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RESUMO

EFEITO DA INOCULACAO COM RIZOBIOS NO CRESCIMENTO E DISTRIBUICAO
DA BIOMASSA DE MUDAS DE LEGUMINOSAS ARBOREAS EM DOIS SOLOS
ACIDOS DA AMAZONIA CENTRAL

Pouco se conhece sobre a eficiéncia da resposta fixadora de N, de leguminosas arboreas
nativas da Amazoénia quando inoculadas com rizébios especificos ou homologos, havendo a
necessidade de demonstrar o potencial de uso deste inoculante microbiano para estimular
tecnologias bioldgicas na producdo agricola e recuperacdo de solos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da inoculacdo com rizobios sobre o crescimento e distribuicdo de biomassa
em trés leguminosas arbdreas nativas. As espécies selecionadas foram: Inga thibaudiana var.
thibaudiana, 1. nobilis e Erythrina fusca. Dois solos &cidos da terra firme foram avaliados:
Latossolo Amarelo coletado sob pastagem e Argissolo Vermelho Amarelo coletado em
sistemas agroflorestais. As espécies foram semeadas em areia e transplantadas para sacos com
2 kg de solo e conduzidas no viveiro. Nos dois solos, trés formas de suprimento de N foram
testadas: testemunha (plantas nao inoculadas e sem N-mineral); plantas supridas com 80 kg de
N ha; e, plantas inoculadas com um coquetel de estirpes de rizobios da colecdo do INPA.
Mensalmente avaliou-se o comprimento do caule das plantas. A colheita foi efetuada aos 93
dias para E. fusca e 165 e 151 dias para l. thibaudiana e I. nobilis, determinando-se a
distribuicdo de biomassa seca nas folhas, raizes, caule e nddulos das plantas. O nimero de
nodulos foi contado e efetuado determinacfes do N-foliar e N-total das plantas. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3 (solos x
formas de suprimento de N), com 9 repeti¢cbes. A inoculagdo com rizébios influenciou o
crescimento, particdo de biomassa, indicadores de nodulacdo e absor¢do de N, havendo
diferengas na resposta dependendo da espécie avaliada. O carater de especificidade ou de
promiscuidade na leguminosa arbdrea selecionada é determinante na resposta da espécie a
inoculacdo. Todas as espécies de leguminosas arbdreas pesquisadas adaptaram-se melhor ao
solo Argissolo comparado ao Latossolo. Demonstrou-se que as estirpes empregadas como
inoculante em |. thibaudiana var. thibaudiana formaram processos de fixacdo de N, mais
eficientes que quando inoculadas em I. nobilis. Para E fusca, considerada de comportamento
ndo especifico quanto a compatibilidade com rizébios nativos a pratica da inoculacdo
favoreceu os processos simbi6ticos em solo Latossolo comparado ao Argissolo. Evidenciou-
se que a técnica de inoculacdo com rizébios tem potencialidade alternativa para suprimento de
nitrogénio para as plantas, comparado a fertilizagéo nitrogenada.



ABSTRACT

EFFECT OF THE INOCULATION WITH RHIZOBIA IN GROWTH AND
DISTRIBUTION OF BIOMASS IN THE SEEDLINGS OF LEGUME TREE IN TWO ACID
SOILS OF THE CENTRAL AMAZONIA

Little one knows on the efficiency of the answer of N, fixation in legume tree native of the
Amazonian when inoculated with specific or homolog rhizobia to demonstrate the use
potential of microbial inoculants to stimulate biological technologies in the agricultural
production and recovery of soils. The objective of this work was to evaluate the effect of the
inoculation with Rhizobia about the growth and biomass distribution in three native legume
trees. The selected species were: Inga thibaudiana var. thibaudiana, 1. nobilis and Erythrina
fusca. Two soils acid of the firm earth they were appraised: yellow oxisol collected under
pasture and yellow red ultisol collected in agroforestry systems. The species were sowed in
sand and transplanted for bags with 2 soil kg and led in the nursery. In the two soils three
forms of supply of N were tested: control treatment (plants not inoculated and without mineral
N); plants supplied with 80 kg of N hectare™; and, plants inoculated with a cocktail of strains
of Rhizobia of the INPA collection. Monthly the length of the stem of the plants was
evaluated. The crop was made to the 93 days for E. fusca and 165 and 151 days for I.
thibaudiana and I. nobilis, being determined the distribution of dry biomass in the leaves,
roots, stem and nodules of the plant. The number of nodules was counted and made
determinations of leave-N and total-N of the plants. The experimental design was it entirely
random, in factorial arrangement 2 x 3 (soils x forms of supply of N), with 9 repetitions. The
inoculation with Rhizobia influences the growth, biomass partition, nodulation indicators and
absorption of N, having differences in the answer depending on the appraised species. The
specificity character or of promiscuity in the selected legume tree is decisive in the answer of
the species the inoculation. All the species of legume tree researched adapted better to the soil
ultisol compared to the oxisol. It was demonstrated that the employed strains as inoculants in
I. thibaudiana var. thibaudiana formed processes of fixation of more efficient N, than when
inoculated in 1. nobilis. For E. fusca, considered of behavior non specific as the compatibility
with native Rhizobia the practice of the inoculation favored the symbiotic processes in soil
oxisol compared to ultisol. It was evidenced that the inoculation technique with Rhizobia has
alternative potentiality for supply of nitrogen for the plants, compared the nitrogen
fertilization.



INTRODUCAO

A fixacdo simbidtica de Nitrogénio entre rizobios e leguminosas representa um beneficio
importante em termos econdmicos, ou seja, sob condi¢cdes adequadas essa propriedade pode
suprir o N para determinadas culturas, reduzindo ou eliminando o uso de adubos quimicos
nitrogenados e contribuindo desta forma para a reducdo de custos (Boddey et al., 1997).

Os rizdbios sdo bactérias do solo que infectam as raizes de espécies leguminosas,
induzindo a formacédo de nédulos radiculares, sitio este, onde ocorrem as reagdes metabolicas da
fixacdo de nitrogénio, que aumentam o suprimento deste elemento para as plantas. Para se
estudar a simbiose rizobio-leguminosas, ha necessidade de se preservar, caracterizar e manejar
germoplasma de bactéria e planta. Como geralmente a fixacdo de nitrogénio € maior com
estirpes adaptadas a cada local, quando se tenciona selecionar os melhores gendtipos é
importante que cada Laboratorio especializado em Rizobiologia forme e mantenha a sua propria
colecéo.

Existem espécies de leguminosas com habilidades noduliferas que sdo capazes de
auxiliar na recuperacéo de solos &cidos e de baixa fertilidade, porém sob condicdes naturais esta
nodulacdo com riz6bio nem sempre se manifesta, sendo fundamental a inoculagdo das plantas
com estirpes selecionadas a partir de isolados obtidos de nddulos coletados em solos de
diferentes locais.

Quando ndo existe inoculante para a leguminosa, escolhida para o cultivo, torna-se
necessario identificar estirpes de rizobio que possam ser utilizadas com esse fim. A partir da
formacéo de uma colecéo de estirpes, testes de eficiéncia podem ser executados em condigdes de
laboratdrio, casa de vegetacdo, viveiro e no campo (HALLIDAY, 1984). ComparacOes entre a
fixacéo bioldgica e 0 uso de adubacgéo quimica nitrogenada podem ser efetuadas. Desta forma, as

melhores estirpes dentre as cepas testadas, poderéo ser utilizadas como inoculante.
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Embora a fixacao bioldgica de nitrogénio seja o sistema mais eficiente de adi¢do de N ao
sistema solo-planta, o uso de leguminosas arbustivas e florestais inoculadas com rizébios é ainda
muito negligenciado. Ha na vegetacdo da Amazoénia inimeras espécies nativas nao exploradas, o
gue demanda ac¢des de pesquisa que gerem novos conhecimentos sobre recursos da regido. Nao
h& a menor davida que o papel destas espécies no reflorestamento, na composicao de sistemas
produtivos locais, na recuperacao de solos acidos, erodidos e de baixa fertilidade, pode ser maior
gue as estimativas atuais. A inocula¢do com rizébio na maioria das espécies nativas estudadas
tem se mostrado como absolutamente necessaria para a autosuficiéncia em N das espécies
(CAMPELO & CAMPELO, 1972; FARIA et al., 1984; FARIA, et al., 1991).

Durante os Ultimos 15 anos a divisdo de Microbiologia do Solo do INPA tem realizado
expedicdes de coleta de leguminosas, abrangendo diferentes areas da Amazonia. Foram
realizadas expedicdes de coletas em 5 estados da regido (Acre, Amazonas, Para, Rondonia e
Roraima). Nesses estudos, (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1980; MAGALHAES et al., 1982;
MAGALHAES & SILVA, 1986/1987; MOREIRA et al., 1992; SOUZA et al., 1993; SOUZA &
SILVA, 1995), foram verificadas espécies que ndo possuiam qualquer referéncia anterior na
literatura sobre sua capacidade de nodular.

Este projeto teve como base, os estudos efetuados pelo grupo de Microbiologia do Solo
do INPA, sobre a capacidade de nodulacéo e fixacdo de nitrogénio de espécies Leguminosae
nativas dos ecossistemas amazonicos, e constitui-se como uma atividade complementar do
projeto "Capacidade de nodulagéo, selecéo de estirpes e fixacdo de nitrogénio em leguminosas
nativas da Amazonia”, da CPCA/INPA.

Como desdobramentos deste trabalho foram produzidos dois artigos que serdo

submetidos a revistas cientificas e que sdo elementos constituintes desta tese.
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OBJETIVOS

Avaliar o potencial de resposta a inoculacdo de plantas jovens de espécies de

leguminosas nativas de biomas amazonicos com potencial para cultivo na Amaz6nia Central.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da adubacdo mineral com nitrogénio e da inoculacéo de plantas jovens de
leguminosas com rizobios.

Estudar a correlacéo entre a matéria seca total e a nodulacdo em espécies de leguminosas
gue apresentem eficiéncia nos processos de fixacdo de nitrogénio pela simbiose com rizobios.

Comparar o desenvolvimento e a particdo da biomassa entre plantas jovens de

leguminosas adubadas com N mineral e inoculadas com rizébios.
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REVISAO DE LITERATURA

O ciclo biogeoquimico do Nitrogénio

O termo biogeoquimico é empregado por Odum (1989c), para modelos mais ou
menos circulares que estabelecem a rota de modificacfes de um elemento do meio organico
por um inorganico e vice versa (bio - organismos vivos; geo — rochas, solo). A biogeoquimica
¢ 0 estudo das trocas ou mudancas dos materiais entre estagios vivos ou inertes como
componentes da biosfera.

Analisando-se a biosfera como um todo, os ciclos biogeoquimicos dividem-se em
dois grupos: 0s gasosos (com grandes reservas na atmosfera) e os sedimentares (com grandes
reservas no solo ou sedimentos). O carbono e o nitrogénio sdo elementos cujos principais
estoques sdo gasosos. Fésforo, célcio e cations metéalicos como cobre e ferro tem seus
depdsitos sedimentares (Odum, 1989c).

Cerca de 99,86% dos estoques de nitrogénio terrestre estdo na forma de N, na
atmosfera e somente 0,04% encontra-se em organismos vivos, no solo, na agua e em
compostos organicos. O N, molecular, ndo € usado por organismos vivos. Exceto alguns
poucos que podem converté-lo em compostos aproveitaveis. As plantas, os animais e 0s
microorganismos s6 podem usar nitrogénio fixado, ou seja, integrado a algum composto
quimico, nas formas de NO3™ (nitrato) ou NH3" (amonia). A fixacdo bioldgica de nitrogénio e
a fotossintese sdo dois dos processos funcionais dos ecossistemas, mais importantes para a
manutencdo da vida na terra (Rawsthorne et al., 1990; Raven et al., 1992).

O nitrogénio é o quarto elemento mais abundante na matéria viva perdendo somente
para os elementos organogénicos (carbono, hidrogénio e oxigénio), e é constituinte de acidos
nucléicos, proteinas (10-15%) e enzimas. Um grupo variado de microrganismos, classificados

como diazotréficos (azol - nitrogénio; trofos - alimentacdo), evoluiu e especializou-se na
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fixacdo de N, seja em simbiose, em vida livre ou nas associacOes rizosféricas também
conhecidas como rizocenoses (Franco & Dobereiner, 1994).

Favorecido por processos metabdlicos microbianos, organismos diazotroficos
possuem a enzima nitrogenase, responsavel pela fixacdo de N, para NH3 através da seguinte
reacao:

nitrogenase

No+6e+6H" = 2NH;
ATP

Delta G = - 8,03 Kcal/mol

Dessa forma o elemento passa do estado gasoso para matéria, ou seja, € fixado.
Entretanto o ciclo biogeoquimico do nitrogénio esta relacionado a muitas transformacgdes que

precisam ser mais bem discriminadas.

As transformacdes do nitrogénio

O nitrogénio passa por inumeras transformacdes em seu ciclo biogeoquimico. Um
dado atomo pode passar de organico a inorganico e vice-versa em uma sequéncia de
processos que envolvem atividades de organismos vivos, mas etapas com conversdes ndo
bioldgicas. Dentre as transformacfes mais importantes do nitrogénio (Victoria et al., 1992)
destacam:

a) Amonificacdo. Conversdo do nitrogénio organico em NH,", feita por heterotréficos.
b) Nitrificacdo. Oxidagdo de NH;" a NO3', mediada por microrganismos.

¢) Mineralizacdo. E a passagem do estado organico para inorganico. Matéria organica

fragmentada por amonificacéo, seguido da nitrificacdo do elemento.
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d) Imobilizacdo. O nitrogénio inorganico € absorvido por plantas ou microrganismos, passa
do estado mineral a orgénico, por absor¢do ou assimilacao.
e) Desnitrificacdo. O nitrogénio inorganico passa a N, molecular, perdendo-se para a
atmosfera.
f) Fixacdo. O N, molecular passa para nitrogénio organico assumindo formas combinadas.

Muitas destas transformac@es séo realizadas por uns poucos organismos e o ciclo do
nitrogénio € afetado pela atividade humana, especialmente o uso de adubos quimicos,
combustdo industrial, etc. Os processos de amonificacdo, por exemplo, sdo realizados por
microrganismos heterotroficos como as bactérias Nitrosomonas e Nitrobacter, que fazem a
oxidacdo de amonio a nitrato.

A velocidade de mineralizacdo é importante para determinar a fertilidade do solo.
Em uma estacdo 1-3% da matéria organica presente em um solo agricola se mineraliza
(Raison, 1979). Isto certamente indica uma certa resisténcia a mineralizacdo do nitrogénio
encontrado em formas organicas. O nitrato (NOj3) é a fonte de N mais importante para a
maioria das plantas. Apo6s a absor¢do do nitrato a enzima nitrato-redutase o converte em
amonio, compondo as estruturas de aminoacidos e proteinas.

Dentre as perdas possiveis estd também um fendmeno comum nos solos tropicais
que € a lixiviacdo ou lavagem de nitratos, que ocorre quando a pluviosidade local é elevada e
0 solo muito permeavel, o nitrato pode ser arrastado a profundidades inacessiveis para as
raizes (Marschner, 1986). A lixiviacdo de nitratos € um importante fator de perdas do
nitrogénio em solos tropicais (Sanchez, 1976).

Desse modo, a quantidade de nitrogénio no solo em forma assimilavel (NH4*, NO3)
pelas plantas, na auséncia de aportes nitrogenados externos, ¢ funcdo da quantidade de
nitrogénio organico das reservas do solo, e particularmente dos fatores que afetam sua

imobilizacdo e mineralizacdo (Victoria et al., 1992). Pode-se considerar, que a fixacdo de
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b)

nitrogénio seja a etapa reguladora do ciclo. A passagem de nitrogénio molecular para formas

combinadas compensa as perdas descritas.

As entradas de nitrogénio fixado no ciclo

Neste detalhamento do ciclo biogeoquimico do nitrogénio é importante ressaltar que
0S processos biologicos ndo sao unicamente 0s responsaveis pela fixacdo de nitrogénio,
ocorrendo trés formas de fixacdo de nitrogénio bem distintas (Franco, 1982):

Fixacdo espontanea: Acionada por processos naturais atmosféricos como os relampagos,
radiacdo ultravioleta, raios cOsmicos, meteoritos, queima de combustiveis industriais,
incéndios, etc., que possuem energia temporéaria para gerar 6xidos de nitrogénio (N,O, NO,
NOs) e NH," a partir do N».

Fixacdo industrial ou quimica: E obtida por processos industriais de fabricacdo de adubos
quimicos nitrogenados.

Fixacdo bioldgica: Corresponde a conversio de N, em NH," realizada pelos chamados
organismos diazotroficos.

Barruenco et al., (1985), apresentaram algumas estimativas sobre a quantidade de
nitrogénio fixado pelos processos citados aqui, e esta apresentado na Tabela 1. Como pode ser
verificada a contribuicdo da fixagcdo espontanea é relativamente pequena, em torno de 10,9% e
ndo é suficiente para suprir as demandas de N fixado nos ecossistemas de producao alterados
pelo homem. Por outro lado, a fixacdo de nitrogénio pela industria, corresponde a 25,4%, um
valor destacado quando se considera que antes do seculo XIX o uso de adubos quimicos na
agricultura era praticamente restrito ao calcario. A fixacdo industrial € resultado da demanda
para os cultivos, feita para aumentar a producéo agricola.

Por fim, destaca-se na Tabela 1, a grande contribuicdo da fixacdo bioldgica de

nitrogénio, responsavel por 2/3 das entradas de nitrogénio no ciclo biogeoquimico deste
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elemento. Estima-se que a fixacdo bioldgica de nitrogénio global seja de 3 a 4 vezes maior
que a fixacdo industrial, portanto ela corresponde a maior contribuicdo para a dindmica do
ciclo do nitrogénio. Em adicdo aos processos de fixacdo espontanea de nitrogénio que somam
uma pequena contribuicdo no balanco global de nitrogénio, a fixacdo bioldgica passa a ser
uma alternativa a fixacdo industrial de N, que envolve o uso de combustiveis fosseis
caracteristico dessa “idade do 6leo” - como sugere Odum (1989b), quando propde alternativas
energéticas eticamente preconizaveis para o futuro. O incremento dos custos com petroleo
(combustivel fossil) e aumento da demanda de nitrogénio para a producdo de alimentos séo as
maiores raz0Ges para considerar a fixacdo biologica de nitrogénio uma alternativa para pelo
menos suplementar o uso de adubos quimicos nitrogenados, em busca da estabilidade e

viabilidade dos ecossistemas (Dobereiner, 1986).

Sistemas bioldgicos fixadores de nitrogénio

Os processos bioldgicos fixadores de nitrogénio sdo diversificados e a lista dos
organismos diazotroficos envolvidos inclui bactérias, actinomicetos e algas cianoficeas de
vida livre envolvidas em associac@es rizosféricas, endofiticas, ou em simbioses entre planta x
microrganismo, que ocorre entre Leguminosas e bactérias do grupo dos Rhizobia, mas
também com actinomicetos do género Frankia e plantas da familia Casuarinaceae.

Os diferentes sistemas bioldgicos fixadores de nitrogénio diferem, na fonte de
energia e capacidade efetiva de fixacdo de N,. Em geral, os sistemas simbidticos tém
eficiéncia, porque os organismos fixadores sdo alimentados pela planta com carboidratos que
é a fonte de energia que alimenta os processos metabolicos e bioquimicos que permitem a
fixacdo biologica de N,. Tal fato demonstra que a fixacdo de nitrogénio e a fotossintese séo

processos interligados (Boodey et al., 1997).
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A capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio estd restrita a procariontes
chamados de bactérias e algas verde-azuladas (Cyanophyceae). Segundo o conhecimento
atual algumas espécies em 11 de 47 familias de bactérias e em 8 familias de Cyanophyceas
fixam nitrogénio (Marschner, 1986). Algumas como algas verdes azuladas sdo organismos de
vida livre em ecossistemas terrestres e aquaticos. A contribui¢cdo desses organismos para a
fixacdo global de nitrogénio é bem reduzida. Isto é de facil compreensdo porque com
microrganismos de vida livre colonizando o solo, normalmente a capacidade de fixacdo é
severamente restrita por limitacbes de substrato (insuficiente quantidade de residuos
organicos no solo) a ndo ser que sejam algas verde-azuladas que sdo autotroficas (Brandéo,
1992).

Outros organismos vivem em associacfes na rizosfera de plantas hospedeiras como
ocorre com muitas gramineas, e pertencem a géneros como Azospirillum, Azotobacter e
Beijerinkia (Dobereiner, 1992). Em gramineas, a capacidade de fixar em associacdo pode ser
muito alta e tem levado a interessantes especulacGes sobre a capacidade de fornecer
nitrogénio para espécies cultivadas.

As casuarindceas ocorrem com mais frequiéncia no subtrépico, e um dos centros de
origem desta familia é a Jamaica. A nodulacéo por actinomicetos do género Frankia ocorrem
em especies dos géneros Alnus, Myrica, Hippophae, Casuarina e Ceanothus, importantes para
reflorestamento e associa¢fes com sistemas de agricola (Vasquez et al., 2000). Alguns dos
estudos desenvolvidos com espécies de casuarinas sdo similares aos trabalhos com
leguminosas, buscando-se através de testes de selecdo de cepas encontrar inoculante
microbiano adequado para uma exploragdo mais intensiva dos processos simbidticos
fixadores de nitrogénio (Rojas et al., 2002).

Entre plantas superiores, entretanto, as leguminosas noduliferas associadas a

rizobios sdo um dos sistemas fixadores de nitrogénio mais destacados e praticados na
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agricultura com estimativas de entrada de nitrogénio de até 600 kg de N/ha/ano. De todos os
processos fixadores de nitrogénio aqui discutidos, a simbiose rizobios e leguminosas séo
geralmente os mais importantes nos ecossistemas agricolas, embora Frankia, cianobactérias e
microrganismos heterotroficos de vida livre possam fixar significativas quantidades de
nitrogénio, sob condicdes especiais (Kahindi et al., 1997). Além disso, grande parte das
entradas de nitrogénio nos ecossistemas naturais é atribuida as leguminosas presentes nos
mais diferentes tipos vegetacionais de todo o mundo, j& que a origem da familia é a regido

tropical, conforme seréa discutido.

Tabela 1. Estimativas da quantidade de fixacdo anual de nitrogénio na biosfera

Quantidade fixada (em milhdes de

Tipo de fixacdo de N, toneladas/ano)

Fixacao espontanea 30 (10,9%)
Fixacdo industrial 70 (25,4%)
Fixacdo bioldgica 175 (63,7%)

Total estimado 275

Fonte: Barruenco et al., 1985

Evolucéo das leguminosas em direcdo a processos fixadores de nitrogénio

Distribuidas mundialmente, a familia Leguminosae tem origem tropical. A teoria
evolutiva mais aceita para a diferenciacdo das leguminosas € a de Norris (1958), que prop6s a
origem tropical da familia na era Mesosoica, periodo Cretadceo superior, ha cerca de 97
milhGes de anos (Herendeen & Dilcher, 1992). Até recentemente os estudos sobre registros
fosseis de Leguminosae ofereciam grandes dificuldades de uma avaliacdo geral, devido ao
tamanho e megadiversidade da familia.

As Leguminosas sdo subdivididas em 3 subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae. Em termos primitivos, a subfamilia Caesalpinioideae, cujo habito dos
individuos é predominantemente arboreo, originou as demais subfamilias, e considera-se,

atualmente, que os representantes das Papilionoideae seriam um grupamento mais evoluido, e
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também, numericamente predominante dentro da familia, com 441 géneros e cerca de 12.000
espeécies distribuidas em todo o mundo (Corby, 1981).

Tais nimeros, entretanto, subestimam o total de espécies, dada as suas caracteristicas
de dominancia, plasticidade, adaptabilidade, endemismo, etc., e regularmente novas espécies
sdo descritas para a ciéncia. Nas subfamilias Mimosoideae e Caesalpinioideae, um numero em
torno de 3 mil espécies tem sido sugerido para cada uma, levando a diversidade das
Leguminosas para mais de 18.000 espécies, classificadas em cerca de 640 géneros (Allen &
Allen, 1981). Informacdes sobre o nimero de espécie da familia, habito, habilidade nodulifera
e tipo de nddulo, de leguminosas pertencentes as trés subfamilias foram reunidas por Corby
(1981), assim como uma estimativa da taxa de plantas noduladas em cada subfamilia.

Além de sua elevada diversidade, a caracteristica mais importante das Leguminosae
que pode ser relacionada ao ecossistema é a propriedade da fixacdo bioldgica de nitrogénio
guando em simbiose com o0s rizébios. A relacdo simbidtica ocorre na raiz resultando no
desenvolvimento de estruturas nodulares na rizosfera, sitio adequado onde reacGes
bioquimicas e enzimaticas permitem a fixacdo de N,, fornecendo nitrogénio fixado para o
crescimento e desenvolvimento da planta (Neves & Rumjaneck, 1992). Ha diferencas
morfolégicas entre nddulos, e possiveis relagbes evolutivas podem ser inferidas conforme
discutido por Corby (1981).

Estudos recentes de estrutura nodular e dos processos de infecdo mostraram que as
plantas comportam-se diferentemente quanto a penetracdo por rizobios e desenvolvimento
nodular, sendo que esta propriedade estad estreitamente relacionada com a sua posicao
evolucionéria dentro da familia (Faria & Sprent, 1994).

A grande plasticidade de héabitos de crescimento é também uma caracteristica
marcante das especies da familia. A maioria das espécies de Mimosoideae e Caesalpinioideae

sdo arvores de grande porte de origem tropical. As Papilionoideae, forcadas a evoluir na
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regido subtropical apresentaram um explosivo numero de espécies, a maioria com 0 habito
herbaceo. De acordo com a teoria de Norris (1958), ervas e arbustos evoluidos em regides de
clima temperado sdo relativamente recentes e derivados do grande estoque tropical.

Nem todas as leguminosas nodulam e fixam nitrogénio, e as espécies mais primitivas
ndo tém habilidades noduliferas. Os levantamentos efetuados sobre a nodulacdo das
leguminosas comprovaram que um maior namero de espécies noduladas encontra-se na
subfamilia Papilionoideae, em que apenas uma pequena quantidade de espécies nao nodulam.

E possivel que a evolucdo dos rizobios em direcdo a simbiose, tenha ocorrido
concomitantemente com a evolucdo das plantas. Rizdbios de crescimento lento estdo mais
associados as leguminosas tropicais ao passo que o0s de crescimento rapido sdo isolados de
leguminosas de regides temperadas. O mais extenso levantamento acerca da habilidade
nodulifera das leguminosas pode ser encontrado em Allen & Allen, (1981) existindo outras
listagens reconhecidas mundialmente como a de Hallyday & Nakao (1982). Tais
levantamentos foram bastante enriquecidos nos Gltimos anos, com novos dados, com algum
destaque para espécies de leguminosas nativas do Brasil (Moreira et al. 1992; Faria et al.,
1994; Faria, 1998).

Estudos de caso podem ser efetuados para relacionar a freqiiéncia de leguminosas e
os teores de nitrogénio presentes no sistema solo-planta. Especula-se que as florestas jovens
tém claramente deficiéncia de nitrogénio e isso favoreceria em termos competitivos as
leguminosas por sua autonomia no suprimento de nitrogénio, compondo uma parte reguladora
do ciclo. Sob esse prisma as leguminosas predominariam nas fases iniciais da sucessao onde o
desequilibrio no suprimento de nitrogénio € acentuado e perderiam essa vantagem competitiva
em florestas maduras, ja que o climax pressup8e equilibrio para todos os fatores inclusive
para o suprimento de nitrogénio. De fato, Magalhdes, (1986), atribuem a falta de nddulos em

florestas tropicais & continua reciclagem de nitrogénio, em situac@es de equilibrio.
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Entre as grandes qualidades que o grupo das Leguminosas possui esta o seu multiplo
uso. O fato de a familia possuir grande plasticidade seja em habito de crescimento, ou na
diversidade de espécies que evoluiram em diferentes ambientes naturais, resulta num amplo
espectro de utilizacdo (NAS, 1979). As leguminosas nativas podem ser aproveitadas como
madeira, fonte de tanino, lenha, carvao, celulose e papel, flora apicola, frutos, forragem,
perfumaria, cercas vivas, sombreamento de cultivos, producdo de o6leo-resina, esséncias
medicinais, postes, ornamentais, na arborizacdo urbana, recuperacao de solos, etc.

Por fim, é oportuno considerar que o Brasil € um pais particularmente rico em
leguminosas, especialmente pela elevada diversidade biolégica nos conjuntos vegetacionais
homogéneos como as matas Atlantica e Amazbnica. Em muitos levantamentos
fitossocioldgicos as leguminosas sdo listadas como uma das familias mais importantes nas
matas brasileiras. E possivel que as populacdes naturais distribuidas em solos pobres e acidos
que caracteriza os solos tropicais, tenham alguma vantagem competitiva sobre outras espécies
pela habilidade fixadora de nitrogénio que é objeto de muitos estudos e levantamentos (Allen

& Allen, 1981).

A importancia ecoldgica das leguminosas

Parece estar claro que, dentro do conceito de ecossistemas proposto por Odum
(1989a), a fixacdo biologica de nitrogénio esta inserida no funcionamento dos ecossistemas
dentro dos processos abidticos onde o fluxo de energia, influéncia de fatores fisicos e a
ciclagem de nutrientes sdo parte da engrenagem maior dos sistemas que permitem a existéncia
de vida no planeta. Entre os diferentes organismos envolvidos com a ciclagem de nitrogénio,
a simbiose de bactérias do solo com leguminosas foi destacada como 0 processo mais

importante (Kahindi et al., 1997), para o incremento das entradas de nitrogénio no
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ecossistema. Esse papel funcional da fixacdo bioldgica de nitrogénio no ciclo biogeoquimico
do elemento pode ser considerado como parte de um grupo funcional dos ecossistemas.

Novos eventos, inovagbes tecnoldgicas e outros fatores que ndo podem ser
antecipados, podem afetar o futuro. A explosdo populacional e o desenvolvimento urbano e
industrial estdo sendo responsaveis por efeitos prejudiciais e deletérios permanentes ao
ambiente. Como estamos no auge da “idade do 6leo”, os sintomas de estresse ambientais
estdo espalhados e em crescimento. Em contraposi¢do, o “crescimento sustentado” é um novo
“alerta” que pode ser usado para abrir pontes de comunicagdo entre disciplinas e grupos
especiais de interesse que podem estar envolvidos no desenvolvimento de novas politicas e
infra-estrutura econdmica necessaria para proteger a qualidade de vida (Odum, 1989c).

Em anos recentes, reconhecer que as espéecies podem ter um papel importante no
ecossistema aumenta o interesse em preservar a biodiversidade. Ndo ha ainda na pesquisa
ecologica resultados cientificos que apontem uma relacdo direta entre biodiversidade e o
funcionamento dos ecossistemas, € a riqueza em espécies ou indices de diversidades afetam
pouco a relacdo diversidade x estabilidade e funcdo dos ecossistemas (Odum, 1989c).
Indiretamente, o entendimento da relacdo entre espécies chaves ou grupos funcionais com o
ecossistema, pode ser mais importante na composicdo de modelos de previsdes para o futuro
(Bengtsson, 1998). Sob o ponto de vista funcional o ecossistema € visto sob o prisma dos
processos (produtividade, decomposicao, ciclagem de nutrientes, transferéncias entre posicoes
troficas) na estabilidade (resisténcia, resiliéncia) em interagdo com a composicdo e
estabilidade da comunidade.

As espeécies chaves sdo definidas por Power & Mills, (1995) como espécies cujos
efeitos nas comunidades e ecossistemas sdo maiores do que o esperado devido a sua

abundancia e biomassa, ou seja, espécies que tem grande influéncia na comunidade ou
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ecossistema. Pode-se dizer que em ecossistemas como savanas africanas espécies de Acacia
podem exercer um papel de espécies chaves.

Grupos funcionais, por outro lado, sdo definidos com relacdo ao papel que
desempenham no ecossistema e possivelmente a diversidade de grupos funcionais podera ser
relacionada com a funcdo dos ecossistemas (Bengtsson, 1998). O conceito, entretanto, ndo
considera gue uma mesma espécie pode ter mais de uma fungdo, como parece ocorrer tanto
com as leguminosas como com o0s rizébios. Fora dos nodulos os rizébios sobrevivem nos
solos com comportamento saprofitico (Freire, 1992) e, desse modo seu papel muda do grupo
funcional de fixadores de nitrogénio para o de decompositores. A maioria dos grupos
funcionais é classificada por suas funces troficas.

Para microrganismos, alguns estudos tém conseguido estabelecer uma relacdo entre
diversidade e perturbaces, e o trabalho desenvolvido por Giller, (1994) pode ser interessante
para contribuir com essa discussdo. Esse autor adotou dois modelos para as relacdes entre
perturbacdes e diversidade, que podem ser explicados da seguinte forma:

No modelo 1, os efeitos do incremento de um estresse adverso como aquecimento
global ou chuva &cida resulta em decréscimo da diversidade dentro da comunidade
microbiana. Altos niveis de estresse levam a progressiva extin¢do de organismos e perda de
diversidade (Giller, 1994).

Ao passo que no modelo 2, mostra que quando o fator de estresse € mediano, a
competicdo entre espécies (ou individuos) pode predominar, resultando em perdas de
diversidade. O incremento do estresse, entretanto resulta em perda da capacidade competitiva
individual e mesmo as espécies mais adaptadas também podem declinar rumo a niveis de
baixa diversidade.

A questdo principal é saber se 0s ecossistemas de maior biodiversidade sdo mais

resistentes ou resilientes quando as condi¢des do ambiente mudam. Odum (1989d) discute os
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modelos atuais de desenvolvimento mundial e aponta dois cenarios para o futuro, com base no
manejo das entradas e saidas dos ecossistemas.

As estratégias de manter, nos ecossistemas alterados, as entradas em taxas maiores que
as saidas estdo relacionadas com reducdo de polui¢do. Nos sistemas de producdo, 0 manejo
das entradas (p. ex. agricultura, cultivos econémicos e de manufaturados), € uma pratica e
economicamente possivel relacionada com a produtividade e sustentabilidade para assegurar a
qualidade para nossos sistemas que permitem a vida (Blake, 1992).

Em ecossistemas agricolas a contribuicdo das leguminosas para sustentabilidade de
nitrogénio tem sido apontada em muitos trabalhos (Boodey et al., 1997), e estas comp&em um
grupo de espécies de elevado interesse adicional por seu potencial econémico fornecendo
produtos diretos como grdos, forragem, éleo, racdo, etc., ou indireto pelos beneficios da
fixacdo de nitrogénio sendo usadas como adubacéo verde, cobertura do solo, sombreamento
de cultivos, consorciamentos, cultivos alternados, cultivos em faixa, etc. (Mitidieri, 1983),
ampliando o leque de aproveitamento de recursos da biodiversidade. A elevada plasticidade
de habitos das leguminosas tem levado a escolha da espécie certa para cada tipo de sistema
producdo e as tendéncias atuais de aproveitamento da diversidade existente dentro das
leguminosas incluem o uso de arvores fixadoras de nitrogénio em sistemas de producgédo
agroflorestal desenvolvidos nos tropicos (Danso et al., 1992) e sdo também componentes dos
mais importantes nas novas tendéncias de agricultura ecoldgica permanente preconizada nos
conceitos da permacultura (Mollison & Slay, 1998).

No passado, 0s processos de exploracdo e manejo dos ecossistemas deram uma
atencdo maior para as entradas e seus incrementos isto €, o maior rendimento pelo
esgotamento dos recursos (fertilizantes, combustiveis fdsseis), sem considerar muito a
eficiéncia ou a quantidade de saidas indesejaveis (poluicdo) criadas. A fixacdo bioldgica de

nitrogénio pode ser inserida entre as entradas de energia limpa, de boa qualidade, em
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substituicdo ou reducdo ao emprego de adubos quimicos nitrogenados que sdo produzidos
pela combustdo ndo renovavel de petroleo (Malavolta et al., 2000), além dos prejuizos

decorrentes da poluicdo gerada.
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EFEITO DA INOCULACAO COM RIZOBIOS NA FORMACAO DE MUDAS DE INGA-
BARATA (INGA THIBAUDIANA VAR. THIBAUDIANA) EM DOIS SOLOS ACIDOS DA
AMAZONIA CENTRAL

Marco Antdnio de Freitas Mendonca
Edilingles Pinto Vieira

Hedinaldo Narciso Lima

Luiz Augusto Gomes de Souza

Resumo

Pouco se conhece sobre a eficiéncia da resposta fixadora de N, de leguminosas arboreas
nativas da Amazonia quando inoculadas com rizobios especificos ou homologos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da inocula¢do com rizébios em mudas de inga-barata (Inga
thibaudiana var. thibaudiana), procedente de Coari, AM, em dois solos acidos da Amazénia
Central. Os solos selecionados para a pesquisa foram: Latossolo Amarelo coletado sob
pastagem e Argissolo Vermelho Amarelo coletado em sistemas agroflorestais. O experimento
foi conduzido em viveiro, em sacos para mudas, iniciando-se ap0s a repicagem das plantulas
germinadas em sementeira com areia. Nos dois solos 0s seguintes tratamentos foram
aplicados: testemunha (plantas ndo inoculadas e ndo adubadas com nitrogénio); aplicagédo
parcelada de N-mineral na forma de uréia 80 kg N ha™; inoculacdo com um coquetel de
estirpes de rizobios da colecdo do INPA. As mudas foram acompanhadas em crescimento
mensalmente e colhidas aos 165 dias apds o transplantio, determinando-se a biomassa seca da
parte aérea, folhas, caule, raizes e nddulos. O nimero de nodulos foi contado e determinou-se
o N-foliar e N-total. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com arranjo
fatorial 2 x 3, (solos x tratamentos) com 9 repeticbes. Foi comprovada a eficiéncia da
inoculacdo em plantas de ingéa-barata inoculadas com um coquetel de estirpes de rizébios, nos
solos pesquisados. As mudas mostraram melhor adaptacdo ao solo Argissolo Vermelho
Amarelo, comparado ao Latossolo Amarelo. Evidenciou-se que a técnica de inoculacdo com
rizobios tem potencialidade alternativa para suprimento de nitrogénio para as plantas,
comparado a fertilizacdo nitrogenada.

Palavras chaves — Fabaceae, Microbiologia do Solo, Fixac&o de N2, Agroecologia.

Abstract

EFFECT OF THE INOCULATION WITH RHIZOBIA IN THE SEEDLINGS FORMATION
OF INGA-BARATA (INGA THIBAUDIANA VAR. THIBAUDIANA) IN TWO ACID SOILS
OF THE CENTRAL AMAZONIAN

Little one knows on the efficiency of the answer of N, fixation in legume tree native of the
Amazonian when inoculated with specific or homolog rhizobia. The objective of this work
was to evaluate the effect of the inoculation with rhizobia inga-barata seedlings in two acid
soils of the Central Amazonian. The soils selected for the research they were: yellow oxisol
collected under pasture and yellow red ultisol collected in agroforestry systems. The specie
selected was the ingé-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), proceeding from Coari,
AM. The experiment was led in nursery, in sacks for seedlings, beginning after the transplant
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of the seedlings germinated in plastic box with sand. In the two soils the following treatments
were applied: control (plants not inoculated and not fertilized with nitrogen); parceled out
application of mineral-N in the form of urea 80 kg N hectare™; inoculation with a cocktail of
rhizobia strains of the INPA collection. The seedlings were accompanied monthly in growth
and harvest to the 165 days after the transplant, being determined the dry biomass of the aerial
part, leaves, stem, roots and nodules. The number of nodules was counted and was determined
N-foliating and N-total. The experimental design was random entirely, with factorial
arrangement 2 x 3, (soils x treatments) with 9 repetitions. It was proven the efficiency of the
inoculation in inga-barata plants inoculated with a cocktail of rhizobia strains, in the
researched soils. The seedlings showed better adaptation to the soil yellow red ultisol,
compared to the yellow oxisol. It was evidenced that the inoculation technique with rhizobia
has alternative potentiality for supply of nitrogen for the plants, compared the nitrogen
fertilization.

Key words — Fabaceae, Soil Microbiology, Nitrogen fixation, Agronomic Ecology.

1. Introducéo

A fixacdo simbiotica de N, na associagdo rizobios e leguminosas representa um beneficio
importante em termos econdmicos e ambientais, ou seja, sob condi¢Ges adequadas essa simbiose
pode complementar o suprimento de adubos quimicos nitrogenados na agricultura, contribuindo
desta forma para a reducdo de custos e reducdo do lancamento de fertilizantes quimicos no
ambiente. No Brasil, a cultura extensiva da soja em grandes &reas tem sido a principal
beneficiaria desta tecnologia biol6gica, com correspondente aumento de produtividade.

Existem espéecies de leguminosas com habilidades noduliferas que sdo capazes de
prosperar em solos acidos e de baixa fertilidade, porém, sob condi¢des naturais, esta nodulacéo
com rizobios nem sempre se manifesta, quando a populagéo de bactérias do solo ndo apresenta
compatibilidade com a planta (Bala et al., 2003). Na auséncia da bactéria simbionte eficiente
torna-se necessaria a inoculacdo das plantas com estirpes selecionadas a partir de isolados
obtidos de nddulos coletados em solos de diferentes locais. O termo inoculacéo significa a
multiplicacdo de microrganismos em condicGes controladas seguido da disponibilizacéo para o

cultivo de interesse. No Brasil, a turfa € o veiculo mais empregado no preparo de inoculantes de
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bactérias diazotréficas e ha nas colecbes microbianas nacionais bactérias fixadoras de N,
classificadas em 13 géneros classificados em 8 familias de bactérias (Moreira, 2008).

Os estudos da nodulacdo de leguminosas lenhosas tém sido ampliados nos Gltimos
anos, devido a demanda por espécies de rapido crescimento, para producdo de madeira e
lenha, e habilidade fixadora de nitrogénio. Entretanto, na Amazonia estima-se que somente 33
% das especies foram avaliadas quanto a sua habilidade de nodulacéo e fixacdo de N e ndo ha
registro de nodulagdo para 22 dos géneros de Fabaceae encontrados na regido (Souza, 2010).

Sob o prisma da agroecologia, buscam-se modelos tecnoldgicos para sistemas
sustentaveis de producdo. Entende-se, assim, sob o enfoque deste novo paradigma, o sistema
de producéo agricola como um ecossistema proprio em gue componentes importantes, como a
variedade de espécies combinadas no tempo ou no espaco, a decomposicao e ciclagem de
materiais, a reducdo dos impactos negativos da mecanizacdo e do uso de agrotoxicos possam
ser mais bem manipulados.

Dentre 0s processos bioldgicos, as simbioses, comensalismos e associacBes entre
componentes do sistema sdo valorizados. Recomenda-se processos bioldgicos
economicamente compensadores, como a simbiose rizébio-leguminosas (Franco e Faria,
1997), complementada pela inoculagdo com fungos micorrizicos vesiculares-arbusculares,
com o proposito de aumentar a captacdo de nutrientes esséncias pelas culturas. Na Amazonia,
entretanto, ainda ha muito questionamento sobre que espécies de leguminosas podem ser
selecionadas para suprimento de nitrogénio aos agroecossistemas via fixagao biologica de Ny,
especialmente em solos acidos e de baixa fertilidade natural do ambiente da terra firme.

A familia Fabaceae (Leguminosae) é caracterizada em termos agrondmicos como
constituida por plantas de multiplo uso, e, sdo inUmeras as especies de interesse econémico,
produtoras de alimentos, forrageiras, madeiraveis, medicinais, produtoras de 6leos e resinas,

tanino, cortica, lenha e carvao (NAS, 1979), fornecendo um produto e, portanto, existindo a
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possibilidade de cultivo econdmico. Complementarmente, a eficiéncia da fixacéo biologica de
N, passa a fornecer um servico também ao sistema produtivo, algumas vezes transferindo
nitrogénio para outros cultivos econdémicos de interesse.

Pouco se conhece sobre a resposta de leguminosas arboreas quando inoculadas com
rizobios especificos ou homologos. Assim, muitas espécies nativas foram pouco pesquisadas
guanto a eficiéncia da simbiose (SPRENT, 2000), e o avanco desses estudos potencializaria a
expansdo de seus cultivos. Especialmente no género Inga, muitas espécies tém sido
pesquisadas para a recuperacdo de solos, sendo demonstrado experimentalmente que o cultivo
de Inga edulis em solos degradados aumenta a mineraliza¢do de nitrogénio e exerce agédo de
controle de plantas invasoras (Lodka et al. 2012). Neste género das Fabaceae o Brasil é
particularmente rico em biodiversidade registrando-se pelo menos 127 espécies (52
endémicas), 10 subespécies (3 endémicas), 2 variedades (1 endémica) (Lima, 2010). As
evidéncias sugerem que outras espécies de Inga poderdo ser aproveitadas em cultivos em
maior escala por suas propriedades, dentre elas a habilidade fixadora de N».

A ingé-barata (Inga thibaudiana DC.) é espécie nativa do Brasil, muito comum em
areas de terra firme no estado do Para e também no Amazonas. O taxon € dividido em duas
subespécies russotomentella (Malme) T.D. Penn. endémica da Amazobnia e do Cerrado e
thibaudiana, ndo endémica da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Lima, 2010).

Nos agroecossistemas amazonicos ha ainda uma necessidade de selecionar espécies
com boa capacidade de estabelecimento nos solos distroficos que recobrem a maior parte da
regido. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com rizobios em

mudas de inga-barata em dois solos da Amazonia Central.
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2. Material e Métodos

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério de Microbiologia do Solo (LMS) e no
viveiro do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — CPCA/ INPA, no Campus do V-8,
em Manaus, AM, durante os anos de 2010 e 2011. As sementes de inga-barata (Inga
thibaudiana DC. var. thibaudiana) foram coletadas no més de abril de 2010, de arvores que
cresciam em vegetacdo secundaria na Provincia Petrolifera de Urucu, municipio de Coari,
AM. O registro da espécie no Herbéario do INPA foi o0 nUmero 234.667.

Apds o beneficiamento dos frutos, as sementes foram semeadas em caixas de plastico,
drenadas, preenchidas com areia. A semeadura foi a 2 cm de profundidade. O
acompanhamento da germinacdo e manutencdo da umidade do substrato foi feito diariamente,
até que o processo de germinacao das sementes se completasse.

Duas classes de solos foram selecionados para a pesquisa: um Argissolo Vermelho
Amarelo, coletado sob sistemas agroflorestais, na Estacdo Experimental de Olericultura do
INPA e o solo Latossolo Amarelo, coletado em érea de pastagem na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Amazonas, ambos no municipio de Manaus, AM. Apoés a coleta, 0s
solos foram peneirados em malha de 2 cm, e em seguida distribuidos nos recipientes com
capacidade para 2,0 kg de solo. Uma amostra de cada solo foi separada para analise, que foi
efetuada no Laboratério Tematico de Solos e Plantas — LTSP do INPA, e os resultados estdo
apresentados na Tabela 1.

Os solos selecionados receberam uma adubacéo basica constituida por 0,91 g kg™ de
superfosfato triplo, 0,33 g kg™ de cloreto de potéssio e 1,9 g kg™ de calcario dolomitico, para
o Argissolo e 0,70 g kg™ de superfosfato triplo, 0,25 g kg™ de cloreto de potassio e 1,5 g kg™
de calcario dolomitico para o Latossolo. Os célculos da adubagéo foram baseados no peso dos

sacos preenchidos com os solos secionados que foram de 1,91 e 1,48 kg para o solo Argissolo
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e Latossolo, respectivamente. Em seguida foi aplicada uma solugcdo de micronutrientes para
solo, 1 mL kg™ , conforme recomendado por Halliday (1984). A solugdo de micronutrientes

foi preparada de acordo com Eira et al.(1972).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos solos Argissolo Vermelho Amarelo e Latossolo
Amarelo utilizados no experimento com inga-barata (Inga thibaudiana var.

thibaudiana).

Classede  pH Ca Mg K Al P Fe Zn Mn
solo (H20) - cmol kg™- e mg kg ------------

Argissolo 431 18 037 011 0,65 85 1920 57 2,9
Latossolo 462 035 0,13 0,0 1,00 15 3130 26 2,6

Na conducéo dos experimentos foram adotados trés tratamentos:

T-1 - Controle (plantas sem inoculacdo e sem N mineral);

T-2 - Adubag&o com uréia (TN), 80 kg ha™.

T-3 - Inoculagéo com rizébios 5 mL planta™.

No tratamento com inoculacdo foram utilizadas estirpes homologas da Colegdo de
Rizobios do INPA. No preparo do inoculante liquido, em meio YMA sem agar, foram
utilizadas onze estirpes: 832, 852, 842, 833, 836, 848, 847, 835, 837, 846 e 850, misturadas em
coquetel (v:v). O periodo de incubacdo foi de doze dias, em agitador mecanico horizontal.

No tratamento TN, houve parcelamento aos 3 e aos 33 dias apds o transplantio,
incorporando-se a cada aplicacdo o fertilizante diretamente no solo, com o auxilio de um
bastdo de vidro. Com base no peso do saco preenchido com solo a cada aplicacdo foi
empregado 0,17 g de uréia no Argissolo e 0,13 g de uréia no Latossolo. Durante o
experimento as plantas foram irrigadas nos dias sem chuva, extraindo-se manualmente as

plantas invasoras que colonizavam a superficie dos sacos.
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O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualisado, com arranjo
fatorial 2 x 3, constituido por 2 solos e 3 condic¢des de suprimento de nitrogénio, perfazendo 6
tratamentos e 9 repeticdes, totalizando 54 parcelas experimentais.

Foi efetuado um acompanhamento do crescimento das plantas em comprimento do
caule (cm) e diametro do colo (mm) a partir de um dia ap0s a repicagem e aos 32, 62, 90, 121
e 165 dias. Como comprimento do caule foi definido a medida do nivel do solo até o
meristema principal da muda. Ao final do experimento a taxa de incremento mensal para as
médias de crescimento das mudas foi estimada pela férmula (ho—hy/t,—t; x 30), onde h, e hy
correspondem ao comprimento do caule no t; e t;, respectivamente. Do mesmo modo foram
estimadas para o diametro do colo (d,-d; / do-d; X 30).

A colheita das plantas foi efetuada aos 165 dias. Nesta fase, foi extraida a planta
inteira de cada vaso, separando-se a parte aérea das raizes, para determinacdo do peso da
matéria seca das raizes, caule, folhas e dos nodulos, efetuando-se também a contagem do
namero de nddulos. A secagem do material vegetal foi feita a 65°C, por 72 h. As folhas foram
separadas e moidas em moinho de facas para determinacéo do teor de N foliar no Laboratério
Temaético de Solos e Plantas do INPA. A concentragdo de N foliar foi determinada pelo
método de destilacdo acida e titulagdo de Kjeldhal, estimando-se em seguida o N-total
(mg/planta), com base na biomassa foliar seca.

Como variaveis adicionais consideraram-se a matéria seca total, a relacdo raiz/parte
aérea e 0 peso especifico dos nodulos (peso seco dos ndédulos/nimero de nddulos). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Na analise, os dados da contagem dos nddulos foram transformados em Vx+0,01
(Centeno, 1990) e os valores de N-foliar (%) foram transformados para arco-senoVx+0,01. A
eficiéncia do processo simbiotico foi avaliada pela correlagdo entre variaveis de

desenvolvimento, nodulacéo e absorcéo de nitrogénio nas plantas.
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3 Resultados e Discussao

As mudas de inga-barata desenvolveram-se satisfatoriamente no periodo experimental
e, aos 165 dias, apresentaram qualidade adequada para o plantio definitivo. Foi verificado que
nos primeiros trés meses de acompanhamento o crescimento inicial das plantas em
comprimento do caule ndo diferiu entre os solos avaliados, conforme pode ser observado na
Tabela 2. A partir dos 121 dias as plantas que cresceram em solo argissolo apresentaram
maior comprimento do caule que o latossolo (P<0,01), refletindo uma média mensal de
crescimento de 4,7 cm més™ e 3,9 cm més™, respectivamente para o argissolo, comparado ao
latossolo. Quanto as medidas do diametro do colo, verificou-se uma desuniformidade inicial
das plantas apos a repicagem, e aos 32 dias de acompanhamento com as maiores médias
sendo observadas em solo argissolo. Essa diferenca no diametro do colo entre as plantas foi
ndo significativa aos 62 e 90 dias, e posteriormente passou a ser maior em solo argissolo
comparado ao latossolo, refletindo as tendéncias verificadas para o comprimento do caule. O
incremento mensal no didmetro do colo do inga-barata nos dois solos foi calculado em 0,5
mm més™.
Tabela 2. Evolugéo do crescimento em comprimento do caule e didmetro do colo de mudas de
inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana) em dois solos da Amazonia Central,

sob enviveiramento. ™t

Dias ap0s o transplantio

Solos 1 32 62 90 121 165
------------------------- Comprimento do caule (cm)------- mmmmmmmmeen
Argissolo 89a 10,0 a 13,7 a 210a 28,2a 345a
Latossolo 7,7 a 10,1a 148 a 18,0 a 235D 29.2b
Teste F 3,67ns 0,03ns 0,60ns 3,03ns 4 56* 417*
---------------------------- Diametro do colo (mm)
Argissolo 11a 16a 19a 26a 33a 41a
Latossolo 0,7b 1,3b 1,7a 2,3a 2,8b 34D
Teste F 48,49** 6,34* 1,10ns 2,96ns 7,30** 12,61**

*1 ., . 1. . ~ . . .
— Para cada variavel, as médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si no nivel de 5% e
1% de probabilidade; ns — ndo significativo.
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O tipo de suprimento de nitrogénio para as plantas também afetou o seu crescimento
conforme pode ser verificado na Tabela 3. Até os 90 dias de enviveiramento ndo havia
diferenca entre os tratamentos aplicados para avaliar a forma de absorcao de nitrogénio pelas
plantas para o comprimento do caule. Aos 121 dias de viveiro, as plantas supridas com N
mineral apresentavam comprimento do caule superior as do tratamento testemunha (P<0,01),
ndo diferindo das plantas inoculadas. Entretanto, esta vantagem relativa foi amenizada na
avaliacdo final aos 165 dias, e as mudas inoculadas apresentavam a maior média de
comprimento do caule superando as plantas testemunhas, ndo diferindo das que receberam N-
mineral. Embora respostas de crescimento das plantas sejam pouco relacionadas ao
nitrogénio, os dados evidenciam o potencial da inoculacdo com rizébios como uma alternativa
ao uso de adubos quimicos nitrogenados. Quanto ao incremento mensal de crescimento em
comprimento do caule, as plantas testemunhas apresentavam média de 3,5 cm més™, as que
receberam N-mineral 4,6 cm més™ e as plantas inoculadas com rizbios 4,9 cm més™.

Tabela 3. Evolugédo do crescimento em comprimento do caule e didmetro do colo de mudas de

inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana) em resposta a adubagdo nitrogenada e

inoculagdo com rizébios, sob enviveiramento.™

Dias ap0s o transplantio

Tratamentos 1 32 62 90 121 165
------------------------- Comprimento do caule (cm)------- mmmmmmmmeen
Testemunha 7,6a 8,9a 12,4 a 17,3 a 209b 26,6 b
N-mineral 8,8 a 109 a 155a 215a 30,1a 33,9 ab
Inoculagao 8,3a 10,4 a 148 a 19,8 a 26,5 ab 350a
Teste F 1,27ns 1,88ns 1,70ns 2,13ns 5,86** 4,14*
------------------------- Diametro do colo (mm) -----=-===smmmmmmmmm e
Testemunha 10a 1,3a 19a 22D 2,7b 34D
N-mineral 10a 16a 19a 2,6 ab 3,4a 4,1a
Inoculacao 0,8b 15a 1,7a 2,7a 3,1lab 4,0 ab
Teste F 6,40** 2,68ns 1,35ns 4,13* 5,86** 4,64*

*
— Para cada variavel, as médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si no nivel de 5% e
1% de probabilidade; ns — ndo significativo.
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Avaliando-se o didametro do colo em resposta aos tratamentos aplicados, verificou-se
que apds a repicagem as mudas de inga-barata apresentavam diametro do colo entre 0,8-2,0
mm e até os 60 dias de acompanhamento nao diferiram significativamente. Aos 90 dias as
plantas inoculadas apresentavam uma media de didmetro do colo superior ao das plantas néo
inoculadas e ndo adubadas com N-mineral. Entretanto, a partir dos 121 dias as plantas
supridas com uréia apresentavam as maiores médias desta varidvel, comparavel as plantas
inoculadas e superiores aquelas do tratamento testemunha. As evidéncias sdo de que nos solos
estudados o fornecimento de nitrogénio por via biolégica ou com fertilizantes favorece o
crescimento em diametro do colo das plantas. As estimativas de incremento mensal de
diametro do colo das mudas de ingé-barata foram de 0,4 cm més™ para plantas do tratamento
controle e 0,6 cm més™ para plantas supridas com N-mineral ou inoculadas com rizobios. Em
muitos estudos silviculturais, na fase de producdo de mudas, o didmetro do colo da planta tem
sido considerado como um indicador da qualidade da muda para o plantio (Atik, 1992; Arco-
verde; Moreira, 1998).

Quanto ao desenvolvimento das plantas, foi verificado que o peso da biomassa seca do
caule e a relacdo raiz/parte aérea das mudas de ingéa-barata tiveram diferencas significativas
na comparacdo dos dois solos testados aos 165 dias ap6s o plantio (Figura 1), entretanto o
peso das folhas e raizes secas ndo diferiu significativamente entre os solos. A relagédo
raiz/parte aérea das plantas tem sido empregada como uma caracteristica relacionada com a
qualidade da muda formada. Os dados evidenciam um melhor desenvolvimento radicular das
plantas no solo latossolo comparado ao argissolo, resultando em uma relacdo raiz/parte aérea
de 0,28, bem préxima da faixa recomendavel para a producdo de mudas florestais e frutiferas.
Segundo Sturion (1981), as mudas que apresentam relacdo raiz/parte aérea na faixa
compreendida entre 0,30-0,40 sdo as mais adequadas ao plantio definitivo. Em decorréncia as

plantas que cresceram em solo argissolo apresentaram uma relagdo abaixo desse valor de
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referéncia, embora na média o peso de raizes secas do inga-barata nos dois solos tenha sido
equivalente. Foi considerado que o maior peso medio do caule em plantas que cresceram em
solo argissolo refletiu 0 seu maior desenvolvimento em parte aérea, e este fator afetou a

relacdo raiz/parte aérea de plantas que cresceram neste solo.
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Figura 1. Efeito do tipo de solo sobre o desenvolvimento em biomassa seca de mudas de
inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana) sobre o peso das folhas (A), caule (B),

raiz (C) e relacéo raiz/parte aérea (D), aos 165 dias de enviveiramento.

A forma de suprimento de nitrogénio afetou as plantas de inga-barata no
desenvolvimento das raizes, caule, folhas e relagdo raiz/parte aérea das plantas, conforme
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pode ser verificado na Figura 2. As mudas inoculadas acumularam 84,9 % mais biomassa
seca nas folhas, comparadas ao tratamento controle (p<0,01), sendo também superiores aos
valores observados nas plantas que receberam N-mineral em 25,4%. De fato, espera-se que a
autonomia de nitrogénio no desenvolvimento vegetal se reflita principalmente na biomassa
foliar ja que € nesta parte da planta que ocorre 0 maior acimulo deste elemento, estocando-se
reservas que serdo investidas nos processos de floracdo e frutificacdo de plantas adultas
(Marschner, 1990). Foi verificado que o peso da biomassa seca do caule aumentou com a
inoculacdo, sendo 47,9 % maior que no tratamento controle, sugerindo que a pratica de
inoculacdo pode resultar em mudas com caule mais vigoroso. Entretanto, a adubacdo com N
mineral resultou nas maiores médias do peso do caule, ndo diferindo do tratamento inoculado.

O desenvolvimento radicular das mudas de inga-barata foi favorecido pela adubacéo
com uréia e em resposta ao fertilizante apresentou valores significativamente maiores que nas
outras formas de suprimento de nitrogénio para as plantas. Outras pesquisas tém demonstrado
que a fertilizagdo mineral com nitrogénio favorece o desenvolvimento radicular dos cultivos.
Avaliando-se a relacdo raiz/parte aérea, as plantas inoculadas com rizdbios apresentaram a
menor média, refletindo um expressivo desenvolvimento na parte aérea da planta e diferindo
significativamente das outras formas de suprimento de nitrogénio. Entretanto a faixa de 0,15
esta bem abaixo a recomendada para classificar a qualidade das mudas (Sturion, 1981).

O exame do sistema radicular das plantas do inga-barata identificou nodulos esféricos
e ramificados do tipo astragaldide na classificacdo de Corby (1981), de cor marrom claro, em
raizes marrons. Na comparacao entre os solos testados, no argissolo as mudas apresentaram
resultados significativamente superiores aos observados para o latossolo (p<0,01),
considerando-se 0 numero e biomassa seca de nodulos e na concentracdo de nitrogénio foliar
e N-total nas folhas aos 165 dias apds o plantio (Figura 3). Os resultados obtidos demonstram

um ambiente mais favoravel para a nodulagdo em solo argissolo onde a média de nddulos
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formados ultrapassou a 100 nodulos ao passo que em latossolo os valores foram até 4 vezes

menores. O desenvolvimento nodular avaliado pela biomassa seca dos nodulos também foi

significativamente superior em solo argissolo comparado ao latossolo.

3443 A 13432 B
3,5 7 1,4 ~
;- 2,71ab 12 1,08 ab
E —
~ 2,5 21
B 1,86b 2 0,73b
= =
T 27 s 0,8 -
- [*]
£ 15 - ': 06 -
Q v
E 1 S04 -
0,5 - 0,2 -
0 T T 1 0 T
Testemunha N-mineral Inoculagdo Testemunha N-mineral Inoculagdo
Tratamentos Tratamentos
Teste F=5,92%% Teste F=9,98%%
C 0,29
12 - 1,09 a 03 - 0,27 a
m
17 2
®
I 0,69b
“;l' 0,8 - .E 0,2 - 0)15b
'® 0,55b 8
e 0,6 - =
s E
304 - g 01
=
0,2 A g
0 T - . 0 T
Testemunha N-mineral  Inoculacdo Testemunha N-mineral  Inoculagdo

Tratamentos Tratamentos
Teste F=6,85%* Teste F=5,82%*

Figura 2. Efeito da adubacdo com N-mineral e inoculacdo com rizobios sobre o

desenvolvimento em biomassa seca de mudas de inga-barata (Inga thibaudiana var.

thibaudiana) sobre o peso das folhas (A), caule (B), raiz (C) e relacdo raiz/parte aérea

(D), aos 165 dias de enviveiramento.
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A melhor nodulacgéo das plantas em solo argissolo também refletiu nas concentracfes de
N-foliares, que superaram significativamente o solo latossolo. Entretanto, os valores abaixo
de 3,0 % de nitrogénio nas folhas ndo sdo tdo expressivos como os verificados para outras
espéecies. Ao apresentar o teor de nitrogénio foliar em folhas de leguminosas arboreas
fixadoras de N, Moreira (1994) relacionou plantas com teores de N-foliar variando entre 3,18

e 5,60 % de N, e algumas espécies podem apresentar valores ainda mais elevados.
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Figura 3. Efeito do tipo de solo sobre 0 nimero de nédulos (A), peso da biomassa seca dos
nodulos (B), nitrogénio foliar (C) e nitrogénio total nas folhas (D) em mudas de inga-

barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), aos 165 dias de enviveiramento.
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Os valores observados nas analises do Nitrogénio Total nas Folhas, também mostram
resultados superiores para o argissolo, com média de 113,5 mg planta™ enquanto o latossolo
obteve média 78,3 mg planta™ aos 165 dias de enviveiramento.

A inoculacdo com rizobios favoreceu os indicadores relacionados a nodulacdo das
mudas, especialmente o desenvolvimento dos nddulos do inga-barata (Figura 4). Foi
verificado que o nimero de nddulos formados ndo variou significativamente entre as
diferentes formas de suprimento de nitrogénio, refletindo a caracteristica de promiscuidade
simbidtica de espécies do género Inga, que caracteristicamente apresentam baixa
especificidade quando a capacidade de se deixar infectar por uma estirpe hospedeira. Outros
resultados de pesquisas com leguminosas arbdreas consideram que a aplicacdo de N-mineral
inibe os indicadores da nodulacdo (Goi, Sprent; Jacob-Neto, 1997).

O desenvolvimento nodular foi favorecido pela inoculacdo das mudas do inga-barata
que superou significativamente, e duplicando, a biomassa seca dos nddulos formada em
plantas ndo inoculadas e que ndo receberam N-mineral (P<0,01). Entretanto, ndo foram
verificadas diferencas significativas na biomassa dos nédulos secos entre plantas inoculadas e
plantas supridas com fertilizante nitrogenado. Mais uma vez fica evidenciado o potencial
alternativo dos processos biolégicos em relacdo ao fornecimento de N para a planta, na fase

de formacdo de mudas.
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Figura 4. Efeito da adubacdo com N-mineral e inoculagdo com rizébios sobre o nimero de

nodulos (A), biomassa seca dos nddulos (B), nitrogénio foliar (C) e N-total nas folhas

(D) de mudas de inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), aos 165 dias de

enviveiramento.

Os teores de N-foliares ndo diferiram significativamente entre as diferentes formas de

suprimento de N (Figura 4), mas para o N-total acumulado nas folhas das mudas do inga-

barata as plantas inoculadas com rizébios apresentaram valores significativamente superiores

que as do tratamento ndo inoculado e que também ndo foram fertilizadas com N-mineral.

Refletindo os dados de biomassa de nddulos secos, as plantas inoculadas também nédo
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diferiram significativamente nos valores de N-total daquelas que foram supridas com N-
mineral. Maiores estoques de nitrogénio acumulados na biomassa foliar das mudas podem ser
importantes nas etapas subseqlentes de desenvolvimento que se processam ap0s o plantio
definitivo das espécies. O interesse em efetuar o plantio definitivo de mudas de leguminosas
arboreas com nodulos estabelecidos baseia-se em resultados de pesquisa experimental que
concluiram que hd uma maior tolerancia as condi¢cdes adversas nos locais onde sdo
implantadas, retomando logo em seguida o seu crescimento (Ribeiro Janior et al., 1987).
Galiana et al. (1998) verificaram que a inoculacdo com rizébios na fase viveiro tem efeito
positivo no crescimento de Acacia mangium aos 39 meses apos o plantio, em solos africanos.

Os resultados experimentais também demonstraram uma interacao significativa entre o tipo de
solo e as formas de suprimento de nitrogénio nas mudas do inga-barata, para o numero de
nodulos formados, conforme pode ser verificado na Figura 5. Nas plantas dos tratamentos
testemunha e que receberam N-mineral 0 nimero de nédulos formados em solo argissolo foi
significativamente superior que em solo latossolo. Entretanto, quando as plantas receberam
inoculante ndo houve diferenca significativa no nimero de nddulos formados nestes dois
solos, sugerindo que a inoculacdo promoveu a formagdo de nddulos em latossolo equiparando
0 numero de nédulos formados entre estes solos. Considerando-se a forma de suprimento de
nitrogénio o numero de nodulos formados nas mudas ndo diferiu no solo argissolo, entretanto
no solo latossolo foi demonstrado que a inoculagcdo com rizobios condicionou 0 nimero de
nodulos formados que foi significativamente superior que nas plantas do tratamento controle
ou que receberam N-mineral. Os dados evidenciam que para incremento dos processos de
infeccdo radicular e iniciagdo nodular das mudas de inga-barata a inoculagdo das plantas no
solo latossolo mostrou-se fundamental, confirmando a eficiéncia desta técnica. O passo inicial
para a formacéo dos nddulos € o aumento da populagédo de rizobios na rizosfera das plantas.

Os processos decorrentes da inoculacdo antecipam essa etapa que ocorre naturalmente,
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quando milhares de células de rizobios séo fornecidas ao solo alcancando a area da rizosfera

(Franco; Neves, 1992).
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Figura 5. Interacdo entre solos e tratamentos de inoculagdo sobre o nimero de nddulos de

inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), aos 165 dias ap6s o transplantio.

*1 — Médias seguidas de mesma letra mindscula para solos e de mesma letra maitscula para tratamentos

ndo diferem entre si no nivel de 1 % de probabilidade (P<0,01).

Sabe-se que a tecnologia de inoculacdo com rizébios € de baixo custo e adequada para
espécies florestais encontradas em paises como o Brasil (Dobereiner, 1984). Grossman et al.
(2005), trabalhando no Meéxico com Acacia koa, A. mangium e Gliricidia sepium,
demonstraram que a média de biomassa de mudas inoculadas foi significativamente maior do
que em plantas supridas com N-mineral, apoiando a hipétese de que a préatica de inoculacdo
de leguminosas arbdreas pode favorecer o desenvolvimento da planta.

Na planta, o nitrogénio acumula-se principalmente na biomassa foliar, onde ocorre a
sintese de proteinas, fotossintese, duplicacdo celular (Marschner, 1990). Para avaliar a

eficiéncia da inoculagdo com rizobios foram feitas correlagdes entre variaveis da nodulagéo e
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0 peso da parte aérea seca do inga-barata nas mudas do tratamento que recebeu o coquetel de
estirpes. Aos 165 dias de enviveiramento, observou-se correlacdo positiva entre as variaveis
do nimero de nodulos e a biomassa seca da parte aérea e também entre a biomassa dos
nodulos e a biomassa seca da parte aérea de inga-barata, conforme pode ser verificado na
Figura 6. Os valores de R? de 0,99 e R? 0,97, respectivamente para estas duas relacdes,
evidenciam uma alta contribuicdo dos indicadores da nodulacdo no desenvolvimento da parte
aérea das mudas, confirmando a eficiéncia da fixacéo bioldgica nas condicGes experimentais,

evidenciando a eficiéncia da simbiose fixadora de N,.
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Figura 6. CorrelacGes entre o numero e peso dos nodulos e 0 peso da parte aérea seca em
mudas de inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana) em solo Argissolo

Vermelho Amarelo.

Faria et al. (1995) inocularam mudas de Albizia lebbeck em Latossolo Vermelho Escuro
distrofico e verificaram que, embora a inoculagdo com rizobios tenha proporcionado o
desenvolvimento das mudas, foi menos eficiente que a adubacdo nitrogenada de 175 mg kg-1
de N por planta. Rodriguez-Echeverria e Pérez-Ferndndez (2005) consideram que a
inoculacdo de leguminosas com estirpes de rizobios selecionadas maximiza a probabilidade

de sobrevivéncia das plantas apds o plantio e reintroduz, nos solos muitas vezes degradados,
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rizobios nativos benéficos ao desenvolvimento das plantas. Souza et al. (2007),
correlacionaram a biomassa seca dos ndédulos e o N-total na parte aérea das plantas de
palheteira (Clitoria fairchildiana) crescendo em solos da Mata Atlantica de Pernambuco e
encontraram correlagdo significativa de R? 0,84. Vieira e Souza (2011) também
correlacionaram estas variaveis em saboarana (Swartzia laevicarpa), inoculada com coquetel
de estirpes em solo Latossolo Amarelo e obtiveram um R? de 0,86.

As pesquisas ja conduzidas com solos de varias partes do mundo, como a realizada por
Bala et al. (2003), concluiram que quando uma leguminosa é introduzida em uma area fora de
seu centro de origem, dependendo de seu padrdo de infeccdo promiscuo ou especifico, sé
formara nddulos eficientes se rizobios compativeis estiverem presentes na populacdo natural
do solo do local onde é introduzida. Desse modo, a contribuicdo da fixacdo bioldgica de N,
em plantas ndo inoculadas deve-se aos rizébios nativos e, naquelas que sdo expostas a estirpes
selecionadas, trata-se de uma somatoria dos rizobios nativos e inoculados. Os resultados
demonstram que leguminosas arboreas da Amaz6nia como a ingé-barata respondem a técnica
da inoculagdo aumentando seu suprimento de nitrogénio obtido por via simbiotica.

Vaérias espécies do género Inga, sdo caracterizadas como plantas de multiplo uso e tém
sido usadas tradicionalmente pelo homem ao longo das geracGes e continuam até o presente,
incrementadas pelo reconhecimento de seu potencial de restaurar o solo e compor sistemas
agroflorestais, indicando um melhor aproveitamento futuro (Pennington, 1997). Dentre 0s
diferentes tipos de aproveitamento estdo: o fruto comestivel para a fauna e para o homem,
como arvores de sombra, para producdo lenha ou madeira e para recuperacao de solos e
agrosilvicultura. A adaptacédo do inga-barata a solos de terra firme e sua eficiéncia fixadora de
N, evidencia o seu potencial de aproveitamento nos sistemas de producdo praticados na

Amazobnia Central.
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4 Conclusodes

Foi comprovada a eficiéncia da inoculacdo de plantas de inga-barata (Inga thibaudiana
var. thibaudiana) inoculada com um coquetel de estirpes de rizobios nos solos latossolo
amarelo e argissolo vermelho-amarelo procedentes da Amazonia Central.

As mudas de inga-barata mostraram melhor adaptacdo ao solo argissolo vermelho
amarelo, comparado ao latossolo.

Evidenciou-se que a técnica de inoculacdo com rizobios tem potencialidade alternativa

para suprimento de nitrogénio para as plantas, comparado a fertilizacdo nitrogenada.
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CRESCIMENTO E DISTRIBUICAO DA BIOMASSA DE LEGUMINOSAS AinBC')REAS
INOCULADAS COM RIZOBIOS EM DOIS SOLOS ACIDOS DA AMAZONIA
CENTRAL

Marco Antdnio de Freitas Mendonca
Edilingles Pinto Vieira

Hedinaldo Narciso Lima

Luiz Augusto Gomes de Souza

RESUMO

Ha& necessidade de demonstrar o potencial de uso de inoculante microbiano em leguminosas
arboreas da Amazobnia para estimular tecnologias bioloégicas na producdo agricola e
recuperacdo de solos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com
rizobios sobre o crescimento e distribuicdo de biomassa em trés leguminosas arboreas nativas.
As espécies selecionadas foram: Inga thibaudiana var. thibaudiana, 1. nobilis e Erythrina
fusca. Dois solos acidos da terra firme foram avaliados: Latossolo Amarelo sob pastagem e
Argissolo Vermelho Amarelo sob sistema agroflorestal. As espécies foram semeadas em areia
e transplantadas para sacos com 2 kg de solo e conduzidas no viveiro. Trés formas de
suprimento de N foram testadas: testemunha (plantas ndo inoculadas e sem N-mineral);
plantas supridas com 80 kg de N ha™; e, plantas inoculadas com um coquetel de estirpes de
rizobios da colecdo do INPA. Mensalmente avaliou-se o comprimento do caule das plantas. A
colheita foi efetuada aos 93 dias para E. fusca e 165 e 151 dias para I. thibaudiana e 1. nobilis,
determinando-se a distribuicdo de biomassa seca nas folhas, raizes, caule e nddulos da planta.
O numero de nodulos foi contado e efetuado determinacBes do N-foliar e N-total das plantas.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3 (solos x
formas de suprimento de N), com 9 repeti¢cbes. A inoculagdo com rizébios influenciou o
crescimento, particdo de biomassa, indicadores de nodulacdo e absor¢do de N, havendo
diferengas na resposta dependendo da espécie avaliada. O carater de especificidade ou de
promiscuidade na leguminosa arbdrea selecionada é determinante na resposta da espécie a
inoculacdo. Todas as espécies de leguminosas arbdreas pesquisadas adaptaram-se melhor ao
solo Argissolo comparado ao Latossolo. Demonstrou-se que as estirpes empregadas como
inoculante em |I. thibaudiana var. thibaudiana formaram processos de fixacdo de N, mais
eficientes que quando inoculadas em I. nobilis. Para E fusca, considerada de comportamento
ndo especifico quanto a compatibilidade com rizébios nativos a pratica da inoculacdo
favoreceu os processos simbidticos em solo Latossolo comparado ao Argissolo.

Palavras-chave: Microbiologia do Solo; Fabaceae; agricultura sustentavel, fixacdo bioldgica
de nitrogénio.

ABSTRACT

GROWTH AND DISTRIBUTION OF BIOMASS IN LEGUME TREE INOCULATED
WITH RHIZOBIA IN TWO ACID SOILS OF THE CENTRAL AMAZONIA

There is need to demonstrate the use potential of microbial inoculants in legume tree of the
Amazonia to stimulate biological technologies in the agricultural production and recovery of
soils. This work had as objective evaluates the effect of the inoculation with Rhizobia about
the growth and biomass distribution in three native legume trees. The selected species were:
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Inga thibaudiana var. thibaudiana, I. nobilis and Erythrina fusca. Two soils acid of the firm
earth they were appraised: yellow oxisol under pasture and yellow red ultisol under
agroforestry system. The species were sowed in sand and transplanted for bags with 2 soil kg
and led in the nursery. Three forms of supply of N were tested: control treatment (plants not
inoculated and without mineral N); plants supplied with 80 kg of N hectare™; and, plants
inoculated with a cocktail of strains of Rhizobia of the INPA collection. Monthly the length of
the stem of the plants was evaluated. The crop was made to the 93 days for E. fusca and 165
and 151 days for I. thibaudiana and I. nobilis, being determined the distribution of dry
biomass in the leaves, roots, stem and nodules of the plant. The number of nodules was
counted and made determinations of leave-N and total-N of the plants. The experimental
design was it entirely random, in factorial arrangement 2 x 3 (soils x forms of supply of N),
with 9 repetitions. The inoculation with Rhizobia influences the growth, biomass partition,
nodulation indicators and absorption of N, having differences in the answer depending on the
appraised species. The specificity character or of promiscuity in the selected legume tree is
decisive in the answer of the species the inoculation. All the species of legume tree researched
adapted better to the soil ultisol compared to the oxisol. It was demonstrated that the
employed strains as inoculants in I. thibaudiana var. thibaudiana formed processes of fixation
of more efficient N, than when inoculated in I. nobilis. For E. fusca, considered of behavior
non specific as the compatibility with native Rhizobia the practice of the inoculation favored
the symbiotic processes in soil oxisol compared to ultisol.

Key-words: Microbiology of the Soil; Fabaceae; Sustentable Agriculture, Biological
Nitrogen Fixation.

INTRODUCAO

As leguminosas (Fabaceae) lenhosas da Amazonia sao um componente numeroso do
grande estoque genético de biodiversidade presente nas florestas desta regido. Atualmente
estdo documentados em herbarios registros superiores a 1200 espécies, classificadas em 160
géneros, 98 deles arboreos (Souza, 2012). Esta elevada variedade também resulta em grandes
possibilidades de aproveitamento para produtos madeireiros e ndo madeireiros, mas também
pela importancia ecoldgica das Fabaceae nos agroecossistemas especialmente em sua
contribuicdo para as entradas de nitrogénio.

A eficiéncia na absorcdo de nitrogénio das leguminosas é relacionada a propriedade de
muitas espécies que constituem essa familia em se associar simbioticamente com bactérias do
solo do grupo dos rizobios. Na evolugdo dos processos simbidticos o desenvolvimento do

sistema radicular de leguminosas no solo estimula a multiplicacdo de rizébios na rizosfera,
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que pode resultar na infeccdo das raizes (Freire, 1992). Em resposta a esta infeccéo, a planta
desenvolve os nodulos. No interior dos nddulos, envolvidos por uma membrana protetora e
adotando um comportamento endofitico, o rizobio sofre modificacbes de estrutura e em seu
metabolismo, transformando-se em “bacterdide” ¢ interage com a planta para fixar N
atmosférico, transformando-o em NH,*, que é transportado para as regides de crescimento
vegetal (Hungria & Stacey, 1997), possibilitando o suprimento deste nutriente para a planta
via fixacdo bioldgica de nitrogénio. Forma-se, assim, uma das mais perfeitas associagdes
bioldgicas conhecidas pela ciéncia, sendo a planta e a bactéria mutuamente favorecidas no
processo conhecido como simbiose das leguminosas.

As pesquisas mais recentes que incluem técnicas moleculares tém evoluido sobre o
conhecimento da taxonomia dos rizébios, que tem sido acrescida de numerosos registros
recentes, que permitem a classificacdo dos rizobios em varias familias de bactérias. Segundo
Moreira (2008), os registros de géneros e espécies de bactérias fixadoras de N, que nodulam
Fabaceae sdo: na Familia Rhizobiaceae 0s géneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Allorhizobium; na familia Bradyrhizobiaceae, os géneros Bradyrhizobium e Blastobacter; na
familia Xanthobacteraceae o género Azorhizobium; na familia Hyphomicrobiaceae o género
Devosia, na familia Phyllobacteriaceae os géneros Phyllobacterium e Mezorhizobium; na
familia Methylobacteriaceae, 0 género Methylobacterium; na familia Brucellaceae o género
Ochrobactrum e, finalmente, na familia Burkolderiaceae os géneros Burkholderia e Ralstonia.
A existéncia de 13 géneros de bactérias fixadoras de N, reconhecida em anos recentes sugere
que este numero ainda estd em elevacdo, 0 que serd comprovado por novas descri¢coes
originais.

As possibilidades de aproveitamento de espécies nativas de Fabaceae em sistemas de
producdo sdo estimuladas pela grande variedade de habito de crescimento das plantas desta

familia, abrigando ervas anuais, ervas perenes, arbustos, arbustos escandentes, cipos,
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arvoretas, arvores e também espécies gigantescas nas matas tropicais, algumas como o
cumaru (Dipteryx odorata) com até 800 anos de vida (Chambers et al., 1998). Varias espécies
de leguminosas sdo aproveitadas como alimento para o homem, producdo de madeira,
forragem, celulose, adubacdo verde, taninos, resinas, lenha, etc. Dentro deste grupo
diversificado, as leguminosas florestais podem representar um papel importante de
composicao e sustentabilidade dos sistemas agroflorestais (Russo, 1983).

Relativo ao outro par simbionte, o conceito de inoculante aplicado a Microbiologia do
Solo significa todo material contendo microrganismos que aplicado durante o seu
desenvolvimento atue favoravelmente no desenvolvimento das plantas. Entretanto, nem todas
as leguminosas possuem habilidade de associar-se a rizobios, existindo um grupo primitivo
gue nao possui esta propriedade. Nas espécies capazes de desenvolver nédulos, a inoculacao
tem por finalidade colocar junto a semente recém germinada uma grande populacdo do
rizobio especifico e comprovadamente eficaz na inducdo da nodulagéo e fixacdo de N,. Para
as leguminosas arbdreas da Amazonia, estima-se que 67,0 % das espécies e 22 dos géneros
ocorrentes na regido ainda ndo foram pesquisados quanto a habilidade de nodulacédo e fixagéo
de N, (Souza, 2010).

Para auxiliar o desenvolvimento e crescimento de leguminosas selecionadas para o
cultivo, a inoculacdo com rizobios na fase de enviveiramento, pode resultar na formacéo de
mudas vigorosas e com nddulos estabelecidos. Em condigbes adversas apds o plantio
definitivo, o desenvolvimento das leguminosas pode ser favorecido quando as plantas jovens
apresentam nodulacao eficiente (Franco & Silva, 1985; Ribeiro Junior et al., 1987). Estudos
recentes de resposta a inoculagcdo em leguminosas com estirpes nativas de solo da Amazonia
tem sido desenvolvidos (Vieira & Souza, 2011), e os resultados favoraveis sugerem um

melhor aproveitamento desta tecnologia biologica. A perspectiva é a de gerar novas
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informacdes para um melhor aproveitamento dos recursos da biodiversidade de leguminosas
arboreas da Amazonia.

O INPA/CPCA possui uma colecdo de rizobios, constituida por estirpes isoladas em
solos da Amazobnia, que vem sendo avaliadas, em sua eficiéncia fixadora de N,, para uso
como inoculante de leguminosas que apresentam potencial de aproveitamento econdmico.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo com rizdbios isolados de solo
da Amazonia, sobre o crescimento e distribuicdo de biomassa em trés leguminosas arboreas

nativas.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nas dependéncias do INPA-CSAS, Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazodnia, Coordenacao de Sociedade Ambiente e Salde, no Laboratorio de
Microbiologia do Solo — SMS - e no viveiro de producdo de mudas localizado no Campus do
V-8, em Manaus, AM, durante os anos de 2010 e 2011.

Trés espécies de leguminosas arboéreas foram selecionadas para a pesquisa: inga-barata
(Inga thibaudiana DC. var. thibaudiana), inga-de-macaco (Inga nobilis Willd.) e mulungu
(Erythrina fusca Loureiro). As duas especies de inga foram coletadas na Base Petrolifera de
Urucu, municipio de Coari, AM, e as sementes beneficiadas foram imediatamente semeadas.
O numero de registro de herbario destas especies foi respectivamente 234.667 e 234.662, para
I. thibaudiana var. thibaudiana e I. nobilis. As sementes de mulungu foram obtidas do banco
de sementes ortodoxas do LMS, procedentes de uma matriz coletada no municipio de Careiro
da Varzea, AM, cujo registro de identificacdo no herbario do INPA foi o de 150.977.

As sementes das duas especies de ingad foram semeadas sem tratamento e as de

mulungu foram escarificadas em lixa no lado oposto ao hilo, e permaneceram imersas em
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agua 24 h antes da semeadura. Como sementeira foram utilizadas caixas de plastico drenadas
e preenchidas com areia. Estas sementeiras foram mantidas em galpédo aberto e ventilado, com
cobertura de telhas de barro. Os processos germinativos e manutencdo da umidade do
substrato foram monitorados diariamente. O transplantio das mudas foi conduzido por raiz
nua quando estas apresentavam dois pares de folhas definitivas.

Foram selecionados dois solos acidos de terra firme para a pesquisa: um Argissolo
Vermelho Amarelo, coletado sob sistemas agroflorestais, na Estacdo Experimental de
Olericultura do INPA, localizada na rodovia AM 0,10, Km 14. A analise deste solo no
Laboratdrio Tematico de Solos e Plantas — LTSP, do INPA, determinou uma acidez elevada
(pH 4,31) e baixa disponibilidade de nutrientes com 1,86 cmol. kg™ de calcio, 0,37 cmol. kg™
de magnésio, 0,11 cmol. kg™ de potassio e 0,65 cmol. kg™ de aluminio. Os teores de fosforo,
ferro, zinco e manganés corresponderam a 8,5, 192,0, 5,7 e 2,9 mg kg™, respectivamente; o
outro solo, da classe dos Latossolo Amarelo sob pastagem abandonada foi coletado na
Fazenda Experimental da UFAM, na BR 174, Km 45, apresentou pH de 4,62, e teores de Ca,
Mg, K e Al respectivamente de 0,35, 0,13, 0,10 e 1,00 cmol. kg™, destes elementos quimicos.
Os teores de fosforo foram de 1,5 mg kg* e Fe, Zn e Mn apresentavam valores
respectivamente de 313,0, 2,6 e 2,6 mg kg™. As determinaces quimicas foram realizadas
segundo meétodos descritos em Embrapa, 20009.

Ap0s a coleta dos solos e transporte para o viveiro, estes foram peneirados em malha
de 2 cm, e em seguida distribuidos nos recipientes com capacidade para 2,0 kg de solo. Para
correcdo da fertilidade do solo para estudos de nodulagdo como recomenda Hallyday (1984),
foi feita uma fertilizacdo com 0,91 g kg™ de superfosfato triplo, 0,33 g kg™ de cloreto de
potassio e 1,9 g kg™ de calcario dolomitico, para o argissolo e 0,70 g kg™ de superfosfato
triplo, 0,25 g kg™ de cloreto de potéssio e 1,5 g kg™ de calcario dolomitico para o latossolo.

Os célculos da adubacdo foram baseados no peso dos sacos preenchidos com o0s solos
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secionados que foram de 1,91 e 1,48 kg para o solo argissolo e latossolo respectivamente. Em
sequida foi aplicada solucdo liquida de micronutrientes para solo, 1 mL kg™*. A solucéo
liquida de micronutrientes foi preparada de acordo com Eira et al. (1972).

Na conducéo dos experimentos foram adotados trés tratamentos:

T-1 - Controle (plantas sem inoculacdo e sem N mineral);

T-2 - Adubagdo com uréia (TN), 80 kg de N ha™.

T-3 - Inoculacdo com coquetel de estirpes de rizobios.

No tratamento com inoculacdo foram utilizadas estirpes homdélogas da Colecdo de
Rizébios do INPA. No preparo do inoculante liquido, em meio YMA sem agar, para as duas
espécies de inga foram utilizadas onze estirpes: SMS 832, SMS 852, SMS 842, SMS 833, SMS
836, SMS 848, SMS 847, SMS 835, SMS 837, SMS 846 e SMS 850, misturadas em coquetel
(v:v). Para mulungu foram empregadas quatro estirpes homdlogas isoladas de Erythrina fusca:
SMS 887, SMS 890, SMS 894 e SMS 880. O preparo do meio liquido obedeceu a formulagdo
de Vincent (1970): 0,2 g de sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0), 0,1 g de cloreto de sédio
(NaCl), 10,0 g de manitol, 0,4 g de extrato de levedura, 0,4 g de dihidrogenofosfato de potassio
(KH2PQy), 0,1 g de hidrogeno fosfato de potéssio (K,HPO,), sem adicdo de Agar Agar
bacterioldgico. Ap6s a combinacdo dos componentes, o pH € ajustado para 6,0 em
potencidmetro, seguindo-se a autoclavagem por 20 minutos em pressdo de 1,5 atm, com
posterior distribuicdo de 50 mL de meio liquido em erlenmeyers de 125 mL. O periodo de
incubacdo foi de doze dias, em agitador mecénico horizontal. Apds a combinagédo
proporcional em volume das estirpes, o coquetel foi aplicado na base do colo das plantas
transplantadas na dosagem de 5 mL planta™.

No tratamento TN, houve parcelamento da fertilizacdo nitrogenada aos 3 e aos 33 dias
do transplantio, incorporando-se a cada aplicacdo o fertilizante diretamente no solo, com o

auxilio de um bastdo de vidro. Com base no peso do saco preenchido com solo a cada
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aplicacdo foi empregado 0,17 g de uréia no argissolo e 0,13 g de uréia no latossolo. Durante o
experimento as plantas foram irrigadas nos dias sem chuva, extraindo-se manualmente as
plantas invasoras que colonizavam a superficie dos sacos.

Cada espécie constituiu um experimento. O delineamento experimental empregado foi
o0 inteiramente casualisado, com arranjo fatorial 2 x 3, constituido por 2 solos e 3 condicdes de
suprimento de nitrogénio, em um total de 6 tratamentos e 9 repeti¢des. Um total de 54 mudas
constituiu cada ensaio.

O crescimento das plantas foi monitorado durante o periodo de enviveiramento, por
medidas regulares do comprimento do caule. Para Inga nobilis esses registros foram tomados
aos 1, 30, 61, 90, 125 e 151 dias apds o transplantio; para Inga thibaudiana var. thibaudiana
aos 1, 32, 62, 90, 121 e 165 dias apos o transplantio; e para Erythrina fusca aos 1, 30, 60 e 93
dias do transplantio. A colheita das plantas foi feita na Ultima data de avaliacdo do
crescimento em comprimento do caule para cada espécie. Ao final do experimento, a taxa de
incremento mensal para as médias de crescimento das mudas foi estimada pela férmula (h—
hi/to—t; X 30), onde h; e h; correspondem ao comprimento do caule no t; e tj, respectivamente
(Benincasa, 1988).

A colheita das plantas foi efetuada aos 165 dias. Nesta fase, foi extraida a planta
inteira de cada saco para mudas, separando-se a parte aérea das raizes, para determinagédo do
peso da matéria seca das raizes, caule, folhas e dos nodulos, efetuando-se também a contagem
do nimero de nodulos. A secagem do material vegetal foi feita a 65°C, por 72 h. As folhas
foram separadas e moidas em moinho de facas para determinacdo das concentragcdes de N-
foliares no LTSP-INPA. A concentracdo de N foliar foi determinada pelo método de
destilacdo 4cida e titulagdo de Kjeldhal, estimando-se em seguida o N-total (mg planta™®), com

base na biomassa foliar seca.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. Na analise, os dados da contagem dos nddulos foram
transformados em Vy+001 (Centeno, 1990) e os valores de N-foliar (%) foram transformados

para arco-senoVyso oz

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental as mudas das trés espécies de leguminosas arbdreas
desenvolveram satisfatoriamente, apresentando 100 % de sobrevivéncia e folhagem vigorosa
de cor verde a verde escura, adquirindo qualidade adequada ao plantio definitivo. As respostas
em crescimento do comprimento do caule em relacdo ao tipo de obtencdo de nitrogénio
variaram entre as espécies pesquisadas (Figura 1).

As mudas de inga-barata responderam positivamente a inoculacdo com o coquetel de
estirpes de rizébios, apresentando desenvolvendo comprimento do caule significativamente
maior neste tratamento quando comparado a plantas do tratamento controle (Figura 1-a), e
ndo diferindo das plantas supridas com N-mineral. Foi verificado que a melhor resposta em
crescimento do comprimento do caule para inga-de-macaco foi a adubacdo com N-mineral,
correspondente a 80 kg de N ha™ na forma de uréia, onde o comprimento do caule das plantas
formadas diferiu significativamente de plantas inoculadas, mas ndo das plantas do tratamento
controle (Figura 1-c). Por outro lado, o mulungu apresentou crescimento muito rapido sob
enviveiramento e melhor resposta no incremento do comprimento do caule em plantas do
tratamento testemunha, comparado a plantas inoculadas e supridas com N mineral, o que foi
atribuido a presenca de uma populacdo de rizobios compativel e eficiente nos solos

pesquisados (Figura 1-e).
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Figura 1. Efeito da inoculagdo com rizébios no comprimento do caule das mudas de inga-

barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), ing4-de-macaco (Inga nobilis) e mulungu

(Erythrina fusca), em dois solos da Amaz6nia Central.
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A velocidade de crescimento mensal também variou entre as espécies em resposta as
diferentes formas de suprimento de nitrogénio avaliadas, observando-se diferencas
significativas para todas as espécies (P<0,05). As duas espécies de ingd apresentaram
crescimento mais lento que o mulungu e no tratamento testemunha a velocidade de
crescimento de inga-barata e inga-de-macaco foi calculada respectivamente em 3,5 e 4,2 cm
més™. Na mesma seqiiéncia de espécies, no tratamento que recebeu N-mineral o crescimento
destas espécies foi calculado em 4,6 e 5,2 cm més™ e para o tratamento inoculado essas
estimativas de crescimento foram de 4,9 e 4,0 cm més™, respectivamente. Apresentando
crescimento rapido comparado as demais espécies as estimativas de incremento mensal no
comprimento do caule de mulungu foram de 16,4, 14,4 e 13,9 cm més™, respectivamente para
os tratamentos controle, adubado com N-mineral e inoculacdo com rizébios. Os resultados
evidenciam que é necessario pelo menos 5 meses para a formacao de mudas de inga-barata e
inga-de-macaco, mas para 0 mulungu o tempo de enviveiramento pode ser abreviado para 3
meses.

O tipo de solo influenciou significativamente o crescimento do caule de todas das trés
leguminosas arboreas pesquisadas e, para todas as espécies, 0 crescimento em solo argissolo
vermelho amarelo superou a médias observadas no latossolo por ocasido da colheita. Estas
diferencas entre solos foram significativas para inga-barata (P<0,05) e altamente significativas
para inga-de-macaco e mulungu (P<0,01), conforme pode ser observado na Figura 1-b, Figura
1-d e Figura 1-f. Tal fato foi atribuido as melhores condi¢Ges quimicas do solo argissolo
comparado ao latossolo, j& que era originario de uma area sob sistema agroflorestal. Ja o
latossolo foi procedente de uma area de pastagem degradada, onde muitas vezes € constatada
uma perda das propriedades quimicas, fisicas e biologicas destes solos antes ocupados com

gramineas.
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A velocidade de crescimento das leguminosas arboOreas pesquisadas tambeém foi
favorecida no solo argissolo comparado ao latossolo. Assim, para o inga-barata, inga-de-
macaco e mulungu, as taxas mensais de incremento no comprimento do caule em solo
argissolo foram estimadas respectivamente em 4,7, 5,3 e 17,7 cm més™. Para o solo latossolo
as estimativas para todas as espécies foram menores e, obedecendo a mesma sequéncia
resultou em incrementos de 3,9, 3,6 e 13,9 cm més™, respectivamente.

Os dados obtidos para a particdo de biomassa seca para as trés leguminosas arbdreas
pesquisadas em resposta a forma de suprimento de nitrogénio estdo apresentados na Tabela 1.
Como podem ser verificados, os diferentes tratamentos aplicados para comparar a inoculacdo
com rizobios em mudas de inga-barata afetaram todas as suas variaveis de biomassa com
diferencas altamente significativas (P<0,01) nas respostas de desenvolvimento de folhas,
caule, raizes e biomassa seca total.

Tabela 1. Efeito da inoculacdo com rizobios na particdo de biomassa de mudas de inga-barata

(Inga thibaudiana var. thibaudiana), inga-de-macaco (Inga nobilis) e mulungu

(Erythrina fusca), respectivamente aos 165, 151 e 93 dias de enviveiramento.

Formas de Biomassa seca (g)
suprimento de N Folha Caule Raizes Total
Inga thibaudiana var. thibaudiana
Testemunha 1,86 b 0,73 Db 0,55 b 3,17b
N mineral 2,71 ab 1,34a 1,09a 5,14 a
Inoculacdo 3,44 a 1,08 ab 0,69 b 5,22 a
Teste F 5,92** 7,58** 6,85** 5,43**
Inga nobilis
Testemunha 2,39 a 1,69 ab 1,88 ab 5,83 ab
N mineral 2,97 a 2,05a 2,21a 7,23 a
Inoculacdo 2,20 a 1,36 b 150 b 510b
Teste F 2,88"™ 7,95%* 6,85** 6,22%*
Erythrina fusca
Testemunha 101a 2,24 a 1,47 a 472 a
N mineral 0,94 a 3,13a 1,18 a 525a
Inoculagdo 0,59 a 2,28 a 1,17 a 4,03 a
Teste F 2,43" 2,48"™ 3,30™ 1,78™
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Foi observado que o tratamento de inoculacdo com rizébios beneficiou principalmente
0 desenvolvimento foliar do inga-barata, superando a biomassa de folhas no tratamento
controle e ndo diferindo das plantas que receberam seu suprimento de N na forma de uréia. A
biomassa de folhas formadas em plantas inoculadas foi 45,9 % maior que plantas do
tratamento testemunha e 21,2 % maior que plantas que receberam N-mineral. Para o
desenvolvimento do caule, as plantas supridas com N mineral apresentaram as maiores
médias de biomassa seca, superando significativamente as plantas do tratamento controle e
ndo diferindo das plantas inoculadas. Entretanto, o suprimento de N-mineral favoreceu
significativamente o desenvolvimento radicular das plantas comparado aos tratamentos que
receberam inoculante e o tratamento controle, evidenciando que a pronta disponibilidade de N
fornecida pelo adubo mineral nitrogenado tem efeito direto no desenvolvimento radicular do
inga-barata. Essa pronta resposta ao nitrogénio soltvel ja foi verificada em inUmeras
pesquisas especialmente com cultivos anuais como a soja, conforme verificado no trabalho de
Menosso et al. (2001), especialmente em cultivares tolerantes ao aluminio toxico no solo. A
comparagdo das formas de suprimento de N na biomassa total das mudas evidencia o
potencial da inoculacdo com rizobios sobre esta espécie, como uma forma bioldgica
alternativa de suprir nitrogénio em substituicdo ao uso de fertilizantes nitrogenados. Tanto a
inoculagdo com rizobios como a adubagdo das mudas com uréia ndo se diferenciaram em
resposta e favoreceram significativamente o desenvolvimento total do inga-barata comparado
a plantas ndo inoculadas e ndo adubadas com N (P<0,01).

As diferentes formas de suprimento de N ndo afetaram a biomassa foliar formada em
inga-de-macaco (Tabela 1), entretanto o desenvolvimento do caule, das raizes e a biomassa
total seca foram significativamente afetados pelos tratamentos aplicados (P<0,01). Para estas
variaveis observou-se uma alta resposta das mudas de inga-de-macaco ao suprimento de

nitrogénio na forma de N-mineral e a adicdo de uréia favoreceu significativamente o
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desenvolvimento da planta em caule, raizes e biomassa seca total comparada a plantas
inoculadas com rizébios, ndo se diferenciando de plantas do tratamento testemunha. E
possivel que nas condicdes testadas o coquetel de estirpes fornecidas para a planta ndo tenha
resultado em completa efetividade para a simbiose, e que esta tenha encontrado no solo os
simbiontes compativeis ja que as plantas ndo inoculadas nao diferiram das que receberam N
mineral nestes componentes da particdo de sua biomassa.

Além de apresentar um crescimento muito rapido sob enviveiramento, os resultados
experimentais demonstraram que o mulungu nao teve o seu desenvolvimento, representado
pela sua distribuicdo de componentes da biomassa, influenciados pelas diferentes formas de
suprimento de nitrogénio em niveis significativos (Tabela 2). Dentre as leguminosas
noduliferas, dois padrdes sdo tipicamente identificados quanto a habilidade da espécie em se
permitir nodular e fixar eficientemente N, por mais de um tipo de simbionte: as espécies
“promiscuas” e as espécies “especificas”. As espécies consideradas promiscuas sdo capazes
de desenvolver nédulos com vérias espécies de rizdbios e formar simbiose eficaz. 1sso tem
sido identificado, por exemplo, para o feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris), conforme os
resultados obtidos por Aguilar et al. (2006). Filogeneticamente ambas as espécies, o feijoeiro-
comum e o mulungu pertencem a tribo Phaseoleae, o que sugere que o mulungu também
tenha esse comportamento promiscuo, nodulando eficientemente em muitos solos com a
populacdo de rizébios natural. Friori et al. (1998), ao relacionar géneros de leguminosas
arboreas com comportamento promiscuo, incluiu espécies de Erythrina, mas também Acacia,
Enterolobium e Prosopis. Por outro lado, o grupo de leguminosas de padrdo de nodulacédo
especifico, apresenta em decorréncia alta especificidade em relacdo a espécie simbionte,
nodulando algumas vezes somente na presenca de seus rizobios compativeis (Hungria et al.,

1994).

71



Tabela 2. Efeito do tipo de solo na particdo de biomassa de mudas de inga-barata (Inga
thibaudiana var. thibaudiana), inga-de-macaco (Inga nobilis) e mulungu (Erythrina

fusca), respectivamente aos 165, 151 e 93 dias de enviveiramento.

Biomassa seca (g)

Solos

Folha Caule Raizes Total
Inga thibaudiana var. thibaudiana
Argissolo 3,01a 1,25a 0,79a 5,05a
Latossolo 2,36 a 0,85b 0,76 a 3,97 a
Teste F 3,08™ 9,98** 0,45™ 3,51™
Inga nobilis
Argissolo 2,82a 1,93 a 2,23 a 6,98 a
Latossolo 2,22 b 1,48 b 150 b 510b
Teste F 4,94* 10,32** 21,97** 13,81**
Erythrina fusca

Argissolo 1,13 a 3,52 a 1,66 a 6,30 a
Latossolo 0,57 b 1,58 b 0,88 b 3,04Db
Teste F 11,18** 27,75** 50,72** 38,17**

H& muito tempo se conhece que a subfamilia Mimosoideae forma um grupo fechado de
inoculacdo cruzada, ou seja, muitos de seus representantes s6 nodulam com rizébios
compativeis, 0 que inclui as espécies do género Inga, que se classificam na tribo Ingeae
(Campelo, 1976; Grossman et al., 2005). Dessa maneira € possivel que as respostas a
inoculacdo com rizdbios evidenciadas nestes experimentos concordem com essa teoria de
especificidade/promiscuidade ja que as respostas foram bem mais acentuadas em nas
leguminosas arboreas do género Inga, classificadas como especificas. Nesta interacdo
simbidtica, ndo ha um comportamento homogéneo quanto a compatibilidade com rizébios,
havendo entre os hospedeiros o grupo promiscuo, cuja nodulagdo é induzida por um grande
grupo de estirpes de rizébios tropicais e o grupo especifico, que requer estirpes de rizébios
especificas para nodular (Bala et al., 2003). No entanto, espécies com especificidade em
relacdo aos rizobios tém maiores respostas a inoculacdo de estirpes selecionadas que espécies

promiscuas (Souza, 2007).
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Os solos avaliados também influenciaram o desenvolvimento da planta com niveis de
respostas variaveis, conforme pode verificado na Tabela 2. Para a espécie inga-barata ndo
houve diferencas significativas entre os solos para o desenvolvimento foliar, das raizes e na
matéria seca total das plantas, sendo identificadas diferencas somente para o desenvolvimento
do caule que foi superior no solo argissolo comparado ao latossolo (P<0,01). Essas evidéncias
de adaptacdo em desenvolvimento aos dois solos identificadas no inga-barata sugerem um
melhor aproveitamento da espécie em solos de terra firme.

Por outro lado para o inga-de-macaco e 0 mulungu, todos os resultados de particdo de
biomassa foram significativamente maiores em solo argissolo comparado ao latossolo,
refletindo as diferencas ja discutidas entre estes dois solos. Nota-se que para inga-de-macaco
as diferencas de desenvolvimento entre solos foram bem menos evidente que para mulungu
onde as plantas crescidas em argissolo apresentaram o dobro de biomassa de folhas, raizes,
caule e biomassa total seca do que em solo latossolo, sugerindo que neste solo houve
condigBes que favoreceram o seu estabelecimento. Um dos fatores que favorecem a formagao
e desenvolvimento de ndédulos em solo argissolo certamente é atribuido as suas melhores
propriedades fisicas, ou seja, a existéncia de uma textura mais arenosa também implica em
maior porosidade e menor densidade, o que no latossolo é menos caracteristico devido a uma
textura argilosa predominante.

Na Tabela 3, sdo apresentadas informac6es sobre indicadores da nodulacdo e da
absorcéo de N para as trés leguminosas arbdreas pesquisadas. Foi verificado que para inga-
barata, as diferentes formas de suprimento de N ndo afetaram o nimero de nddulos e as taxas
de N-foliar da planta, entretanto, o desenvolvimento dos nodulos avaliado pela biomassa dos
nodulos secos e o nitrogénio total acumulado na parte aérea da planta variou entre 0s
tratamentos aplicados. Para esta espécie a pratica da inoculacdo favoreceu o incremento da

biomassa de nodulos secos que superou duas vezes mais a das plantas noduladas por rizobios
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nativos representados no tratamento testemunha e ndo diferiu da biomassa de nddulos de
plantas que receberam N-mineral (P<0,01). Esse maior desenvolvimento nodular também
refletiu em maior acumulo de nitrogénio acumulado nas folhas das mudas de inga-barata. As
mudas inoculadas apresentaram 42,7 % a mais de nitrogénio nas folhas que as nao inoculadas
e nao adubadas com N-mineral. Adicionalmente, a absorcdo de nitrogénio pelas plantas
inoculadas também ndo diferiu significativamente das plantas que receberam N-mineral
(P<0,05), sugerindo que para esta espécie a tecnologia da inoculacdo pode prover o N para a
planta por via biolégica como uma alternativa ao suprimento de N com fertilizantes
nitrogenados.
Tabela 3. Efeito da inoculacdo com rizébios na nodulacgéo e absorcéo de nitrogénio em mudas
de inga-barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), inga-de-macaco (Inga nobilis) e

mulungu (Erythrina fusca), respectivamente aos 165, 151 e 93 dias de enviveiramento.

Biomassa seca

Formas de Ndmero de p . N-total (mg
suprimento de N nodulos dos(r:]?g)ulos N-foliar (%) planta™)
Inga thibaudiana var. thibaudiana
Testemunha 72 a 62,23 b 2,6la 67,50 b
N mineral 85a 120,00 ab 2,39a 102,39 ab
Inoculacao 69 a 126,67 a 2,67 a 117,80 a
Teste F 1,62" 6,12** 2,32" 4,71*
Inga nobilis
Testemunha 23 ab 94,55 a 2,11a 60,78 a
N mineral 12 b 25,00 b 2,24 a 79,00 a
Inoculagdo 49 a 97,27 a 2,20 a 63,01 a
Teste F 8,94** 9,13** 2,10™ 3,76™
Erythrina fusca

Testemunha 23 a 83,64 a 2,82 ab 43,50 a
N mineral 11 a 49,55 a 261D 31,90 a
Inoculagao 16 a 75,91 a 3,89a 34,96 a
Teste F 2,43" 1,42" 4,60* 0,63"

Para inga-de-macaco, foi verificado que a pratica de inoculacdo com rizobios
influenciou somente o0s parametros da nodulacdo, com pouca correspondéncia na
concentracdo de N-foliar e N-total nas folhas das mudas (Tabela 3). A pratica da inoculagéo

favoreceu os processos de infec¢édo radicular, avaliados pelo namero de nédulos formados que
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foi significativamente maior em plantas inoculadas comparado a plantas que receberam N-
mineral. A auséncia de diferencas entre as plantas inoculadas e as do tratamento controle,
sugere a presenca de rizébios efetivos para inga-de-macaco nos solos pesquisados, o que €
reforcado pela auséncia de diferencas na biomassa seca dos nédulos entre estes tratamentos. O
desenvolvimento nodular foi significativamente menor em plantas que receberam N-mineral,
0 que, em outros trabalhos tem sido atribuido a um efeito inibidor da adubacéo nitrogenada.
De fato, sabe-se que na presenca de nitrogénio prontamente disponivel no solo, alguns
indicadores do estabelecimento e desenvolvimento dos nodulos s&o inibidos, como uma
estratégia natural da planta para ndo desperdicar recursos (Goi et al., 1997).

Brito (1997) conduziu um ensaio avaliando a eficiéncia fixadora de N, de uma cole¢édo
com 30 estirpes de Bradyrhizobium spp., isoladas de matrizes de inga-cip0, ocorrentes nos solos
latossolo amarelo, argissolo vermelho amarelo e gley pouco himico. Nesse estudo destacaram-se
as estirpes 529-B1B, 529-A4A e 529-D5A, todas relacionadas com médias superiores aos
tratamentos controle e com uréia, em relacdo aos parametros de didmetro do colo, N-total
acumulado, biomassa total, nimero de nédulos e massa nodular. De acordo com Alfaia e
Souza (2002), a inoculacdo de bactérias do grupo dos rizébios em inga-cip6 pode
proporcionar maior conteido em nitrogénio total na biomassa aérea da planta e na
concentracdo de N foliar, além de melhor a absorcéo de outros macro nutrientes, como P, K,
Ca,MgeS.

As diferentes formas de suprimento de N nédo influenciaram o numero de nodulos e a
biomassa dos nddulos formados em mulungu, bem como o N-total nas folhas das mudas,
entretanto favoreceu significativamente as taxas de N-foliar (Tabela 3). Para esta espécie, ja
discutida como de comportamento promiscuo, 0 numero de nodulos e biomassa nodular
desenvolvidas nas mudas foi em média maior no tratamento testemunha evidenciando a presenca

de diferentes grupos de rizébios compativeis com o mulungu nos solos pesquisados. Entretanto a
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formacéo e desenvolvimento de nddulos nem sempre esté associada a eficiéncia fixadora de N, e
a inoculacdo das plantas com o coquetel de estirpes homologas resultou na maior taxa de
nitrogénio foliar entre as espécies pesquisadas, alcancando teores de 3,89 %, e esta concentracdo
de N foi significativamente maior que em plantas que receberam N-mineral (P<0,05), ndo
diferindo, entretanto, das plantas do tratamento controle.

Os solos de terra firme pesquisados também influenciaram significativamente a formacao
e desenvolvimento de nodulos e as concentracdes de N-foliar e N-total das leguminosas arboreas
pesquisadas (Tabela 4). Para o inga-barata, foram verificadas diferencas altamente significativas
no numero, biomassa dos nddulos secos e taxas de N-foliar no solo argissolo comparado ao
latossolo (P<0,01). Estas diferencas também foram significativas e vantajosas do argissolo sobre
o latossolo para a concentracdo de N na parte aérea da planta (P<0,05).
Tabela 4. Efeito do tipo de solo na nodulagdo e absorcdo de nitrogénio em mudas de inga-

barata (Inga thibaudiana var. thibaudiana), inga-de-macaco (Inga nobilis) e mulungu

(Erythrina fusca), respectivamente aos 165, 151 e 93 dias de enviveiramento.

Biomassa seca

Solos Numero de dos nédulos N-foliar (%) N-total (1mg
nodulos planta™)
(mg)
Inga thibaudiana var. thibaudiana
Argissolo 124 a 119,63 a 2,82a 113,46 a
Latossolo 28 b 86,30 b 2,30 b 78,33 b
Teste F 72,59** 7,89%* 18,26** 6,57*
Inga nobilis
Argissolo 45 a 111,21 a 2,23 a 76,15a
Latossolo 12 b 33,33 b 2,14a 59,04 b
Teste F 21,28** 23,09** 1,94"™ 8,36**
Erythrina fusca

Argissolo 30a 115,15 a 2,67Db 41,64 a
Latossolo 4Db 24,24 b 3,53 a 31,93 a
Teste F 145,60** 65,08** 6,14* 1,23"

Para o inga-de-macaco as diferencas entre solos afetaram o ndmero de nodulos e seu
desenvolvimento e também as taxas de N-total acumulado nas folhas, que foram melhores em
Argissolo comparado ao Latossolo, mas ndo interferiram na porcentagem de N-foliar que ndo
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variou entre os diferentes solos testados. Considerou-se, entretanto os valores de N-foliar em
inga-de-macaco como baixos (média de 2,18%), sugerindo que ha ainda um melhor incremento a
ser obtido nas taxas de fixacéo de nitrogénio desta espécie.

Por fim, para o mulungu foi verificado que as plantas desenvolvidas em solo argissolo
apresentaram diferencas altamente significativas para o nimero e biomassa dos nédulos secos,
comparado ao latossolo (P<0,01), mas nao afetaram o N-total acumulado nas folhas nestes dois
diferentes solos. Contrariando uma tendéncia observada para todas as espécies quando foram
feitas comparac@es entre os solos, onde sempre havia alguma vantagem para o solo argissolo
sobre o latossolo, 0 mulungu teve a maior taxa de N-foliar verificada no latossolo, alcangcando
uma média de 3,53 % que superou significativamente a concentracdo de N nas folhas de plantas
desenvolvidas em solo argissolo, evidenciando que esta espécie também estd adaptada para
cultivos em latossolo e que possivelmente incrementou a absorcdo de N por via bioldgica neste
solo pela pratica da inocula¢do das mudas. Varios trabalhos tem relatado respostas favoraveis a
praticas de inoculacdo para leguminosas arboreas, como o de Galiana et al., (1998), que
identificou um aumento da nodula¢do de Acacia mangium quando inoculadas com rizébios,
relacionando esta prética a efeitos positivos no crescimento da arvore 39 meses apds o plantio
definitivo.

Deve-se considerar que na pesquisa aqui realizada ndo se trabalhou com rizobios
selecionados e a inoculagdo foi praticada com combinacfes de estirpes homologas e compativeis
com as leguminosas arboreas pesquisadas. Diversos experimentos tém apresentado respostas
favoraveis a inoculacdo de estirpes, demonstrado que a producdo de mudas de leguminosas
arboreas inoculadas com rizébios selecionados resulta no rapido estabelecimento apds o
plantio, maior sobrevivéncia e boa adaptacdo ap6s o cultivo, justificando a adocdo dessa

tecnologia de baixo custo e necessaria para a auto-suficiéncia das plantas.
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A inoculacdo com estirpes selecionadas apresenta vantagens, especialmente se comparadas
com mudas ndo inoculadas ou adubadas com N mineral (Faria et al., 1984). Quando o
suprimento de nitrogénio é feito por fertilizacdo mineral, registra-se um atraso consideravel no
estabelecimento e desenvolvimento dos nédulos, afetando o crescimento inicial das espécies
apos o plantio definitivo, além das perdas do adubo mineral por volatilizacdo e/ou lixiviacdo
(Silva e Faria, 1995; Ribeiro et al., 2004).

Recentemente, Vieira e Souza (2011) avaliaram o efeito da inoculacdo com rizobios em
acapl do igap6 (Swartzia argentea Benth.) e saboarana (S. laevicarpa Amshoff) e
constataram que a inoculacdo com rizobios na fase viveiro substituiu a necessidade de N
mineral, proporcionou elevada nodulacdo e contribuiu para a formacdo de mudas com boa
qualidade para o plantio definitivo. Em ensaio realizado em solos &cidos na Coldémbia com as
leguminosas arbustivas Calliandra calothyrsus, Cratylia argentea, Desmodium velutinum,
Indigofera constricta e Sesbania sesban, Rondon et al. (1996) concluiram que, em casa de
vegetacdo, Calliandra calothyrsus apresentou a taxa mais elevada de resposta a inoculacdo
em comparacdo as demais espécies, a qual permitiu incrementar em cinco vezes a area foliar e
mais de seis vezes a concentragdo de N total na biomassa das plantas, superando o efeito da

adubacdo de 150 kg de N/ha como fertilizante mineral.

CONCLUSOES

A inoculagdo com rizébios influencia o crescimento, particdo de biomassa, indicadores
de nodulacdo e absorcdo de N com especificidade, havendo diferencas na resposta
dependendo da espécie avaliada.

O caréter de especificidade ou de promiscuidade na leguminosa arborea selecionada é

determinante na resposta da espeécie a inoculacéo.
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Todas as espécies de leguminosas arboreas pesquisadas adaptaram-se melhor ao solo
argissolo comparado ao latossolo.

Demonstrou-se que as estirpes empregadas como inoculante em Inga thibaudiana var.
thibaudiana formaram processos de fixacdo de N, mais eficientes que quando inoculadas em
Inga nobilis. Para Erythrina fusca, considerada de comportamento ndo especifico quanto a
compatibilidade com rizébios nativos a pratica da inoculacdo favoreceu 0s processos

simbioticos em solo latossolo comparado ao argissolo.
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