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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, 4gua, ar,
flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao cada vez mais
necessarias para a sociedade moderna acarretando em uma busca constante por
sistemas de producao agropecudrios apoiados em principios ecolégicos e naturais.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor
de pesquisa, desenvolvimento e inovacao (2008-2011), com a seguinte missao:

“gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e inovacao apoiados nos processos
agrobioldgicos, em beneficio de uma agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n° 268 relata os resultados de testes de selecéo de estirpes
de rizébio para leguminosas florestais empregadas na recuperacao de areas
degradadas. As vésperas de o Pais exigir o cumprimento do Cédigo Florestal, o
que implicara no plantio de milhdes de mudas de espécies florestais nativas e
exéticas, para regularizar as propriedades rurais, as indicacoes técnicas desta
série documentos sao de grande importancia para permitir a producao de mudas
de boa qualidade para dezenas de espécies com a capacidade de se associar
com bactérias para a fixacao biolégica de nitrogénio. As informacotes contidas
neste trabalho servem de orientacéo para todos que tem interesse profissional
ou até mesmo pessoal na producdo de mudas de espécies florestais.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Introducéao

Com a crescente demanda humana por recursos naturais, a pressao sobre
0s ecossistemas se tornou inevitavel. Em resposta, o paradigma atual busca
o desenvolvimento de tecnologias inovadoras baseadas em uma gestao
sustentavel destes recursos.

No territério brasileiro estima-se a ocorréncia de mais de 200 milhdes de
hectares de areas degradadas, originadas principalmente da agricultura, das
pastagens nao sustentaveis, areas de mineracao, exploracao madeireira e
ocupacao imprépria das regioes urbanas (CABRAL et al., 2002).

Nessas areas severamente impactas a interacdo microrganismos e plantas é
uma alternativa ecologicamente correta e economicamente viavel para a
reabilitacdo do ambiente. Bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizicos contribuem para a revegetacao dessas areas, uma vez que
tornam a planta mais resistente para a colonizacdo de ambientes degradados.

As leguminosas sao implantadas em ambientes degradados devido sua funcao
produtiva e protetora (FRANCO et al., 2003). A funcao produtiva é
exemplificada pela espécie Acacia mangium que acumula, aos cinco anos
cerca de 135 Mg.ha' de biomassa seca contendo um total de 544,9 kg.ha™
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de N (BALIEIRO et al., 2004). Esse aporte de matéria organica melhora as
condicoes do solo permitindo a colonizacao de novas espécies no ambiente
(CHADA et al., 2004). Ja a funcao protetora é exemplificada em areas de
encostas e em vocorocas para a estabilizacdo e contencao de sedimentos

(MACHADOQO, et al., 2010; MACEDO, et al., 2008).

A capacidade de facilitar a entrada de novas espécies através das
melhorias das condi¢gdes edafoclimaticas, torna as leguminosas uma
familia-chave, indispenséaveis em plantios florestais.

Consciente da importancia da diversidade de espécies para o equilibrio e
estabilidade dos ecossistemas, esta Série Documentos apresenta os
resultados de experimentos realizados pela Embrapa Agrobiologia que
seleciona leguminosas florestais indicadas para a recuperacao de areas
degradadas, bem como, suas respectivas estirpes de rizébio eficientes na
fixacao biolégica de nitrogénio.

Metodologia aplicada na Selecéo
de Estirpes

A metodologia de selecao de estirpes de "rizébio" eficientes na fixacao
biolégica de nitrogénio possui quatro etapas: a etapa | ocorre em condicoes
laboratoriais; a etapa Il é realizada em casa de vegetacdao em condicoes
estéreis utilizando vasos de "Leonard"; na etapa lll sdo selecionadas
bactérias em condicdo nao estéreis baseado nos resultados encontrados na
etapa anterior, utilizando vasos de "Leonard"; a IV é realizada em campo
onde as estirpes selecionadas na terceira etapa sao testadas em rede, de
acordo com as normas da RELARE (Rede de Laboratérios para
Recomendacao Padronizacao e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
Microbiolégicos de Interesse Agricola).

Condicao estéril
Os experimentos foram realizados em casa de vegetacao localizada na
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. Foram utilizados vasos de Leonard
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contendo como substrato areia e vermiculita 2:1 (v:v) (VINCENT, 1970).
As estirpes de bactérias utilizadas pertencem a Colecao de Culturas

da Embrapa Agrobiologia. Os inéculos foram produzidos em meio 79
semi-sélidos (FRED e WAKSMAN, 1928) e permanecendo sob agitacao
horizontal orbital (150 rpm), a temperatura de 27°C até apresentarem
crescimento. O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, com

3 repeticoes, sendo os tratamentos utilizados constituidos de: estirpes de
rizébio pertencentes a colegéo, trés fontes de nitrogénio mineral (NH,NO,,
(NH4)ZSO4, KNOB) e testemunha absoluta. As sementes quando necessario
foram escarificadas em acido sulfurico 98% por tempo dependente da
espessura do tegumento, em seguida, desinfestada em H,0, 30% por 5
minutos. Logo apds foram colocadas em placa Petri esterilizada, contendo
papel de filtro e algodao e levadas a camara de germinacédo a uma
temperatura de 28°C. As plantulas foram transferidas para os vasos apés
suas radiculas estarem com aproximadamente 1 cm de comprimento. No
momento do plantio, foi adicionado com uma pipeta de precisdo, 1 mL de
inéculo por plantula. Cada vaso recebeu quatro plantulas. Posteriormente,
foi realizado o desbaste deixando apenas uma plantula por vaso, buscando
uma uniformidade no desenvolvimento. Em todos os tratamentos foi
adicionada solucao nutritiva a cada 15 dias (SOMASEGARAN e HOBEN,
1985). Semanalmente, adicionou-se uma solucdo de 5mg/ml de N nas
testemunhas nitrogenadas.

A coleta ocorreu quando os tratamentos apresentavam diferenca visual em
altura, geralmente 90 a 120 dias apds o plantio. Foram calculadas a eficiéncia
e a eficacia de cada tratamento inoculado de acordo com as férmulas abaixo:

Eficiéncia = ( MPAS trat j 100

_— | X
MPAS testabs
Onde:

MPAS tratamento: massa da parte aérea seca do tratamento inoculado;
MPAS testemunha absoluta: massa da parte aérea seca da testemunha absoluta.

E a eficacia segundo a féormula:

Eficacia = (

MPAS trat
————|x100
MPAS testnitr
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Onde:

MPAS tratamento: massa da parte aérea seca do tratamento inoculado;
MPAS testemunha com nitrogénio mineral: massa da parte aérea seca da
testemunha nitrogenada.

Para calcular a eficiéncia foram utilizados os dados de massa de parte
aérea seca de cada tratamento inoculado em comparacao com a massa da
testemunha absoluta que ndo recebeu nenhum tratamento. Para calcular a
eficacia foi utilizada a massa de parte aérea seca de cada tratamento
inoculado em comparacdo com a testemunha nitrogenada que induziu o
maior incremento de massa (FARIA, 2000).

Condicées nao estéril

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, localizada na
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. Foram utilizados recipientes de
polietileno (4 dm?®) contendo solo Argissolo vermelho amarelo procedente da
area experimental da Embrapa Agrobiologia. O delineamento experimental
foi de blocos ao acaso, constituido de quatro repeticdes, com os seguintes
tratamentos: estirpes de rizébio, testemunha absoluta e testemunha
nitrogenada. As etapas de producao de inéculos, preparo das sementes,
plantio, colheita e os parametros avaliados foram os mesmos utilizados para
a condicao estéril. A partir dos resultados obtidos sdo calculadas a
eficiéncia e eficacia com descrito anteriormente para os experimentos em
condicao estéril.

Resultados

Estirpes selecionadas em condicao estéril e disponiveis
para testes na fase lll

A colecao da Embrapa Agrobiologia dispoe de 72 estirpes selecionadas na
etapa Il para 36 espécies de leguminosas (Tabela 1). No ano de 2010
foram selecionadas novas estirpes para a inoculacao das espécies de
leguminosas Dioclea virgata (Rich.) Amshoff e Mimosa dormiens Humb. &
Bonpl. Estas estirpes foram incorporadas na colecao de cultura e estao
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Tabela 1. Estirpes de rizébio selecionadas em condicao estéril (etapa Il) para

leguminosas florestais.

Acacia mearnsii De Wild Il BR 3608
BR 3614
) o BR361 1
Acacia podalyriifolia G. Don Il BR 3612
. . . BR 8601
Acacia saligna (Labill.) Wend| Il BR 3628
Acosmium bijugum (Vogel) " BR 827
Yakovlev BR 8205
L. BR 6610
Aeschynomene sensitiva Sw. I BR 9002
Albizia lebbeck (L.) Benth. I BR 5611
BR 6610
Balizia pedicelaris (DC.) BR 6815
Barneby & Grimes. I BR 6816
. . BR 1602
Cratylia mollis Benth. I BR 3102
Chamaecrista ensiformis (Vell.) I BR 3804

H.S. Irwin & Barneby -
Chamaecrista nictitans (L.) BR 4301
Moench I BR 6610
. . BR 6009
Desmodium cf. triflorum (L.) DC I BR 6205
Dimomhandra exaltada Schott I BR 5004
BR 5005
Dioclea virgata (Rich.) BR 3505
Amshoff I BR 3807
Enterolobium cyclocarpum I BR 6205
(Jacq.) Griseb. BR 4406
BR 3609

Erythrina speciosa Andrews I

BR 8205

218

101
91
83
49

251

181
22
20

1150
1210

117
93
15
13
74
89

188
1131
144
133
55
55
38
76
128
155
66

63

"1l - Vasos de Leonard; ?Eficiéncia = (trat/test) * 100; ®Eficacia = (trat/testN) * 100; Trat-tratamento; Test-

testemunha; TestN-testemunha nitrogenada.
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Tabela 1. Estirpes de rizébio selecionadas em condicao estéril (etapa Il) para

leguminosas florestais. (continuacéo)

Erytrina falcata Benth. Il BR 3611
BR 5609
Goldmania paraguensis BR 4701
(Benth.) Brenan I BR 6205
Hydrochorea corymbosa I BR 5004
(Rich.) Barneby & J.W. Grimes BR 6822
Inga thibaudiana DC. Il BR 5609
BR 6610
Lonchocarpus costatus Benth. Il BR 6010
BR 6009
Mimosa acutistipula Benth. Il BR 3469
BR 3432
. BR 3466
Mimosa camporum Benth. Il BR 3469
, , BR 3463
Mimosa dormiens Humb. & Bonpl Il BR 4802
Mimosa cf. extensa Benth. | BR 3508
BR 3509
. BR 3475
Mimosa SP | BR 3478
L BR 4101
Ormosia nitida Vogel Il BR 4103
Parapiptadenia pterosperma I BR 9004
(Benth.) Brenan BR 9003
Parapiptadenia rigida (Benth.) BR 827
Brenan I BR 9002
, , . . BR 4812
Piptadenia moniliformis Benth. Il BR 4802
BR 8206

Poecilanthe parviflora Benth. Il
BR 8202

438
230
635
669
1234
1163
5156
649
219
209
20280
22820
14900
16623
9272
11835
10154
14393
21
29
107
111
168
139
164
171
982
892
103

92

66
63
17
18
73
69
49
62
53
50
150
169
59
66
122
156
90
128
126
101
38
39
25
21
72
74
37
33
54

48

"1l - Vasos de Leonard; 2 Eficiéncia = (trat/test) * 100; ° Eficacia = (trat/testN) * 100; Trat-tratamento; Test-

testemunha; TestN-testemunha nitrogenada.
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Tabela 1. Estirpes de rizébio selecionadas em condicao estéril (etapa Il) para
leguminosas florestais. (continuacédo)

Prosopis juliflora (Sw.) DC. I BR 4007 123 100
BR 3615 17 95

. . BR 4406 227 130

Pterocamus erinaceus Poir. I BR 3609 229 131
. . BR 8651 165 74

Pterocamus indicus Willd. I BR 8652 136 62
Pterocampus lucens Guill. & I BR 8653 183 108
Perr. BR 8651 131 77
Stylosanthes guianensis I BR 5401 208 80
(Aubl.) Sw. BR 502 193 81
Tephrosia sinapou (Buc'hoz) A. I BR 5610 1863 153
Chev. BR 5301 1742 143

1l - Vasos de Leonard; 2 Eficiéncia = (trat/test) * 100; ° Efic4cia = (trat/testN) * 100; Trat-tratamento; Test-
testemunha; TestN-testemunha nitrogenada.

Estirpes selecionadas em condicdo nao estéril e
disponiveis para a fase IV

A colecado da Embrapa Agrobiologia dispoe de 112 estirpes selecionadas na
etapa lll para 56 espécies de leguminosas (Tabela 2). No ano de 2010
foram selecionadas novas estirpes para a inoculacao das espécies de
leguminosas Chamaecrista nictitans, Mimosa acutistipula e Piptadenia
moniliformis. Estas estirpes foram incorporadas a colecao de cultura e
estao disponiveis para ensaios na etapa IV (Tabela 2).
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Tabela 2. Estirpes recomendadas para producao de inoculantes para espécies

florestais, selecionadas sob condicdes nado estéreis utilizando vaso com solo

(etapa lll).

Acacia angustissima (Mill.)
Kuntze

Acacia auriculiformis Benth

Acacia crassicarpa Benth

Acacia famesiana (L.) Willd

Acacia holosericea G. Don

Acacia mangium Willd.

Acacia melanoxylon R. Br.

Acacia salicina Lindl.

Acosmium nitens (Vogel)
Yakovlev

Albizia guachapele (Kunth)
Dugand

Albizia procera (Roxb.) Benth.

Ateleia glazioveana Baill.

Bowdichia virgilioides Kunth

Calliandra surinamensis
Benth.

Calliandra macrocalyx Harms

"Il - Vasos com solo n&o estéril; 2 Eficiéncia = (trat/test) *100; ® Eficacia = (trat/testN)*100;

BR 10049
BR 3616
BR 3465
BR 3609
BR 3636
BR 9002
BR 3630
BR 9002
BR 5608
BR 4406
BR 3609
BR 6009
BR 3635
BR 3633
BR 5005
BR 3804
BR 4901
BR 4902
BR 6205
BR 6821
BR 6205
BR 5609
BR 6903
BR 5004
BR 8603
BR 8604
BR 4302
BR 4303
BR 4310

BR 4311

Trat - tratamento; Test -testemunha; TestN - testemunha nitrogenada.

131
128
185
207
119
100
160
103
150
130
422
220
142
139
89
90
468
341
111
110
181
150
120
120
60
53
96
100
956

66

76
74
36
40
40
34
62
40
98
85
73
38
22
21
61
62
157
114
82
81
116
96
93
92
43
38
42
43
70

66
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Tabela 2. Estirpes recomendadas para producao de inoculantes para espécies
florestais, selecionadas sob condicdes nao estéreis utilizando vaso com solo
(etapa lll). (continuacéo)

Chamaecrista cathartica " BR 3817 115 46
(Mart.) H.S. Irwin & Barneby BR 3818 112 45
Chamaecrista desvauxii " BR 3810 237 106
(Collad.) Killip BR 3816 157 70
Chamaecrista flexuosa (L.) BR 3808 179 86
Greene I” BR 3809 165 79
Chamaecrista nictitans (L.) " BR 3632 101 90
Moench BR 6610 123 110
Clitoria fairchildiana R.A. " BR 8007 117 76
Howard BR 8003 117 76
o BR 8401 177 57
Dalbergia nigra (Vell.) Benth I BR 8409 169 55
Desmodium leiocarpum " BR 3467 119 101
(Spreng.) G. Don BR 4406 117 99
Diphysa carthagenensis Jacq. I BR 5004 93 92
BR 8601 99 98

Enterolobium contortisiliquum BR 4406 120 91
(Vell.) Morong I” BR 4407 118 83
. BR 4812 134 62
Erythrina falcata Benth I BR 5609 138 64
Erythrina fusca Lour. I BR 5609 122 94
BR 3628 117 91

. . BR 96 106 103
Erythrina variegata L. Il BR 3611 104 101
Erythrina verna Vell. I BR 5609 126 7
BR 3611 151 92

Falcataria moluccana (Miq.) BR 5609 453 42
Barneby & J.W. Grimes i BR 5612 461 42
Gliricidia sepium (Jacq.) " BR 8801 94 66
Walp. BR 8803 99 69

"Il - Vasos com solo ndo estéril; 2 Eficiéncia = (trat/test)* 100; ° Eficacia = (trat/testN)*100;
Trat - tratamento; Test -testemunha; TestN - testemunha nitrogenada.
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Tabela 2. Estirpes recomendadas para producao de inoculantes para espécies

florestais, selecionadas sob condicdes nado estéreis utilizando vaso com solo

(etapa lll). (continuacéo)

Inga semialata (Vell.) C.
Mart.

Leucaena diversifolia
(Schltdl.) Benth.

Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit

Mimosa artemisiana Heringer
& Paula

Mimosa acutistipula Benth

Mimosa bimucronata (DC.)
Kuntze

Mimosa caesalpiniifolia
Benth.

Mimosa flocculosa Burkart

Mimosa pellita Willd.

Mimosa quadrivalvis L.

Mimosa scabrella Benth.

Mimosa setosa Benth.

Mimosa somnians Willd.

Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir.

Mimosa velloziana Mart.

"Il - Vasos com solo n&o estéril; 2 Eficiéncia = (trat/test) *100; ® Eficacia = (trat/testN)*100;

BR 6609
BR 6610
BR 3608
BR 8801
BR 827
BR 825
BR 3462
BR 3609
BR 3429
BR 3430
BR 3461
BR 3470
BR 3407
BR 3446
BR 3454
BR 3464
BR 3467
BR 3507
BR 3523
BR 3521
BR 3454
BR 3437
BR 3506
BR 3521
BR 3474
BR 3477
BR 3405
BR 3462
BR 3507

BR 3578

Trat - tratamento; Test -testemunha; TestN - testemunha nitrogenada.

158
134
124
127
168
156
145
111
261
314
956
99
731
742
102
101
113
113
111
118
111
119
130
120
163
166
120
97
192

125

66
56
29
29
94
87
40
31
202
243
81
856
123
125
107
105
98
117
89
94
38
40
61
56
86
93
70
57
170

111
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Tabela 2. Estirpes recomendadas para producao de inoculantes para espécies
florestais, selecionadas sob condicdes nao estéreis utilizando vaso com solo
(etapa lll). (continuacéo)

. BR 3469 109 95
Mimosa xanthocentra Mart. Il BR 3523 112 98
Piptadenia adiantoides " BR 3515 573 383
(Spreng.) J.F. Macbr. BR 4833 513 344
Piptadenia gonoacantha BR 4812 179 81
(Mart.) J.F. Macbr. i BR 4802 146 66
Piptadenia moniliformis " BR 4802 113 50
Benth. BR 4812 123 55
Prosopis chilensis (Molina) " BR 4007 92 21
Stuntz BR 4017 96 22
Samanea saman (Jacq.) BR 6208 105 69
Merr. i BR 6204 103 68
Sclerolobium paniculatum " BR 3617 127 40
Vogel BR 8402 103 33
Sesbania exasperata Kunth I BR 5411 131 88

BR 5429 127 85

o BR 5412 212 81
Sesbania virgata (Cav.) Pers. Il BR 5401 208 80
Stryphnodendron guianense " BR 8801 100 23
(Aubl.) Benth. BR 3608 93 22
Tephrosia adunca Benth. I BR 96 138 82
BR 5609 142 84

"Il - Vasos com solo ndo estéril; 2 Eficiéncia = (trat/test)* 100; ° Eficacia = (trat/testN)*100;
Trat - tratamento; Test -testemunha; TestN - testemunha nitrogenada.

19



20

Estirpes de "rizébio" indicadas para a inoculacdao de
espécies de leguminosas florestais - aproximacao 2010

Estirpes indicadas

Os resultados aqui apresentados foram obtidos através de experimentos
conduzidos ao longo de 20 anos de pesquisa na Embrapa Agrobiologia.
Foram selecionadas bactérias eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio
para a producao de inoculante para 56 espécies florestais por
apresentarem maior eficiéncia e eficacia na etapa lll. Estas estirpes estao
disponiveis para testes da etapa IV que deve ser realizada pela responsavel
nas condicoes de campo dentro das normas da RELARE.

Em 2010, as seguintes estirpes de rizobio foram depositadas na colecao de
culturas e estao disponiveis para estudos de inoculacdo das seguintes
leguminosas florestais:

Condicao estéril (etapa Il):

a) Dioclea virgata (Rich.) Amshoff: BR 3505 e BR 3807

b) Mimosa dormiens Humb. & Bonpl: BR 3463 e BR 4802

Condicao nao estéril (etapa lll):

a) Chamaecrista nictitans (L.) Moench: BR 6610 e BR 3632

b) Mimosa acutistipula Benth: BR 3430 e BR 3429

c) Piptadenia moniliformis Benth: BR 4812 e BR 4802

Diante do cenéario ambiental existente, o estudo para a reducéo dos
impactos ao ambiente torna-se necessario. A tecnologia desenvolvida para
a selecao de estirpes existe com o objetivo de construir um programa
sustentavel para a melhoria qualidade ambiental. A busca pela selecao de
estirpes eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio visa a reducao na
utilizacdo de adubos nitrogenados, promovendo com o avanco da tecnologia
uma reducao nos gastos em programas de recuperacao de areas.

Com esse processo em desenvolvimento a sucessao ecolégica ira ocorrer
mais rapidamente e de forma espontanea. Fornecendo as condicdes
necessdrias para a construcao natural de um ambiente estavel.
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