2001 70 BR 3804
Clitoria fairchildiana R.A. Howard 1984 70 BR 8007
Dalbergia nigra (Vell.) Benth 1983 410 BR 8404
Desmodium cf. triflorum (L.) DC 2007 275 BR 6009
Desmodium leiocarpum (Spreng.) G. 2007 495 BR 2216




Don

Dimorphandra jorgei M.F.Silva 1983 100 BR 5004
Diphysa americana (Mill.) M. Sousa 1996 75 BR 5004
Enterolobium contortisiliquum

(Vell.) Morong 1984 100 BR 4405
En'terolobzum cyclocarpum (Jacq.) 1990 420 BR 4406
Griseb.

Erythrina falcata Benth. 1996 70 BR 5609
Erythrina fusca Lour. 1995 60 BR 5609
Erythrina speciosa Andrews 1989 182 BR 3609
Erythrina variegata L. 1982 200 BR 3611
Erythrina verna Vell. 1997 80 BR 5401
Falcataria moluccana (Miq.)

Barneby & J.W. Grimes 1983 290 BR 3611
Gliricidia sepium (Jacq.) Walp. 1983 150 BR 8801
Hydrochorea corymbosa (Rich.)

Barneby & J.W. Grimes 1997 4 BR 5004
Inga semialata (Vell.) C. Mart. 1990 590 BR 6609
Inga thibaudiana DC. (SMF 1150) 1996 55 BR 6610
Inga thibaudiana DC. (SMF 1153) 1996 73 BR 6610
Leucaena diversifolia (Schltdl.) 1992 280 BR 8801
Benth.

Le.ucaena leucocephala (Lam.) de 1983 150 BR 824
Wit

Lonchocarpus costatus Benth. 1983 260 BR 6010
Microlobius foetidus (Jacq.) M.

Sousa & G. Andrade 1997 3 BR 6205
Mimosa acutistipula Benth. 1997 250 BR 3432
Mimosa artemisiana Heringer & 1996 200 BR 3454
Paula

Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze 1985 230 BR 3461
Mimosa caesalpiniifolia Benth. 1982 310 BR 3405
Mimosa camporum Benth. 1995 120 BR 3469
Mimosa cf. extensa Benth. 2006 97 BR 3509
Mimosa flocculosa Burkart 1984 120 BR 3463
Mimosa pellita Willd. 1995 60 BR 3467




Mimosa pigra L. 2006 200 BR 3462
Mimosa quadrivalvis L. 2006 140 BR 3505
Mimosa scabrella Benth. 1992 50 BR 3454
Mimosa setosa Benth. 2006 150 BR 3506
Mimosa somnians Willd. 2004 70 BR 4305
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. 1992 470 BR 3466
Mimosa velloziana Mart. 2006 150 BR 3515
Ormosia nitida Vogel 1984 360 BR 4103
fgggﬁf{;‘%ﬁﬁﬁp terosperma 1983 270 BR 9004
gilgzslzlptadenza rigida (Benth.) 1990 160 BR 9002
ﬁgécécrl.ema adiantoides (Spreng.) J.F. 2007 300 BR 4830
ﬁgécécrl.ema gonoacantha (Mart.) J.F. 1984 320 BR 4816
Poecilanthe parviflora Benth. 1985 220 BR&206
Prosopis chilensis (Molina) Stuntz 1991 300 BR 4007
Prosopis juliflora (Sw.) DC. 1983 120 BR 4007
Pterocarpus erinaceus Poir. 1996 210 BR 3609
Pterocarpus indicus Willd. 1996 45 BR 8651
Pterocarpus lucens Guill. & Perr. 1996 35 BR 8653
Samanea saman (Jacq.) Merr. 1984 220 BR 6205
Sclerolobium paniculatum Vogel 1991 100 BR 6009
Sesbania exasperata Kunth 1995 80 BR 3630
Sesbania sesban (L.) Merr 1991 255 GODIM
Sesbania virgata (Cav.) Pers. 1981 100 BR 5404
gtg{)ﬁnodendmn guianense (Aubl.) 1997 195 BR 8801
Tephrosia adunca Benth. 2007 825 BR 3628
(T:ipei\l:osia sinapou (Buc'hoz) A. 1994 120 BR 5610
Vachellia farnesiana (L.) Willd 1998 150 BR 3632

PSPA':Peso seco de parte aérea
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5. CONCLUSOES

Existe uma grande especificidade entre as bactérias e as espécies de leguminosas. A
grande maioria das espécies da tribo Mimoseae nodulam apenas com bactérias isoladas do préprio
género. As tribos Phaseoleae, Milletieae, Acacieae e Ingeae sdo muito promiscuas em relacdo as
bactérias testadas, principalmente as estirpes isoladas das tribos Acacieae e Ingae. Algumas
estirpes como BR6205, BR5609 e BR3609 sao eficientes na fixacdo bioldgica de nitrogénio para

mais de 15 espécies.
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