I’ Ministério da Agricultura,
En@a ‘?Pecuériaeaﬂbastecimento D O C u m e n t O S

ISSN 1517-8498
Dezembro/2002

Agrobiologia

Identificacdo de Bactérias Eficientes na Fixacao Bioldgica de
Nitrogénio para Espécies Leguminosas Arboreas

MINISTERIO DA AGRICULTURA GDVE R"D
PECUARIA E ABASTECIMENTO F E D E n nl

Trobalhando em tode o Brasil



Republica Federativa do Brasil

Fernando Henrique Cardoso
Presidente

Ministério da Agricultura e do Abastecimento

Marcus Vinicius Pratini de Moraes
Ministro

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria - Embrapa
Conselho de Administracéo

Marcio Fontes de Almeida
Presidente

Alberto Duque Portugal
Vice-Presidente

Dietrich Gerhard Quast
José Hondrio Accarini
Sérgio Fausto
Urbano Campos Ribeiral
Membros

Diretoria Executiva da Embrapa

Alberto Duque Portugal
Diretor Presidente

Bonifacio Hideyuki Nakasu
Dante Daniel Giacomelli Scolari
José Roberto Rodrigues Peres

Diretores Executivos

Embrapa Agrobiologia

Maria Cristina Prata Neves
Chefe Geral

José Ivo Baldani
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento

Geraldo Baéta da Cruz
Chefe Adjunto Administrativo



Tabela 1. Continuacdo

Especies recoE:r;]iesﬁddaiéol Notggteelztgf ® recoErfltérr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Poecillante parviflora I BR 8202 92 43
? BR 8206 103 54
Prosopis chilensis 0] 5 BR 4007 92 21
BR 4017 96 22
Prosopis juliflora I ; BR 4007 123 100
BR 3615 117 95
Pterocarpus erinacens I BR 4406 227 130
»0 BR 3609 229 131
Pterocarpus indicus I 3 BR 8651 165 74
BR 8652 136 62
Pterocarpus lucens I 3 BR 8653 183 108
BR 8651 131 7
Samanea samam I i BR 6208 105 69
BR 6204 103 68
Sclerolobium 1l BR 3617 127 40
paniculatum ® BR 8402 103 33
Sesbania exasperata 1l 15 BR 5411 131 88
BR 5429 127 85
Sesbania virgata 1l 16 BR 5412 212 81
BR 5401 208 80
Stryphonodendron 0] BR 8801 100 23
guianenses ° BR 3608 93 22
Tephrosia sinapou I 53 BR 5610 1863 153
BR 5301 1742 143

1 |I- Vasos esterilizados; Ill- Vasos com solo sem esterilizacdo;
2Eficiéncia = 100.(Biomassa seca da estirpe/Biomassa seca do controle sem N e sem inoculagao);
3Eficacia = 100.(Biomassa seca de cada estirpe/Biomassa seca do controle com N);
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Especies recoE:rE]iessddaiéol Notggteelztgs ® recoErfltgr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Lonchocarpus constatus I 6 BR 6010 219 53
BR 6009 209 50
Mimosa acutistipula I A BR 3429 20280 150
BR 3432 22820 169
Mimosa artemisiana M 43 BR 3462 145 40
BR 3609 111 31
Mimosa bimucronata M 6 BR 3461 95 81
BR 3470 99 85
Mimosa camporum I 53 BR 3466 14900 59
BR 3469 16623 66
Mimosa caesalpiniifolia M 14 BR 3407 731 123
BR 3446 742 125
Mimosa flocculosa Il 5 BR 3454 102 107
BR 3464 101 105
Mimosa pellita M 49 BR 3467 113 98
BR 3462 96 82
Mimosa scabrella Il 5 BR 3454 111 38
BR 3437 119 40
Mimosa tenuiflora M 47 BR 3405 120 70
BR 3462 97 57
Ormosia nitida I 1 BR 4101 107 38
BR 4103 111 39
Parapiptadenia I BR 9004 168 25
pierosperma ? BR 9003 139 21
Parapiptadenia rigida I 18 BR 827 164 72
BR 9002 171 74
Piptadenia gonoacantha M 12 BR 4812 179 81
BR 4802 146 66
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Tabela 1. Continuacdo

Especies recoE:rE]iessddaiéol Notggteelztgs ® recoErfltgr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Enterolobium I 41 BR 6205 429 128
cyclocarpum BR 4406 520 155
Erythrina falcata I 47 BR 3611 314 65
BR 5609 438 90
Erythrina fusca M 47 BR 5609 122 94
BR 3628 117 91
Erythrina speciosa I 34 BR 3609 230 66
BR 8205 218 63
Erythrina variegata M 40 BR 96 106 103
BR 3611 104 101
Erythrina verna M 53 BR 5609 126 77
BR 3611 151 92
Gliricidia sepium M 8 BR 8801 94 66
BR 8803 99 69
Goldmania paraguensis I 54 BR 4701 635 17
BR 6205 669 18
Hydrochorea corymbosa I 52 BR 5004 1234 73
BR 6822 1163 69
Inga marginata M 48 BR 6609 158 66
BR 6610 134 56
Inga thibaudiana I 48 BR 5609 515 49
BR 6610 649 62
Leucaena diversifolia Il 40 BR 3608 124 29
BR 8801 127 29
Leucaena leucocephala 1l 27 BR 827 168 94
BR 825 156 87
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Tabela 1. Continuacdo

Especies recoE:rE]iessddaiéol Notggteelztgs ® recoErfltgr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Albizia procera M 48 BR 6205 181 116
BR 5609 150 96
Ateleia glazioviana M 5 BR 6903 120 93
BR 5004 120 92
Balizia pedicelaris I BR 6815 1167 15
? BR 6816 1000 13
Bowdichia virgilioides M 8 BR 8603 60 43
BR 8604 53 38
Calliandra surinamensis M 7 BR 4302 96 42
BR 4303 100 43
Calliandra macrocalyx I 43 BR 4305 241 30
BR 4306 224 28
Chamaecrista ensiformis I 8 BR 3804 242 7
Chamaecrista flexuosa Il 68 BR 3808 179 86
BR 3809 165 79
Clitoria fairchildiana M 11 BR 8007 117 76
BR 8003 117 76
Dalbergia nigra M 20 BR 8401 177 57
BR 8409 169 55
Dimorphandra exaltada I 15 BR 5004 113 55
BR 5005 112 55
Diphysa robinioides M 48 BR 5004 93 92
BR 8601 99 98
Enterolobium M 16 BR 4406 120 91
contortisiliquum BR 4407 118 83
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Tabela 1. Continuacdo

Especies recoE:rE]iessddaiéol Notggteelztgs ® recoErfltgr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Acacia holosericea Il 49 BR 5608 150 98
BR 4406 130 85
Acacia mangium 0] 48 BR 3609T 422 73
BR 6009 220 38
Acacia mearnsii I 11 BR 3608 304 101
BR 3614 275 91
Acacia melanoxylon 0] 48 BR 3635 142 22
BR 3633 139 21
Acacia padalyriifolia I 4 BR3611 314 83
Acacia salicina 0] 7 BR 5005 89 61
BR 3804 90 62
Acacia saligna I 48 BR 8601 3840 251
BR 3628 2777 181
Acosmium bijugum I 38 BR 827 22
BR 8205 20
Acosmium nitens 0] 10 BR 4901 468 157
BR 4902 341 114
Aeschynomene sensitiva I 43 BR 6610 1334 1150
BR 9002 1403 1210
Pseudosamanea Il BR 6205 111 82
guachapele 10 BR 6821 110 81
Falcataria mollucana 0] 13 BR 5609 453 42
BR 5612 461 42
Albizia lebbek I 13 BR 5611 600 117
BR 6610 478 93
12

Apresentacao

A preocupacdo crescente da sociedade com a preservacdo e a
conservagdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantagéo de sistemas de produc¢édo agricola
com enfoque ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecolégico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia
e minerais.

Dentro desse cenario a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programagdo de P&D para o avango de conhecimento e
desenvolvimento de solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada
apoia-se em praticas conservacionistas de preparo do solo, rotacdes
de culturas e consércios, no uso de adubacdo verde e de controle
biologico de pragas, bem como no emprego eficiente dos recursos
naturais. Infere-se dai que os processos bioldgicos que ocorrem no
sistema solo/planta, efetivados por microrganismos e pequenos
invertebrados, constituem a base sobre a qual a agricultura
agroecoldgica se sustenta.

O documento 158 faz parte do esforco no sentido de divulgar
metodologia para identificacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
eficientes que possam vir a ser usadas na inoculacdo de
leguminosas arboéreas de modo a eliminar ou diminuir o uso de
fertilizantes nitrogenados.

Os estudos que embasam as recomendacdes descritas no
documento tiveram o apoio financeiro do CNPq e o apoio técnico do
Sr. Carlos Alberto Vasconcelos a quem os autores agradecem.
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eficacia estd em torno de 100%, como em Acacia mearnsii,
Albizia lebbek, A. procera, Ateleia glazioviana, Leucaena
leucocephala etc. indicam que a simbiose com as estirpes
testadas foram capazes de fornecer nitrogénio dentro do
potencial méximo de crescimento das espécies.
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9. Anexo

Tabela 1. Estirpes de rizébio recomendadas para espécies florestais
pela Embrapa Agrobiologia

Especies recoE:;iesﬁddaiéol Notggtgztgs ® recoErfltgr?de:das Eficiéncia® | Eficacia’
Acacia angustissima 1l 53 BR 10049 131 76
BR 3616 128 74
Acacia auriculiformis 0] 8 BR 3465 185 36
BR 3609 207 40
Acacia crassicarpa 1] 49 BR 3636 119 40
BR 9002 100 34
Acacia farnesiana 1l 50 BR 3630 160 62
BR 9002 103 40
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multiplicando por 100 a taxa da biomassa seca de cada
tratamento  pelo controle que recebeu nitrogénio
semanalmente. Este indice mostra a capacidade de cada
isolado em fornecer nitrogénio a planta em comparagdo com
a mesma espécie crescendo sem restricdo de nitrogénio.

7. Resultados

Obtencé&o de inoculantes eficientes para
Fixacao Biologica de Nitrogénio em
especies leguminosas arboéreas

Nem todas as estirpes testadas, nos mais de 100
experimentos, nodularam e em muitos casos 0s nodulos
produzidos nao foram eficientes. Na tabela 1 s&o
apresentados, de forma resumida, os resultados de selegéo de
estirpes para 69 espécies arboreas realizadas na Embrapa
Agrobiologia. Sdo apresentados somente os indices de
eficiéncia e de eficacia das duas estirpes de rizébio que mais
se destacaram nos experimentos com base de recomendacéo
Il, se o experimento foi realizado em vasos esterilizados ou |l
se os resultados foram de experimento com solo. A lista de
estirpes de rizobio contidas na tabela 1 constitui a base de
recomendacdo de estirpes da Embrapa Agrobiologia e para
produgédo de inoculantes para atendimento aos diversos
clientes. Serve ainda como orientagdo para levantamento da
necessidade de busca de novas estirpes, para 0 caso de
mesmo tendo estirpes eficientes como no caso de Acacia
melanoxylon, Acosmium bijugum etc., estas estdo ainda muito
abaixo do potencial das espécies, fornecendo N para
crescimento de aproximadamente 20% do potencial de
crescimento da espécie, podendo ainda indicar o potencial
méaximo da simbiose para a espécie. Além disso, nos casos
em que a eficicia foi muito superior a 100%, como em Acacia
saligna, Aeschynomene sensitiva etc. os dados indicam que
h& necessidade de ajustamento de como o0s experimentos
estdo sendo conduzidos, especialmente nos experimentos em
vasos esterilizados. Por outro lado, nos casos em que a
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1. Introducéo

A maioria das espécies de leguminosas € capaz de se associar
simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogénio de varios
géneros de bactérias diazotréficas aqui denominadas coletivamente
de rizébio. A familia Leguminosae compreende em torno de 20.000
espécies. No territério brasileiro sédo encontradas aproximadamente
2.500 destas espécies, sendo a maioria de porte arbdéreo ou
arbustivo. Para se obter estirpes de rizébio capazes de nodular e
eficientes na fixacdo biol6gica de nitrogénio para cada espécie
arbdrea vérias etapas sdo necessarias: verificacdo da capacidade
de nodulacdo da espécie; coleta dos nddulos, isolamento das
bactérias; purificacdo das colbnias; selecdo das estirpes mais
eficientes em vasos com substrato esterilizado e finalmente em
vasos com solo néo esterilizado.

2. Obtencao das estirpes de rizébio

A obtencd@o das estirpes é feita através da coleta de nddulos de
plantas da espécie crescendo em seu habitat natural. Uma vez
localizada a espécie desejada, preferencialmente de planta jovem,
faz-se a escavacao do entorno do sistema radicular. Encontrados os
nédulos, estes sdo identificados e armazenados em frascos
hermeticamente fechados contendo cloreto de célcio anidro
sobreposto com uma camada de algodao (Faria et al., 1989). Com
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este procedimento os nddulos sé@o desidratados e as bactérias sédo
preservadas até o momento do isolamento. Outra forma de se obter
rizobio eficiente € através da inoculagdo de varias estirpes, isoladas
de espécies vegetais taxonomicamente proximas a espécie alvo,
elegendo os nodulos com alta atividade de reducdo de acetileno
para isolamento das bactérias (Faria et al., 1984).

3. Isolamento e purificacdo das bactérias

O isolamento e purificacdo das bactérias devem ser feitos
preferencialmente em condicbes controladas de laboratério
utilizando capelas de fluxo laminar. Inicialmente os nodulos séo
rehidratados em &gua esterilizada, tratados por 30 segundos com
alcool etilico anidro, em seguida em agua oxigenada por 4 minutos e
lavados 8 vezes em agua esterilizada. Com uma pinga,
aproveitando a Ultima agua de lavagem, cada nodulo é esmagado e
a suspensao que fica na ponta da pin¢ca, apdés 0 esmagamento, €
riscada em placa contendo meio de cultura extrato de levedura com
manitol (Vincent, 1970). Ap6s 3 a 11 dias de incubacdo a 30°C,
usando uma alca de platina, a massa de bactérias formadas sobre o
meio é novamente riscada no mesmo meio de cultura para obtencao
de colbnias isoladas. Cada cultura que ira constituir uma estirpe
deve ser proveniente de uma coldnia isolada da bactéria. Mais
detalhes sobre isolamento e purificacdo de rizébio consultar Vincent
(1970) ou Somasegaran & Hoben (1985).

4. Selecdo de estirpes de rizébio em condi¢cdes
controladas

inoculagdo mas com adubacg&do mineral. No controle com N, na
maioria das espécies, sdo adicionados 10 mg de N por planta toda
semana podendo, entretanto, variar esta quantidade para manter o
crescimento da espécie no seu potencial maximo de crescimento.
Os experimentos sao instalados em blocos ao acaso com 3 a 4
repeticdes, dependendo do nimero de isolados a serem testados e
da disponibilidade de sementes de cada espécie. Ao atingirem 30 a
40 cm de altura as plantas séo colhidas e avaliadas a biomassa
seca da parte aérea e dos nddulos.

5. Selecao de estirpes em vasos com solo n&o esterilizado

Os isolados que mais se destacaram na fase anterior s&o
testados em vasos contendo solo nédo esterilizado. Os
experimentos com espécies arboreas, na Embrapa
Agrobiologia, tem sido conduzidos com argissolo &cido (pH
5,0) com correcdo de P, K e micronutrientes, porém sem
calagem ja que as espécies leguminosas arboreas tropicais
sdo geralmente tolerantes a acidez e nessas condi¢cdes se
busca simbiose eficiente. Os experimentos séo conduzidos em
delineamento de blocos ao acaso com quatro repeticdes
incluindo os dois controles e as mesmas avalia¢des indicadas
no item 4.

6. Critérios de avaliacdo e analises estatisticas

A selecdo de estirpes de rizébio em condicbes controladas é
realizada em casa de vegetacdo em vasos contendo uma mistura de
areia:vermiculita (2:1) (v:v) e solugdo nutritiva completa menos
nitrogénio, ambos esterilizados (Vincent, 1970). Nestas condi¢cdes
pode-se identificar se o isolado nodula, é eficiente e até separar
isolados por grau de eficiéncia dos mesmos. Cada isolado é testado
individualmente sendo ainda adicionados dois controles: um sem
inoculagdo e sem adubacdo com nitrogénio mineral e outro sem
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Os resultados de cada experimento sdo submetidos a analise
de variancia e o teste T (P3 0,05) para as comparacdes. Além
disso com a biomassa seca calcula-se um indice de eficiéncia
e outro de eficacia para cada estirpe. A eficiéncia é calculada
multiplicando por 100 a taxa da biomassa seca de cada
tratamento pelo controle sem inoculagdo ou adicdo de N. Este
indice mostra se o isolado é eficiente em fixar nitrogénio com
a espécie testada e mesmo diferenciar graus de eficiéncia
entre os diferentes isolados. A eficAcia € calculada
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