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1. INTRODUCAO GERAL

As leguminosas oferecem inumeres formas de aprovei-
tamento e, sem divida podemos afirmar que é ponderavel o pa-
pel das mesmas como forrageiras.

No Brasil, ainda ndo se concedeu importancia real
as leguminosas forrageiras, havendo maior interesse para a u-
tilizacdo das gramineas, que como sabemos, necessitam de com-
plementacdo proteica, mormente nas estiagens prolongadas,
quando o animal mais se ressente da alimentacdo deficiente.

As leguminosas forrageiras, segundo autores como
Moore (1962), Dirven (1965) e Williams (1967), sdo capazes
de eliminar a deficiéncia proteica das pastagens gramineas ou,
pelo menos diminuir em muito a complementacdo com tortas, fa-
relos ou outras fontes de proteina.

As leguminosas forrageiras podem ser divididas nos
dois grandes grupos: leguminosas forrageiras de clima tempera-
do e leguminosas forrageiras tropicails. Dentre as primeiras,
incluem-se a alfafa (Medicago sativa L.), e os trevos (Trifo-
lium sp) e, no segundo grupo, Leite (1959) e Salette (1967)
citam como principais a alfafa do nordeste (Stylosanthes
guianensis Sw.), kudzu tropical (Pueraria javanica Benth.),

calopogonio (Calonogonium mucunoides Desv.), centrosema (Cen-



trosema pubescens Benth.), soja perene (Glycine wishtii (L)
Cv.) labe labe (Dolichos lablab L.) e desmodio (Desmodium sp) .

As pesquisas levadas a efeito para estudar a fixa-
cdo do nitrogénio atmosférico, a especificidade hospedeira, a
nutricdo e inoculacdo com Rhizobium, sdo abundantes nas legu-
minosas forrageiras temperadas, enquanto que para as legumino-
sas forrageiras tropicais poucos trabalhos tém sido desenvol-
vidos.

Pesquisadores como Date e Vincent (1962), Neme
(1962), Oke (19066, 1967a, 1967b e 1967c) e outros, afirmam

que, em condicdes propicias, diversas leguminosas forrageiras

tropicais possuem caracteristicas idénticas e, em certos ca-
sos, superiores as leguminosas forrageiras de clima tempera-
do.

No Brasil, um dos problemas que se apresenta com re-
lacdo a fixacdo do nitrogénio atmosférico pelas leguminosas
forrageiras tropicais, é o estudo da necessidade de inocula-
cdo e, mais adiante, a obtencdo e selecdo de estirpes especi-
ficas e realmente mails eficazes para casa regiao.

No estudo dos diversos fatores que interferem na
simbiose, e consequentemente no sucesso da inoculacdo, neces-
sario se faz a obtencdo de um método simples para a identifi-
cacdo dos nbédulos formados pela bactéria inoculada e que per-
mita estudar a competicdo das estirpes de Rhizobium emprega-
das no inoculante.

Os métodos usados, atualmente, para a identificacéo



de Rhizobium s&o o da clorose induzida e o soroldgico. O pri-
meiro, especifico para soja anual, é baseado na cloroso (ama-
relecimento das folhas) que temporariamente ocorre em certas
variedades, promovida por determinadas estirpes. O segundo,
fundamentado nas reacdes antigénicas, especificas para cada
estirpe, é um método complexo, laborioso e especializado, por
isso mesmo pouco utilizado, apesar de sua alta eficiéncia.

O presente trabalho pretende verificar a possibili-
dade de obter um processo mais simples, que permita observar a
competicdo de Rhizobium do inoculante quando em presenca das
estirpes ndo provenientes da inoculacdo. O método a ser expos-
to permitira avaliar o grau de competicdo, pela simples obser-
vacdo da cor dos ndédulos produzidos por estirpes especificas
e que possuem a caracteristica de formar ndédulos pretos.

Os noédulos pretos foram pela primeira vez observa-
dos em Dolichos lablab L., por Cloonan (1963)s na Austraulia,
e posteriormente em Centrosema pubescens Benth., por Ddberei-
ner (1964) no Brasil.

O uso de estirpes que formam ndéddulos pretos, permi-
tird avaliar a competicdo e a necessidade de inoculacédo, pos-
sibilitard observar o efeito dos diversos fatores que interfe-
rem na sobrevivéncia de Rhizobium no solo, e também realizar
estudos relacionados com a genética da bactéria e da planta
hospedeira.

O nosso trabalho pretende verificar a viabilidade do

emprego de estirpes que produzem ndéddulos pretos, como um méto-



do de avaliacdo da inoculacdo e, ao mesmo tempo, observar a
inoculacdo cruzada, destas estirpes, com as diversas legumino-

sas forrageiras empregadas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS

2.1.1. Consideracdes gerais

O uso das leguminosas em pastagens merece especial
atencdo, sobretudo em regides onde ocorre uma estacdo seca
que paraliza o crescimento das gramineas, reduzindo assim o
suprimento de proteina nacessario para os animais (Williams,
1967) .

Os estudos de fixacdo do nitrogénio do ar atmosféri-
co através da simbiose Rhizobium - leguminosas tropicais se
dessnvolveram recentemente, tendo recebido maior atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos (Norris, 1958 e 1967; Ferrari
al., et 1967; Souto e Ddbereiner, 1968a, 1968b e 1970) Bowen
e Kennedy, 1961).

Considerando inclusive a influéncia dos demais nu-
trientes necessaros ao desenvolvimento de Rhizobium e da
planta, Freitas em 1970 estimou que para a regido centro oes-
te do Brasil a adicdo do nitrogénio fixado pelas leguminosas
pode atingir valor equivalente a 20 milhdes de cruzeiros, o
que vem conferir relevante papel a microbiologia dos solos a

apresentar um problema basico para a economia do pais.



Os trabalhos referentes a plantas forrageiras dis-
tinguem, de acordo com a regido de origem, dois principais
grupos de leguminosas: leguminosas de clima temperado e legu-
minosas tropicais.

Fazendo um retrospecto geral sobre a ocorréncia e
importancia das leguminosas forrageiras tropicais, Salette e
Williams em 1967 destacaram entre outras: a soja perene, labe
labe, centrosema, kudzu e calopogbnio.

A soja perene é considerada uma leguminosa forragei-
ra com amplas possibilidades de emprego, nos paises tropicais
pela sua resisténcia a seca, elevado teor de proteina, palati-
bilidade e grande poder de competicdo com as ervas daninhas,
entretanto poucos trabalhos tém sido realizados com relacdo a
nutricdo e fixacdo do nitrogénio por essa leguminosa (Neme,
1962; Schaaffhansen, 1963; Bogdan, 1966; Souto e Dobereiner,
1970) .

Labe labe, pode ser usada como forragem, fenada ou
ensilada e também como adubo verde, e devido ao seu siste-
ma radicular profundo resiste bem a estiagens prolongadas e a-
proveita melhor os nutrientes do solo (Inforzato e Mascare-
nhas, 1967).

Kudzu e calopogdnio apresentam amplas possibilida-
des de uso nos paises tropicais, possuindo satisfatdédria capa-
cidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico, Jja comprovada
por Oke (1967b), trabalhando no Congo. Calopogbnio por sua

grande adaptabilidade chega a tornar-se uma planta invasora)



dominando as espécies nativas.

Segundo Watson (1957), Gargantini e Catani (1958)
Gargantini e Galli (1954), Gargantini e Wutke (1960) e
Catani, Gargantini e Montojos (1963), centrosema possue capa-
cidade de fixacdo de nitrogénio superior a varias outras legu-
minosas tropicais, podendo atingir cerca de 200 kg/ha/ano a

quantidade de nitrogénio fixado por essa leguminosa.

2.1.2. Comparacao com leguminosas temperadas

Trabalhando com leguminosas tropicais em consorcia-
cdo com gramineas, Moore (1960; 1962), Douglas (1962) e Bruce
(1965), verificaram que o efeito destas era comparavel ao das
leguminosas de clima temperado, quando em tipos de solo e con-
dicdes apropriadas. Rajagopalan (1964), também cita a impor-
tadncia do tipo de solo no desenvolvimento da nodulacdo, con-
cordando com Norris (1958) no ponto de vista de que as legumi-
nosas tropicais ndo necessitam calagem, o que as diferencia
das leguminosas temperadas.

Riveros (1960) estudando o comportamento de diver-
sas leguminosas temperadas e tropicais concluiu que a quanti-
dade de nitrogénio fixado por estas pode ser considerado equi-
valente, se forem levadas em conta a disponibilidade de nutri-
entes essenciais e as exigéncias da planta e da bactéria.

Trabalhando com mucuna, centrosema, calopogbnio
kudzu e outras leguminosas tropicais, Oke (1966; 1967a
1967b; 1967c) considerou que a fixacdo por estas espécies po-

de ser equivalente e até superior a realizada pelas legumino-



sas temperadas, se forem observados fatores como nutricdo da
planta e da bactéria e procurando obter estirpes especificas e
mais eficientes.

A fixacdo do nitrogénio wutilizando 5 leguminosas
tropicais, em cultiva 1isolado, foi realizada por Singh e
Chaterjee em 1968, concluindo estes pesquisadores que centro-
sema e alfafa do nordeste persistiram por mais de dois anos e
a quantidade de nitrogénio fixado foi equivalente a das legu-
minosas de clima temperado.

Estudando a resposta a adubacdo nitrogenada por va-
rias espécies tropicais e alfafa, em solos de cerrado, recen-
temente, Jones e Quagliato (1970) wverificaram gque a adicao
deste elemento ao solo por alfafa e alfafa do nordeste foram
210% e 5%, respectivamente.

Comparando o efeito da soja perene e alfafa em pas-
tagens consorciadas, Kleinschmidt (1967) observou que a inclu-
sdo destas leguminosas elevou o nivel do nitrogénio do solo
em 70 e 260 quilos, por hectare por ano, respectivamente.

Milford (1967) trabalhando em solos da Austréalia,
comparou o efeito de 7 leguminosas tropicais com a alfafa, e
também chegou a conclusdo de que esta ultima deu producdo su-

perior as demais espécies.

2.2. GRUPOS DE INOCULACAO CRUZADA
No estudo da simbiose verificou-se que algumas legu-
minosas possuem a capacidade de formar ndéddulos quando inocula-

das com estirpes de outras espécies, surgindo entdo o concei-



to de inoculacédo cruzada, que compreende um numero de espéci-
es hospedeiras com capacidade de nodular e fixar nitrogénio
eficientemente quando inoculadas com estirpes isoladas de no-
dulos de um membro deste grupo (Norris, 1967).

O conceito de grupos de inoculacdo cruzada foili bas-
tante discutido, depois dos trabalhos de Fred, Baldwin e
McCoy (1932), que propuzeram a existéncia de cerca de 20 gru-
pos de inoculacdo cruzada, os quais foram depois reduzidos a
apenas meia duzia (Allen e Allen, 1947; Allen e Baldwin
1954) .

Wilson (1939), Norris (1956) e Habish e Khairi
(1968) consideraram que esta classificacdo era deficiente,
principalmente com referéncia ao grupo "cowpea".

O grupo trifolium de inoculacdo cruzada compreen-
de espécies do género Trifolium e é o mais restrito (Nutman,
1956) . Trifolium ambiguum Bieb. ocupa neste grupo, uma posi-
cdo especial devido a formar ndédulos apenas com estirpes espe-
cificas (Parker, Allen e Ahlgren, 1949) Parker e Allen, 1952).

Utilizando enxertos de T.ambiguum tendo T.repens L.
como cavaleiro, Hely, Bonnier e Manil (1953) demonstraram ser
possivel superar a dificuldade de T.ambiguum formar ndédulos
com estirpes isoladas de outras espécies do género.

O grupo de inoculacédo cruzada da ervilha é também
bastante coerente e possue poucas irregularidades. Experimen-
tos realizados por Hauke-Pacewiszova (1952), sugerem a inclu-

sdao de Gallega officinalis L. neste grupo, por haver esta no-
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dulado com estirpes de Vicia faba L. e Vicia sativa L. estes
resultados ndo foram confirmados por Proctor (1963), que con-
siderou G.officinalis como pertencente ao grupo do tremoco.

Kleczkowska e Thornton (1944) e Kleczkowska,
Nutman e Bond (1944), observaram um caso de inoculacdo cruza-
da entra uma espécie de trevo e ervilha, conseguindo através
de passagens sucessivas nas plantas, e que foili evidenciado
por reinoculacdo com isolamentos dos nédulos produzidos nes-
tas espécies e que foram identificados por testes soroldgicos
e da susceptibilidade a fagos.

O grupo de 1inoculacdo cruzada de Medicago, Mellilo-
tus e Trigonella - é também bastante diferenciado, apresentan-
do apenas dolis casos especiails; Medicago laciniata Mill e
Medicago hispida Gaertn. que sdo resistentes a nodulacdo por
estirpes isoladas das demais espécies do grupo e inclusive
por espécies do préprio género (Purehase, Vincent e Ward,
1951; Vincent, 1954) .

Também pouco se conhece a respeito de irregularida-
des do grupo de inoculacdo cruzada Lupinus-Ornithopus.
Bushnell e Sarles (1939) fazem mencdo a relacdo entre o grupo
de soja e este grupo. Jensen (1967) evidencia a existéncia de
um grupo de inoculacdo cruzada envolvendo os géneros Ornitho-
pus, Lotus, Anthilis, Caragama, Astragalus, Ononis, Genista,
Mimosa e outros, incluindo tanto Rhizobium de crescimento len-
to como de crescimento rapido.

O grupo de 1inoculacdo cruzada de cowpea e soja due
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deveria ser um das mais estudados pela sua grande importéancia

econdmica, possue poucos trabalhos desenvolvidos neste senti-
do. Estas duas espécies formavam grupos separados (Fred,
Baldwin e McCoy, 1932), sendo atualmente consideradas, pela
maioria dos autores como formando um Unico grupo.

Reid (1936) Bushnell e Sarles (1937) e Bushnell e
Sarles (1939) e Wilson (1944), verificaram um pequeno grau
de inoculacdo cruzada entre o grupo cowpea € soja com O grupo
do tremoco, dependendo sobretudo da época de realizacédo dos
testes. Consideraram que deve existir um grande numero de ti-
pos soroldégicos entre estirpes de Rhizobium isoladas de
cowpea, soja e tremoco.

Uma grande variedade de leguminosas tropicais e
sub-tropicais sdo incluidas neste grupo, por demais heterogé-
neo e promiscuo (Sears e Conell, 1927; Walker e Brown, 1935;
Allen e Allen, 1936; 1939). Neste grupo foram descritos nume-
rosos casos de inoculacdo cruzada ndo reciproca, verificando-
se que estirpes isoladas de sesbania nodularam cowpea e soja,
entretanto,nenhuma estirpe de cowpea ou soja formou ndédulos
nestas plantas (Johnson e Allen, 1952).

Burton em 1952 observou determinada especificida-
de no grupo cowpea, verificando que, em geral estas ndo neces-
sitam inoculacdo, entretanto, ndo fica assegurado o beneficio
da simbiose. Bowen (1959a; 1959b), mostrou maior especificida-
de de centrosema com relacdo a varias outras leguminosas tro-

picais, sendo dificil seu estabelecimento sem inoculacdo com
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estirpes eficientes. Habish e Khairi (1968) encontraram que
Arachis hypogaea L. e Acacia sp também devem possuir estirpes
proprias. Dobereiner (1970), Guzman e Dobereiner (1969) con-
firmaram a especificidade de centrosema.

Galli (1958) observou que no grupo cowpea algumas
espécies ocupam posicdo especial, formando grupos de inocula-
cdo cruzada aos quais ndo pertence nenhuma das demais espéci-
es. Considerou que dentre as leguminosas empregadas no seu
trabalho, Leucena glauca Benth. e Cratylia floribunda Benth.
formavam um grupo isolado, concordando com Wilson (1944) que
refere-se a L.glauca como incapaz de nodular com estirpes 1so-
ladas dos principais grupos de inoculacdo cruzada. Souto et
al. (1970), Dobereiner (1970) observaram que certas varieda-
des de alfafa do nordeste foram unilateralmento especificas,
igualmente a centrosema.

No estudo da inoculacdo cruzada alguns géneros pos-—
suem representantes em diferentes grupos, como é o exemplo
de Phaseolus em que algumas espécies estdo incluidas no grupo
de Phaseolus vulgaris L. e outras no grupo de Vigna sinensis
(L.) Endl.

Com referéncia ao grupo de inoculacdo cruzada de
Phaseolus, observou-se um caso de inoculacdo cruzada ndo reci-
proca entre Dalea alopecuroides Willd. e P. vulgaris por estir-
pes isoladas de Vicia faba L. (Ming Tien, 1963).

Norris (1967) e Robinson (1969) sugerem que as logu-

minosas, em geral, nodulam mais rapido e eficientemente quan-
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do inoculadas com culturas isoladas de hospedeiros hombélogos.
Em estudo mais detalhado Guzman e DObereiner (1969) verifica-
ram que ndo houve correlacdo entre a origem das estirpes e
sua eficacia.

Em livros de texto o género Rhizobium responsavel
por cada grupo de inoculacdo cruzada é considerado como pos-
suindo 6 espécies, sendo R.trifolii Dangeard para o grupo dos
trévos, R.meliloti Dangeard especifico para o género da alfa-
fa, R. leguminosarum Frank para a ervilha, R.lIupinii Eckharolt
para lupinos, R.jaconicum Ruchanan para soja e Rhizobium sp
para o grupo cowpea. A literatura mais recente tem apresenta-
do argumentos contra esta classificacdo, entretanto, foge do
assunto desta tese entrar em detalhes sobre a conveniéncia ou
ndo, das diferentes propostas de classificacdo dentro do géne-

ro Rhizobium.

2.3. COMPETICAO COM ESTIRPES NATIVAS

No estudo e selecdo de inoculantes mais eficazes é
essencial considerar que as estirpes aplicadas como indculo
competem com as existentes no solo, para a formacdo dos nédu-
los. Esta competicdo ndo estd relacionada unicamente com o nu-
mero de bactérias para as quais as raizes das plantas estdo
expostas, mas depende também da capacidade relativa de compe-
ticdo das estirpes nos pontos dos pelos absorventes a serem
infectados (Jenkins et al., 1954; Means et al., 196l
Purchase e Nutman, 1957; Vincent e Waters, 1953; Vincent e

Waters, 1954; Waters, 1950).



14

Nicol e Thornton (1941) e Read (1953) observaram a
grande necessidade da realizacdo de pesquisas sobre a ecolo-
gla de Rhizobium na proximidado das raizes a fim de se assegu-
rar o estabelecimento de uma simbilose eficiente, tendo
Thornton e Kleczkowska (1950), Baird (1955), Vincent (1962) e
Johnson e Means (1964) demonstrado haver grande variacdo en-
tre estirpes na capacidade de formar ndédulos nas diferentes
espécies de hospedeiros.

Read em 1953 observando a competicdo entre estirpes
de Rhizobium em trevo vermelho, verificou que mais de 50% dos
ndédulos foram formados pelo inoculante, todavia estes experi-
mentos foram conduzidos em solos onde ndo se cultivava trevo
por muitos anos, e é reconhecido que as astirpes nativas espe-
cificas para o trevo sdo de uma maneira geral ineficientes
(Vincent e Waters, 1953 e Vincent, 1954). Por outro 1lado,
Abel e Erdman (1964) e Hartwig (1964) verificaram diferenca
significativa na nodulacdo de soja quando inoculada com estir-
pes eficientes. A inoculacdo foi oficaz quando o plantio foi
realizado em solos onde nunca se havia cultivado essa legumi-
nosa e sem efeito em solos onde havia sido plantado soja com
inoculante artificial.

Aplicando estirpes isoladas e misturas, variando
também o numero de células do inoculante Jenkins et al. (1954)
verificaram diferenca marcante na competicdo entre estirpes
e também, que aumentando o numero de células do inoculante fa-

voreceu a formacdo de ndéddulos sob varias condicdes de clima e
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solo. Marshall (1956), Waters (1.956) e Erdman (1960), estu-
dando a competicdo entre estirpes de inoculantes comerciais
também verificaram uma resposta mais eficiente quando aplica-
ram misturas de estirpes.

Johnson et al (1965) trabalhando com soja, verifi-
caram que a proporcdo dos nddulos formados pelo inoculante au-
mentava com o sumento do nuUmero de bactérias presente no ino-
culanto. Foi observado também que aplicando o inoculante com
aditivos (peleteio), aumentou o numero de ndédulos, embora es-—
tes resultados ndao tenham sido obtidos em todos o0s experimen-—
tos realizados. Cloonan (1966) e Cloonan e Vincent (1967) re-
alizaram trabalhos semelhantes empregando leguminosas forra-
geiras tropicais e chegaram as mesmas conclusdes.

Mais recentemente, Franco et al. (1970) em estudos
prévios utilizando estirpes que produzem ndéddulos pretos veri-
ficaram que o peleteio com calcario em centrosema, promoveu
um aumento de 78% na formacdo dos nddulos pelo inoculante e
incrementou a fixacdo do nitrogénio, em solos com toxidés de
manganés.

Means et al. (1961) e Johnson e Means (1964) empre-
gando a estirpe 76 que induz clorose em soja, concluliram que
esta estirpe foi superior as demais, chegando a formar 86%
dos ndédulos.

Vincent (1962), Johnson e Means (1963) Damirgi et
al. (1967) distinguiram varios serogrupos de Rhizobium jaconi-

cum em diferentes tipos de solos, verificando que a ocorrén-
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cia destas estirpes era mais condicionada ao tipo de solo do
que aos tipos climaticos das regides onde foram rcalizados os
trabalhos. Por outro lado Mc Leod (1962), Caldwell (1969) e
Simpson e Gibson (1970) verificaram que a resposta a inocula-
cdo é diferente para cada local e depende sobretudo da espé-
cie cultivada.

Trabalhando com soja, por 3 anos consecutivos,
Caldwell e Hartwig (1970) demonstraram que em cada ano predo-
minavam estirpes diferentes, estando determinado serogrupo de
R.japonicum associado a um gendtipo de soja.

Caldwell e Grant (1968) e mais recentemente Caldwell
e Weber (1970) verificaram que sem reinoculacdo a distribui-
cdo dos serogrupos é influenciada pelas diferentes épocas de
plantio, estando a ocorréncia de determinado serogrupo corre-

lacionada com os diferentes tipos de solo e clima.

2.4. METODOS DE IDENTIFICACAO DE ESTIRPES DE
RHIZOBIUM
2.4.1. Sorologia
O primeiro trabalho indicando que estirpes isoladas
da mesma espécie de planta ou do mesmo grupo de inoculacdo
cruzada poderiam ser soroldgicamente diferenciadas foi reali-
zado por Wright em 1925.
Bushnell e Sarles (1939), Kleczkowska e Thornton
(1944) e Kleczkowska et al. (1944) empregando Este método ve-
rificaram que algumas estirpes de diferentes grupos de inocu-

lacdo cruzada eram soroldgicamente relacionadas.
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A heterogeneidade dos ndédulos do mesmo grupo de ino-
culacdo cruzada foil evidenciada por Vincent (1941; 1942) em
alfafa, e por Furchase e Vincent (1949) em trevo.

Pesquisadores como Thornton e Kleczkowska (1950),
Vincent e Waters (1953), Abel e Erdman (1964), Simpson e
Gibson (1970) evidenciaram a eficiéncia do método soroldgico
para idontificacdo do Rhizobium inoculado, em estudos de com-
peticdo com estirpes do solo.

A técnica de aglutinacdo foi muito bem descrita por
Koontz (1961), tendo sido considerada a ocorréncia de 6 gru-
pos sorologicamente distintos, dentre 28 estirpes de Rhizo-
bium japonicum e 3 de Rhizobium sp. Date (1962) e Date e
Decker (1965) estudaram 28 estirpes, incluindo 8 das estuda-
das por Koontz e Faber, verificando a ocorréncia de 17 grupos
soroldégicos. Enquanto Skrdleta (1965) trabalhando com R. japo-
nicum dividiu 40 estirpes em apenas 4 grupos soroldgicos inde-
pendentes.

Graham em 1963 testou antigenos de estirpes de Rhi-
zobium (3 grupos distintos) contra Agrobacterium, observando
afinidade de Rhizobium lupini e Rhizobium japonicum com agro-
bacterium radiobacter e Agrobacterium tumesfaciens.

Means et al. (1964) desenvolveram um método rapido
de identificacdo de estirpes de Rhizobium bassando-se na rea-
cdo antigénica dos nbédulos e ndo da cultura isolada dos ndédu-
los, como usado no método geral. O método é eficiente dentro

de certo limite, e reduz consideravelmente o tempo de determi-
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nacdo, entretanto foi verificado que se deve tomar sérias pre-
caucdes devido ao efeito das células da planta na reacdo soro-
légica do antigeno dos nédulos.

Vincent (1962), Johnson e Means (1963), Damirgi et
al. (1967) e outros pesquisadores empregaram este método para
distinguir os ndédulos formados pelas estirpes do inoculante,
quando em competicdo com as estirpes de Rhizobium existentes
no solo.

Mais recentemonte vem sendo usado o método da imuno-
fluorescéncia para identificacdo e estudo da ocorréncia de
Rhizobium diretamente no solo e na diferenciacdo de estirpes
isoladas dos nédulos (Bohlool e Schmidt, 1967; Schmidt et al.
1968; Bohlool et al 1968; Bohlool e Schmidt, 1968; Bohlool
e Schmidt, 1970).

Dudman e Brockell (1968) e Skrdleta (1970) utiliza-
ram a técnica da imuno-difusdo em gel para estudos envolvendo
competicdo e eficiéncia de estirpes de Bhizobium japonicum,

obtendo oétimos resultados.

2.4.2. Clorose induzida por Rhizobium

Os trabalhos realizados por Clarck (1957a; 1957Db),
Erdnan et al. (1956), Erdman et al. (1957) e Johnson et al.
(1958) comprovoram que algumas variedades de soja apresenta-
vam uma clorose caracteristica quando inoculadas com certas
estirpes de Rhizobium japonicum.

Trabalhando com 40 variedades de soja, para testara

susceptibilidade a clorose induzida por Rhizobium, Erdman et
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al. (1957) concluiram que o comportamento destas variedades e-
ra bastante diferenciado, e apenas seis apresentaram elevada
susceptibilidade.

Johnson et al. (1958) vorificaram que o0 aparecimen-
to da clorose induzida estd condicionado a interferéncia de
diversos fatores como: concentracdo de elementos maiores, tra-
tamentos realizados na planta, tipo de substrato utilizado e
outros.

Nos estudos de compoticdo com outras estirpes a
identificacdo dos ndédulos formados pela estirpe do inoculante
é realizada através de testes com seedlings de sérgo (Johnson
et al., 1959) que possuem elevada sensibilidade na resposta a
clorose quando crescendo em suspensdo de ndédulos esmagados.
Quando ndo ocorre o aparecimento da clorose em 72 horas, a
suspensdo é usada para reinocular a soja para confirmacdo do
resultado.

As estirpes que promovem O aparecimento da clorose
induzida foram usadas para avaliar a contribuicdo das estir-
pes do inoculante quando em competicdo com as estirpes nati-
vas, por Means et al. (1961), obtendo excelentes resultados fa-
zendo avaliacdo através da observacdo visual, no campo, dos
diversos graus de clorose apresentados pelas plantas inocula-
das com estas estirpes em diferentes proporcdes. Neste traba-
lho obteve-se estreita correlacdo da clorose observada com a
percentagem de ndédulos produzidos pelas estirpes que induzem

clorose.
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Usando este método Johnson e Means (1964) tostaram
a capacidade de 300 estirpes, em experimentos com condic¢des
controladas,verificando que apenas 13 destas competiram com
a estirpe 76 que indus clorose. Mesmo quando usada na pPropor-
cdo de 1,1% em mistura com outras estirpes, 85% dos nddulos

formados foram provenientes da estirpe 76.

2.4.3. Noédulos pretos

Os noédulos pretos foram observados pela primeira
vez por Allen e Allen (1936), em Vigna marina Merrill., culti-
vada ao longo do mar. Mais tarde foram verificados por
Cloonan (1963) em Dolichos lablab L., na Australia, e por DO-
bereiner (1964) em Centrosema pubescens Benth., no Brasil.
Posteriormente, foi constatada por este Ultimo pesquisador a
ocorréncia deste tipo de ndédulos em Calopogonium mucunoides

Desv., em Pueraria javanica Benth., e em Phaseolus vulgaris L.

Cloonan (1963) sugeriu que a ocorréncia do pigmento
preto seria devido a melaninas formadas no tecido bacterdide
dos ndédulos.

O aparecimento de nédulos pretos independe da efici-
éncia da simbiose e, ndédulos pretos mas ineficientes, foram
encontrados em Phaseolus vulgaris L. inoculado com uma estir-
pe preta isolada de Mimosa caesalpinicaeolia Benth. (Stamford
et al., 1968).

Os nédulos pretos podem ser facilmente identifica-

dos quando em comparacdo com os ndédulos normais. Enquanto os
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nédulos normais tém o tecido bacterdide da cor rosa a verme-
lho tijolo e a cortex branca, os nbédulos pretos possuem o te-
cido bacterdide purpura escuro a preto que parece brilhar a-
través da cortex branca.

Os ndédulos pretos oferecem uma rara oportunidade pa-
ra o reconhecimento imediato dos ndédulos formados por uma de-
terminada estirpe. O método possibilitara estudar os fatores
que interferem na nodulacdo como: nutricdo, reacdao do solo,
toxidés de manganés e aluminio, temperatura do solo, genética
da planta e da bactéria, além de permitir avaliar o grau de
competicdo das estirpes do inoculante quando em competicdo
com 0s microrganismos do solo, colaborando decisivamente para
a selecédo de inoculantes mais especificos e eficazes.

Cloonan em 1966 e Cloonan e Vincent em 1967 estuda-
ram a nodulacdo de diversas leguminosas tropicais usando a es-
tirpe CD-756 que produz nodédulos pretos em labe labe e verifi-
caram pelo ndo aparecimento de ndéddulos com esta caracteristi-
ca, que o indéculo havia falhado.

Dobereiner e Coser (1970) estudaram a fixacdo do ni-
trogénio e a inoculacdo cruzada em varias leguminosas tropi-
cais, utilizando estirpes que produzem nédulos pretos, verifi-

cando que houve grande variacdo entre as espécies usadas.



3. NODULOS PRETOS E INOCULACAO CRUZADA

3.1. INTRODUCAO

A maioria das leguminosas forrageiras tropicals es-
tdo geralmente incluidas no clédssico grupo de inoculacdo cru-
zada "cowpea", considerado como nodulados por uma Unica espé-
cie que é o Rhizobium sp. Este grupo como sugerido por
Wilson (1939) apresenta muitas inconsisténcias. Por outro la-
do Allen e Allen (1947) consideram que a relacdo existente en-
tre a planta e a bactéria é a Unica forma prética de que se
pode lancar mdo para a classificacdo de Rhizobium merecendo en-
tdo destaque especial.

Varios trabalhos tém se desenvolvido, recentemente,
com a finalidade de estudar as diferentes associacdes existen-
tes entre as leguminosas tropicais e a bactéria especifica,
tando alguns pesquisadores observado a necessidade de se
criar sub-grupos de acordo com os diferentes graus de especi-
ficidade apresentados pelas diversas espécies.

Algumas leguminosas tropicals mostram-se altamente
especificas, s6 formando noédulos com estirpes homdlogas
(Galli, 1958; Habish e Khairi, 1968), enquanto outras mostram

especificidade unilateral como centrosema (Dowen, 1959a) e al-
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gumas variedades de alfafa do nordeste (Dobereiner, 1970 e
Souto et al., 1970).

Procurando dar uma contribuicdo para o complicado
estudo da inoculacdo cruzada, principalmente para o grupo
"cowpea", Guzman e Dobereiner (1969) realizaram trabalhos so-
bre os varios aspectos da simbiose, incluindo a formacédo, de-
senvolvimento e eficiéncia do tecido dos ndédulos. Sob esse
ponto de vista foil observado que havia uma estreita ligacao
entre determinadas espécies, formando grupos distintos.

O nosso trabalho pretende verificar a viabilidade
do emprego das estirpes que produzem ndéddulos pretos, como um
método de identificacdo de estirpes de Rhizobium, e observar
a 1inoculacdo cruzada entre as diversas leguminosas forragei-

ras empregadas.

3.2. MATERIAL E METODOS

Foram instalados em casa de vegetacdo (Figura 1)
quatro experimentos com vasos de Leonard esterilizados, na se-
de do Instituto de Pesquisas Agropecuarias do Centro Sul
(IPEACS - Km 47).

O vaso de Leonard (Figura 2) consiste de uma garra-
fa, cortada na sua parte inferior, colocada, em posicdo inver-
tida, dentro de outra garrafa de didmetro mais largo, sendo
esta cortada na parte superior. As garrafas podem ser corta-
das facilmente utilizando-se uma resisténcia que é aquecida
até o rubro, diretamente em contato com o vidro, e em seguida

provocando-se o resfriamento com agua.
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Na garrafa que compde a parte superior do vaso colo-
ca-se areia da praia, lavada em agua corrente até eliminacdo
total dos sais soltveis. Introduz-se no gargalo uma bucha de
algoddo, a fim de impedir a passagem da areia e permitir a
continua ascencédo da solucdo nutritiva adicionada na garrafa
inferior, que constitul a parte inferior do vaso.

Depois de convenientemente preparados oS VvVasos
sdo envolvidos em papel e esterilizados em autoclave a 120°C,

por uma hora, a 1,5 atm. de pressao.

3.2.1. Delineamento experimental

O primeiro experimento em vasos de Leonard foi con-
duzido no delineamento em blocos ao acaso com 4 repaticdes,
utilizando um fatorial de quatro leguminosas e oito estirpes,
das quais quatro formavam nédulos normais e quatro produziam
nédulos pretos nos respectivos hospedeiros de origem. As legu-
minosas foram: Glycine wightii (L.) Cv, (soja perene), Doli-
chos lablab L. (labe labe), Centrosema pubescens Benth. (Cen-
trosema) e Pueraria javanica Benth. (kudzu tropical). As es-
tirpes pretas foram: CB-756, Do-37, C-101 e CM-7; e as estir-
pes normais: K-28, Do-4b, C-100 e CM-2.

O experimento II foi um fatorial 5 X 8 com 3 repeti-
cOes, utilizando as mesmas fentes de variacdo do primeiro ex-
perimento, incluindo ainda a leguminosa Calopogonium mucunoi-
des Desv. (calopogbnio) .

No experimento III foili utilizado o delineamento ex-

perimental em blocos ao acaso com 3 repeticdes, sendo emprega-
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Figura 1. Vista geral da casa de vegetacdo do IPEACS-Km 47.

Figura 2. Vasos de Leonard utilizados nos experimentos em ca-

sa de vegetacdo para controle da contaminacdao.
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da a leguminosa labe labe inoculada com as mesmas estirpes
dos dois primeiros experimentos.

O experimento IV foi realizado no delineamento expe-
pimentel inteiramente casualizados, com 4 repeticdes, utili-
zando como planta teste a leguminosa centrosema, inoculada
com 6 estirpes especificas, das quais 3 normais e 3 que for-

mam ndédulos pretos.

3.2.2. Adubacdo e 1inoculacado

Em todos os experimentos em vasos de Leonard foi
realizada uma adubac&o basica, sem nitrogénio, usando-se a so-
lucdo de Norris (1964), constante do quadro 1.

Foram adicionados 250ml da solucdo nutritiva, na
parte inferior dos vasos e 50ml na parte superior, por oca-
sido do plantio. 15 dias apdés a primeira aplicacdo foram colo-
cados mais 250ml em todos os vasos, com excecdo de labe labe
que recebeu 500ml. Posteriormente foi adicionado agua fervida
sempre que necessario.

A inoculacdo compreendeu duas fases distintas: o
preparo do inoculante e a inoculacdo prédpriamente dita. No
preparo do inoculante as estirpes foram purificadas por repi-
cagem para placas de petri com meio 79 (Fred e Waksman, 1928)
modificado (quadro 2), usando-se o indicador vermelho congo
para diferenciar as coldnias de Rhizobium, das coldnias dos
contaminantes, que absorvem o corante tomando coloracdo verme-

lha.

Depois de purificadas, as estirpes foram repicadas



2]

Quadro 1. Solucdo para vasos de Leonard, sem nitrogénio

(Norris, 1964).

Reagente Quantidade (g)
(1) KCL iiiiiie i et tieieeeneeneneansaeannannns 2,98
(2) KoHPOqevvnvvniiiiiiiniii i, 2,00
(3) KHDPOZ vvvnvevnniiinniinenniennneennnss 5,00
(4) CaSO42H20 .................................... 13,76
(5) MgSO04-TH)Ou e vt vt ii i een 9,86
(0) CuSO4-9HoO vovvviviiiii i 0,17
ZznS0O 4 7H20 ............................. O, 44
MHSO4.2H20 ............................. 0,40
(NH4)6MO7024.4H20 ........................ 0,02
H3BO3 v 2,80
(completar para 1000 ml com &gua destilada)

(7) FES04-THY0 e enee et aneeaeeeeeeas 5,00
Acido citrico .vvviiiiiiiiii. 5,00

(completar para 1000 ml com agua destilada)

Para cada 20 litros de solucdo adicionar (1), (2),

Adicionar (4) na hora de usar a solucéo.

Colocar 10 ml de (6) e 20ml de (7).
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Quadro 2. Meio de cultura para Rhizobium (meio 79 de Fred e

Waksman, 1928) modificado.

Reagente Quantidade/litro
KHZPOM ................................ 0,4g
KZHPOM ............................. 0,1g
MgSOu.THZO .......................... 0,29
1 L 0,1g
Extrato de levedura .......cciviiiinennnn. 100, Oml

AcUcar Cristal tiviiiii ittt 10, 0g
4

Para o meio 79 s6lido e semi-sdlido adicionar res-
pectivamente 20g e 2g de agar-agar comercial desi-

dratado.
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para tubos estoque, com meio 79 sbélido, tendo azul de bromoti-
mol como indicador, adicionando-se, apds o crescimento da cul-
tura, 6leo mineral para cobrir as coldnias e preservar as es-
tirpes (Means e Erdman, 1963; Vincent, 1970). As estirpcs fo-
ram repicadas, em duplicata, para frascos erlenmeyers de
125m1 com meio 79 semi liquida, usando-se agitador rotativo
em temperatura ambiente durante 5 a 7 dias, a fim de promover
aeracao e acelerar a multiplicacdo. S6 foram usados para ino-
culacdo os frascos que apresentaram coloracdo caracteristica
do desenvolvimento de Rhizobium produtor de alcali. A inocula-

cdo foi realizada 8 dias apds a germinacdo das sementes, adi-

cionando-se duas gotas da cultura por planta.

3.2.3. Semeadura e tratos culturais

As sementes de soja perene, centrosema, kudzu e ca-
lopogbnio foram escarificadas em acido sulfirico concontrado,
por 5 minutos, e apds, lavadas em agua corrente. Antes do
plantio todas as sementes foram esterilizadas colocando em al-
cool etilico a 95% durante 5 minutos, em bicloreto de mercu-
rio (HgCl,)1:500, por mais 5 minutos e logo apds lavadas vari-
as vEzes cor agqua fervida.

Foram plantadas, por vaso, 5 sementes de labe labe
e 10 a 12 sementes das demais leguminosas.

Os experimentos 1, III e IV foram plantados respec-
tivamente em 28 de julho, 12 e 19 de outubro de 1967, e o ex-

perimento II em 23 de marco de 1968.

Apds a germinacdo foi feito um desbaste deixando,
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por vaso, 2 plantas de labe labe e 5 plantas dns demais legu-
minosas. Apenas no experimento II foi necesario fazer uma

pulverizacdo com malatol a 2% para combate ao pulgéo.

3.2.4. Colheita

O primeiro experimento foi colhido na seguinte or-
dem: labe labe em 19 de setembro, centrosema em 2 de outubro
e kudzu e soja perene em 8 de outubro de 1967. Os experimen-—
tos III e IV foram colhidos no dia 10 de dezembro de 1967,
enquanto no experimento II; labe labe, centrosema e calopogd-
nio foram colhidos em 18 de maio e soja perene e kudzu em 20
de maio de 1968.

Foi feita colheira, lavando-se cuidadosamente as
raizes das plantas em agua corrente, sobre uma peneira, a fim
de reter todos os ndédulos e raizes por acaso desprendidos. A-
pds as determinacdes do numero e da coloracdo internas dos nd-
dulos e realizadas as observacdes preliminares, as plantas e
os ndédulos foram secos em estufa a 65°C por 72 horas, até pe-
so constante. Posteriormente, foram feitas as determinacdes
de peso seco dos nbéddulos e peso seco e teor de nitrogénio das
plantas. O nitrogénio foil determinado, apenas para 0S experi-
mentos I e II, usando o método de Kjeldhal semi-micro.

A digestdo fol realizada adicionando-se a 200mg da
amostra, 2g de sulfato de sdédio, 10mg de 6xido de mercurio 9
e 3ml de acido sulflrico concentrado. A amostra foi destilada,
colocando-se 40mg de sulfato de zinco e 10ml de soda (500g de

hidréxido de sdédio e 100g de tiosulfato/litro de solucédo). A
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aménia desprendida foi retirada em solucdo de H4BO3 a 2% e ti-
tulada com acido cloridrico, em presenca do indicador (verme-
lho de metila 60mg, verde de bromocresol 150mg e 100 ml de al-
cool etilico). Foi usado 10 ml do indicador misto por litro

de solucdo de éacido bdérico a 2%.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos em casa de vegetacdo com vasos de
Leonard tiveram por finalidade precipua estudar a inoculacao
cruzada com algumas leguminosas forrageiras tropicails e ainda
verificar a formacdo de ndéddulos pretos (figura 3) nas diver-
sas combinacdes, para estudar a possibilidado do uso das es-
tirpes que produzem ndéddulos pretos como método de identifica-

cdo de Rhizobium.

Experimento I

No primeiro experimento fol estudada a inoculacdo
cruzada entre 4 leguminosas forrageiras tropicais de amplo em-—
prego na regido, inoculadas com 4 estirpes qua produziam ndédu-
los normais e 4 estirpes que produziam ndédulos pretos, quando
inoculadas nos seus hospedeiros de origem.

Os resultados gerais obtidos neste experimento, re-
ferentes a peso e numero de nddulos, peso seco, teor de nitro-
génio e nitrogénio total dos plantas, estdo resumidos nos
quadros 3 e 3a, sendo apresentadas as respectivas analises

estatisticas nos quadros 4 a 8.
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Durante o periodo do experimento pode-se constatar
o inicio da fixacdo de nitrogénio, nas plantas que apresenta-
vam simbiose eficiente. Usando as reservas contidas nas semen-
tes, inicialmente as plantas mostravam-se verdes, e apds 20
dias, quando se esgotaram estas reservas, comegaram a apresen-—
tar sintomas de deficiéncia de nitrogénio, tornando-se verde
palidas. Apds 28 dias j& se observava o efeito inicial da ino-
culacdo, nas plantas dos vasos com estirpes eficientes, sendo

este efeito mais evidente 37 dias apds o plantio (figura 4).
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Figura 3. Aspecto interno e coloracdo dos ndédulos pretos e

normais em labe labe.

Figura 4. Fixacdo do nitrogénio em labe 1labe, observando-se
a diferenca na coloracdo das plantas inoculadas com
estirpes eficientes quando em comparacdo com menos

eficientes.
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Observa-se nos quadros 3 e 3a, que o numero de nddu-
los formados e o desenvolvimento desses, varia de acordo com
a espécie 1inoculada.

Soja perene e labe labe mostraram-se mais promiscu-
as, formado ndédulos com todas as estirpes usadas, entretanto,
estas estirpes aprasentaram grande variacdo na eficacia. As
estirpes C-100 e CB-756 foram as mais eficazes para estas es-
pécies, enquanto as estirpes K-28 e C-101 foram incapazes de
suprir o nitrogénio necessario a soja perene, e labe labe.

Labe labe segundo Guzman e Doébereiner (1969), apre-
senta noédulos extremamente grandes quando inoculado com estir-
pes eficientes e mostrando variacdo na nodulacdo, de acordo
com a estirpe usada. Diante dos resultados obtidos nesse expe-
rimento verificou-se que a variacdo com referéncia a nuUmero
de nédulos nesta leguminosa ndo foi tdo pronunciada, todavia
ocorreu diferenca significativa com respeito ao peso dos ndédu-
los, comprovando as conclusdes daqueles pesquisadores.

Kudzu apresentou uma certa especificidade, ndo nodu-
lando com a estirpe CM-2. CB-756 a estirpe recomendada na Aus-
tralia para a inoculacdo das espécies mais promiscuas, inclu-
sive kudzu, ficou entre as piores, enquanto Do-37 e C-100 fo-
ram as mals eficazes.

Verifica-se que as estirpes isoladas do centrosema
nodularam todas as espécies. Por outro lado, esta leguminosa
mostrou alta especificidade hospedeira, nodulando apenas com

as estirpes isoladas de ndédulos de centrosema e com a estirpe
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CM-7, que apesar de ter sido isolada de calopogbnio comportou-
se como uma estirpe proépria do centrosema. Este tipo de inocu-
lacdo cruzada é denominada de especificidade unilateral, ja
tendo sido observada por Bowen (1959a) e Dobereiner e Coser
(1970) .

Com base na comprovacdo deste tipo especial de ino-
culacdo cruzada observada em centrosema, parece provavel dque
a estirpe CM-7 seja uma estirpe prépria desta leguminosa, e
que incidentalmente, por haver sido isolada do calopogbnio

foi considerada como origindria dessa espécie.
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Observa-se que, de uma maneira geral, nenhuma estir-
pe comportou-se como altamente eficaz para todas as espécies,
entretanto CM-7, Do-37 e C-100 foram as mais promissoras, en-
quanto K-28, C-101 e CM-2 ficaram entre as menos eficazes.

No estudo dos quadros 5 a 9 verificam-se diferencas
significativas na inoculag¢do cruzada entre as espécies com re-
feréncia ao numero e peso de nddulos, peso seco e nitrogénio
total das plantas, mas ndo quanto ao teor de nitrogénio.

Com relacdo ao peso seco e nitrogénio total das
plantas (quadros 7 e 9) observa-se que labe labe suplantou as
demais leguminosas, seguida pelo kudzu, soja perene e centro-
sema.

O segundo objetivo deste experimento foi de obser-
var a formacdo de ndédulos pretos nas diversns espécies, quan-
do 1inoculadas com as estirpes pretas.

Através do exame dos quadros 4 e 4a verifica-se que
a formacdo de ndbébdulos pretos pelas leguminosas empregadas no
trabalho mostraram variacdo de acordo com a espécie. Centrose-
ma ndo formou ndéddulos com esta caracteristica quando inocula-
da com a estirpe preta C-101, e sim com CM-7 estirpe preta
isolada de calopogbnio e que normalmente ndo deveria nodulares
ta leguminosa. O fato da estirpe C-101 né&o haver produzido né-
dulos pretos, como esperado, nos leva a considerar, como bas-
tante provavel, a hipdtese de contaninacdo na fase do preparo
do inoculante.

Kudzu apresentou-se como a leguminosa mais especifi-
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ca, neste sentido, formando ndédulos pretos unicamente com a

estirpe preta Do-37. Labe labe foi bastante reqgular e promis-
cua, formando ndédulos pretos com todas as estirpes pretas usa-
das.

E interessante observar que a soja perene apresen-
tou nédulos pretos inoculada com as estirpes Do-37 e CM-7, to-
davia nos demais experimentos realizados posteriormente, es-
tes resultados ndao foram confirmados devido ao pequeno tama-
nho dos nédulos produzidos ndo permitirem uma facil identifi-

cacao.
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QUADRO 4. Numero de ndédulos/vaso (valores transformados em

¥X+1)

Fonte de variacdo G.L. F
Repeticado 3 3,62%
Leguminosas 3 6, 718**
Estirpes 7 6,33*%*
Leguminosas X Estirpe 21 3,65%%
Erro 93

o\°

C.V. =142,95

As diferencas entre as médias das leguminosas, estirpes
e leguminosas X estirpes apresentaram os seguintes resultados

pelo teste de Student:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias
Labe labe 5,55 C-101 6,10
Kudzu 5,00 C-100 5,70
Soja perene 4,20 CM-7 4,97
Centrosema 3,19 K-28 4,88
dms a 1% = 1,29 Do-37 4,33
CB-756 3,94
Do-4b 3,60
CM-2 2,45

dms a 1% =1,85

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 K-28 CB-756 Do-4b (C-101 C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 4,86 3,20 5, 60 3,02 5,73 4,49 4,41 3,02
Labe labe 5,46 6,29 6,81 5,59 4,60 6,09 4,80 4,77
Centrosema 1,00 1,00 1,00 1,00 8,78 5,71 6,03 1,00
Kudzu 6,01 9,04 2,36 4,80 5,29 6,49 4,63 1,00

dms a 1% = 3,70.



QUADRO 5. Peso seco dos nddulos (mg/vaso) .

mados em V% + 1)

(Valores transfor-

Fonte de variacéo G.L. F
Repeticdo 3 2,11
Leguminosas 3 73,32%%
Estirpes 7 20,17~
Leguminosas X estirpes 21 10,07*x*
Residuo 93

C.V. = 36,99%

As diferencas entre as médias das leguminosas, estirpes,

e estirpes X leguminosas apresentaram os seguintes resultados

pelo teste t de Student:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias
Labe labe 15,28 C-100 16,14
Kudzu 9,77 CM-7 10,34
Soja 5,76 Do-37 9,80
Centrosema 4,40 CB-756 9,34
dms a 1% = 2,09 Do-4b 8,24
K-28 5,79

C-101 5,78

CM-2 4,89

dms a 1% = 2,98

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37  K-28 CB-756 Do-4b C-101 C-100 CM-7 CM-2
REPET 991 2,59 9,48 4,87 3,94 7,76 5,25 4,47
Labe la- 14,84 10,75 21,27 14,50 25,66 7,01 15,07 13,12
be
Centro-
Sema 1,00 1,00 1,00 1,00 7,01 12,95 10,16 1,00
Kudzu 15,66 8,79 5,62 12,62 5,18 18,19 10,88 1,00

dms a 1% = 5,97



QUADRO 6. Peso seco das plantas (g/vaso)
Fontes de variacdo G.L F
Repeticao 3 2,23
Leguminosas 3 67,40**
Estirpes 7 8, 70**
Leguminosas X estirpes 21 2,85%%
Erro 93

C.V. = 29,53%

As diferencas entre as médias, pelo

teste t de Student a-

presentaram diferenca significntiva para as leguminosas, es-

tirpes e leguminosas X estirpes,

LEGUMINOSAS médias
Labe labe 3,62
Kudzu 2,85
Soja perene 1,18
Centrosema 0,88

dms a 1% = 0,61.

ao nivel de 1%.

ESTIRPES médias
C-100 2,91
CB-756 2,90
Do-37 2,60
Do-4b 2,37
CM-7 2,20
CM-2 1,65
K-28 1,28
C-101 1,17

dms a 1% = 0,88

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 K-28 CB-756 Do-40 C-101 C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 1,40 0,45 2,17 1,12 0,77 1,60 1,28 0,72

Labe labe 3,7 2,10 6,28 4,25 1,55 4,38 3,68 3,08

Centrosema 0,75 0,67 0,75 0,62 1,54 1,55 1,35 0,72

Kudzu 4,48 1,90 2,40 3,50 1,82 4,15 2,50 2,15
dms a 1% = 1,76
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QUADRO 7. Teor de nitrogénio. (Valores transformados em V x)

Fonte de variacéo G.L. F

Repeticdo 3 1,33
Leguminosas 3 2,03
Estirpes 7 12,90**
Leguminosas X estirpes 21 4,15*%%
Erro 93

C.V. =10,62%

As diferencas entre as médias das estirpes e leguminosas
X estirpes pelo teste t de Student apresentaram-se

significativas ao nivel de 1%.

ESTIRPES médias

C-100 1,51
CM-7 1,34
Do-37 1,33
Do-4Db 1,27
CB-756 1,26
CM-2 1,20
K-28 1,19
C-101 1,05

dms a 1% = 0,13

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 K-28 CB-756 Do-4b  C-101 C-100 CM-7 CM-2
Soja perene 1,37 1,18 1,36 1,25 1,09 1,43 1,32 1,30
Labe Labe 1,13 1,11 1,45 1,25 0,97 1,53 1,33 1,40
Centrosema 1,14 1,12 1,08 1,18 1,07 1,54 1,57 1,09
Kudzu 1,51 1,36 1,14 1,39 1,09 1,54 1,36 1,05

dms a 1% = 0,18
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QUADRO 8. Nitrogénio total (mg/vaso) (Valores transformados
em ¥ X)

Fontes de variacéo G.L F

Repeticdo 3 1,86

Leguminosas 69,42**

Estirpes 16,29*~

Leguminosas X estirpes 21 4,21**

Residuo 93

C.V. = 25.00%

As diferencas entre as médias das leguminosas, estirpes

e leguminosas X estirpes apresentaram os resultados

pelo teste t de Student:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias

Labe labe 7,65 C-100 7,601

Kudzu 7,03 CM-7 6,58

Soja perene 4,24 CB-756 6,48

Centrosema 4,00 Do-37 6,39

dms a 1% = 0,93 Do-4b 6,18

CM-2 4,66

K-28 4,14

C-101 3,80

dms a 1% = 1,33

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 K-28 CB-756 Do-4b C-101 C-100 CM-7 Cm-2
Soja perene 5,09 2,47 5,89 4,18 2,81 5,63 4,060 3,31
Labe labe 6,95 5,12 11,45 8,89 3,78 9,39 8,15 7,49
Centrosema 3,18 2,90 3,00 2,90 4,00 6,10 6,92 3,00
Kudzu 10,34 6,10 5,59 8,71 4,63 9,33 6,68 4,86

dms a 1% =2,35
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Os resultados das analises estatisticas constantes
dos quadros 4 a 8 demonstram que embora nem sempre a mesma €S-
tirpe seja a mais eficaz para todas as espécies, verifica-se
que para cada leguminosa destaca-se uma estirpe preta entre
as mais promissoras, mesmo quando ndo sdo estirpos homdlogas,
excecdo feita a centrosema que apresentou elevada especifici-
dade hospedeira. Esta afirmacdo estd em pleno acordo com
Guzrnan e Dobereiner (1969) e Dobereiner e Coser (1970), que
consideram desnecessario fazer selecdo de estirpes para as le-
guminosas tropicais a partir de estirpes homdélogas, como suge-
rido por Norris (1967).

E conveniente ressaltar que a simples ocorréncia de
substancias que ddo ao nbédulo a coloracdo preta ndo significa
maior capacidade destas estirpes em fixar nitrogénio, sendo
exemplo extremo deste fato, o aparecimento de ndédulos pretos,

mas 1neficientes em Mimosa caesalpiniaefolia Benth. e em

Phaseolus vulgaris L. (Stamford et al., 1968).

Experimento II

O segundo experimento em vasos de Leonard foi reali-
zado com a mesma finalidade do primeiro experimento, incluin-
do a leguminosa calopogbnio e substituindo a estirpe C-101
por C-102 também especifica e formadora de ndédulos pretos em
centrosema.

Os resultados gerais deste experimento constam dos
quadros 9 e 9a, estando as respectivas analises estatisticas

incluidas nos quadros 10 a 14.
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A observacdo destes quadros revela variacdes quanti-
tativas nos valores dos dois experimentos, como seria de se
esperar, entretanto; nota-se que, com raras excecdes sdo evi-
denciadas as mesmas conclusdes.

Labe labe e soja perene foram as espécies que apre-
sentaram menor variacdo quanto a nodulacdo, continuando a for-
mar ndédulos com todas as estirpes, comprovando serem muito
promiscuas mesmo apresentando variacdo na eficdcia. As estir-
pes CB-756 e C-100 continuaram como muito promissoras, enquan-
to K-28 e CM-2 apresentaram-se como as nenos eficazes, para

estas espécies.
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QUADRO 10. Numero de ndédulos/vaso. (Valores transformados em

VI+1l)
Fontes de variacédo G.L. F
Repeticdo 2,609
Leguminosas 4 46,94%*
Estirpes T 20,31**
Leguminosas X estirpes 21 4,53%x
Residuo 78
C.V. =33,18%

As diferencas entre as médias das leguminosas e estirpes
a 1% leguminosas X estirpes a 5%, pelo teste t de Student

apresentaram os seguintes resultados:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias
Calopogénio 9935 C-102 8,25
Labe labe 6,99 Do-37 8,08
Soja perene 6,83 CM-T7 7,80
Centrosema 4,47 C-100 7,22
Kudzu 3,60 Do-4b 5,53
dms a 1% = 1,25 CB-756 5,45
K-28 4,69

CM-2 2,95

dms a 1% = 1,60

LEGUMINOSAS X  ESTIRPES

Do-37 k-28 CB-756 Do-4b C-102 C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 9,58 6,33 7,47 4,37 7,67 5,79 8,26 5,009

Labe labe 7,59 4,11 7,00 8,04 8,31 6,58 8,35 5,95
Centrosema 6,069 1,00 1,00 1,00 8,89 9,20 0,89 1,00
KudZu 4,48 4,08 1,35 4,05 3,85 4,73 4,65 1,00

Calopogbnio 12,08 7,34 10,45 10,18 12,53 9,70 10,83 1,72

dms a 5% = 3,59
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QUADRO 11. Peso seco dos ndédulos. (Valores transformados em

VX + 1)
Fontes de variacéo G.L. F
Repeticado 0,01
Leguminosas 4 105,61~
Estirpes I 9,91
Leguminosas X  estirpes 28 2,13*%x%
Erro 78

C.V. = 36,43%

As diferencas entre as médias das leguminosas, estirpes

e leguminosas X estirpes pelo teste de Student ao

nivel de 1% apresentaram os seguintes resultados:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias
Labe labe 17,98 CM-7 9,73
Calopogdnio 6,01 Do-37 9,56
Soja perene 5,38 C-100 9,48
Centrosema 4,57 C-102 9,22
Kudzu 3,84 CB-756 7,76
dms a 1% = 2,15 Do-4b 6,92
K-28 5,48

CM-2 4,07

dms a 1% = 2,75

LEGUMINOSAS X  ESTIRPES

Do-37 k-28 CB-756 Do-4b C-102 C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 7,48 5,50 6,53 2,88 6,02 4,77 5,27 4,60
Labe labe 20,54 106,06 18,38 18,87 17,18 20,99 23,26 8,59

Centrosema 0,85 1,00 1,00 1,00 8,44 10,22 7,09 1,00
Kudzu 8,00 3,21 8,83 0,59 10,02 6,79 8,37 1,00

Calopogbnio 4,95 1,66 4,10 25,25 4,43 4,606 4,67 1,00
dms a 1% = 6,18




QUADRO 12. Peso seco das plantas.
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(Valores en g/vaso) .

Fonte de wvaricdao G.L F

Repeticao 2 0,85

Leguminosas 4 306, 92**

Estirpes 7 3,03%*

Lequminosas X estirpes 28 2,13
Erro 8

C .V. = 23,18%

As diferencas entre as médias das leguminosas, estirpes

e leguminosas X estirpes a 1% pelo teste t de Student apresen-

taram os sequintes resultados:

LEGUMINOSAS médias ESTIRPES médias

Labe labe 3,79 CM-17 1,52

Centrosema 0,73 CE-756 1,46

Calopogdnio 0,70 Do-37 1,30

Soja perene 0,53 C-102 1,24

kudzu 0,33 C-100 1,19

dms a 1% = 0,28 Do-4b 1,11

K-28 1,00

CM-2 0,93

dms a 1% 0,40
LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 k-28 CB-756 Do-4b C-102 C-100 CM-7 CM-2
Soja perene 0,60 0,56 0,72 0,30 0,58 0,38 0,55 0,47
Labe labe 4,16 3,50 4,50 3,24 3,43 3,70 5,03 2,76
Centrosema 0,73 0,53 0,60 0,73 0,76 1,00 0,83 0,060
Kudzu 0,26 0,35 0,35 0,37 0,28 0,29 0,25 0,22
Calopogbnhio 0,70 0,36 0,76 0,90 0,90 0,83 0,93 0,50

dms a 1% = 0,89
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QUADRO 13. Teor de nitrogénio (Valores transformados em V X)

Fonte de varicdo G. L. F
Repeticao 2 4,96
Leguminosas - 1,88
Estirpes 1 13,31%*
Leguminosas X estirpes 28 3, 95%*
Erro 18

c.v. =10,00%

As diferencas entre as médias das estirpes e das legumi-

nosas X estirpes, pelo teste t de Student, no nivel de 1% a-

presentaram os seguintes resultados:

ESTIRPES
C-102
Do-37
CM-7
CB-756
C-100
Do-4b
K-28
CM-2
dms a 1% = 0,15

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

médias
1,69
1,58
1,58
1,54
1,50
1,39
1,32
1,24

Do-37 k-28 CB-756 Do-4b C-102 C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 1,72 1,49 1,0 1,37 1,66 1,59 1,55 1,54

Labe labe 1,69 1,23 1,3 1,36 1,58 1,58 1,70 1,10

Centrosema 1,54 1,25 1,37 1,28 1,7 1,70 1,45 1,30

Kudzu 1,44 1,3¢ 1,38 1,43 1,66 1,17 1,55 1,08

Calopogbnio 1,54 1,27 1,71 1,53 1,79 1,46 1,64 1,20
dns a 1% = 0,65



QUADRO 14. Nitrogénio total (mg/vaso)
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(Valores transformados

em ¥ X)
Fonte de variacdo G.L. F
Repeticao 2 4,45%
Leguminosas 4 190,55~
Estirpes 7T 9, 78**
Leguminosas X estirpes 28 3,57*x%
Erro 18
C.v. = 20,40%

As diferecas entre as médias das leguminosas, estirpes

e estirpes X leguminosas, pelo teste t de Student, ao nivel

de 1% apresentaram os seguintes resultados:

LEGUMINOSAS

Labe labe
Calopogdnio
Centrosema
Soja perene
Kudzu

médias

dms a 1% = 0,67

9,21
4,12
4,03
3,60
2,31

ESTIRPES

CM-"7
C-102
Do-37
CB-756
C-100
Do-4Db
K-28
CM-2

médias
5,49
5,40
5,23
5,15
4,77
4,11
3,80
3,30

dms a 1% = 0,85

LEGUMINOSAS X ESTIRPES

Do-37 K-28 CB-756 Do-4b C-102 <C-100 CM-7 CM-2

Soja perene 4,35 3,82 4,23 2,33 3,91 3,11 3,70 3,35

Labe labe 10,91 7,25 10,83 7,79 9,38 9,62 12,08 5,85

Centrosema 4,17 2,88 3,37 3,45 5,63 5,29 4,15 3,31

Kudzu 2,36 2,061 2,58 2,37 2,76 1,80 2,61 1,40

CaloPogbnio 4,35 2,43 4,74 4,601 5,33 4,00 4,92 2,061
dms a 1% = 1,90
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Kudzu ainda apresentou determinada especificidade,
sem formar ndédulos com a estirpe CM-2. Centrosema mais uma
vez mostrou-se como a mais especifica, no entanto, neste expe-
rimento apresentou formacdo de alguns ndédulos quando inocula-
da pela estirpe Do-37, isolada de labe labe e que no experi-
mento anterior ndo produziu ndédulos em centrosema. Parece pro-
vavel que as estirpes pretas sdo bastante promissoras e, além
disto, deve-se considerar que segundo Bowen e Kennedy (1961),
centrosema apresenta especificidade variavel de acordo com as
diversas variedades. No presente trabalho as sementes usadas
ndo foram selecionadas e apresentavam caracteristicas vi-
suais diferentes.

Com referéncia formacdo e desenvolvimento de nédu-
los eu calopogbnio, os resultados apresentados estdao plena-
mente de acordo com os obtidos por Guzman e Dobereiner (1969),
tendo esta espécie mostrado maior capacidade de formar nédu-
los com todas as estirpes. O Por outro lado o peso total

de nbédulos produzidos, nas condicdes experimentais usadas, fo-

ram muito baixos, embora o teor de nitrogénio apresentado te-
nha sido razoavel com relacdo ao das demais leguminosas.

Soja perene, labe labe e calopogbnio parecem consti-
tuir um grupo com caracteristicas semelhantes de nodulacéo,
formando nédulos com todas as estirpes, enquanto Kudzu e mais
especialmente centrosema apresentam-se resistentes a nodula-
cdo, mostrando certa especificidade.

A estirpe C-102 introduzida neste experimento desta-
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cou-se das demais, evidenciando a afirmacdo de que as estir-

pes de centrosema, em geral, sdao mais eficazes na nodulacdo
das leguminosas tropicais (Dobereiner, 1970).

Verifica-se nos quadros 10 a 14 que as espécies usa-
das também apresentaram-se estatisticamente diferentes com
relacdo ao numero e peso de nddulos e peso seco e nitrogénio
total das plantas, mas ndao quanto ao teor de nitrogénio.

Labe labe foili a espécie que mostrou maior vigor ve-
getativo, seguida de centrosema e calopogbnio. Kudzu, neste
experimento foili a espécie que apresentou menor desenvolvimen-—
to, possivelmente por influéncia das baixas temperaturas ocor-
ridas na fase inicial do experimento.

Com referéncia ao estudo dos ndéddulos pretos os re-
sultados foram inteiramente de acordo com os obtidos no expe-
rimento anterior, sendo que calopogbnio, a espécie introduzi-
da, apresentou-se como uma das mais promiscuas, formando nddu-
los pretos com todas as estirpes pretas.

A estirpe preta C-102 formou ndédulos com esta carac-
teristica em todas as espécies usadas, entretanto em soja pe-
rene os noédulos formados foram muito pequenos, sdo permitindo

sua facil identificacéo.

Experimento III
Este experimento foi realizado com a finalidade de
constatar a nodulacdo de labe labe, que no primeiro experimen-—
to apresentou a ocorréncia de ndédulos normais e pretos, em

tratamentos de 1inoculacdo com estirpes pretas.
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Os resultados deste experimento constam apenas do
numero e peso de nddulos e peso seco das plantas, estando a-
presertados no quadro 15, com as respectivas andlises estatis-
ticas apresentadas no quadro 16.

As conclusbes deste experimento evidenciam que, nas
condicdes experimentais usadas, esta leguminosa possue a ca-

racteristica de formar nédulos extremamente grandes (DOberei-

ner e Coser, 1970) e que de uma maneira geral nodula muito
ben com a maioria das estirpes de Rhizobium do grupo “Cowpea”
(Inforzato e Mascarenhas, 1967).

Observa-se pelo, exame do quadro 15, que as estir-
pes pretas s6 formaram ndédulos com esta caracteristica, e tam-
bém que foram bastante eficazes na nodulacdo, confirmando os

resultados obtidos nos experimentos anteriores.
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QUADRO 15. Resultados da inoculacdo de labe labe com estirpes

normais e pretas (Exp. III - médias de 4 repeti-
coes) .
Estirpe Peso seco da N° ndédulos/vaso Peso nédulos (mg)/vaso
planta(qg)/
vaso normais pretos normais pretos
Do-37 0,5 0 38 0 698
K-28 1,4 22 0 06 0
CB-756 7,5 0 39 0 843
Do-4b 3,6 23 0 417 0
C-101 7,4 0 48 0 906
C-100 0,7 47 0 800 0
CM-7 6,4 0 39 0 063
CM-2 4,5 25 0 380 0

!

As diferencas entre as médias dos estirpes, com relacédo
ao peso seco das plantas, pelo teste t de Student, apresenta-

ram diferenca significativa com dms a 1% = 2,5.

QUADRO 16. Analise da variadncia do experimento III (valores F)

Fonte de G.L. F

variacdo Pesoplanta N° ndédulos Peso nbdulos
(9) (mg)

Repeticdo 2 1,91 1,10 0,13

Tratamento ] 9,900%** 1,54 0,35

Residuo 14

C.V. 20% 41% 20%
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Experimento IV

O experimento IV foi realizado para verificar a for-
macdo de nbéddulos pretos em centrosema, quando inoculada pela
estirpe preta C-101, isolada de nbédulos pretos e que no pri-
meiro experimento ndo formou nédulos deste tipo.

Os resultados deste experimento estdo resumidos no
quadro 17, encontrando-se no quadro 18 as anadlises estatisti-
cas para as determinacdes realizadas.

No quadro 17 verifica-se que as 3 sub-estirpes iso-
ladas de nédulos pretos confirmaram a capacidade de formar nd-
dulos pretos, entretanto, demonstrando grande variacdo na for-
macdo e desenvolvimento dos nddulos.

Estes resultados evidenciam a possibilidade de esta
estirpe haver sofrido contaminacdo no primeiro experimento em

vasos de Leonard, durante a fase de preparo do inoculante.

3.3.2. Apreciacao dos resultados

A analise dos dados obtidos nos experimentos em va-
sos de Leonard permite considerar que as leguminosas forragei-
ras tropicais apresentam determinada inconsisténcia quando
classificadas fazendo parte de um uUnico grupo.

Verificou-se que das 5 leguminosas estudadas houve
variacdo gradativa na especificidade, aparecendo centrosema
com especificidade unilateral, kudzu foi razoavelmente especi-
fica, enquanto as demais apresentaram-se como bastante promis-
cuas.

A especificidade unilateral apresentada por centro-
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QUADRO 17. Resultados da inoculacdo de centrosema com estir-
pes homdlogas, pretas e normais (Experimento IV)-

médias de 4 repeticdes.

Estirpe Peso seco da N° nédulos/vaso Peso nddulos (mg)/
planta (g)/ vaso
vaso normais pretos normais pretos
C-100a 3,1 83 0 575 0
C-100b 2,1 65 0 280 0
C-100c 2,1 68 0 352 0
C-101a 2,3 0 97 0 430
C-101b 1,0 0 67 0 167
c-101C 2,4 0 75 0 287

As diferencas entre as médias das estirpes, com relacédo
ao peso seco das plantas, pelo teste t de Student apresenta-

ram diferenca significativa com dms a 5% = 1,6.

QUADRO 18. Analises da variancia do experimento IV (valores F)

Fonte de G.L. F

variacdo Peso plantas N° nbédulos Peso nddulos
(9) totais (mg)

Tratamento 5 3,24 0,70 2,08

Residuo 18

C.V. 22% 38% 40%




60

sema, confirmada em trabalhos anteriores (Bowen, 1959a; Dobe-
reiner e Coser, 1970), foi também observada em alfafa do nor-
deste (Dobereiner, 1970; Souto et al., 1970), indicando isto
que estas leguminosas s&do de dificil nodulacédo, e sb6 se dei-
xam infectar por estirpes altamente eficazes, como sdo prova-
velmente CM-7, Do-37 e algumas estirpes de centrosema e alfa-
fa do nordeste (variedade 1IRI-1022), explicando a eficacia
maior destas estirpes, em todas as espécies.

Ficou também evidenciado no presente trabalho que a
nodulacdo das leguminosas forrageiras tropicais é influencia-
da em maior escala pela estirpe do que prépriamente pela ori-
gem destas estirpes, embora se constate variacdo na eficacia,
também observada por Guzman e Dobereiner (1970).

Com vistas ao segundo objetivo destes experimentos
verifica-se que, em condicgbes esterilizadas, quando uma estir-
pe preta forma nddulos com esta caracteristica, em determina-
do hospedeiro, ndo produz ndédulos normais. Tal fato permite
concluir que é evidente a utilizacdo destas estirpes na iden-
tificacdo de Rhizobium inoculado, sendo entretanto esta carac-
teristica inerente as leguminosas forrageiras tropicais, algu-
mas leguminosas como feij&do e sabia (Stamford et al., 1968)
além de outras leguminosas arbbéreas da familia Mimosoidae
(Campélo e campélo, 1970).

O presente método poderd se constituir num instru-
mento de destaque para a resolucdo de problemas basicos que

envolvem inoculacdo cruzada entre as leguminosas tropicais,
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problemas estes que necessitam serem estudadas e definitiva-
mente elucidados a fim de promover condicdes para o estabele-
cimento de uma simbiose eficiente e a obtencdo de inoculantes

eficazes.

3.4. CONCLUSOES

Em decorréncia dos resultados obtidos nos experimen-
tos realizados podemos considerar as observacdes e conclusdes

seguintes:
3.4.1. Inoculacdo <cruzada e ndédulos pretos

(1) A inoculacdo cruzada das cinco leguminosas estu-
dadas evidenciaram distintos graus de especificidade: centro-
sema como Jja observado apresentou alta especificidade hospe-
deira, kudzu mostrou determinada especificidade enquanto soja

perene, labe labe e calopogbnio foram as mais promiscuas.

(2) Parece provavel que centrosema apresenta certa
resisténcia a nodulacédo, todavia pode formar nédulos com es-
tirpes isoladas de outras espécies quando estas sdo mais efi-

cazes, como foi o caso das estirpes CM-7 e Do-37.

(3) Nenhuma estirpe comportou-se como altamente efi-
caz para todas as espécies, entretanto, de uma maneira geral
CM-7, C-100 e C-102 apresentaram-se como as mals promissoras,

enquanto K-28 e CM-2 foram as menos eficazes.

(4) Os valores mais elevados para peso de ndédulos,

peso seco das plantas e nitrogénio total foram apresentados
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por labe labe que superou as demais leguminosas empregadas,

sem contudo mostrar diferenca significativa para o teor de ni-

trogénio.

(5) Calopogbnio foi a espécie que apresentou maior
promiscuidade na formacdo de ndédulos, entretanto esta espé-

cie foi a que mostrou menor peso por unidade de nédulos.

(6) Foli observado que embora nem sempre a mesma €S-
tirpe seja a mais eficaz par a todas as espécies, para cada le-
guminosa destacou-se entre as mals promissoras uma estirpe

formadora de nédulos pretos.

(7) Na nodulacdo caracteristica das estirpes pretas
foi evidenciada que estas estirpes ndo produziram ndédulos nor-
mais, permitindo concluir que o uso destas estirpes, na iden-
tificacdo de Rhizobium, é efetivo e apresenta boa preciséo,

em condicdes esterilizadas.

(8) As estirpes CM-7 e C-102 foram as que se apre-
sentaram mais promissoras para uso no método dos nddulos pre-

tos na identificacdo de Rhizobium.



4. NODULOS PRETOS E COMPETICAO COM ESTIRPES NATIVAS

4.1. INTRODUCAO

O estudo de inoculacdo nas leguminosas tropicails
tem apresentado problemas aos pesquisadores, principalmente pe-
la dificuldade em se identificar na nodulacdo, a participacdao
da estirpe inoculada.

Devido a selecdo natural em favor da sobrevivéncia
no solo, na auséncia do hospedeiro, as estirpes nativas ndo
possuem elevada eficacia, todavia, apresentam grande capacida-
de de competicdo com as estirpes do inoculante, interferin-
do no estabelecimento de uma simbiose eficiente (Nicol e
Thornton, 1941; Marshall, 1956; Vincent, 1968).

Trabalhos realizados por Cloonan (1966) e Cloonan e
Vincent (1967), utilizando solos basalticos da Austréalia, dao
conta de que com inoculacdo normal ndo sdo obtidos bons resul-
tados com algumas leguminosas forrageiras tropicais como Doli-
chos lablab L. e Vigna sinensis L. (Endl.), sendo necessario
realizar-se estudos para verificar a introducdo de adesivos
outros meios que permitam melhores condicdes iniciais para
que as estirpes do inoculante participem mais decisivamente na
simbiose.

Os métodos usados atualmente para a identificacao
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de estirpes de Rhizobium sdo especificos como o da clorose in-
duzida (Means et al., 1961), ou muito laboriosos e especiali-
zados como o soroldgico (Koontz e Faber, 1961; Menns et al.,
1964; Bohlool e Schmidt, 1967).

O emprego das estirpes pretas na identificacdo dos
nédulos produzidos pelas bactérias do inoculante ja& foi reali-
zada em trabalhos prévios com algumas leguminosas tropicais,
por Cloonan (1966), Franco e Dobereiner (1970) e Dobereiner
e Coser (1970), sem contudo haver sido devidamente comprovada
a eficiéncia e precisdo do método.

O presente trabalho pretende verificar a viabilida-
de do método dos ndédulos pretos na identificacdo das estirpes
de Rhizobium empregadas no inoculante e também avaliar o grau
de competicdo destas estirpes em diferentes tipos de solos e

épocas de plantio.

4.2. MATEBIAL E METODOS

4.2.1. Experimento em vasos com solo

ExperimentoV

O solo foi coletado na area do Departamento de Fito-
tecnia, na profundidade de 0 a 15cm, seco ao ar, passado em
peneira de 5mm, homogeneizado em misturador rotativo com capa-
cidade para 50kg e depois colocados 2,5kg por vaso de polieti-
leno.

Pela adicdo de 2g de carbonato de calcio, por vaso,
foi verificado, por amostragens, em cada vaso, que o pH ini-

cial de 4,3 foi corrigido para o valor médio 6,0.
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As caracteristicas quimicas do solo usado (média de
6 repeticdes) para 100g de solo seco ao ar, sdo as seguintes:
P-2,00 ppm (extracao com HC1 0,05N + H,50, 0, 025N) ; catt -
1,25mE Mg™t - 0,41mEg A1T*Y - 0,20mE; N - 0,11%; C - 0,87%;
C/N - 7,90 e pH (Hp0) - 4,3.

Foi feita analise fisica apenas para determinacdo do

equivalente de umidade, apresentando o valor médio de 10, 8%.

Delineamento experimental

Foi usado o delineamento em blocos ao acaso, com 4
repeticdes e as seguintes fontes de variacdo: 5 leguminosas e
3 tratamentos (estirpe normal, estirpe preta e testemunha).

Para cada espécie foram usadas as estirpes carres-
pondentes ao esquema abaixo, com base nos resultados obtidos

nos experimentos em vasos de Leonard.

Tratamento Leguminosas

(estirpes) Soja perene labe labe  centrosema kudzu calo-
pog6-
nio

Normais CB-756 Do-4b C -100 K-28 CM-2

Pretas Do-37 Do-37 c-102 Do-37 CM-7

Adubacdo e inoculacao

Foi feita uma adubacdo basica para o solo usado,
sendo aplicado, como suprimento de fésforo e potéassio, 12,5 ml
de uma solucdo contendo 35g/litro de fosfato monobéasico

(KH2PO4), e para 0 magnésio e elementos menores usou-se 2ml
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da solucdo abaixo, por vaso:

MGS04.THYO Lttt eeeeeeeeaenns 150, 0g
CUSOL-5H0 vt 15, 8g
Fe(S04) 9. THoO  weeeeeaeanenn, 20, 0g
ZnS04.THH)O it 8,99
H3BO3  veeeenee e 1,09
Na MoOg.2Hy0 ..o, 7,0g
Acido citrico.....vviiiinnn.... 20,09
HyO trrrtertrtrreteeseseeenn 1000ml

Foi adicionada palha de arroz (2%), com a finalida-
de de imobilizar o nitrogénio mineral (Pate e Dart, 1961;
Broadbent e Tyler, 1962; Broadbent e Nakashima, 1965).

A inoculacdo nos dois primeiros blocos foi feita a-
dicionando-se 2ml da cultura de Rhizobium, misturado com 2g
de turfa, esterilizada e neutralizada, as sementes.

Os outros dois blocos foram inoculados adicionando,
a cada vaso j& semeado, 10ml da cultura liquida, preparada co-

mo descrita nos experimentos em vasos de Leonard.

Plantio e tratos culturais
O plantio foi realizado em 2 de maio de 1968, colo-
cando-se, por vaso, 5 sementes de labe labe e 10 a 12 semen-

tes das demais leguminosas, que foram previamente escarifica-
das com acido sulfurico concentrado.

Foi feito um desbaste 15 dias apds a germinacéo,

deixando-se 3 plantas de labe labo e 5 plantas das demais es-
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pécies, por vaso.

Masefield (1961 1968) observou consideravel efeito
da umidade sobre a nodulacdo, devendo o teor de umidade no so-
lo ser controlado com o maximo rigor. Inicialmente foi feita
a 1rrigacdo baseada na determinacdo do equivalente de umida-
de, e posteriormente, quando o peso das plantas ja influenci-
ava na pesagem dos vasos, foi controlada a umidade adicionan-
do-se agua, lentamente, até sairem as primeiras gotas pelo o-
rificio de drenagem.

Quando as plantas apresentaram-se bastante desenvol-
vidas foli colocado suporte de bambu para evitar o engavinha-

mento.

Colheita

Labe labe foi colhido em 6 de Jjunho, soja perene e
calopogdénio em 8 de Jjunho e kudzu e centrosema em 9 de junho
de 1968.

Foram feitas determinacdes do numero de ndédulos pre-
tos e normais e de ndéddulos ainda em formacdo. Posteriormente
foram realizadas as determinacdes de peso seco de ndéddulos e
peso seco e teor de nitrogénio das plantas. O nitrogénio foi
analisado, pelo método de Kjeldhal (semi-micro), como descri-

to no experimento 1I.
4.2.2. Experimentos microparcelas

Experimentos VI e VII

O primeiro experimento microparcelas foili lancado em
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um solo da série silvicultura, e o segundo no mesmo tipo de
solo do experimento em vasos (série Itaguail), ambos pertencen-
tes ao grande grupo podzdlico vermelho amarelo.

As analises quimicas dos solos (média de 6 amostras)
coletadas na profundidade de 0 a 15cm, apresentaram os seguin-

tes resultados:

Experimento VI (série silvicultura): P - 1,00 ppm
(extracdo com HCl1 0,05N e H,SO4 0,025N); K - 0,05mE; catt -
0,72mE; Mg*tt - 0,70mE; Al*Tt - 0,30mE; N - 0,09%, C - 0,82%;

C/N - 9,10 e o pH(H)O) - 4,20.

Experimento VII (série Itaguail): P - 2,00ppm (extra-
cdo com HCl 0,05N e H,SO4 0,025N); K - 0,14mE; Ca®™® - 1,25mE;
Mgt - 0,4lmE; ATt - 0,20mE; N - 0,11%; C - 0,87%; C/N-
7,90 e pH(HY0) - 4,30.

Delineamento experimental

Foi usado o delineamento em blocos partidos, com 4
repeticdes, empregando 3 leguminosas e 3 tratamentos (inocu-
lante com estirpes pretas, estirpes normais e sem inoculacdo).

No experimento VI foram empregadas as leguminosas
labe labe, centrosema e calopogdbnio, 1inoculadas respectivamen-
te com as estirpes pretas: CB-756, C-101, CM-7; e normais o

Do-4b, C-100 e CM-2.

No experimento VII foram empregadas as leguminosas
labe labe, centrosema e kudzu, inoculadas, respectivamente,

com as estirpes "pretas": CB-756, C-102 e Do-37; e as nor-
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mais: Do-4b, C-100 e K-28.

Nos experimentos microparcelas foi obedecido o espa-
camento de 20cm entre covas e 0,40cm entre linhas, com 12 co-
vas por fileira, cada uma das fileiras representava uma unida-
de experimental, sendo que nas parcelas foram colocadas os 1i-
noculantes, e nas sub-parcelas as leguminosas, visando redu-

zir a contaminacdo entre inoculantes.

Adubacdo e 1inoculacéado

Em ambos experimentos foil realizada adubacdo fosfa-
tada e calagem, na dose correspondente a aplicacdo de 500kg
de superfosfato simples e 2 toneladas de calcareo dolomitico,
por hectare, aplicados, por ocasido do plantio, nos sulcos.

A inoculacdo foi feita misturando 2g de turfa, neu-
tralizada e esterilizada, com 2ml da cultura de Rhizobium,
recobrindo as sementes totalmente. As sementes de centrosema,
calopogdnio e kudzu foram previamente escarificadas com acido

sulfurico.

Plantio e tratos culturais

Logo apdbés a inoculacdo foi efetuado o plantio, em
leirdes, colocando-se, por cova, 9 sementes de labe labe e 10
a 12 das demais leguminosas. O primeiro experimento em micro-
parcelas foi plantado om 24 de maio, e o segundo em 15 de de-
zembro de 1967.

Nos dois experimentos foi realizado desbaste, dei-
xando-se 3 plantas de labe labe e 5 plantas das demais legumi-

nosas, por cova.
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Colheita

O experimento VI foi colhido no dia 25 de julho de
1967, e o experimento VII no dia 10 de marco de 1968. Foram
colhidas 10 covas por fileira, sendo eliminadas duas covas
das extremidades.

As plantas foram colhidas, procurando-se retirar to-
do o sistema radicular, recolhendo-se os ndédulos por acaso
desprendidos. Em sacos de papel foram conduzidas ao laboratéd-
rio para realizar as determinacdes de cor e numero de nddu-
los, e do peso seco das plantas e dos ndédulos, conforme des-

crito no experimento 1.

4.2.3. Experimento parcelas usuals

Experimento VIII

Foi realizado apenas um experimento de campo com
parcelas tamanho usual, utilizando o mesmo tipo de solo do

primeiro experimento microparcelas (série Silvicultura).

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso,
com 4 repeticdes, tendo centrosema como planta teste, inocula-
da com: estirpe preta, C-101; estirpe normal, C-100 e o tra-
tamento sem inoculante (testemunha).

Usou-se o espacamento de 30cm entre covas e 50cm
entre linhas, semeadas 12 covas por fileira, sendo cada par-

la representada por 4 fileiras.
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Adubacdo e 1inoculacao

Foi realizada adubacdo, calagem e inoculacdo da

mesma forma descrita nos experimentos microparcelas.

Plantio e tratos culturais

O plantio foi realizado em 24 de maio de 1967, con-
comitantemente com o experimento em microparcelas, sendo colo-

cadas 10 a 12 sementes por cova.

Foi feito unicamente um desbaste, deixando-se 5

plantas por cova, tendo as plantas se desenvolvido muito bem,

vencendo a competicdo com as ervas daninhas.

Colheita

O experimento foi colhido no dia 28 de setembro de

1967, como descrito no experimento VI. Foram feitas as mesmas

determinacdes realizadas nos experimentos em microparcelas.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estudar a competicdo entre as estirpes de Rhi-
zobium do inoculante e as pré-existentes no solo, foram reali-
zados experimentos com solo, em vasos e diretamente no campo,

usando estirpes que produzem ndéddulos pretos para a identifica-
cdo das estirpes do inoculante.
4.3.1. Experimento em vasos com solo

ExperimentoV

Foi realizado um experimento em vasos com solo, com

a finalidade de estudar o grau de competicdo das estirpes ino-
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culadas, com as nativas do solo.

Os resultados gerais deste experimento constam no
quadro 19, sendo apresentadas as respectivas analises estatis-
ticas nos quadros 20 a 24.

Os resultados apresentados no quadro 19 mostram a
grande capacidade de competicdo das estirpes nativas, ja de-
monstrada por Jenkins et al. (1954), Means et al. (1961) e ou-
tros pesquisadores. Cloonan (1966) e Cloonan e Vincent (1967),
estudaram em experimentos de casa de vegetacdo e no campo, a
resposta de labe labe a inoculacdo com a estirpe CB-756, reco-
mendada na Australia, para esta leguminosa e outras forragei-
ras tropicais  promiscuas, verificando ser muito dificil o es-
tabelecimento desta leguminosa e, mesmo sob condicdes favora-
vels, ndo obtiveram nodulacdo proveniente do inoculante.

Observa-se o efeito das estirpes dos inoculantes em
comparacdo com as preexistentes no solo, com relacdo a numero
e peso de noédulos. As estirpes nativas de maneira geral produ-
ziram maior numero de nddulos, entretanto, dando peso de nddu-
los inferior aos tratamentos com inoculante, o que ja foi
constatado por Dobereiner e Coser (1970), sendo este efeito a-
tribuido a maior eficacia das estirpes inoculadas, que tendem
a formar ndédulos maiores e mais rapidamente (Simpson e
Gibson, 1970) .

Mesmo nos casos em que as plantas dos tratamentos
com estirpes pretas produziram baixa percentagem de nddulos

com esta caracteristica, apresentaram nitrogénio total e peso
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QUADRO 20. Numeros totais de nddulos/vaso

Fonte de wvariacao G.L. F
Repeticdo 3 2,10
Leguminosas 4 117,12%*
Inoculantes 2 3,30~
Leg. X Inoc. 8 1,36

Residuo 42

c.v. = 31,01%

As diferencas entre as médias das leguminosas e inoculan-
tes, pelo teste t de Student, ao nivel de 1% e 5%, respectiva-

mente, apresentaram os seguintes resultados:

leguminosas médias Inoculantes médias
Calopogbnio 197 Testemunha 528
Soja perene 04 preto 368
Labe labe 04 normal 343
Centrosema 47

Kudzu 18 dms a 5% = 23

dms a 1% = 36
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QUADRO 2.1. Peso seco dos ndédulos totais (mg/vaso)
Fonte de variacao G.L. F
Repeticdo 3 1,96
Leguminosas 4 86,39**
Inoculantes 2 14,24*x%
Leg. X 1noc. 8 1,80
Residuo 42

C.V. = 20,65%

As diferencas entre as médias das leguminosas, inoculan-

tes, pelo teste t de Student, ao nivel de 1%, apresentaram os

seguintes resultados:

Leguminosas médias
Labe labe 504
Centrosema 302
Calopogdnio 239
Kudzu 192
Soja perene 173

dms a 1% = 79

Inoculantes

Preta
normal
testemunha

dms a 1% =

médias
321

235
224

87
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QUADRO 22. Peso seco das plantas (g/vaso)

Fonte de wvariacdao G.L F
Repeticéo 3 1,41
Leguminosas I 169,52%*
Inoculantes 2 1,11
Leg. X Inoc. 8 0,041
Residuo L2

C.V. = 18,55%

As diferencas entre as médias das leguminosas pelo teste
t de Student, ao nivel de 1%, apresentaram os seguintes resul-

tados:

Leguminosas médias
Labe labe 4,95
Soja perene 1,95
Calopogbnio 1,89
Centrosema 1,37
Kudzu 0,93

dms a 1% = 0,72
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(Valores transformados em

Fonte de variacado G.L. F
Repeticao 3 1,93
Leguminosas 4 24,89%*
Inoculantes 2 0,97
Leg. X Inoc. 8 3,85%*
Residuo 42

C.V. = 5,75%

As diferencas entre as médias das leguminosas e legumino-

sas X inoculantes pelo teste t de Student, ao nivel de 1%, a-

presentaram os seguintes

Leguminosas méd
Calopogbnio

Kudzu

Sojaperene
Centrosema

Labe labe

ias

2,93
2,31
2,29
2,17
1,89

dms a 1% = 0,30

resultados:

Leguminosas X inoculantes

Calopogbnio
Calopogdbnio
Calopogbnio
Sojaperene
Kudzu
Centrosema
Centrosema
Sojaperene
Kudzu

Labe labo
Kudzu
Sojaperene
Labe labe
Centrosema
Labe labe

preta
testemunha
normal
preta

testemunha
preta

testemunha
normal
preta
normal
normal
testemunha
preta
normal
testemunha

dms a 1% = 0,50

médias

2,95
2,95
2,90
2,49
2,46
2,37
2,32
2,29
2,25
2,25
2,22
2,07
1,85
1,83
1,57
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QUADRO 24. Nitrogénio total das plantas (Valores
transformados em { ¥ )

Fonte de wvariacéao G.L. F
Repeticao 3 1,46
Leguminosas 4 68, 79%*
Inoculantes 2 3,43%
Leg. X 1Inoc. 8 1,90
Residuo 42

cC.v. = 12,00%

As diferencas entre as médias das leguminosas e inoculan-
tes pelo teste t de Student, ao nivel de 1% e 5%, respectiva-

mente, apresentaram os seguintes resultados:

Leguminosas médias Inoculantes médias
Labo labe 9,55 preto 7,00
Calopogbnio 7,42 normal 6,77
Soja perene 6,62 testemunha 6,34
Centrosema 5,36 dms a 5% = 0,56
Kudzu 4,58

dms a 1% = 0,89
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de nédulos superior ao tratamento sem inoculag¢do, em todas as
espécies. Dobereiner (1970) observando que as estirpes do ino-
culants produzem nédulos mais rapidamente e apresentam percen-
tagem de numero de ndédulos menor que a do seu peso, conside-
rou que as estirpes do inoculante mesmo produzindo poucos nb-
dulos compensassem pelo maior tamanho dos nddulos. Por outro
lado Ireland e Vincent (1968) consideraram que o peso dos nd-
dulos apresentado pelo inoculante pode ser mais elevado devi-
do ao baixo peso dos nbédulos ainda em formacdo (nédulos no-
vos), e que constituem a maioria dos ndédulos dos tratamentos
testemunha.

Calopogbnio e centrosema foram as espécies que apre-
sentaram melhor resposta a inoculacdo, nas condicdes experi-
mentais usadas, formando respectivanente 50% e 25% dos nddu-
los pelas estirpes pretas. Trabalhando com centrosema, sira-
tro e duas variedades de soja perene, Dobereiner (1969) e
Franco e Dobereiner (1969) observaram que centrosema apresen-—
tou boa resposta a inoculacdo, tendo formado 68% dos nddulos
pela estirpe proveniente do 1inoculante.

Kudzu e labe tiveram apenas cerca de 10% dos ndbédu-
los formados pelas estirpes do inoculante preto, enquanto so-
ja perene formou ndéddulos muito pequenos e que ndo permitiam
sua identificacéo.

Pelo exame dos quadros 20 a 24 verifica-se que hou-
ve diferenca significativa entre as espécies, com relacdo a

todas as determinacdes realizadas, tanto para nédulos como pa-
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ra plantas.

Calopogdnio apresentou-se como 3 espécie de mais fa-
cil nodulacdo e com maior teor de nitrogénio nas plantas, pro-
vavelmente por haver formado maior percentagem de ndédulos com
as estirpes do inoculante. Labe labe superou todas as espéci-
es empregadas, com relacdo ao peso seco e nitrogénio total
das plantas, entretanto foi a leguminosa que apresentou menor
percentagem de nitrogénio. Centrosema apesar de haver formado
25% dos ndédulos pela estirpe do inoculante preto, ndo apresen-
tou aumento do peso seco das plantas nem da percentagem de ni-
trogbnio, com a 1inoculacéo.

Kudzu, soja perene e centrosoma apresentnram teor
de nitrogénio relativamente equivalentes, sendo que a primei-
ra foi a espécie que mostrou menor desenvolvimento das plan-
tas.

Os resultados apresentados parecem indicar que para
0 sucesso da inoculacdo, em solos com caracteristicas idénti-
cas ao estudado, necessario se faz pesquisar o efeito dos fa-
tores que interferem na sobrevivéncia e permanéncia de Rhizo-
bium no solo, e 1incentivar estudos para melhorar o processo
de 1inoculacdo, visando criar condig¢cldes para a multiplicacao

da bactéria, principalmente na fase de inicio da simbiose.

4.3.2. Experimentos de campo
Os experimentos em microparcelas e parcelas usuais
foram realizados com a finalidade de comprovar, em condicdes

de campo, a utilizacdo e eficiéncia do método dos ndédulos pre-
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tos na identificacdo das estirpes do inoculante quando em

competicdo com as existentes no solo.

4.3.2.1. Experimentos microparcelas

Estes experimentos foram realizados em dois tipos
de solos da &rea da Universidade Federal Rural do Rio de Ja-
neiro, com caracteristicas diferentes e utilizando-se duas

épocas de plantio.

Experimento VI

Os resultados obtidos neste experimento estdo resu-
midos no quadro 25 e as respectivas anadlises da variancia cons-
tam do quadro 26.

Analisando os dados do quadro 25 observa-se a gran-
de variabilidade entre as espécies, o que estda de conformida-
de com os resultados dos experimentos em casa de vegetacdao.

Neste experimento calopogdbnio ndo apresentou nddu-
los, como também labe labe e centrosema ndo promoveram boa
nodulacédo, parecendo provavel que a ocorréncia de tal fato de-
veu-se a presenca de nitrogénio mineral, que principalmente na
forma de nitrato ©prejudica a nodulacéo (Broadbent e
Nakashima e 1965; Weber, 1966). Resultados semelhantes aos ob-
tidos neste trabalho foram verificados por Carvalho et al.
(1970) trabalhando com duas variedades de soja perene, em
solos de cerrado com aplicacdo de nitrogénio mineral. Por ou-
tro lado, Franco e Dobereiner (1969), constataram que nem a
formacédo de ndédulos nem o desenvolvimento das leguminosas so-

ja perene, centrosema, siratro e alfafa do nordeste, quando
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QUADRO 25. Resultados do experimento VI (microparcelas) (da-
dos por 10 plantas, médias de 4 repeticdes).
Leguminosas Inoculante Peso parte N° de ndéddulos Peso nddu-
. trai los totais
aerei;alz normais pretos (mg)
Labe labe normal (Do-37) 37 36 0 42
preto (GB-756) 33 48 10 36
testemunha 42 41 0 35
Centrosema normal (C-100) 6 10 0 22
preto (C-101) ] 9 0 73
testemunha 6 5 0 16
Calopogbnio normal (CM-2) 6 0 0 0
preto (CM-7) 8
testemunha 9
QUADRO 26. Anadlise da variédncia do experimento VI (microparcelas)
(Valores F)
Fonte de G.L. F
variacéo Peso da planta N° nbédulos to- Peso ndédulos
tais (+) totais (+)
Repeticdo 3 1,61 0, 90 2,60
Inoculante 2 0,40 1,91 8,29%
Residuo (a) b
Leguminosa 2 689, 74** 150, 75%* 77, 12%*
Leg. X Inoc. 4 0,29 0,57 6,53%*
Residuo (b) 18
C.V. (a) 15, 8% 8,6% 7,3%
C.V. (b) 43,3% 25,6% 26,7%

(+) Valores transformados em V X + 1

** Significativo ao nivel de 1%
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inoculadas, foram afetados pela adicdo de nitrogénio.

Observa-se também que centrosema ndo produziu nddu-
los pretos e labe labe apresentou apenas 20% dos ndédulos diag-
nosticados como provenientes das estirpes pretas, o que indi-
ca a grande concorréncia das estirpes nativas na nodulacdao
destas espécies, neste tipo de solo. Marshall (1956) argumen-
tou que a promiscuidade da maioria das leguminosas tropicais
pode ser considernda como uma dos vantagem devido a ocorréncia
comum de estirpes ineficazes mas com relativa capacidade com-
petitiva, inclusive ja estando, estas, adaptadas as condicdes
do meio.

Resultados obtidos por Cloonan (1966) e Cloonan e
Vincent (1967) trabalhando com labe labe inoculado com a es-
tirpe CB-756 reconendada para esta espécie, na Australia, sa-
lientaram as dificuldsdes de se obter inoculantes competiti-
vos para as leguminosas tropicais.

A anédlise da variédncia deste experimento (quadro
26) mostra diferenca significativa, entre espécies, para to-
das as determinacdes realizadas. Observa-se também maior peso
de noédulos normais nos tratamentos inoculados com estirpes
“pretas”, fato também observado com centrosema, por Franco
et al. (1970). Esta ocorréncia nos leva a considerar que, sob
condicdes de campo, o0 reconhecimento dos ndédulos pretos pare-
ce incompleto, necessitando de estudos mais detalhados neste

sentido.
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Experimento VII

Os resultados deste experimento estdo resumidos no
quadro 27 e as respectivas andlises estatisticas estdo apre-
sentadas no quadro 28.

No estudo do quadro 27 constata-se a variabilidade
entre espécies também verificada no experimento VI, todavia,
observa-se diferenca também na nodulacdo, tendo labe labe e
centrosema produzido maior numero de nddulos.

Com referéncia a competicdo com as estirpes nativas
verifica-se que para labe labe e centrosema apenas cerca de
10% dos nédulos formados foram produzidos pelas estirpes,
“pretas”, enquanto kudzu formou 20% de nédulos com esta carac-
teristica.

Através do exame das analises estatisticas (quadro
28) observa-se que houve diferenca significativa entre as es-
pécies para todas as determinacdes realizadas, e nos tratamen-
tos com inoculacdo e interacdo espécie X tratamento, para as
determinacdes de numero e peso de noédulos. Foi notante a dife-
renca observada entre espécies, principalmente no caso de la-
bo labe, que devido ao seu grande vigor vegetativo suplantou
as demais leguminosas chegando mesmo a prejudicar o desenvol-
vimento destas.

Comparando os dados dos dols experimentos micropar-
celas observa-se grande diferenca na nodulacdo, provavelmente
por 1influéncia do tipo de solo, resultados concordantes com

os obtidos por Vincent (1962), Johnson e Means (1963) e
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QUADRO 27. Resultados do experimento VII (microparcelas) - da
dos por 10 plantas, médias de 4 repeticdes.
Leguminosa  Inoculante Peso parte N° nodulos Peso noédu-
aéreatraiz normais pretos los totais
(9) (mg)
Labe labe normal (Do-4Db) 168 86 0 1.097
preto (CB-7560) 160 47 - 1.454
testemunha 160 53 0 718
Centrosema normal (C-100) 16 57 0 185
preto (C-101) 22 76 12 369
testemunha 17 76 0 274
Kudzu normal (K-28) 9 37 0 180
preto (Do-37) 10 44 10 267
testemunha 6 22 0 218
QUADRO 28. Andlise da varidncia do experimento VII (microparcelas)
(Valores F)
Fonte de G.L. F
variacao Peso parte N° noédulos Peso noédulos
aéreatraiz totais (4) totais
(9) (mg) ()
Repeticdo 3 1,99 1,22 0,86
Inoculante 2 0,03 8, 42%* 23,52%%
Residuo (a) 6
Leguminosa 2 204,53* 12,82%x% 99, 42%%
Leg. X Inoc. 4 0,14 9,92%* 3,65%
Residuo (b) 18
C.V. (a) 8, 9% 8,4% 3,3%
C.V. (b) 32,5% 25,3% 16,1%
(+) Valores transformados em ¥ X + 1

** Significativo ao nivel de 1%

* Significativo ao nivel de 5%
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Damirgi et al. (1967) que evidenciaram a ocorréncia de determi-

nadas estirpes condicionadas a tipos de solos. Outras pesqui-
sadores como McLeod (1962), Caldwell (1969) e Simpson e
Gibson (1970), verificaram que a resposta a inoculacdo varia
com a espécie de desenvolvimento das leguminosas soja perene,
centrosema, siratro e alfafa do nordeste, quando inoculadas,
foram afetados pela adicdo de nitrogénio.

Observa-se também que centrosema ndo produziu nddu-
los pretos e labe labe apresentou apenas 20% dos ndédulos diag-
nosticados como provenientes das estirpes pretas, o que indi-
ca a grande concorréncia das estirpes nativas na nodulacédo
destas espécies, neste tipo de solo. Marshall (1956) argumen-
tou que a promiscuidade da maioria das leguminosas tropicais
pode ser considerada como uma desvantagem devido a ocorréncia
comum de estirpes ineficazes mas com relativa capacidade com-
petitiva, inclusive ja estando, estas, adaptadas as condicdes
do meio.

Resultados obtidos por Cloonan (1966) e Cloonan e
Vincent (1967) trabalhando com labe labe inoculado com a es-
tirpe CB-756 recomendada para esta espécie, na Austréalia, sa-
lientaram as dificuldades de se obter inoculantes competiti-
vos para as leguminosas tropicais.

A analise da variancia deste experimento (quadro 26)
mostra diferenca significativa, entre espécies, para todas as
determinacdes realizadas. Observa-se também maior peso de nd-
dulos normais nos tratamentos inoculados com estirpes “pretas”

fato também observado com centrosema, por Franco et al. (1970).
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Esta ocorréncia nos leva a considerar que, sob condicdes de
campo, © reconhecimento dos nbédulos pretos parece incompleto,
necessitando de estudos mais detalhados neste sentido.

Neste experimento observou-se que 0s aspectos nodu-
lacdo e competicdo entre estirpes guardaram certa relacdo com
0s obtidos no experimento em vasos com o mesmo tipo de solo,
mesmo realizados em épocas diferentes, tendo as estirpes,
"protas" mostrado maior eficacia, e as estirpes nativas apre-
sentado grande grau de competicdo com as estirpes do inoculan-
te.

Verifica-se que, de uma maneira geral, os tratamen-
tos com as estirpes, "pretas" produziram maior peso de nddu-
los do que as testemunhas, ndo tendo esta influéncia repercu-

tido no peso seco das plantas.

4.3.2.2. Experimento em parcelas usuails

Experimento VIII

O experimento de campo em parcelas usuais foi reali-
zado com centrosema como planta teste, utilizando o mesmo ti-
po de solo, tratamentos com inoculacdo e época de plantio do
primeiro experimento em microparcelas, com a finalidade de
comparar os dols esquemas experimentais, principalmente com
referéncia a nodulacéo.

Os resultados obtidos estdao resumidos no quadro 29,
e as respectivas anédlises estatisticas apresentadas no

quadro 30.
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QUADRO 29. Resultados do experimento VIII (dados por 10 plan-

tas - médias de 4 repeticdes)

Tnoculante Peso seco Numero de nddulos Peso de ndédu-
daplanta normais pretos los totais (mg)

Normal (C-100) 46 10 0 71

Preto (C-101) 35 12 0 51

Testemunha 31 16 0 09

QUADRO 30. Analise da variadncia do experimento VIII - parce-

las usuais. (Valores F).

Fonte de G.L. F

variacéo Peso planta N° nédulos Peso nédulos
(+) (+)

Repeticdo 3 1,28 1,60 1,97

Inoculante 2 1,16 0,47 1,31

Residuo 6

C.V. 277% 37% 31%

(+) Valores transformados em vV X
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4.4, CONCLUSOES

(1) Nos experimentos com solo, em casa de vegetacdao
e no campo, em nenhum dos casos a testemunha apresentou nddu-
los pretos, indicando que é excassa a ocorrencia destas estir-
pes no solo, ndo se constituindo, portanto, um problema para

a identificacdo dos ndédulos formados pelo inoculante.

(2) Nos resultados obtidos constata-se que as estir-
pes pretas mesmo quando formam menor nUimero de ndélulos apre-
sentam maior percentagem em peso, e todas as espécies mostra-
ram maior peso de ndbédulos e nitrogénio total das plantas quan-

do inoculadas com suas estirpes pretas.

(3) Nos solos usados centrosema mesmo sendo mails es-
pecifica formou no maximo 25% de ndédulos pretos, enquanto ca-
lopogdbnio chegou a ter 50% dos ndédulos produzidos pelo inocu-

lante.

(4) A capacidade de competicdo relativa das estir-
pes pretas foi diferente nos dois tipos de solo usados. Na sé-
rie Silvicultura apenas labe labe apresentou 20% dos nédulos
totais como produzidos pela estirpe preta, enquanto centrose-
ma ndo formou ndélulos deste tipo e calopogbnio ndo nodulou,
parecendo que algum fator prejudicou a nodulacdo neste experi-
mento. Por outro lado o solo da série Itagual apresentou boa
nodulacdo natural, mas os nbédulos formados pelas estirpes do
inoculante foram respectivamente 10% para labe labe, 14% para

centrosema e 25% para kudzu.
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(5) Os resultados obtidos nos experimentos em micro-
parcelas e em parcelas usuais, usando o mesmo tipo de solo fo-
ram concordantes, tendo ambos apresentado nodulacdo deficien-

te com auséncia de ndédulos pretos em centrosema.

(6) Os experimentos em vasos com solo e em micropar-

celas em que se usou O mesmo tipo de solo, mesmo realizados

em épocas diferentes foram concludentes quanto a nodulacédo.

(7) Ficou evidenciado que em ensaios com vasos O mé-
todo dos nédulos pretos poderd se constituir um instrumento de
destaque na solucdo de problemas que envolvem competicdo en-
tre estirpes, entretanto existem duvidas quanto ao emprego do

método em estudos diretamente nas condicdes de campo.



5. SUMARIO

Foram realizados quatro experimentos em casa de ve-
getacdo em vasos de Leonard, com cinco leguminosas forragei-
ras (Glycine wightii Cv, Dolichos lab lab L., Centrosema pu-
bescens Benth., Pueraria javanica Benth. e Calopogonio mucu-
noides Desv.), inoculadas com estirpes, formando ndédulos pre-
tos e normais com a finalidade de observar a inoculacdo cruza-
da em todas as combinacdes possiveis e também a possibilidade
do emprego das estirpes “pretas” na identificacdo de estirpes
de  Rhizobium.

Em seguida foram realizados um experimento em vasos
con solo e 3 diretamente no campo, sendo dois em microparce-
las, wusando dois tipos de solos diferentes e um utilizando
parcelas de tamanho usual. Estes experimentos tiveram a fina-
lidade de wverificar a competicdo das estirpes do 1inoculante
com as nativas do solo, através do emprego das estirpes que
produzem ndédulos pretos.

A inoculacdo cruzada apresentou resposta diferente
de acordo com a espécie, tendo C. pubescens mostrado alto grau
de especificidade hospedeira, seguida de P. javanica que tam-

bém apresentou certa especificidade, enquanto as demais foram
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mais promiscuas, formando ndéddulos com todas as estirpes usa-
das.

As estirpes também apresentaram diferenca, sendo as
origindrias de C. pubescens, em geral, mais eficazes e menos es-
pecificas, nodulando todos os hospedeiros satisfatoriamente.
As estirpes pretas CM-7, Do-37 e C-102 evidenciaram-se COmoO
altamente eficazes na fixacdo do nitrogénio.

D. lab lab e C. mucunoides formaram ndédulos pretos
com todas as estirpes pretas usadas, C. pubescens e P. javanica
apresentaram néddulos pretos com C-102 e CM-7, e G. winhtii pro-
duziu ndédulos com esta caracteristica com Do-37 e CM-7, apenas
no primeiro experimento.

Foi discutida a possibilidade do emprego das estir-
pes que formam ndédulos pretos na identificacdo de Rhizobium
inoculado quando em competicdo com estirpes nativas.

Parece provavel que a resposta a inoculacdo esta
mais diretamente influenciada pelo tipo de solo do que pelas

diferentes épocas do plantio.
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