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Introducéo

A necessidade de preservagao e conservacao do meio ambiente estimula cada
vez mais pesquisas em sistemas organicos de producdo. Esses sistemas se baseiam
na producdo de alimento sem o uso de fertilizantes, pesticidas e produtos reguladores
de crescimento. Seus seguidores defendem o melhoramento da qualidade do solo e a
producado de alimentos mais saudaveis. Essas praticas consistem no uso de estercos
animais, rotacdo de culturas, adubacdo verde, compostagem, controle biolégico de
pragas e doengas como cita a Associacdo de Agricultura Organica (2010), entre
outros.

Desse modo, a utilizacdo de leguminosas é cada vez mais viavel e frequente
em sistemas orgéanicos. Além de se adaptarem a diferentes condigBes edafoclimaticas,
seu uso como adubo verde promove melhoria nas qualidades fisicas, quimicas e
biolégicas do solo e o0 protege contra a erosdo. Uma das grandes vantagens dessas
espécies € a capacidade de se relacionarem simbioticamente com bactérias da familia
Rhizobiaceae, que convertem o nitrogénio gasoso a amonia (NH3) ou ions amdnio
(NH,") (formas utilizaveis pela planta), por meio de reducgdo catalisada por enzimas
(MARTINS et al., 2003) e, em troca, a planta hospedeira fornece protecdo e nutrientes
(cerca de 30% do C fixado pela fotossintese é exsudado pela raiz), de acordo com
Rumjanek (2009). De acordo com Vieira et al. (2001), a fixacdo simbidtica pode suprir
de 40% a 85% as necessidades da planta em nitrogénio, o que é um fato consideravel,
ja que o nitrogénio € um dos nutrientes que mais limita a produtividade das culturas.

Ao selecionar estirpes de Rizobios, deve-se verificar a capacidade de
nodulacdo da espécie, coletar os nddulos, isolar as bactérias, purificar as colénias e
selecionar as estirpes mais eficientes em vasos com substrato esterilizado e com solo
néo esterilizado, como é orientado por Faria e Franco (2002). Para diversas espécies
de leguminosas arboéreas Uteis como adubo verde e/ou para recuperacdo de areas
degradadas, principalmente nativas do Cerrado e Caatinga, ainda ndo se conhece
estirpes eficientes para uso como inoculante. Os objetivos deste trabalho foram isolar
e selecionar estirpes eficientes de rizébio para leguminosas arboéreas utilizadas como
adubos verdes, incluindo uma espécie de leguminosa arbdrea nativa do Cerrado e
Caatinga.

Material e Métodos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Mlcroblologla e Bloqmmlca
do Solo, da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG. Z -

Bioensaio 1. Avaliacdo da pureza de rizébio em inoc  ulantes.
Amostras de inoculantes conservados em geladeira,
provenientes da Embrapa Agrobiologia, das espécies de
leguminosas: Crotalaria spectabilis, Crotalaria juncea, feijao-caupi
(Vigna unguiculata), guandu (Cajanus cajan) e mucuna-preta

Figura 01. Coldnia isolada
com caracteristicas tipicas de
rizébio.



(Mucuna aterrima) foram avaliadas quanto a pureza em meio de cultura YMA solido
(HUNGRIA, 1994). Aliquotas de diluicbes seriadas decimais foram transferidas para
placas contendo o meio de cultura de acordo com Hungria (1994). Colénias isoladas
de bactérias com caracteristicas tipicas de rizobio (coldénias de aspecto brilhante e
gue ndo absorveram ou absorveram muito pouco o corante Vermelho Congo presente
no meio) (Figura 01), foram transferidas para novo meio de culturas e preservada sob
Oleo mineral esterilizado. Para testar a eficiéncia de nodulacdo dessas estirpes,
realizou-se varios ensaios.

Bioensaio 2: Teste de eficiéncia de nodulacdo de ca  da estirpe em vasos de areia
lavada

Para avaliar a eficiéncia de nodulagdo das estirpes obtidas, conduziu-se ensaio
em casa de vegetacdo em vasos contendo 3kg de areia lavada com os seguintes
tratamentos: (i) Controle — sem inoculacdo, (ii) 2 estirpes de cada um dos cinco
inoculantes testados. Para a obtengdo de cada in6culo, as células de cada estirpe
foram cultivadas em meio liquido durante 48 horas, sob agitacdo, a temperatura de
29C. Uma aliquota de 3mL de cada cultura enriquecida foi adicionada a semente no
vaso. Essa operacao foi repetida apds uma semana. As plantas foram irrigadas com
solugdo nutritiva (HUNGRIA, 1994) meia forca semanalmente. Apdés 60 dias de
crescimento, as plantas foram coletadas para contagem de nimero de nodulos.

Bioensaio 3: Teste de eficiéncia de nodulacdo de ca  da estirpe em vasos de areia
e terra na proporgéo 1:1

Neste caso utilizou-se como substrato uma mistura de areia lavada e terra na
propor¢ao 1:1 para reavaliagdo do mesmo tratamento descrito no bioensaio 2.

Bioensaio 4: Reisolamento de bactérias a partir dos nédulos de plantas
cultivadas em casa de vegetacéo

Apos 60 dias de crescimento das plantas nos ensaios de casa de vegetacao
efetuou-se o reisolamento, a partir dos nddulos, de cada uma das estirpes testadas em
cada leguminosa. Para isolamento, os nédulos foram lavados e desinfestados com
alcool durante 10 minutos. Cada nddulo, separadamente, foi triturado em solugdo
salina e a suspensdao foi transferida para meio de cultura sélido através de estrias.
Apb6s 5 dias, colbnias isoladas foram transferidas para novo meio para obtencao de
cultura pura e preservacdo em tubo de estoque com agar solido inclinado sob 6leo
mineral esterilizado.

Bioensaio 5: Teste de eficiéncia de nodulacdo de ca da estirpe em tubos de
ensaio

Este ensaio foi conduzido utilizando-se -
tubos de ensaio de vidro, 30x3cm, a X
temperatura de 25C, com o0s seguintes :
tratamentos: (i) Controle — sem inoculacéo, (ii) 2 “\ Q;\
estirpes provenientes de ndédulos de cada planta [ '
avaliada (Figura 02). O substrato utilizado foi
mistura de solugdo nutritiva com agar. Foi
realizado o mesmo procedimento descrito no
bioensaio 2. Apdés 60 dias de crescimento,
avaliou-se a nodulacéo.

Figura 02. Teste de eficiéncia de
nodulacdo em tubos de ens

Bioensaio 6: Isolamento e Selegdo de Rizobios espec ifico para Cratilia ( Cratylia
mollis Benth)

As sementes da leguminosa pertencentes a espécie Cratilia (Cratylia mollis
Benth) foram plantadas em vasos contendo aproximadamente 1,5Kg de solo, sem
inoculacdo prévia. Apdés 60 dias de crescimento em casa de vegetacdo, foram



coletados nédulos de cada planta para isolamento de bactérias, como descrito no
bioensaio 4.

. 5 Nodulagao de Leguminosas em
Resultados e Discussao Vasos com Areia Lavada
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A avaliacdo da pureza de rizObios em |
inoculantes (bioensaio 1) resultou em 19 isolados, |
demonstrando a presenca de mais de uma estirpe
por inoculante. O teste de eficiéncia de nodulacao
(nimero de ndédulos) dessas estirpes em vasos de
areia lavada (bioensaio 2) (Figura 03) demonstrou
alta eficiéncia das estirpes A para Mucuna-Preta,
Crotalaria_juncea e Crotalaria spectallall]s, e das SIREE A ESTRMEE o CONTROLE
estirpes B para o Guandu e Crotalaria juncea.
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Figura 03. Média de nddulos/planta
cultivada em vasos de areia lavi

Crotalaria juncea apresentaram grande quantidade Nodulagio de Leguminosas em
de nddulos, que pode ser devido ao fato de a areia Vasos com Arela e Terra 1:1
utilizada n&o ter sido autoclavada e/ou por ndo | =

apresentar grande quantidade de estirpes nativas ou |2
ainda pela competicdo das estirpes nativas com as
estirpes dos vasos inoculados. Ja o teste de
eficiéncia de nodulacédo dessas mesmas estirpes em
vasos de areia lavada com terra 1:1 (bioensaio 3)
(Figura 04) apresentou alta eficiéncia das estirpes A
e B da Crotalaria Spectabilis. O guandu também
teve alta média de nddulos, mas como no vaso
controle ndo houve germinagéo, ndo se pode afirmar
sua eficiéncia. O vaso controle da crotalaria juncea
apresentou grande numero de noédulos,
provavelmente por tratar-se de um substrato ndo autoclavado ou ainda por
contaminagao externa.

O reisolamento de bactérias a partir dos nodulos de plantas cultivadas
(bioensaio 4) resultou em 11 estirpes isoladas. No teste de eficiéncia de nodulacdo
dessas novas estirpes realizado em tubos de ensaio (bioensaio 5) ndo ocorreu
nodulacdo provavelmente por se tratar de espécies perenes de tratamento lento e que
nodule em tempo maior que no tempo utilizado na avaliacdo, indicando a necessidade
de se esperar um tempo maior para avaliacdo nessas condi¢gdes. O isolamento (etapa
ainda em andamento) de bactérias da Cratilia (bioensaio 6) ja resultou na obtengéo de
1 estirpe isolada candidata para formacéo de inoculante para essa espécie.

F. CAUPI M. PRETA GUANDU C.JUNCEA C.SPECT.
Bl ESTIRFE A H ESTIRFPEB CONTROLE

Figura 04. Meédia de nodulos/planta
cultivada em vasos de areia e terra

Concluséao

As atividades desenvolvidas resultaram no isolamento de 31 estirpes de
bactérias com caracteristicas semelhantes as estirpes de rizébio.

O teste de pureza permitiu a disponibilidade dessas estirpes para cada uma
das espécies mencionadas para atender demandas experimentais de ensaios com
leguminosas da Embrapa Milho e Sorgo.

A estirpe obtida para a Cratilia pode ser candidata a formulacéo de inoculante
para essa espécie.
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Outras Atividades Desenvolvidas no Periodo de Vigén  cia da Bolsa

» Andlises de Fosfatase 4cida e alcalina, Arginase e Urease das amostras de solo de
ensaios visando testes de Inoculante em cultivares de sorgo para substituicdo da
Adubacao Nitrogenada.

e Anadlises de Fosfatase acida e alcalina, Arginase e Urease das amostras de solo
tratados com Dejetos Suinos.

e Anadlises de Fosfatase acida e alcalina, Arginase e Urease das amostras de solo
tratados com P¢ de Balédo

» Treinamento em Analise da diversidade metabolica de bactérias através do método
BIOLOG.

» Preparo de Meios de Culturas especificos para isolamento de bactérias, fungos e
actinomicetos.

» Treinamento em Método para avaliacdo quantitativa de comunidades microbianas
em amostras de solo sob diferentes tipos de manejo.

» Treinamento em extracdo de DNA total de microrganismos do solo

» Treinamento em avaliacdo da diversidade genética de micro-organismos em
amostras de solo utilizando DGGE

» Treinamento em amplificacdo de amostra de DNA por técnica de PCR.



