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SELECAO DE miéalos NATIVOS DE TABULEIROS COSTEIROS bE SERGIPE
COM ALTA CAPACIDADE DE FIXAGAO BIOLGGICA DO NITROGENIO
QUANDO ASSOCIADOS A GUANDY (czg%sm etjon)'

Marcelo Ferreira Fernandes?
Roberta Pereira Miranda Femandes®

Em estudos realizados antemérea do ecossistema de tabuleiro costairo
observou-se gue a inoculac@o de véarias leguminosas com estirpes recomendadas para outras
regiGes do Pals falhou em incrementar o crescimento vegetal, os teores de N e a nodulacdo das
plantas estudadas. Sup0e-se que esta auséncia de resposta & inoculacio esteja relacionada 3
baixa adaptabilidade das estirpes utilizadas as condicGes de solos de tabuleiros costeiros ou &
baixa capacidade de colonizagiio radicular dessas estirpes quando em competicdo com a
populacdo rizobiana nativa. Assim, este estudo tem como objetivo isolar-rizobios nativos de
tabuleiros costeiros, de modo a selecionar estirpes j& adaptadas as condigOes locais e que
apresentem alta capacidade de fixacao biolégica do N (FBN) quando associadas ao guandu.

Amostras de raizes noduladas de guandu |Cajanus cajan), feijdo-de-porco (Canavalia
‘ensiformis) e feijao-de-corda {Vigna unguiculata) foram.coletadas em diferentes areas de tabuleiro
costeiro de Sergipe e transportadas sob baixa temperatura (4°C) até o laboratério, onde foram
imediatamente processadas para a chtencdo dos isolados de riz8bios. Apds lavagem das raizes
em &gua corrente foram retirados os nddulos, mantendo-se cerca de 0,5cm de raizes de ambos
os lados destes. A superficie dos nédulos foi desinfectada para reduzir as populagdes de
microrganismos externos e aumentar as possibilidades de isolamento de rizébios em cultura pura.
Para esta etapa de desinfeccdo, os nédulos foram imergidos segiiencialmente em stanol 70%,
por 3 a 5 segundos, e em hipeclorito de sdédio 6%, por 2 minutdbs, e enxaguados
abundantemente em &gua estéril, para retirar o excesso do hipoclorito. N6édulos provenientes de
uma mesma raiz foram transferidos, sob condigdes assépticas, para tubos de ensaio contendo
2ml de solugdo salina (NaC! 0,85%) estéril e macerados com a ajudd dé um bastdo de vidro, até
que uma suspensdo turva fosse obtida. A partir desta suspensio, procedeu-se a inoculagio de
placas de meio YEM com vermelho do Congo, utilizando-se técnica de estiias compostas. As
placas foram incubadas no escuro por 3 dias a 28°C. As colfnias com coloragio esbranquicada a
ligeiramente résea, tipicas de riz6bios, foram transferidas novemente para placas de Petri
contendo o mesmo meio e incubadas por mais 3 dias. Este procedimento foi realizado sucessivas
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vezes, até que culturas puras fossem obtidas em cada placa. Observacdes de preparacdes
microscépicas fixadas e coradas pela técnica de Gram e medicdes das dimensdes celulares foram
realizadas para methor certificacio de que as coldnias isoladas eram de rizébios. Foram obtidos
45 isolados de rizébios das diferentes regides e espécies de leguminosas, Até o momento, 16
estirpes foram testadas em experimento de casa de vegetacdo, utilizando-se um delineamento
inteiramente casualizado com 6 repeticdes. Quatro tratamentos adicionais sem inoculagio e com
adicdo de doses crescentes de N faram incluidos. UWilizaram-se vasos de Leonard com
capacidade de 1 litro em cada um dos compartimentos. Nos vasos dos tratamentos inoculados
com rizébios e nos da testemunha absoluta {sem inoculacdo e sem adicdo de N mineral), o
compartimento superior foi preenchido com vermiculita contendo teores despreziveis de N e o
inferior, com sclucd@o nutritiva livre deste nutriente. O compartimento superior dos tratamentos
com N mineral foi preenchido com o mesmo substrato, ao passo que o inferior recebeu a mesma
solucdo nutritiva, porém acrescida de nitrato de amdnio nas concentragdes equivalentes a 50mg,
100mg ou 150mg N L. Trés sementes de guandu desinfectadas superficialmente por imersdo
em hipoclorito de sddio 6% e enxagle com &agua estéril foram plantadas por vaso. Apds uma
semana do plantio foi realizado o- desbaste, deixando-se apenas uma planta por vaso. A
inoculacdo com as estirpes isoladas de rizébios foi feita no momento de plantio das sementes,
utilizando-se 3mi de suspensdes de riz6bios. As suspensdes foram obtidas apds o crescimento
dos isolados por 48 h em 50ml de meio YEM liquido, sob agitacdo constante de 150 rpm e
temperatura de 28°C. Para padronizar o-inéculo adicionado aos vasos, as cuituras liquidas foram
centrifugadas por 3 minutos a 4.000 rpm e ressuspendidas em NaC! (0,85%) por 3 vezes, de
modo a remover a cépsula polissacaridica produzida pelas culturas. Apds estas. centrifugacéGes,
foi realizado o ajuste dos volumes finais das culturas com solucdo salina para se obter uma
densidade 6ptica de valor 1,0 em um comprimento de onda de 600 nm. Os vasos dos
tratamentos nao inoculados receberam 3mi de uma suspensdo padronizada de rizdbio, porém
autaclavada anteriormente por 30 minutos a 121°C. Os compartimentos inferiores dos vasos de
Lecnard foram completados a cada trés dias com a solugcdo nutritiva pertinente a cada
tratamento. O experimento foi coletado 60 dias apés o plantio das sementes. As plantas foram
cortadas na altura do né cotiledonar e a seiva xilematica exsudada na regido do corte foi coletada
por 30 minutes em tubos tipo Eppendorf com o auxilio de pipetas e acondicionada a 0°C. Os
teores de N-ureideos e N-total da seiva serdo determinados para estimar a eficiéncia de FEN de
cada rizébio na época do corte pela utilizacdo da equacdo: Eficiéncia de FBN = teor N-
ureideo/teor N-total. A superficie foliar das plantas de guandu foi determinada utilizando-se um
aparelno Li-Cor. A matéria seca total da parte aérea foi determinada posteriormente, apos
secagem do material em estufa de circulacao forcada a 65°C por 72 horas.

Das 16 estirpes de rizébios nativos testados neste ensaio, R1, R8 e R11 foram as
trés que mais se destacaram quanto a capacidade de nodulacdo (Figura 1), area foliar {Figura 2) e
matéria seca da parte aérea (Figura 3}, sendo selecionadas para estudos posteriores em condigéc
de campo. Observou-se que a capacidade de nodulagdo das estirpes testadas apresentou alta
correlacdo com o incremento do crescimento vegetal, tanto em termos de matéria seca de parte
aérea quanto de 4rea foliar (Figura 4).



P.A. n® 70, CPATC, junho/39, p.3-5

0,6

Ql

Matéria seca de nddulos, g planta

. Tratamentos

Figura 1. Produciic de matéria seca de nddulos {g planta’) em guandu (Cajanus
cajan} submetido a diferentes doses de N ou a inoculagdo com diferentes
isolados.de. rizébios nativos dos tabuleiros costeiros {R1 a R16).
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Figura 2. Area foliar {cm? planta’) de guandu {Cajahus cajan) submetido a
diferentes doses de N ou & inoculacdo com diferentes isolados de
rizébios nativos dos tabuleiros costeiras (R1 a R16).
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Figura 3. Producio de matéria seca de parte aérea {g planta-1) de guandu (Cajanus
cajan) submetido a diferentes doses de N ou & inoculacdo com diféerentes
isolados de rizébios nativos dos tabuleiros costeiros (R1 a R16).
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Figura 4. Correlacio entre a matéria seca de nddulos com varidveis de crescimento (a) area
foliar e {b) matéria seca de parte aérea de guandu (Cajanus cajan).
Obs: Os dados dos tratamentas n#do inoculados ndo foram plotados nesta
analise.



P.A. n® 70, CPATC, junho/33, p.5-5

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Assistente de Pesquisa Jadson Alves Nascimento
e aos estagiarios Carlos Aurélio Alves Oliveirs e Hosanaide Batista dos Santos pelo apoio
" dado na conducdo dos experimentos de casa-de-vegetacdo e na realizacgo das andlises
labaratoriais.

Revisdo gramatical: Jicidra Sales Damésio
Diagramacdo: Aparecida de Qliveira Santana



