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SELECAO DE ESTIRPES DE RIZOBIO PARA AS LEGUMINOSAS Arachis
pintoi E Cratylia argentea’

Fabio Luiz de Oliveira’
Rosa Maria Pitard®
Sebastiio Manhies Souto*

RESUMO

Em leguminosas forrageiras, a cuidadosa selecdo de estirpes de rizobio, entre outros fatores, ¢
fundamental para a eficiéncia da fixacdo biologica de nitrogénio. Esta sele¢do deve ser feita para as
leguminosas de interesse econdomico para a regido. Por isto foi feito um trabalho de sele¢do de estirpes
de rizdbios utilizando as espécies Arachis pintoi e Cratylia argentea, que sdo de grande importancia
nas pastagens do estado de Minas Gerais, bem como na cobertura vegetal de solo na maioria das
regides brasileiras. No experimento, efetuado em casa de vegetagao, utilizaram-se a cultivar “Amarillo”
de Arachis pintoi e a cultivar “CNPGL” de Cratylia argentea, as quais foram plantadas em um
latossolo vermelho-amarelo, representativo das pastagens do Estado de Minas Gerais, coletado a uma
profundidade de 20 cm. As culturas de rizobio, utilizadas como tratamentos no experimento, foram
isoladas dos nddulos de plantas crescendo em solos da Comissdao Executiva de Planejamento da
Lavoura Cacaueira (CEPLAC), na Bahia, no caso da Arachis pintoi e, em solos de Juiz de Fora-MG, no
caso da Cratylia argentea, totalizando 17 estirpes isoladas para Cratylia argentea e 18 estirpes isoladas
para Arachis pintoi. Na testemunha nitrogenada, foi aplicada uma dose de Smg de nitrogénio por planta
por semana, considerada ideal para o desenvolvimento das plantas. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos ao acaso com 4 repeti¢des. A inoculagdo com as culturas de rizébio foi feita no

momento do plantio, aplicando-se 1ml por planta de inoculante contendo aproximadamente 10° células.
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A coleta foi feita aos 60 dias apds o plantio e foram avaliados os seguintes parametros: nimero € peso
dos ndédulos secos, peso das folhas, hastes e raizes secas, e percentagem de nitrogénio total da parte
aérea e das raizes. Para Arachis pintoi verificou-se que o parametro de nimero de noédulos teve pouca
importancia na estimativa da percentagem de nitrogénio total nas plantas, pois o tratamento inoculado
com os isolado “7 A” apresentou menor numero de ndédulos do que os demais tratamentos, porém teve
média semelhante aos demais em relagdo ao pardmetro de nitrogénio total das plantas pelo teste de
Tukey a 5%. Deve-se destacar que, em todos os parametros, as estirpes tinham médias
estatisticamente iguais a testemunha nitrogenada, o que significa que os isolados tiveram a capacidade
de fornecer nitrogénio eficientemente para as plantas se desenvolverem, ja que a testemunha
nitrogenada recebeu a dose considerada ideal para o melhor desenvolvimento das plantas. Quanto aos
resultados para a Cratylia argentea, verificou-se que houve apenas uma tendéncia de alguns isolados

se destacarem dentro dos pardmetros avaliados.

2. INTRODUCAO

E incontestavel a importancia de leguminosas numa pastagem, como fonte protéica para os
animais, como suprimento econdmico de nitrogénio ao sistema, via fixacdo bioldgica desse elemento
(FBN) e na melhoria da propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo.

Grande parte das necessidades do nitrogénio das leguminosas em pastagem ¢ oriundo da fixagao
biolégica. Usando a dilui¢do isotopica de "N, como o melhor método de medida de nitrogénio na
planta, derivado da fixagdo bioldgica, alguns autores (Vallis & Gardener, 1985; Peoples & Herridge
1990; Vargas 1991) trabalhando com leguminosas forrageiras tropicais, crescendo em diferentes
situagdes, encontraram valores de 75 a 97%, como sendo oriundos deste processo. Isto realga nao so a
importancia da FBN para a leguminosa, mas também de se ter uma estirpe mais eficiente no processo
simbiotico.

No entanto, o nitrogénio fixado pela leguminosa forrageira depende, entre outros fatores, de
uma cuidadosa selecdo de estirpes de rizébio eficientes na fixagdo bioldgica de nitrogénio. Segundo
Dobereiner, 1978 concluiu, que para algumas espécies de leguminosas forrageiras tropicais
(“promiscuas’), parece ndo se justificar a selecdo de estirpes de rizobio para as mesmas, € sim, para
algumas variedades de Stylosanthes guyanensis, Centrosema pubescens, Centrosema schiedeanum ¢

Desmodium intortum. No entanto, mesmo para as espécies consideradas promiscuas por estes autores,



ha necessidade de se procurar a melhor estirpe de rizébio para elas, segundo levantamento de literatura
feito por Souto & Faria (1996), onde, dependendo da variedade e do ambiente, foi também encontrada
respostas positivas a inoculagdo das leguminosas tidas como promiscuas.

Um aspecto interessante a considerar num trabalho de selecdo de estirpes de rizobio para
leguminosas ¢ a inclusdo de um tratamento com as estirpes de rizobio nativas do solo (Xavier & Souto,
1988; Thies et al., 1991). Cantarutti & Silva (1990) avaliaram a eficiéncia de rizobios nativos nas
principais leguminosas forrageiras para uma regido da Bahia e, encontraram um actimulo de nitrogénio
nas plantas equivalente a menos da metade do observado na testemunha nitrogenada.

Outro aspecto interessante a considerar num trabalho de selecao de estirpes € o da testemunha
nitrogenada que serd usada na comparagdo da eficiéncia das estirpes testadas. Segundo Date (1977), a
estirpe € considerada efetiva, quando a planta inoculada com a mesma produz mais de 80% de matéria
seca do obtido na testemunha com adubo nitrogenado. Em alguns laboratorios, a dose de N que ¢ usada
na “testemunha nitrogenada”, muitas vezes ¢ a mesma, independente da planta e do solo testados.
Souto & Silva (1989) demonstraram que as doses de N variaram de acordo com a espécie testada.
Segundo Souto (1987), a selecdo de estirpes deve ser sempre para as melhores leguminosas forrageiras
de uma dada regido. Neste caso, as espécies de leguminosas de interesse para pastagens de nossa regiao
sao Stylosanthes guyanensis, Desmodium ovalifolium, Arachis pintoi e Cratylia sp. Para o Stylosanthes
guyanensis e Desmodium ovalifolium encontram-se alguns trabalhos, como o de Cantarutti & Silva
(1990) que inocularam, em sistemas com solo ndo alterado, as melhores estirpes disponiveis nas
melhores cultivares das espécies Pueraria phaseoloides, Stylosanthes guyanensis e Desmodium
ovalifolium. Com P. phaseoloides, as estirpes CIAT 3796, 3287 e¢ 3649, nodularam mais e foram tao
efetivas quanto o tratamento com N (90ppm), ao passo que, com S. guyanensis € D. ovalifolium, as
melhores estirpes s6 produziram 7 e 47% do N total alcangado com o tratamento nitrogenado. Os
autores concluiram que, em ambas leguminosas, necessitam ser testadas outras estirpes. Estes mesmos
pesquisadores em 1990 testaram rizobios nativos, procedentes de um Ultisol, nas principais cultivares
de Stylosanthes spp, Centrosema spp, Desmodium spp, Arachis spp, Leucaena leucocephala e,
encontraram no S. capitata e na L. leucocephala as menores nodulagdes, enquanto que no D.
ovalifolium CIAT 13089 e no S. guyanensis CIAT 136 encontraram as maiores. No entanto, os maiores
acumulos de N total corresponderam a menos que 50% do alcangado com a testemunha nitrogenada.

Alem disso, se encontram varios experimentos de selecdo de estirpes, realizados no CIAT-Coldmbia,



que tém mostrado a estirpe CIAT-3101, isolada de Centrosema plumieri, como a mais efetiva para as
cultivares de C. macrocarpum, C. acutifolim, C. brasilianum, Arachis pintoi, Pueraria phaseoloides ¢
Desmodium ovalifolium (Sylvester-Bradley et al., 1990). Existem poucos trabalhos desenvolvidos nesta
linha de sele¢do de estirpes para Arachis pintoi e Cratylia argentea, o que nos prop0s fazer o presente

estudo, além de que, ambas as espécies tem sua importancia nas pastagens do estado de Minas Gerais.

2.1. OBJETIVO

O objetivo do experimento foi selecionar, dentro das estirpes de rizébio disponiveis na colegao
do Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, as estirpes mais eficientes na fixagdo biologica de
nitrogénio para as cultivares das espécies Arachis pintoi e Cratylia argentea, sob condigdes de casa de

vegetagdo.

3. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho de selecdo de estirpes de rizobio mais eficientes para leguminosas foram
utilizadas duas espécies de plantas, Cratylia argentea cv. CNPGL e Arachis pintoi cv. Amarillo.

Para Arachis pintoi as estirpes que foram testadas sdo as isoladas dos nddulos da cultivar,
crescida em solo da CEPLAC (Comissao Executiva para o Planejamento da Lavoura Cacaueira) em
Itabuna-BA, que somaram um total de 20 isolados diferentes, dos quais 17, cresceram em placas e
foram testados no experimento. Os isolados foram identificados com os codigos: 5D, 7F, 71, 1B, 7H,
1A, 7A, AL7, 23B, 5A, 7G, AL1, AL2, AL9, 23A, 7] e 1C. Como testemunha positiva foi utilizada
estirpe Br-1405, da colecao da Embrapa Agrobilogia, que tem proporcionado bons resultados com
Arachis pintoi e por isto foi recomendada para o experimento. Também se incluiu uma testemunha
absoluta, que cresceu sem aplicacdo de nitrogénio e sem inoculagdo, ¢ uma testemunha nitrogenada,
onde se aplicou a dose de nitrogénio que proporcionaria o melhor desenvolvimento da planta (5 mg N/
planta/ semana), de acordo com o encontrado em experimentos anteriores.

Para a Cratylia argentea as estirpes que foram testadas sdo as isoladas dos nédulos da cultivar,
a ser avaliada, crescida em solos de Juiz de Fora-MG, que somaram 20 estirpes diferentes, das quais 16

foram testadas e identificadas por: 24, 24A1, 24A2, 24B, 24CB, 24D, 25A, 34C, 34D, 40D, 40A, 43B,



43D, 39B, 36 e¢ 35. Como testemunha positiva utilizamos a estirpe SMF-556-5, que vem dando
melhores resultados com esta espécie. As demais testemunhas seguiram os critérios que foram
considerados anteriormente para a Arachis pintoi.

Utilizou-se um latossolo vermelho-amarelo, representativo das pastagens do estado de Minas
Gerais, coletado superficialmente ( 0-20 cm de profundidade) .

Montou-se um experimento em separado para cada leguminosa, utilizou-se vasos com
capacidade para 2 Kg de solo, que foi adicionado de calcario para elevar o pH para 5,5 e adubado,
compreendendo para cada quilo de solo: 0,3 g de célcio, 17,2 mg de fosforo e 80 mg de fritas Br-12.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com 4 repeticdes. Foram colocadas 4
sementes por vaso ¢ estas sementes foram escarificadas e esterilizadas com perdxido de hidrogénio por
15 minutos e depois lavadas sucessivamente com agua corrente. As sementes de Arachis pintoi , por
terem uma baixa percentagem de germinagdo, foram pré-germinadas para o plantio. As sementes de
Cratylia argentea, com boa percentagem de germinagdo, foram colocadas diretamente ao solo apos a
escarificacdo e esterilizagdo. A inoculacdo com as estirpes foi feita no momento do plantio, aplicando-
se 1 ml de inoculante contendo 10* células por semente .

Na coleta do Arachis, feita com aproximadamente 60 dias apos o plantio, avaliou-se o peso das
raizes, folhas, hastes e nédulos secos, numero de nédulos, além da analise de N total da parte aérea e
raizes. A coleta do experimento de Cratylia foi feita mais tarde, aproximadamente aos 150 dias apds o

plantio, pois sua nodulacdo somente ocorre apartir dos 100 dias (Franco, A.A., comunicagdo pessoal).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do efeito da inoculacao da espécie Arachis pintoi encontram-se no Quadro 1 e os
da Cratylia argentea encontram-se no Quadro 2.

Verifica-se no Quadro 1 que ha diferenca entre pelo menos dois tratamentos no parametro de
numeros de nddulos (NN). No entanto, os resultados encontrados mostraram que a maioria das estirpes
proporcionaram as melhores médias, sendo semelhantes a testemunha positiva. Tais resultados
confirmam, mais uma vez, que o parametro numero de nddulos tem pouca importancia na estimativa da
percentagem de nitrogénio total na planta, comprovando os trabalhos anteriores (Ddbereiner et al.,
1966; Serpa, 1971; De-Polli & Serpa, 1976), pois a estirpe 7A apresentou menor NN que algumas

estirpes, porém teve médias iguais as mesmas nos parametros de nitrogénio total das plantas pelo teste



de Tukey a 5%. Um detalhe interessante de se observar ¢ que em todos os parametros as estirpes
proporcionaram ganhos, estatisticamente, iguais aos da testemunha nitrogenada, o que significa que
estas estirpes tem capacidade de fornecer nitrogénio eficientemente para as plantas se desenvolverem,
j& que a testemunha nitrogenada recebeu a dose ideal para o melhor desenvolvimento da planta.

Foi feito um acompanhamento do experimento, desde a sua implantacao, fazendo avaliagdes
empiricas para se ter uma caracteriza¢do do desenvolvimento das plantas. Estas avaliacdes foram feitas
a cada 20 dias, onde se observou a coloracdo das folhas, tamanho dos ramos, nimeros de ramos e
presenga de brotos. Ao final do experimento foi possivel observar que duas estirpes, 7A e 7H,
juntamente as testemunhas nitrogenada e positiva (que recebeu inoculagdo com a estirpe recomendada
para a espécie) foram as que melhor se apresentaram visualmente, enquanto que as demais estavam se
mantendo em portes semelhantes e visualmente inferior. (Foto 1)

Foi possivel verificar (Quadro 2) que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos
nos parametros avaliados de peso de nodulos secos (PNS), peso das raizes secas (PRS) e peso da parte
aérea seca (PPAS) de C. argentea, porém houve uma tendéncia de alguns tratamentos se destacarem,
como por exemplo os inoculados com 24A1, 40D e 40A, cujas as plantas apresentaram valores médios
de PNS maiores que as inoculadas com as demais estirpes. No parametro de PRS e PPAS, somente a
inoculacdo com a estirpe 24A1 manteve a tendéncia de proporcionar maiores valores. Um detalhe
interessante de se observar ¢ que as plantas inoculadas com as estirpes nativas do solo, usadas como
testemunha absoluta, também tenderam a apresentar valores maiores nos parametros de PRS, PPAS e
PNS, o que indica que as estirpes nativas estariam nodulando eficientemente as plantas desta espécie.
Estas estirpes de rizobio nativas, presentes no solo utilizado no experimento, demonstraram valores
absolutos superiores a :

» 100% das estirpes inoculadas, quanto aos peso das raizes secas;

» 96% das estirpes inoculadas, quanto aos peso das partes aérea seca;

» 66% das estirpes inoculadas, quanto aos peso dos nodulos secos.

Este efeito, provavelmente, estaria relacionado a um grau mais elevado de competitividade
destas estirpes nativas.

Uma outra hipdtese que poderia explicar a baixa eficiéncia da maioria das estirpes de rizobio

inoculadas, estaria relacionada ao efeito de temperatura elevada na sobrevivéncia destas bactérias, uma
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vez que foram observadas temperaturas entre 50° e 55° C no periodo ap6s a inoculagdo, que ocorreu
durante a germinagdo das sementes, durando em torno de 14 dias.

Um fato interessante que se observa € que a Cratylia argentea apresentou um sistema radicular
com pouco volume de raizes, e que se apresentaram no ter¢o superior do sistema. Isto pode ter ocorrido
em virtude do tamanho pequeno dos vasos em relagdo ao tempo de permanéncia das plantas, além de
que, a Cratylia somente apresentou nodulos em suas raizes secundarias, com tamanhos e formas
variadas. J& as plantas de Arachis pintoi apresentaram sistema radicular com bom volume de raizes e

com nodulos presentes por todas as raizes.(Foto 2, 3,4 ¢ 5)

5. CONCLUSOES

Com este trabalho inicial foi possivel conhecer um pouco mais o comportamento das plantas
destas espécies em condigdes de casa de vegetagdo, sendo este um ponto fundamental para trabalhos
futuros. Algumas conclusdes no tocante a selecdo de estirpes, se seguem:

*O parametro de nimero de nodulos (NN) tem pouca importancia na estimativa da percentagem
de nitrogénio total;

* As estirpes testadas para Arachis pintoi tem capacidade de fornecer nitrogé€nio eficientemente
para as plantas se desenvolverem;

*As estirpes testadas para Cratylia argentea devem continuar em estudos ja que hd uma

tendéncia, de algumas estirpes se sobressairem sobre as outras, em relacdo aos parametros avaliados;
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6. QUADROS DE RESULTADOS

6.1. QUADRO 1. Efeito das estirpes de Rizobio na nodulagio e desenvolvimento da Arachis pintoi

(médias de 4 repeticoes)

Codigo NN PNS PRS PFS N-T PHS
Isolados (mg)/Planta  (g)/planta (g)/planta (%)/planta (g)/planta
ALl 11,5 ab  146,8 a 2,56 a 3,64 a 1,32 a 3,33 a
AL2 195,7 ab 208 a 2,84 a 3,48 a 1,55 a 4,16 a
AL7 1845 ab 1998 a 3,13 a 3,87 a 1,40 a 447 a
AL9 1162 ab 1647 a 3,02 a 3,51 a 1,48 a 3,48 a
1A 271 ab 207,5 a 3,31 a 397 a 1,37 a 3,72 a
1B 183 ab 2238 a 2,63 a 4,04 a 1,40 a 41 a
1C 127,5 ab 1322 a 2,8 a 332 a 1,75 a 3,34 a
5A 177,7 ab 122,8 a 2,84 a 3,67 a 1,87 a 3,07 a
5D 164,7 ab 185,7 a 34 a 424 a 1,67 a 4,02 a
7A 612 b 56 a 35 a 3,96 a 1,90 a 3,72 a
7F 2612 ab 210 a 2,84 a 4,15 a 1,40 a 3,58 a
7G 138,7 ab 164,2 a 2,56 a 3,65 a 1,72 a 322 a
7H 2612 ab  260,7 a 2,46 a 3,98 a 1,45 a 467 a
71 227 ab 2375 a 3,12 a 4,05 a 1,25 a 482 a
7] 2242 ab 1553 a 2,86 a 3,36 a 1,70 a 3,46 a
23A 1647 ab 133 a 3,05 a 3,69 a 1,49 a 391 a
23B 168,7 ab 1415 a 337 a 341 a 1,72 a 3,87 a
Tet. Abso.” 1822 ab 159 a 2,63 a 3,73 a 1,55 a 427 a
Test.Nitro ® 56 b 42 a 2,68 a 3,61 a 191 a 3,64 a
Br-1405® 3447 a 215 a 322 a 3,40 a 1,40 a 3,93 a

() Testemunha absoluta (no recebeu aplicagdo de nitrogénio e inoculagio).

@ Testemunha nitrogenada.

®) Testemunha positiva.

OBS.: Letras iguais, dentro das colunas, significa que as médias ndo se diferem por Tukey (p«5%).
OBS.: (NN)numeros de nodulos, (PNS) peso seco de nddulos, (PRS) peso seco das raizes, (PFS) peso
seco das folhas, (PHS) peso seco das hastes e (N-T) nitrogénio total .
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6.2. QUADRO 2. Efeito das estirpes de Rizobio na nodulacio e desenvolvimento da Cratylia
argentea ( médias de 4 repeticoes)

Cod. dos isolados PNS/ Planta (mg) PRS/Planta(g) PPAS/ Planta (g)

24 6,5 a 141 a 3,62 a
39B 68,7 a 1,37 a 3,07 a
34C 58,5 a 0,99 a 3,72 a
43B 11,2 a 098 a 2,28 a
36 A 0,0 a 1,27 a 2,98 a
SMF-556-5 59,0 a 1,23 a 3,30 a
2472 20,7 a 1,14 a 2,70 a
39A 58,6 a 1,23 a 2,52 a
39C 11,0 a 1,27 a 3,60 a
43D 25 a 093 a 2,18 a
Test. Absoluta " 55,5 a 3,35 a 3,95 a
25A 268 a 0,91 a 2,17 a
40C 264 a 1,01 a 2,63 a
24B 222 a 1,03 a 2,87 a
24 Ca 40 a 1,42 a 3,20 a
40D 111,2 a 1,11 a 3,19 a
40 A 116,5 a 1,09 a 2,95 a
36C 155 a 1,11 a 2,39 a
24D 42,5 a 1,97 a 2,84 a
43C 41,7 a 1,33 a 2,90 a
24 Cb 0,0 a 1,33 a 347 a
35 21,0 a 1,31 a 2,72 a
24 Al 103,5 a 1,84 a 4775 a
34D 35,77 a 095 a 2,14 a
Test. Nitrogenada @ 0,0 a 1,72 a 5,14 a

(DTestemunha absoluta é o tratamento que ndo recebeu nitrogénio e inoculacdo, trabalhou sobre o
efeito das estirpes nativas do solo.
@ Testemunha nitrogenada ¢é o tratamento que recebeu a dose ideal de nitrogénio.
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OBS.: Médias seguidas de letras iguais, dentro da coluna, ndo se diferem pelo teste de Scott Knott
(p«5%).

7. FOTOS

7.1. Fotol. Visualizacdo das plantas de Arachis pintoi, no dia da coleta.
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7.2. Foto2. Visualizacao das raizes de Arachis pintoi, destacando a presenca dos nodulos e suas

formas.
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7.3. Foto3. Visualizacdo das raizes de Arachis pintoi, destacando o volume das raizes e a

disposicio dos nodulos.
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7.4. Foto4. Visualizacao das raizes de cratyulia argentea, destacando a presenca dos nodulos e

suas formas.

7.5. Foto5. Visualizacdo das raizes de Cratylia argentea, destacando o volume das raizes e a

disposicio dos nddulos.
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