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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo selecionar estirpes de bactérias eficientes na fixacdo
bioldgica de nitrogénio para quatro espécies leguminosas florestais com potencial de uso em
programas de recuperacdo de areas. A selecdo de estirpes possibilita a diminuicdo do uso de
insumos agricolas nos plantios em areas degradadas, induzindo uma recuperacdo mais natural,
através de ciclagem de nutrientes.

Os experimentos foram realizados na Embrapa Agrobiologia em casa de vegetacgdo, localizada
em Seropédica-RJ. As estirpes testadas pertencem a colecdo da Embrapa e foram obtidas a
partir de coletas de nédulos em campo ou coletada da espécie em viveiro. As bactérias foram
isoladas dos nodulos, purificadas e depois testadas. Cada experimento recebeu como
tratamento de controle positivo trés fontes diferentes de nitrogénio mineral (NH;NO3,
(NH,4)2SO4, e KNOs3) e controle negativo, tratamento sem adicdo de bactérias ou nitrogénio
mineral

A selecdo promovida seguiu diferentes condi¢des de ensaio, de acordo com a base Il e Il
descrita por FARIA (2000), que consiste em experimento realizado em “vaso Leonard” com
substrato estéril, e vaso com solo ndo estéril.

Os experimentos foram montados em delineamento em blocos ao acaso, com trés repetices
em vaso “Leonard” e quatro repeti¢des em vaso com solo ndo estéril.

As variaveis adotadas para avaliacdo dos experimentos foram a Massa Seca da Parte Aérea,
Massa Seca de Raiz e a Massa Seca dos Nodulos. Apés coletados os dados determinou-se
Eficiéncia= (MSPA TRAT/MSPA Ta)x100, e a Eficacia=(MSPA TRAT/ MSPA
Thitrogenada)X100 de cada tratamento. A testemunha nitrogenada foi selecionada pela melhor
média de incremento apresentada entre os tratamentos nitrogenados.

Todas as espécies trabalhadas sdo tipicas da regido Norte e Nordeste exceto a Mimosa
flocculosa Burkart que ocorre mais para a regido Sul. A escolha das espécies baseou-se no
potencial que as apresentam para uso em programas de areas degradadas.

As melhores estirpes para Clitoria fairchildiana R.A. Howard em base Il foram as BR 3624 e
a BR 8651, foram as BR 3614 e BR 3469 para Mimosa flocculosa Burkart, para Mimosa
dormiens Humb. & Bonpl as melhores foram as BR 4802 e a BR 3463 em condigdo estéril.
Para a espécie Mimosa dormiens Humb. & Bonpl em condi¢do nédo estéril foram as BR 3506
e a BR 3463, foram as BR 3430 e a BR 3429 as melhores para Mimosa acutistipula Benth na
base 111,

Palavras-chave: Areas degradadas, FBN, Nodulago.
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ABSTRACT

This study had the aim of select efficient strains of bacteria in biological nitrogen fixation for
four forest legume species with potential for use in reclamation programs. The selection of
strains allows decreased use of agricultural inputs in the plantations in degraded areas,
inducing a more natural recovery through nutrient cycling.
The experiments were carried out at Embrapa Agrobiology in a greenhouse, located in
Seropédica-RJ. The strains tested belong to the collection of Embrapa and were obtained from
collections of nodes in the field or collected the species in captivity. The bacteria were
isolated from nodules, purified and then tested. Each experiment received treatment as a
positive control three different sources of mineral nitrogen (NH;NO3, (NH4)>SO4 and KNO3)
and negative  control  treatment  without bacteria or  mineral  nitrogen.
The selection promoted followed different test conditions, according to the bases Il and Il
described by FARIA (2000), which consists of experiment in "Leonard jar" with sterile

substrate and vase with non-sterile soil.
The experiments were mounted in a randomized block design with three replications for "jar
Leonard" and four replications in pot with non-sterile soil.

The variables adopted for the evaluation of the experiments were to Shoot’s Dry Mass, Root’s
Dry Mass and Nodule’s Dry Mass. After the data collected was determined Efficiency =
(SDM treat / SDM Tabs) x100, and Effectiveness = (SDM treat /SDM Tnitrogen) x100 of
each treatment. Witness N was selected by the best average growth shown between the
nitrogen treatments.
Worked all species are typical of the region North and Northeast except the Mimosa
flocculosa Burkart that occurs most in the South. The choice of species was based on the
potential that they have for use in programs of degraded areas.
The best strains for Clitoria fairchildiana RA Howard Il were based on BR 3624 and BR
8651, was the BR3469 and BR3614 to Mimosa flocculosa Burkart, to Mimosa dormiens
Humb. & Bonpl were the best BR 4802 and BR 3463 in sterile condition. For the same
species Mimosa dormiens Humb. & Bonpl in non-sterile conditions were the BR 3506 and
BR 3463, BR 3430 and the BR3429 were the best for Mimosa acutistipula Benth in base IlI.

Keywords: degraded areas, BNF, Nodulation.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional no cenario mundial faz com que aumente gradualmente a
exploracdo dos recursos naturais existentes, gerando cada vez mais areas em situagdo de
degradacédo. Estima-se que por volta de 28% (236 milhGes de ha) do territdrio brasileiro sdo
de éareas degradadas (BOT et al.,2000) originadas por causa de atividades como agricultura,
pastagens ndo sustentaveis, areas de mineracdo, exploragdo madeireira e ocupacdo impropria
das regides urbanas (CABRAL et al., 2002), entre outras.

Estas areas perturbadas apresentam baixos teores de matéria organica, o0 que prejudica
a estruturacdo do solo, torna a atividade bioldgica insuficiente e diminui a disponibilidade de
agua e de nutrientes as plantas, principalmente o nitrogénio e o fésforo (FRANCO et al.
1995). Alteracgdo das propriedades (fisicas, quimicas e bioldgicas) do meio ambiente, causada
por qualquer forma de matéria ou energia, resultante das atividades humanas que direta ou
indiretamente afetam o equilibrio desses sistemas, gerando a degradacgdo de forma gradual ou
acelerada desta area.

Diante do cenério ambiental existente, o estudo para a reducdo dos impactos ao
ambiente e 0 aumento de programas com um foco de sustentabilidade torna-se necessario. A
tecnologia desenvolvida para o plantio de leguminosas inoculadas existe com o objetivo de
construir um programa sustentavel para a melhoria de qualidade ambiental e criar uma
alternativa vidvel e de baixo custo para a recuperacdo de areas degradadas (BARBERI et
al.,1998).

A selecdo de estirpes eficientes na fixacdo bioldgica de nitrogénio visa gerar
beneficios como a reducdo no uso de adubos nitrogenados, contribuindo para um
fornecimento de nitrogénio para a planta e reduzir assim 0s impactos do nitrogénio ao
ambiente, promovendo uma melhora no custo x beneficio de realizacdo de programas de
recuperacdo de areas.

A capacidade de estabelecer a simbiose com a bactéria ndo é uma unanimidade entre
as leguminosas. A frequéncia de nodulacdo apresenta-se de forma diferenciada entre as
subfamilias de leguminosas, sendo mais comum na subfamilia Papilionoideae, seguida por
Mimosoideae e pouco expressiva na Caesalpinoideae (ALLEN & ALLEN, 1981; FARIA &
GUEDES, 1999; SPRENT, 2001). Em Caesalpinoideae, a capacidade de nodulacédo € restrita
ao género Chamaecrista e a alguns grupos da tribo Caesalpinoideae.

A selecdo de estirpes de rizobio € um avanco da biotecnologia que possibilita o plantio
de leguminosas fixadoras de nitrogénio em areas com condicBes edafoclimaticas
desfavoraveis. Essa tecnologia visa buscar a melhor associacdo entre a espécie de
leguminosas e a estirpes.

Com répido crescimento dessas espécies inoculadas ocorrera uma rapida deposicao de
material orgénico sobre o solo, melhorando as condi¢des fisicas, quimicas e bioldgicas deste,
induzindo uma maior ciclagem de nutrientes. Desta forma, com a melhora nas condi¢es ira
facilitar o estabelecimento de novas espécies.

O objetivo deste trabalho foi selecionar estirpes de bactérias eficientes na fixacao
biolégica para Clitoria fairchildiana R.A. Howard, Mimosa dormiens Humb. & Bonpl e
Mimosa flocculosa Burkart em base Il e para Mimosa dormiens Humb. & Bonpl e Mimosa
acutistipula Benth em base II.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Fixacdo biologica de nitrogénio

Os estudos sobre a fixacdo biolodgica de nitrogénio tiveram inicio no seculo XIX,
quando Beijerink observou a formagdo de nédulos em raizes de plantas de ervilha. Nos anos
seguintes, constatou-se que estes nddulos eram colonizados por bactérias. Estas bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas tém sido denominadas, coletivamente, de
rizobio. O nome rizobio originou-se da primeira espécie descrita Rhizobium leguminosarum
(FRANK, 1879; 1889).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo pelo qual o N, atmosférico é
reduzido a NH,", podendo dessa forma, ser transferido para compostos contendo carbono, a
fim de produzir aminoacidos e outras substancias organicas que contém nitrogénio (RAVEN
et al., 2001), sendo a FBN responsavel pelo aprisionamento de aproximadamente 60% do
nitrogénio na Terra (KIM & REES,1994).

A fixacdo de N, é dependente da espécie hospedeira e do rizébio, no entanto pode ser
limitada por fatores como o pH do solo, toxidez de aluminio, manganés, deficiéncia de calcio,
fésforo, molibdénio etc., estresse hidrico ou temperaturas elevadas (SIQUEIRA & FRANCO
1988; BORDELEAU & PREVOST, 1994, MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

As classes de organismos fixadores de nitrogénio mais importantes sdo as bactérias de
vida livre e as simbioticas (RAVEN, et al. 2001). As bactérias simbioticas sdo os mais
importantes em termos da quantidade total de nitrogénio fixado. Estas associag0es podem ser
importantes em sistemas de agricultura sustentavel (BALDANI, 1996) e em sistemas
perturbados que se encontram em estadios de reabilitacdo, uma vez que o nitrogénio é escasso
nesses ecossistemas (SILVA, 1994).

2.2.Selecdo de estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio

Na medida em que a expectativa de vida aumenta, a demanda por recursos naturais
cresce levando-os muitas vezes a exaustdo. Um bom exemplo é a Mata Atlantica que hoje
possui cerca de 7% do seu territorio original e consiste no bioma com maior nimero de
espécies ameacadas de extingdo. Para tentar recuperar areas que estdo sendo degradadas
constantemente pelo homem, a Embrapa se dedica ao trabalho de procurar a melhor
associacao, o casamento perfeito entre uma espécie de leguminosa e uma estirpe de rizobio.

Os estudos sobre a capacidade de nodulacdo e fixacdo de N, pelo rizbio tiveram
inicio na década de 60 com o estudo sobre a capacidade de nodulacdo da espécie Mimosa
caesalpiniifolia (Dobereiner 1967), em espécies florestais somente foram aprofundados na
Embrapa a partir da década de 80 (FARIA et al. 1984,1987, 1989), devido ao uso espécies de
leguminosas na recuperacdo de areas degradadas, e por se tratar de uma tecnologia sustentavel
e ambientalmente correta.

A busca por bactérias que sejam capazes de fixar nitrogénio eficientemente é grande,
pois a associacdo perfeita pode diminuir o alto custo com adubos nitrogenados. O insumo
nitrogenado geralmente tem baixo aproveitamento agrondmico e podem ser poluentes do solo,
agua e atmosfera, podendo chegar a perdas de até 70% (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

As caracteristicas altamente desejaveis em estirpes de rizobio indicadas para a
inoculagéo de leguminosas arboreas séo a eficiéncia simbiotica, capacidade de sobrevivéncia



no solo e habilidade competitiva para colonizar as raizes da planta hospedeira, promovendo
uma nodulagdo abundante (FRANCO et al., 1991).

No Brasil, 0 melhor exemplo dessa busca é a cultura da soja. Na qual a adubacéo
sintética nitrogenada € totalmente substituida pela utilizagdo de inoculantes contendo
bactérias do género Bradyrhizobium, o que representou uma economia para o pais de cerca de
US$ 6 bilhdes no ano de 2006 (HUNGRIA et al., 2006), possibilitando maior competitividade
de preco para exportacao.

Estima-se que aproximadamente 25% das leguminosas existentes tenham sido
examinadas (MOREIRA et al., 2010), segundo Faria et al (1999), das espécies estudadas
88% sdo espécies noduliferas e 12% ndo nodulam. A maioria das espécies ndo noduliferas séo
Caesalpinioideae. Nesse grupo, apenas 19% das espécies foram estudadas e dessas, 76% sdo
incapazes de estabelecer simbiose com rizébio. Mimosoideae e Papilionoideae, 19% e 25%,
foram estudadas e dessas, 90% e 96% respectivamente nodularam.

A Embrapa possui uma lista com espécies de Leguminosas florestais que ja passaram
pelo processo de selecdo e estdo com os respectivos inoculantes prontos para uso.

2.3.Nitrogénio

Entre os nutrientes das plantas superiores, o nitrogénio ocupa o primeiro lugar em
guantidade presente por unidade de fitomassa (ARNOLD & VANDIEST,1991), juntamente
com o fésforo, € o mais limitante aos sistemas de producdo (ODUM, 2001; RICKFLES,
2003), principalmente em condic@es tropicais (FRANCO et al., 1992). A maior parte dele no
planeta Terra (93,8%), estd na crosta terrestre. Os 6,8% restantes estdo na ecosfera, destes,
99,96% do nitrogénio esta sob a forma de N, na atmosfera, e o restante (0,04%), estdo na
forma orgéanica ou inorgénica existente nos ecossistemas terrestre ou aquatico (ROSWALL,
1979).

O nitrogénio gasoso (N2), é quimicamente inerte a temperaturas comuns, e
diferentemente de outros elementos. Apesar de termodinamicamente favoravel, a reacdo de
reducdo do nitrogénio atmosférico a amoénia (FBN), requer uma energia de ativacdo
extremamente alta, ndo ocorrendo espontaneamente sem a presenca de catalisadores
adequados. Existe o processo industrial de reducdo do nitrogénio gasoso a uma forma
assimilavel para a planta é o processo denominado Haber-Bosch, que produz a maioria dos
fertilizantes nitrogenados utilizados nos sistemas agricolas e florestais, onde a ligacdo tripla
do nitrogénio é rompida em condi¢cBes de alta pressdo e temperatura (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Outro processo de redugdo que ocorre na natureza sdo as descargas elétricas na
atmosfera. Contudo, a contribuicdo desse processo é relativamente baixa quando comparada a
forma bioldgica e a industrial de fixacdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é a forma mais eficiente e objetiva de adi¢do de
nitrogénio dentro do sistema, utilizando espécies de leguminosas como principal instrumento.
O papel do nitrogénio na sucessdo secundaria merece especial atencdo pelo seu potencial de
perda nos ecossistemas tropicais (GUARIGUATA e OSTERTAG, 2001).

2.4.L.eguminosas

A familia Leguminosae possui cerca de 3000 espécies encontradas em todo o territorio
nacional, é a terceira maior familia das Angiospermas possuindo cerca de 20.000 espécies e
700 géneros (LEWIS, 2005), s6 sendo superada pela Orchidaceae e Asteraceae (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).
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Esta familia possui um destaque econémico devido aos multiplos servicos que fornece
a sociedade. Dentre as fungdes produtivas, podem-se destacar a producao de alimentos, madeira,
forragem, lenha, carvéo, mel e outros produtos. No que diz respeito as fungdes protetoras, pode se
ressaltar o controle de eroséo, a estabilidade de taludes, quebra ventos, aumento no estoque e
qualidade da agua, além de funcbes conservacionistas. (HERRERA et al., 1993; FRANCO e
FARIA, 1997; FARIA et al., 1999; FARIA, 2010).

A familia possui caracteristicas favoraveis para recuperacdo de areas como resisténcia
a condi¢es edalfocliméticas adversas, pér dispor de uma alta biodiversidade capaz de forma
associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio, por possuirem uma baixa relagdo C/N e
uma alta distribuicdo pelo mundo, ndo sendo encontradas somente na Antartida e nas Ilhas
Malvinas (SPRENT, 2001).

2.5.Especificidade na relacdo planta e bactéria nas Leguminosas

A interacdo entre leguminosas e rizobio € um exemplo de associacdo bioldgica
intensamente estudada, cujos beneficios para a sustentabilidade agricola sdo reconhecidos
devido ao processo de Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN). Além dos fatores edafo-
climaticos, esse processo é também influenciado pelas caracteristicas genotipicas do macro e
microssimbionte e modulado por uma intensa troca de sinais moleculares, refletindo nas
diferentes respostas em relacdo a faixa hospedeira, especificidade e eficiéncia simbiotica
(HARTWIG, 1998).

Os mecanismos envolvidos na simbiose, que determinam a especificidade hospedeira,
ainda ndo estdo completamente elucidados, contudo sabe se que flavondides e compostos
fendlicos exsudados das raizes ativam ou inibem genes bacterianos da nodulacdo (PETERS &
LONG, 1988).

A simbiose entre estirpes de rizébio e espécies de leguminosas pode variar de
altamente especificas até altamente promiscua, sendo capazes de estabelecer associacdo com
poucos ou varios parceiros (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Algumas espécies sdo extremamente especificas com relacdo a estirpe, como se
observa em espécies da tribo Mimosea que somente associam-se com estirpes isoladas de
espécies da propria tribo. As espécies da tribo Phaseoleae sdo mais promiscuas com relacdo as
bactérias, podendo associar-se eficientemente com estirpes isoladas de tribos diferentes ou de
outra subfamilia (MELLO,1998).

A especificidade hospedeira citada acima se caracteriza como sendo a capacidade de
espécies leguminosas formarem nédulos e fixar nitrogénio com diferentes estirpes de rizébio
isoladas de outras espécies e/ou representa a habilidade de uma estirpe de rizobio em provocar a
nodulacdo e fixar N, quando associada a cultivares ou espécies do hospedeiro especifico
(DOBEREINER et al., 1971)

Dessa forma, a selecdo de estirpes eficientes para cada espécie de leguminosa, visa a
producdo de inoculantes especificos, sendo um dos componentes fundamental para o sucesso
da tecnologia de uso de especies arboreas (FARIA, 2000).

2.6. Obtencéao das estirpes

O processo de obtengdo das estirpes tem inicio com experimentos conduzidos em
diferentes etapas, basicamente se subdividindo em trabalhos de campo e em casa de
vegetacdo. As bactérias podem ser obtidas de formas diferentes, por meio de nddulos
coletados no campo ou pelo plantio de sementes em casa de vegetacao.
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Primeiramente as sementes de interesse quando ortodoxas passam por um processo de
escarificacdo, onde estas sdo imersas em H,SO, por um tempo varidvel de acordo com a
caracteristica tegumentar de cada tipo de semente. Apds esse processo as sementes Sao
plantadas em substrato contendo areia e vermicuilita na propor¢do 2:1 (v/v) onde s&o
inoculadas com uma mistura de 200-300 estirpes e acondicionadas em casas de vegetacao.
Respeitado o periodo de crescimento minimo caracteristico de cada espécie, é feita a coleta
para a verificacdo da ocorréncia ou ndo da nodulacéo. Verificada a nodulagéo, esses nddulos
séo identificados e armazenados em frascos hermeticamente fechados contendo cloreto de
calcio anidro sobreposto com uma camada de algoddo (FARIA et al.,1989). O isolamento e
purificacdo das bactérias ocorrem em condi¢Oes controladas de laboratério utilizando capela
de fluxo laminar.

Inicialmente os nodulos reidratados em &gua esterilizada, tratados por 30 segundos
com alcool etilico anidro, em seguida em H,0, (Peroxido de Hidrogénio) por 4 minutos e
lavados 8 vezes em &gua esterilizada. Com uma pinca, cada nddulo € macerado e a suspensdo
que fica na extremidade da pinca, apds a maceracédo, € riscada em placa contendo meio de
cultura extrato de levedura com manitol (VICENT,1970).

Apds 3 a 11 dias de incubagdo a 30°C, usando uma alca de platina, a massa de
bactérias formadas sobre o meio é novamente riscada no mesmo meio de cultura para a
obtencdo de coldnias isoladas. Cada cultura que ird constituir uma estirpe deve ser
proveniente de uma coldnia isolada da bactéria.

2.7.Selecdo de estirpes

A metodologia para selecdo de estirpes para leguminosas florestais segue quatro bases
de recomendacdo. Na base de recomendacdo I, a selecdo € feita em condicOes estéreis de
laboratdrio para testar se a bactéria purificada é rizébio e se possui a capacidade de nodular a
planta testada. Para a base de recomendacdo Il as estirpes selecionadas na etapa anterior séo
testadas em vasos “Leonard” em casa de vegetacdo, utilizando substrato esterilizado. A base
de recomendacdo 11l é feita em vasos com solo ndo estéril, avaliando a competitividade das
bactérias testadas com as estirpes nativas do solo. A etapa IV consiste no teste em condigdes
de campo das estirpes selecionadas na etapa Il (FARIA, 2000), de acordo com as normas da
RELARE (Rede de Laboratdrios para Recomendacao Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia
de Inoculantes Microbioldgicos de Interesse Agricola).

3. METODOLOGIA

3.1. Experimentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo localizado na Embrapa
Agrobiologia, Seropédica RJ. Foram feitos experimentos em quatro espécies de leguminosas
florestais(Mimosa dormiens, Mimosa flocculosa, Clitdria fairchildiana, Mimosa acutistipula)
nas diferentes etapas de selecédo, foram feitos 5 experimentos, com trés experimentos em vaso
“Leonard” e dois em vaso com solo, para produzir inoculantes especificos e substituir a
utilizacdo de insumos nitrogenados quando feito o plantio dessas espécies.

3.1.2. Experimentos em condicao estéril (base I1).

Foram utilizados vasos “Leonard” contendo substrato autoclavado de areia e
vermiculita 2:1 (v/v) (VINCENT, 1970).
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Nos experimentos foram utilizadas 66 estirpes diferentes que pertencem a colecédo e
estdo listadas na tabela em anexo, estas séo pertencentes a colegdo da Embrapa Agrobiologia.
Que possui cerca de 3000 coldnias isoladas. Cada estirpe utilizada foi riscada em uma placa
de Petri com meio 79 sélido (FRED & WAKSMAN, 1928), para obtencdo de col6nias
isoladas. Os indculos foram produzidos em meio 79 semi-sdlido (FRED & WAKSMAN,
1928) e permaneceram sob agitagdo horizontal orbital (1500rpm) até apresentarem
crescimento. Para cada indculo de uma mesma estirpe teve duas repeticdes para parametros de
andlise visual (cor).

Figura 1: Frasco com indculo em meio semi-sélido

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso (DBC) com trés repeticdes, sendo 0s
tratamentos utilizados constituidos de: estirpe de bactérias, e trés fontes de nitrogénio mineral
(NHzNO3, (NH4)2SO4, KNO3) respectivamente TN1(Nitrato de Amonio), TN2(Sulfato de
Amonio) e TN3(Nitrato de Potassio), e testemunha absoluta.

As sementes foram escarificadas em acido sulfurico 98% por tempo variavel e em
seguida desinfestadas em perdxido de hidrogénio 30% por 5 minutos. Logo apds estas foram
colocadas em placa Petri esterilizada contendo papel filtro e algodao e levadas a camara de
germinagdo até a emissdo da radicula. As sementes somente foram plantadas ap6s suas
radiculas alcancarem aproximadamente 1cm.

Figura 2: Placa de Petri com teste de germigéo ;
No momento do plantio, foi adicionado com uma pipeta de precisdo, 1 mL de inoculo

por plantula. Cada vaso recebeu 4 plantulas (dependendo da disponibilidade de semente),
posteriormente foi realizado o desbaste deixando-se uma plantula por vaso, com o objetivo de
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homogeneizar o crescimento durante o arranque inicial da planta. Todos os tratamentos
receberam solucdo nutritiva a cada 15 dias (SOMASEGARAN & HOBEN, 1985).
Semanalmente adicionou-se uma solugdo de 5mg de N/ml na testemunha nitrogenada,
sendo a dosagem inicial de 4 ml, aumentada dependendo da resposta apresentada pela planta.
Os experimentos foram coletados quando estes apresentavam diferenca visual,
geralmente durante o periodo de 3 a 4 meses, ou altura de 30 a 40 cm.
Os resultados foram analisados utilizando o teste Scot Knott a 5% de comparacao de
meédias no programa estatistico SISVAR (FERREIRA,2003).

Foram calculadas a eficiéncia e a eficacia de cada tratamento inoculado de acordo com
as férmulas abaixo:

Eficiéncia :( MPAS trat jxlOO

MPAS testabs

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

E a eficacia segundo a formula:

. ( MPAS trat J
Eficacia =| —— |x
MPAS testnitr
Onde:
MPAS: tratamento: massa da parte aérea seca do tratamento inoculado;
MPAS: testemunha com nitrogénio mineral: massa da parte aérea seca da testemunha
nitrogenada.

Para calcular a eficiéncia foram utilizados os dados de massa de parte aérea seca de
cada tratamento inoculado em comparacdo com a massa da testemunha absoluta que néo
recebeu nenhum tratamento. Para calcular a eficacia foi utilizada a massa de parte aérea seca
de cada tratamento inoculado em comparacdo com a testemunha nitrogenada que induziu o

maior incremento de massa (FARIA, 2000).
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3.1.3.Experimentos em condicéo néo esteril (base 111).

Nesta fase sdo utilizados os resultados obtidos na experimentacdo em condicdes
estéreis. Foram utilizados recipientes de polietileno (4 dm®) contendo solo (argissolo
vermelho-amarelo) ndo esterilizado, coletado no Campo Experimental da Embrapa, cuja a
analise quimica esta na tabela 1.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso constituido de quatro repeticoes.
Os tratamentos foram: estirpes de rizobio, testemunha absoluta e testemunha nitrogenada. As
estirpes utilizadas e a fonte de nitrogénio mineral correspondem as estirpes e fonte de
nitrogénio mineral que proporcionaram o0 maior incremento de massa de parte aérea seca na
selecdo sob condicOes esterilizadas para 0 mesmo hospedeiro. Foram utilizadas 10 estirpes
diferentes para selecédo nesta condicéo e estdo listadas no anexo

As etapas de producdo de indculos, preparo das sementes e plantio das mesmas,
colheita, juntamente com as varidveis avaliadas sdo as mesmas observadas nos experimentos
que seguiram a base II.

Figura 4: Casa de vegtagéo ndo estéril

Foi feita uma analise quimica do solo para conhecimento das condi¢Ges do solo no
momento do plantio do experimento e desenvolvimento da planta. Ndo foi promovido
nenhum tipo de adubagéo no substrato utilizado.

Tabela 1. Analise quimica do substrato procedente do Campo experimental da Embrapa
Agrobiologia.

pHem Al Ca+ Mg Ca Mg P K
H20
Substrato cmolc/dm’ mg/dm?®
Argissolo V-A 5,2 0,1 2,8 1,6 1,2 6,7 39
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Os valores obtidos pela analise indicam o estado em que se encontra o solo utilizado,
para uma observacdo de alguma eventualidade durante o desenvolvimento das plantas. O
valor de Al encontrado ainda néo prejudica o desenvolvimento das mesmas.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.Condicéao estéril:

4.1.1Mimosa dormiens

Das 64 estirpes testadas, 33 estirpes ndo formaram nodulos e 16 apresentaram um
desenvolvimento menor que a testemunha absoluta, o que indica uma incompatibilidade entre
a estirpe e a espécie de leguminosa.

O experimento teve uma duracdo de 78 dias para a coleta, foi plantado dia 31/08/09 e
foi coletado dia 19/11/09. Foram aplicados 140 mg de N/planta. A fonte mineral que
apresentou um maior incremento visual para espécie foi NH;NO; (Nitrato de aménio), por
demonstrar uma eficiéncia bem superior as demais testemunhas nitrogenadas, e possuindo
uma média para massa da parte aérea seca de 2,17g no tratamento.

As duas melhores estirpes foram a BR 4802 e a BR 3463, com uma eficiéncia de:
11835% e 9272% e uma eficacia de: 156% e 122% respectivamente. Esses valores de eficacia
possibilitam a substituicdo parcial a total do insumo nitrogenado ja que foram superiores a
testemunha nitrogenada, porem ndo o bastante para descartar uma adubacdo. Essas estirpes
apresentaram um desenvolvimento respectivamente de 120 e 93 vezes maior que a
testemunha absoluta.

E possivel observar uma relacdo entre a nodulacdo e o desempenho da simbiose na
figura 6 (Eficiéncia e a Eficacia), jA que o aumento nos valores de eficiéncia e eficacia
acompanhou os valores de MSN. Os dados refletem essa relacao claramente como a eficiéncia
aumenta com o aumento do peso dos nodulos.

Existe também uma relacdo entre a nodulacdo e o hospedeiro das estirpes, uma vez
que os maiores valores observados de eficiéncia e eficacia sdo de estirpes isoladas de espécies
da subfamilia Mimosoidea, confirmando a existéncia de uma especificidade dentro desta
subfamilia.

Os tratamentos apresentaram diferenca estatistica pelo teste Scott Knott a 5%.

Tabela 2: Influéncia da inoculacéo de estirpes de rizébio para Mimosa dormiens.

(CONTINUA)
Massa seca (%)
Tratamentos Parte aérea(g) Nodulos(mg) Raiz(g) EFICIENCIA EFICACIA
BR 8603 0,008 al 0,0 al 0,006 al 29 0,4
BR 3815 0,009 al 0,0 al 0,012 al 33 0,4
BR 6815 0,012 al 0,0 al 0,014 al 42 0,5
BR 3807 0,013 al 0,0 al 0,079 al 47 0,6
BR 4406 0,015 al 0,0 al 0,027 al 52 0,7
BR 5404 0,017 al 0,0 al 0,015 al 60 0,8
BR 3610 0,019 al 0,0 al 0,035 al 65 0,9
BR 5611 0,019 al 0,0 al 0,016 al 66 0,9
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TABELA 2. CONTINUACAO

BR 8801
BR 8404
BR 4103
BR 4007
BR 3630
BR 3611
BR 8007
BR 8651
Tabs
BR 3632
BR 6610
BR 5004
BR 3450
BR 4301
BR 3624
BR 3432
BR 3614
BR 3617
BR 9002
BR 3609
BR 3466
BR 3804
BR 2216
BR 3634
BR 6010
BR 5610
BR 5401
BR 6609
BR 3461
BR 3608
BR 6205
BR 8205
BR 4816
BR 5609
BR 3454
BR 3628
BR 9004
BR 827
BR 4830
BR 8601

0,019
0,019
0,020
0,021
0,022
0,023
0,024
0,026
0,029
0,031
0,032
0,032
0,040
0,041
0,045
0,046
0,049
0,055
0,059
0,063
0,064
0,065
0,068
0,074
0,076
0,099
0,105
0,107
0,116
0,138
0,163
0,196
0,209
0,222
0,243
0,249
0,261
0,308
0,337
0,679

al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
25,6
0,0
9.8
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
42,4
0,0
15,7
13,9
24
5,6
9,6
11,7
21,5
0,6
57,9
54,4

al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al

0,247
0,025
0,047
0,011
0,013
0,035
0,021
0,018
0,059
0,031
0,005
0,030
0,049
0,036
0,032
0,068
0,059
0,034
0,051
0,095
0,259
0,030
0,029
0,084
0,100
0,099
0,159
0,136
0,062
0,088
0,104
0,096
0,170
0,135
0,097
0,198
0,060
0,047
0,180
0,292

al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al
al

66
67
71
72
76
79
85
92
100
109
112
112
140
142
157
160
170
191
207
219
225
227
237
257
266
345
366
373
404
480
570
684
728
774
846
869
912
1073
1176
2370

0,9
0,9
0,9
1,0
1,0
1,0
1,1
1,2
1,3
1,4
1,5
1,5
1,8
1,9
2,1
2,1
2,2
2,5
2,7
2,9
3,0
3,0
3,1
34
3,5
4,6
4.8
4,9
53
6,3
7,5
9,0
9,6
10,2
11,2
11,5
12,0
14,2
15,5
31,3
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TABELA 2. CONTINUACAO

BR 3467 0,693 al 40,7 al 0,034 a2 2417 31,9
BR 3459 0,721 al 52,3 al 0,293 al 2515 33,2
BR 824 0,740 al 44,8 al 0,264 al 2580 34,1

TN3 0,781 al 0,0 al 0,639 a2 2723 36,0
BR 3522 0,819 al 29,9 al 0,341 a2 2858 37,8
BR 3462 0,886 a2 265,0 al 0,476 a2 3092 40,8
BR 5005 0,893 a2 20,7 al 0,287 al 3115 41,2
BR 4305 0,949 a2 38,7 al 0,353 a2 3309 43,7
BR 3509 0,959 a2 36,7 al 0,354 a2 3346 44,2
BR 8653 1,061 a2 49,2 al 0,481 a2 3700 48,9
BR 3514 1,141 a2 59,5 al 0,456 a2 3981 52,6

TN2 1,145 a2 0,0 al 0,635 a2 3994 52,8
BR 4405 1,145 a2 51,5 al 0,452 a2 3994 52,8
BR 3473 1,448 a2 70,6 al 0,571 a2 5051 66,7
BR 3506 1,642 a2 77,0 al 0,538 a2 5728 75,7
BR 3505 1,802 a2 92,8 al 0,600 a2 6286 83,0
BR 3469 1,911 a2 97,8 al 0,645 a2 6665 88,1

TN1 2,170 a3 0,0 al 0,974 a3 7569 100,0
BR 3463 2,658 a3 95,4 al 0,872 a3 9272 122,5
BR 4802 3,393 a3 1429 al 0,528 a2 11835 156,3
CV(%) 110,56 271,36 92.91

Médias comparadas pelo teste Scott Knott (p=0,05)
1-EFICIENCIA=(MSPA TRAT/MSPA TABS)x100
2—EFICACIA:(MSPA TRAT/MSPA TN(NH;NO3)x100

BR 4802 TN(NH4NO3)

Figura 5: Comparagéo entre o Tratamento inoculado e as Testemunhas nitrogenada e a absoluta.
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Figura 6: Andlise de evolucdo de Eficiéncia da bactéria X Peso dos Nodulos para Mimosa
dormiens

4.1.2.Mimosa Flocculosa

Para Mimosa flocculosa foram testadas seis estirpes, dentre as quais duas néo
induziram a formacéo de nodulos, sdo elas BR 4103 e BR4802.

O mesmo resultado foi encontrado para Mimosa pellita, que também néo induziram a
formacdo de nodulos, o que pode sugerir baixa compatibilidade entre estas estirpes e estas
espécies.

Foram testadas duas fontes de nitrogénio mineral: NH4NOs(nitrato de amonio) e
KNOg(nitrato de potassio), que receberam por planta 200 mg de N/planta. A fonte KNO3
apresentou o maior desenvolvimento de MSPA. A coleta ocorreu aos 112 dias apds o plantio,
onde os tratamentos apresentavam diferenca visual, foi plantado o experimento dia 04/07/08 e
coletado 23/09/08.

As estirpes que proporcionaram o maior acimulo de MPAS foram BR 3614 e BR
3469, com eficiéncia 6166% e 2531%, respectivamente e eficacia 212% e 87%, cada. Com
um desenvolvimento de aproximadamente 62 e 25 vezes superior ao controle negativo
(testemunha absoluta).

As duas estirpes sdo do género Burkholderia sp., o que confirma a existéncia de uma
especificidade da espécie, podendo visualizar uma maior afinidade pela estirpe BR3614 ja que
o valor da eficiéncia foi o dobro. Na mesma tabela os valores de eficacia podem possibilitar a
substituicdo parcial a total do uso do nitrogénio no plantio pois as estirpes obtiveram valores
préximos ao da testemunha nitrogenada.

Entre os tratamentos inoculados que apresentaram formacéo de simbiose a estirpe BR
3462 foi a que menos se desenvolveu com massa de parte aérea seca e a menor massa de
nodulos secos. Ja a BR 3614 além de possuir a maior MPAS, também apresentou a maior
MSN, indicando uma correlagdo entre estes valores.

Entre os tratamentos ndo houve diferenca estatistica pelo teste Scott Knott a 5%,
possivelmente devido ao coeficiente de variacéo alto.
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Tabela 3: Influéncia da inoculacdo de estirpes de rizébio em Mimosa flocculosa

Massa seca (%)
Tratamentos - - . .
Parte aérea(mg) Nodulos(mg) EFICIENCIA EFICACIA

T absoluta 22,33 a 0,00 a 100 3
BR 4802 59,37 a 0,00 a 266 9
BR 4103 87,00 a 0,00 a 390 13
BR 3462 205,33 a 19,53 a 919 32
BR 3459 417,67 a 30,23 a 1870 64
NH;NO; 503,33 a 0,00 a 2254 77
BR 3469 565,33 a 29,57 a 2531 87
KNO3 650,33 a 0,00 a 2912 100
BR 3614 1377,03 a 114,50 a 6166 212
CV (%) 105,80 223.67

Médias comparadas pelo teste Scott Knott (p=0,05)
1-EFICIENCIA:(MSPA TRAT/MSPA T ags)X100
2-EFICACIA=(MSPA TRAT/MSPA TN(NH4NO3)x100

Trat. BR 3614 TN KNO;

Figura 7: Comparagdo do incremento entre o Tratamento inoculado e as Testemunhas
nitrogenada e absoluta.

4.1.3.Clitoria fairchildiana

Foram testadas 64 estirpes diferentes, com 9 apresentando desenvolvimento inferior a
testemunha absoluta e somente 3 ndo formaram nddulos. O que ressalta a grande capacidade
dessa espécie de associar-se com estirpes distintas eficientemente e a promiscuidade
observada dentro de espécies pertencentes a esta subfamilia. Também pode ser observado
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com formacdo de dois grupos distintos de médias estatisticas, sendo o grupo com média a
maior que o b.

As melhores estirpes foram a BR 3624 e a BR 8651 com eficiéncia de 367% e
334,54% e eficacia de 100,98% e 92,04% respectivamente. Existe a possibilidade de uma
especificidade entre as estirpes e a espécie, pois as quatro melhores estirpes sdo do género
Bradyrhizobium sp..

Os valores apresentados de eficacia ndo recomendam uma exclusdo parcial do uso de
insumos nitrogenados. Com a necessidade de somente uma adubagédo de cobertura reduzida
para melhor desenvolvimento da planta, devido ao um desenvolvimento inferior a testemunha
nitrogenada

Foram aplicados na testemunha nitrogenada 435mg de N/planta. Isso indica o grande
beneficio que se tem com a inoculacdo, ja as melhores estirpes apresentaram valores de
eficacia proximos ao desempenho da testemunha nitrogenada visto no grafico abaixo com os
trinta melhores tratamentos.
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Figura 8: Andlise de evolucdo de Eficiéncia da bactéria X Peso dos Nodulos para Clitéria
fairchildiana

O gréfico acima também permite observar o incremento em eficiéncia com o aumento
no peso dos nodulos.

O tratamento nitrogenado com o maior incremento foi 0 NH4NO3(Nitrato de aménio),
apresentando uma média de 2,399 de MSPA.

O experimento foi coletado aos 98 dias apds o plantio, sendo plantado 24/06/10 e
coletado 16/09/10, quando foi observada uma diferenca visual significativa entre os
tratamentos.

Os tratamentos apresentaram diferenga estatistica pelo teste Scott Knott a 5%.

Tabela 4. Influéncia da inoculagdo de estirpes fixadoras de nitrogénio em Clitoria
fairchildiana. (CONTINUA)

Tratamentos Massa seca - (%) <
Parte aérea(q) Nodulos(mg) EFICIENCIA EFICACIA

BR3459 0,39 b 0,00 b 59 16

BR3509 0,45 b 0,00 b 68 19
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TABELA 4. CONTINUACAO

BR2216
BR3469
BR3505
BR3630
BR8205
BR3450
BR3506
TN3
Tabs
Tabs
BR3608
TN2
BR3467
BR4305
BR824
BR6610
BR4007
BR3454
BR3461
BR4830
BR3632
BR4103
BR3463
BR6010
BR9002
BR8404
BR3611
BR8801
BR3614
BR3514
BR3473
BR5401
BR4802
BR3432
BR8601
BR3634
BR3462
BR3815
BR6815
BR827-2
BR827
BR4406
BR5404

0,46
0,46
0,48
0,55
0,57
0,99
0,62
0,64
0,65
0,66
0,69
0,71
0,77
0,77
0,77
0,80
0,80
0,81
0,85
0,86
0,87
0,88
0,89
0,90
0,92
0,92
0,92
0,93
0,96
1,02
1,04
1,05
1,11
1,12
1,20
1,22
1,24
1,27
1,29
1,30
1,34
1,37
1,41

QY Y Y Y VY OO T OO TCDTCOTC OO0 0D 00D UODCO0ODO0ODU0DUODUoDUoDOoODUoODoDUoDUoDoDUoODUoOOoOOUoODUoTTUoT

3,30
6,63
0,00
5,67
22,33
39,00
10,66
0,00
8,33
0,00
5,33
0,00
28,66
3,33
86,33
5,67
9,00
71,00
1,30
24,30
49,33
64,33
51,66
48,33
45,66
61,00
41,33
21,00
25,33
61,66
138,30
11,00
65,60
73,00
68,00
39,66
87,60
77,60
108,30
0,00
57,00
102,00
51,66

b
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69
70
74
83
87
90
94
98
98
100
105
108
117
117
117
121
122
123
130
130
133
134
135
137
140
140
141
141
147
155
158
159
170
170
182
186
189
193
197
197
204
209
214

19
19
20
23
24
25
26
27
27
28
29
30
32
32
32
33
34
34
36
36
36
37
37
38
38
39
39
39
40
43
44
44
47
47
50
51
52
53
54
54
56
58
59
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TABELA 4. CONTINUACAO

BR4301 1,41 a 112,67 a 215 59
BR3804 1,41 a 67,66 a 215 59
BR3610 1,45 a 65,00 a 221 61
BR3609 1,48 a 103,60 a 225 62
BR3522 1,49 a 68,00 a 227 63
BR4816 151 a 144,00 a 230 63
BR5610 153 a 139,00 a 233 64
BR6205 1,56 a 87,66 a 237 65
BR3628 161 a 158,80 a 246 68
BR5004 1,64 a 134,00 a 250 69
BR3807 1,65 a 74,00 a 252 69
BR6609 1,69 a 113,00 a 257 71
BR5609 1,75 a 18,66 b 267 73
BR3466 1,77 a 88,10 a 270 74
BR8007 1,82 a 93,00 a 278 76
BR9004 1,85 a 7733 a 282 78
BR3617 1,89 a 129,90 a 288 79
BR5005 191 a 115,00 a 290 80
BR4405 1,94 a 112,30 a 295 81
BR8653 1,94 a 96,67 a 295 81
BR5611 2,06 a 169,00 a 313 86
BR8651 220 a 147,30 a 335 92
TNL 2,39 a 0,00 b 363 100
BR3624 241 a 106,60 a 367 101
CV(%) 57,09 53,8

Médias comparadas pelo teste Scott Knott (p=0,05)
1-EFICIENCIA=(MSPA TRAT/MSPA T ags)x100
2-EFICACIA=(MSPA TRAT/MSPA TN(NH,;NO;)x100
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TN1(NH:NOs) BR 3624

4.2.Condicéo nao estéril

4.2.1.Mimosa acutistipula

Experimento subsequente da base I, sendo implantado com os melhores tratamentos,
sendo conduzido com base na recomendacéo 111 (vaso com solo néo esteril).

O experimento foi coletado 112 dias apds o plantio, quando ocorreu a diferenciagdo
visual entre os tratamentos.
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Foram testadas quatro estirpes previamente selecionadas na base de recomendacéao II.
Dentre as testadas as que produziram um maior ganho de massa foram a BR 3430, e a BR
3429. As Estirpes apresentaram um ganho de massa aproximadamente 3 vezes superior a
testemunha absoluta (figura 9).

As melhores estirpes sdo pertencentes ao género Burkholderia sp. 0 que demonstra a
preferéncia dessa espécie de leguminosa por estirpes desse género. A existéncia de uma
especificidade entre Leguminosas da subfamilia Mimosoideae e estirpes do género
Burkholderia sp. é entdo confirmada.

As estirpes mostraram uma eficiéncia superior a testemunha nitrogenada de
aproximadamente 2 vezes.

3,5
a
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a
5 a
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— 2 A1 | I |
o .
= W raiz
2 a
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d d d d a .
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0,5 HIF-- —ll- - -l = =
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BR 3429 BR3430 BR3431 BR3432 TN Tabs
Tratamentos

Figura 11: Andlise comparativa dos tratamentos de Mimosa acutistipula

O gréfico acima relata o efeito dos tratamentos sobre o desenvolvimento da espécie,
apresenta uma contribuicdo equivalente para a raiz e parte aérea, pois a razdo MSPA/MSR ¢é
constante entre os tratamentos

A quantidade de nddulos encontrados na testemunha absoluta indica a presenca de
estirpes nativas no solo. Este tratamento apresentou a menor massa de parte aérea seca
(MPAS), mostrando que as bactérias nativas do substrato sdo menos eficientes que as estirpes
introduzidas.

Foram aplicados 240 mg de N/planta, o que equivale uma aplicacdo 120Kg de
nitrogénio em lha e proporcionou um incremento de massa seca de parte aérea de 1,28g. A
presenca de nodulos na testemunha nitrogenada indica que a dose aplicada nédo foi suficiente
para evitar a formacéo de simbiose com as estirpes nativas.

Os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica pelo teste Scott Knott 5%,
possivelmente devido ao coeficiente de variagéo.
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Tabela 5: Influéncia da inoculacgdo de estirpes de rizobio para Mimosa acutistipula

Massa Seca (%)
Tratamentos - -~ - o .
Parte aérea(g) Nodulos(mg) Raiz(Q) Eficiéncia Eficacia
BR 3429 2,58 a 13,25 a 2,44 a 261 202
BR 3430 3,11 a 86,3 a 2,54 a 314 243
BR 3431 1,36 a 52,2 a 1,15 a 137 106
BR 3432 1,03 a 93,8 a 1,08 a 104 80
TN 1,28 a 39 a 154 a 129 100
Tabs 0,99 a 7,425 a 1,05 a 100 77
CV(%) 89,03 161,23 62,42

Médias comparadas pelo teste Scott Knott (p=0,05)
1-EFICIENCIA=(MSPA TRAT/MSPA T gs)x100
2-EFICACIA=(MSPA TRAT/MSPA TN(NH;NO3)x100

BR 3430 TN (NHaNO3)

Figura 12: Compara(;éohdo incremento entre o Tratamento inoculado a Testemunha
nitrogenada e a Testemunha absoluta.

4.2.2.Mimosa dormiens

O experimento teve duracdo de 119 dias. Foram testadas seis estirpes pré selecionadas
no experimento feito em base |1, dentre elas as melhores foram as estirpes BR 3506 e a BR
3463, com eficiéncia de 120% e 106% e com eficacia de 78% e 70% respectivamente.

Foram aplicadas 140mg de N/planta, que representa aplicar 70 Kg de nitrogénio por
ha. Toma-se como base o desenvolvimento apresentado pela testemunha nitrogenada (TN) no
resultado de eficacia, o tratamento com a BR3506 acumulou 54,81Kg e a BR3463 48,72Kg
de nitrogénio por ha.

A auséncia de nddulos na TN indica que a dose aplicada de N/planta foi o suficiente
para evitar a formacéo de simbiose proporcionando um acumulo de massa de 6,829 de massa
seca de parte aérea.

A presenca de nodulos na testemunha Absoluta relata a presenca de estirpes nativas no
solo. Este tratamento apresentou a menor massa seca da parte aérea seca (MSPA), mostrando
que as bactérias nativas do solo ndo sdo mais eficientes que as estirpes introduzidas.
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As estirpes inoculadas que propiciaram uma eficiéncia menor que a testemunha
absoluta, isso indica a incompatibilidade e ineficiéncia na fixacdo, j& que apresentaram 0s
maiores de MSN.

A auséncia de nddulos na testemunha nitrogenada indica que a quantidade aplicada foi
o suficiente para que ndo ocorresse a necessidade pela planta de forma simbiose com as
estirpes nativas no solo.

As duas melhores estirpes foram isoladas de espécies do género Mimosa sp.
confirmando a existéncia de uma especificidade dentro da espécie.

A andlise entre a MSPA/MSR das duas melhores estirpes indicou um desenvolvimento
de 1,51 para a BR3506 e 1,22 para a BR3463, o0 que indica a contribuicdo em MSPA, que ir4
gerar a cobertura do solo. Esses valores indicam que a inoculacdo influéncia um incremento
maior em 51% para a MSPA em BR3506 e 22% em BR3463 (figura 12).
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Figura 13: Anélise comparativa dos tratamentos de Mimosa dormiens
A andlise dos tratamentos apresenta uma razdo constante ndo tendo um efeito
especifico sobre uma parte da planta.

As eficiéncias encontradas pela BR3469 e BR3473, indicam a incompatibilidade e
ineficiéncia na fixacao, ja que apresentaram altos valores de MSN, e baixo valor de eficiéncia.
Os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica pelo teste Scott Knott 5%.

Tabela 6: Influéncia da inoculagcdo de estirpes de rizébio para Mimosa dormiens

Massa Seca (%)
Tratamentos Parte aérea(g)  No6dulos(mg) Raiz(g) EFICIENCIA EFICACIA

BR 4802 442 a 15020 a 3,68 a 99 65
BR 3463 475 a 6020 b 3,90 a 106 70
BR 3469 341 a 149,00 a 2,06 b 76 50
BR 3505 454 a 127,70 a 3,40 a 102 66
BR 3506 535 a 6470 b 353 a 120 78
BR 3473 3,40 a 57,70 b 2,00 b 76 50

™ 6,82 a 000 b 433 a 153 100

Tabs 4,46 a 11720 a 3,25 a 100 65
CV (%) 26,32 58,34 32,35

Médias comparadas pelo teste Scott Knott (p=0,05)
1-EFICIENCIA=(MSPA TRAT/MSPA T ags)x100
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2-EFICACIA=(MSPA TRAT/MSPA TN(NH,;NO3)x100

BR 3506

TN(NHANO3)

Figura 14: Comparagdo do incremento entre a Testemunha nitrogenada o Tratamento
inoculado e a Testemunha absoluta.

\ v

Figura 15: N6dulos de Mimosa dormiens Humb. & Bonpl.

5. CONCLUSAO

Ao término dos experimentos realizados pode-se concluir que as melhores estirpes
utilizadas para Clitoria fairchildiana R.A. Howard em base 11 foram as BR 3624 e a BR 8651.
Enquanto as BR 3614 e BR 3469 apresentaram o0s resultados mais eficazes para Mimosa
flocculosa Burkart. Na espécie Mimosa dormiens Humb. & Bonpl as que se destacaram foram
as BR 4802 e a BR 3463. J& em condicdo ndo estéril (base Ill) para a espécie Mimosa
dormiens Humb. & Bonpl as estirpes com as quais se obteve o melhor resultado foram as
BR3506 e a BR 3463, com 0s mesmos parametros experimentais a Mimosa acutistipula Benth
desenvolveu-se mais com a utilizacdo das BR 3430 e a BR 3429. Ao final do processo de
selecdo as melhores estirpes serdo utilizadas para a producdo de inoculantes especificos.
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7. ANEXO

Lista com estirpes utilizadas nos experimentos

Identificacdo Espécie Hospedeiros Local de coleta
BR 2216 Desmodium discolor Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3429 [Burkholderia sp Mimosa acutistipula Embrapa Agrobiologia(RJ)
BR 3430 Mimosa acutistipula Fortaleza
BR 3431 Mimosa acutistipula Fortaleza
BR 3432  [Burkholderia sp Mimosa acutistipula Fortaleza
BR 3450 Mimosa caesalpiniifolia Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3454  [Burkholderia mimosarum  [Mimosa scabrella / Mimosa flocculosa Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3459 Mimosa flocculosa Fepagro (RS)
BR 3461 [Burkholderia nodosa Mimosa bimucronata Mariléria (MG)
BR 3462 [Burkholderia sp Mimosa flocculosa / Mimosa tenuiflora Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3463  [Rhizobium sp Mimosa flocculosa Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3466 |Burkholderia sp Mimosa tenuidlora / Mimosa camporum Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3467 |Burkholderia mimosarum  |Mimosa pellita / Desmodium leiocarpum Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3469  [Burkholderia sp Mimosa camporum Porto Trombeta (PA)
BR 3473 Mimosa somnians Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3505  [Bradyrhizobium sp. Mimosa sp. Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3506 |Bradyrhizobium sp. Mimosa setosa Porto Trombeta (PA)
BR 3509 [Burkholderia sp Mimosa pigra Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3514 Mimosa setosa Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3522 Mimosa setosa Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3608 [Bradyrhizobium japonicum [Acacia decurrens / Acacia mearnsii (acécia negra) / Leucaena diversifolia /{Campos de Jord&o (SP)
BR 3609 [Bradyrhizobium elkanii Acacia auriculiformes Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3610 Acacia auriculiformes Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3611 [Bradyrhizobium elkanii Acacia podalyriifolia / Erythrina falcata / Erythrina verna / E. variegata [Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3614 [Burkholderia sp Acacia mearnsii
BR 3617 [Bradyrhizobium elkanii Acacia mangium Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3624 Acacia auriculiformes Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3628 [Bradyrhizobium elkanii Acacia saligna Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3630 [Mesorhizobium amorphae [Acacia angustissima / Acacia farnesiana Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3632 Acacia farnesiana Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 3634 Acacia melanoxylon Botucatu (SP)
BR 3804 [Mesorhizobium plurifarium [Acacia salicina / Chamaecrista ensiformis Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 3807 Chamaecrista nictitans
BR 3815 Chamaecrista cathartica Mariana (MG)
BR 4007 |Ensifer meliloti Prosopis juliflora Fortaleza (CE)
BR 4103  |Burkholderia sp Ormosia nitida Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 4301 |Bradyrhizobium sp. Calliandra surinamensis / Chamaecrista nictitans Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 4305 Calliandra macrocalyx Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 4405 Enterolobium contortisiliquum Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 4406 [Bradyrhizobium elkanii Enterolobium contortisiliquum / Enterolobium cyclocarpum / Desmodium |Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 4802  |Rhizobium sp Piptadenia gonoacantha / Piptadenia moniliformis
BR 4816 Prosopis juiflora S&o Paulo-Embrapa
BR 4830 Piptadenia adiantoides Mariana (MG)
BR 5004  [Bradyrhizobium sp Dimorphandra jorgei / Dimorphandra exaltada / Ateleia glazioveana Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 5005 [Bradyrhizobium elkanii Dimorphandra jorgei / Acacia salicina / Dimorphandra exaltada Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 5401 [Azorhizobium doebereinerae [Seshania virgata Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 5404  |Azorhizobium doebereinerae [Seshania marginata Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 5609 [Bradyrhizobium elkanii Falcataria mollucanna / Erythrina verna / Erythrina falcata / E. fusca / InqReserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 5610 [Bradyrhizobium elkanii Falcataria mollucanna / Albizia lebbeck / Sclerolobium paniculatum Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 5611 [Bradyrhizobium elkanii Falcataria mollucanna / Albizia lebbeck Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 6010 [Bradyrhizobium elkanii Lonchocarpus costatus Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 6205 [Bradyrhizobium elkanii Albizia saman / Enterolobium cyclocarpum / Poecilanthe parviflora / Pseu{Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 6609 [Bradyrhizobium elkanii Inga sessilis / Inga semialata Porto Murtinho (BA)
BR 6610 [Bradyrhizobium sp. Inga semialata / Inga thibaudiana / Chamaecrista nictitans Mogi Guagu (SP)
BR 6815 [Bradyrhizobium elkanii Albizia pedicellaris Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 8007 [Burkholderia sp Clitoria fairchildiana Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 8205 |Bradyrhizobium sp Poecilanthe parviflora Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 824 Leucaena leucocephala Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 827  [Bradyrhizobium japonicum |Leucaena leucocephala / Acosmium bijugum / Parapiptadenia rigida Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 8601 [Bradyrhizobium elkanii Bowdichia virgiloides Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 8603  [Bradyrhizobium sp Bowdichia virgiloides Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 8651 [Bradyrhizobium sp Pterocarpus indicus Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 8653  [Bradyrhizobium sp Pterocarpus indicus Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 8801 [Rhizobium leguminosarum [Gliricidia sepium / Leucena diversifolia / Stryphnodendron guianense Embrapa Agrobiologia (RJ)
BR 9002  [Rhizobium sp Parapiptadenia pterosperma / Acacia farnesiana / Acacia crassicarpa / Ae{Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
BR 9004  [Bradyrhizobium elkanii Parapiptadenia pterosperma Reserva Natural Vale - Linhares (ES)
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