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EFEITO DA INOCULAGAO COM RIZOBIO E DE SUBSTRATOS NO
CRESCIMENTO E NO TEOR DE PROTEINA BRUTA EM Discolobium sp.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito de diferentes
substratos e da relacdo simbidtica de Rhizobium sp. com o Discolobium sp.
sobre o crescimento e a producdo de proteina nessa planta. O experimento
foi desenvolvido em condicbes semi-controladas em um viveiro da
Universidade Federal de Mato Grosso. As hipoteses testadas foram: (a) o
efeito da inoculacdo das plantas de Discolobium com estirpes de Rhizobium
sobre a nodulagéao € dependente do tipo de solo empregado como substrato
de cultivo, (b) as plantas inoculadas apresentam maior crescimento (altura e
acumulo de matéria seca) que as plantas néo inoculadas e (c) as plantas
inoculadas apresentam maior teor de proteina bruta em seus 6rgaos que as
nao inoculadas. De uma maneira geral, os resultados deste trabalho n&o
permitiram identificar qualquer efeito positivo da inoculacéo, do substrato de
cultivo e da interagao entre esses dois fatores sobre o crescimento e o teor
protéico das plantas. Somente para o teor de proteina bruta nas folhas
verificou-se o efeito significativo da interacdo entre a inoculacdo e o
substrato de cultivo, contudo, o teste de meédias ndo discriminou o0s
diferentes tratamentos para essa varidvel. Em geral os isolados dos nédulos
das plantas apresentaram reacdo acida mais expressiva do que bésica ou

neutra.

Palavras-chave : Pantanal Mato-Grossense, fixagdo bioldgica do nitrogénio,

leguminosa.



EFFECT OF RIZHOBIUM INOCULATION AND SUBSTRATE ON GROWTH
AND GROSS PROTEIN CONTENT IN Discolobium sp.

ABSTRACT — The aim of this experiment was to evaluate the effect of
different substrates and the symbiotic relationship between Rhizobium sp.
and Discolobium sp. on growth and gross protein content in that plant. The
experiment was carried out in a greenhouse with semi-controlled conditions
at the Universidade Federal de Mato Grosso. The tested hypotheses were:
(a) the effect of plant inoculation with Rhizobium strains on the nodulation is
dependent on the substrate, (b) inoculated plants present higher growth
(height and dry matter) that non-inoculated plants, and (c) inoculated plants
present higher gross protein content in their organs than non-inoculated
ones. In a general way, the results of this work didn't allow to identify any
positive effect of inoculation, substrate or the interaction between those two
factors on the growth and gross protein content of the plants. Only for leaves
gross protein content it was found a significant effect of the interaction
between inoculation and substrate, however, the means test didn't
discriminate among treatments. In general the plant nodule isolated

presented a more expressive acid reaction than a basic or a neutral reaction.

Keywords: Pantanal Mato-Grossense, nitrogen biological fixation, legumes.
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1 INTRODUCAO

Dentre aproximadamente 19.000 espécies da familia Leguminosae,
ainda existe caréncia de informacfes sobre a capacidade de espécies dessa
familia em nodular, ou seja, de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras
de nitrogénio atmosférico (N,), sobretudo as espécies florestais tropicais
(Allen e Allen, 1981).

As leguminosas que fixam nitrogénio através da simbiose com
bactérias conhecidas por "rizébio" (géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium), sdo importantes dos pontos
de vista econbmico e ecoldgico, pois podem dispensar total ou parcialmente
os fertilizantes nitrogenados, contribuindo assim para viabilizar
reflorestamentos e minimizar possiveis impactos ambientais decorrentes da
utilizacao destes insumos (Barbieri et al., 1998; Ferreira, 2000; Barrientos et
al. 2002; Okito et al., 2002; Scivittaroi et al., 2004).

No Pantanal os recursos forrageiros constituem a principal fonte de
alimentos para os grandes herbivoros silvestres e domeésticos. E pouco se
sabe como esses recursos sado usados ao longo dos meses e dos anos
(Scheffer-Basso et al., 2001; Santos et al., 2002).

As espécies de leguminosas forrageiras fixadoras de nitrogénio se
apresentam como uma alternativa para os solos pobres e sujeitos a
inundacdo no Pantanal, porém estresses ocasionados por altas
temperaturas e salinidade podem interferir no processo de nodulagdo
(Martins et al., 2001).

Além disso, 0 enriquecimento das pastagens com estas espécies

leguminosas, associadas a estirpe de Rhizobium comprovadamente
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eficientes, podera beneficiar o crescimento das gramineas, sendo mais
apropriado ao Pantanal do que a simples aplicacdo de adubos nitrogenados,
ja que o regime hidrico da regido compromete a eficacia do emprego de
fertilizantes minerais, devido a facilidade de sua diluicdo, carreamento e
lixiviagao (Martins et al., 2001).

Desta forma é necessario gerar conhecimentos através de pesquisas
com plantas nativas como € o caso da Discolobium sp. que é uma
importante fonte de alimento, tanto para os animais silvestres como bovinos.
A espécie apresenta um real potencial econdbmico que precisa ser
pesquisado, de forma a compreender os aspectos da simbiose com
bactérias na fixacdo de nitrogénio atmosférico (N2). Tudo isso incrementaria
sua utilizacdo como forrageira na criacdo de bovinos, aproveitando ainda
mais seu alto teor de proteina bruta.  Assim, o objetivo desse trabalho foi
verificar o efeito da inoculagédo com rizébios em Discolobium sp. avaliando o
sucesso da simbiose no aumento de proteina bruta e de matéria seca e
verificando se ha algum efeito do tipo de solo no processo de nodulacéo.

As hipéteses elaboradas foram: (a) o efeito da inoculagéo das plantas
de Discolobium com estirpes de Rhizobium sobre a nodulacéo é dependente
do tipo de solo empregado como substrato de cultivo, (b) as plantas
inoculadas apresentam maior crescimento (altura e acumulo de matéria
seca) que as plantas nao inoculadas, (c) as plantas inoculadas apresentam

maior teor de proteina bruta em seus 6rgdos que as nao inoculadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioma Pantanal

2.1.1 Localizagao

O Pantanal é uma planicie sedimentar (138.000 km?), formada no
periodo quaternario, preenchida com depdsitos aluviais dos rios da Bacia do
Alto Paraguai (BAP). A baixa declividade dificulta o escoamento das aguas
e, em combinacdo com mesorelevo, determina o aparecimento de ambientes
caracteristicos associados a vegetacdo em mosaico, como as “cordilheiras”
(antigos diques fluviais), com vegetacdo arbOrea mais densa. A vegetacao
incorpora também elementos das provincias fitogeograficas adjacentes
(Adamoli, 1982; Brasil, 1997; Silva e Abdon, 1998). Os rios tributarios correm
de Leste a Oeste. Estende-se desde os 16°S até os 21°S, o equivalente a
pouco menos que 600 km em linha reta (Figura 1).

Possui uma largura maxima de 380 km sobre o paralelo de 17°S,
entre os meridianos de 55°W e 58°30'W. Apresenta unidades distintas em
sua paisagem: areas permanentemente alagadas, areas eventualmente
alagaveis e areas periodicamente alagaveis (Nogueira et al., 2002).

Segundo Junk e Silva (1999) a fonte de inundacéo é muito importante
para muitos aspectos ecologicos nas areas sob alagamento, tais como
diversidade de organismos e estado nutricional do solo. Uma das
caracteristicas que definem a composi¢cdo das comunidades de organismos
que colonizam areas inundadas e 0s processos bioldgicos no solo seria 0
estresse causado ora pela falta de agua (seca), ora pela enchente devido a
cheia dos rios.

O conhecimento dos campos inundaveis do Pantanal de Mato Grosso
€ um dado fundamental no sentido da exploragcdo socio — econdmica,

visando o desenvolvimento sustentavel e a conservagédo do Pantanal.
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Entre os recursos naturais existentes no Pantanal e em toda a Bacia
do Alto Paraguai (BAP) esta a vegetacao, tornando essa regiao importante
fonte de germoplasma de plantas de interesse econ6mico e de grande
diversidade floristica, com endemismos, logo, de grande interesse para
conservagao. Estudos mais recentes tém descoberto novas plantas ainda
nao citadas para a regido e até algumas novas para a ciéncia (Brasil, 1997;
Schwenk e Silva, 2000).

POLIS
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Figura 1- Sub-regifes do Pantanal Mato-Grossense (segundo Adamolli, 2000).

1. Pantanal de Caceres 6. Pantanal da Nhecolandia

2. Pantanal de Poconé 7. Pantanal do Abobral

3. Pantanal de Barédo de Melgaco 8. Pantanal do Aquidauana - Negro
4. Pantanal do Paraguai 9. Pantanal do Miranda

5. Pantanal dos Paiaguas 10. Pantanal do Nabileque
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2.1.2 Fisiografia

O Pantanal € composto pela intersecdo de quatro grandes Regides
Fitoecologicas, que regionalmente podem ser conhecidas como Mata
Decidua, Mata Semidecidua, Cerrado e Chaco. Além dessas quatro
Regides, em varias porcdes do Pantanal observa-se a ocorréncia de
contatos floristicos entre as Regifes Fitoecologicas (Pott e Pott, 1997; Silva
e Abdon, 1998).

O relevo do Pantanal é praticamente plano, com declividade quase
nula, de apenas citados gradiente topografico varia de 0,3 a 0,5m/km no
sentido leste-oeste e 0,03 a 0,15m/km no sentido norte-sul (Soares et al. ,
2006). A menor declividade no sentido norte-sul provoca, a principio, um
barramento no escoamento do rio Paraguai e 0 consequentemente
alagamento da area (EMBRAPA, CPAP, 1996).

2.1.3 Solos

Os solos sao de origem sedimentar, ocorrendo em fases argilosa e
arenosa de forma alternada e descontinua, com a dominéncia de solos
hidromorficos compondo 92,5% do total (Amaral Filho, 1984). Os tipos
predominantes sdo: latossolicos, Latossolo Vemelho-Escuro eutrdfico,
eptrofico, distréfico; Latossolo Vermelho-Amarelo, epitréfico, alico e
endopletroplintico; Plintossolos endoeutrofico, epiélico, alico; Hidromoficos,
Glei Pouco Humico eutréfico, endopetroplintico endoalico, alico e Litdlicos
distréfico, endoalico e alico (Gonzaga et al., 2000).

2.1.4 Clima
O clima é do tipo quente, com 0 semestre de inverno seco,

apresentando um regime de precipitacdo marcadamente estival, que define

o carater estacional Aw segundo Koppen (David-Garcia,1984). A
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pluviosidade oscila entre 800 e 1400 mm/ano, sendo que 80% ocorrem entre

0s meses de novembro e marco.

2.1.5 Geomorfologia e hidrografia

O Pantanal Mato-Grossense € uma planicie sedimentar aluvial
quartenaria (holocénica), parcial e periodicamente alagavel em funcédo da
sua baixissima declividade (David-Garcia, 1984), idem onde o sistema de
drenagem denso, freqlientemente obstruido por sedimentos aluviais
transportados pelas aguas, condiciona o aparecimento de ambientes com
caracteristicas proprias, conhecidas popularmente como baias (leitos fosseis
segmentados), vazantes (leitos fosseis com escoamento d agua
temporario), corixos (leito fésseis com agua permanentes) e cordilheira
(diqgues marginais antigos) que favorecem ao desenvolvimento da fauna e
flora onde se encontra espécies raras ou em extingdo, vegetais e/ou animais
(Amaral Filho, 1984).

2.1.6 Vegetacéo

Ha diversas comunidades vegetais com dominio nitido de uma
espécie, a qual da o nome regional. O sistema de classificacdo da vegetacao
fundamenta-se em aspectos fisionémicos, floristicos, ecoldgicos e na
combinacdo destes, utilizando-se denominacfes regionais. Em estudos
anteriores ja foram utilizados critérios fitofisiondbmicos, devido a facilidade
para a pronta identificacdo da vegetacdo a partir de um avidao, associado a
uma denominacgao regional das classes, estabelecendo um paralelo para a
classificacdo da vegetacdo entre o0 sistema fisiondmico-ecoldgico (IBGE,

1992), e as denominacdes regionais utilizadas (Tabela 1).
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Tabela 1- Equivaléncia entre o sistema fisionémico-ecoldgico do IBGE

(1992) e as denominacdes regionais.

Sistema fisiondmico-ecoldgico Denominacéo regional

Floresta semidecidua Aluvial mata de galeria
Florestal Estacional Semidecidual/ mata semidecidua
Terras Baixas

Savana Florestada cerradao, babacual

Savana Arborizada cerrado

Savana Parque paratudal, canjinqueiral
Savana gramineo- lenhosa campo inundado, campo seco
Savana estépica Florestada chaco

Savana Estépica Parque carandazal

Sistema Edéfico de Primeira buritizal, cambarazal

Ocupacgéo, formagOes pioneiras- Piriza,caetezal, baceiro ou batume,
vegetacdo com influéncia fluvial brejo

e/ou lacustre

2.2 Caracterizacéo do género Discolobium

Segundo Pott e Pott (2004), o género possui oito espécies, todas
hidrofitas, pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae), sub-familia
Papilionidade. Os autores ainda descrevem o género como sendo plantas
de habito arbustivo ou subarbustivo aquatica emergente, perene, geralmente
em grupamentos interligados por rizoma, a parte aérea podendo ser
renovada na estacdo chuvosa, de 1,0 a 4,5 m de altura; tem parte basal do
caule engrossada (aerénquima) com raizes adventicias na agua; as folhas
sdo acinzentadas no lado inferior; inflorescéncia pegajosa; floresce quase o
ano todo, mas em geral apresenta poucos frutos (setembro a fevereiro) ,

logo caem quando maduros.
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2.2.1 Importancia econdmica e ecologica

Loureiro et al. (1994), em trabalhos com Discolobium sp. destacam a
potencialidade forrageira da leguminosa na dupla fixagado de nitrogénio, em
ndédulos do caule e raiz.

Segundo Pott e Pott (1987), o género Discolobium é uma excelente
forrageira, com cheiro e um teor de proteina bruta de 28%, semelhante ao
teor encontrado na alfafa, que é apreciado por cervos, peixes, bovinos e
bubalinos. Pacu e capivara roem também o caule (Allem e Valls, 1987). A
flor € comida pelos peixes ao cair na agua ou pelos que pulam para alcancga-
las, (Pott e Pott, 2004).

Outra utilizacao da planta € seu uso medicinal na regido em forma de
cha contra hemorragia de Utero. E também se apresenta com potencial
ornamental (Pott e Pott, 2004).

2.2.2 Etapas do desenvolvimento da planta e habitos de crescimento

S&o0 escassas informacdes na literatura em relacdo ao ciclo de
desenvolvimento de Discolobium sp. Alguns trabalhados em microbiologia
do solo com espécies desse género, como os de Loureiro (1994), ja foram
realizados na caracterizacao dos rizébios que nodulam o caule e raiz.

Pott e Pott (2004) observaram que a planta tolera de 1 a 4 m de
lamina de inundacdo e até a submersdo por varios meses. E flexivel,
tolerando as ondas das margens dos grandes alagados, ficando quase sem
folhas na cheia.

Elias Neto (2004), caracterizando a fenologia do Discolobium sp.,
verificou que a floragdo foi um evento marcante e ocorreu na estacdo
chuvosa (fevereiro a abril).

Ainda segundo o autor, a frutificagdo seguiu-se até abril com fortes
declinios de frutos persistentes na planta no inicio de maio. Ainda segundo o
autor, as brotacdes do ramo principal e secundario nao tiveram um

desenvolvimento acentuado na seca, ocorrendo uma abscisdo parcial das
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folhas (julho-agosto), possivelmente a restricdo hidrica do periodo,

ocasionando uma reducéo no crescimento da planta.

2.3 O nitrogénio nas plantas

Cerca de 78% da constituicdo gasosa da atmosfera € formada por
nitrogénio molecular ou dinitrogénio (N2), sendo também um importante
elemento como componente quantitativo da fitomassa, ocupando a quarta
posicdo, apds o carbono, o oxigénio e o hidrogénio (Lacher, 2004).

Com a excecdo da agua, o0 nitrogénio é geralmente considerado o
nutriente mais limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente
natural (Franco e Dbbereiner, 1994).

E constituinte essencial de aminoacidos, proteinas, bases
nitrogenadas, acidos nucléicos, horménios e clorofila, entre outras
moléculas. A maioria das plantas obtém o nitrogénio do solo sob a forma de
ion nitrato (NOg3), havendo algumas que o absorve sob a forma de ion
amonio (NH4") (Power e Peterson, 1998).

O nitrogénio pode ser um nutriente critico para as plantas porque seu
suprimento no solo é limitado e, além disso, ele também é utilizado pelos
microrganismos que habitam esse solo. Os organismos eucariontes séo
incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma forma assimilavel. Assim, o
N, move-se para dentro da planta através dos estbmatos, saindo logo em
seguida, sem que possa ser utilizado (Hungria e Vargas, 2000).

Os atomos encontram-se unidos de uma maneira muito estavel na
molécula de nitrogénio e por esse motivo para que o N, possa ser convertido
a uma forma assimilavel € necessario o fornecimento de temperatura e
pressdo muito elevadas (fixacdo industrial) ou a presenca de um sistema
enzimatico apropriado (fixacado bioldgica).

Em 1913, Haber e Bosch implantaram um processo industrial capaz
de converter o N, gasoso em amonia. Este processo de fixacdo quimica de

nitrogénio emprega ferro metalico como catalisador e depende de altas
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temperaturas (400-600°C) e pressodes (200-600 atm) para combinar N, e H,
produzindo amonia em grande escala (Nunes et al., 2003; Chagas, 2007).

A fixacdo biolégica do N, ocorre gracas um complexo de duas
enzimas, denominado nitrogenase, presente apenas em alguns organismos
procariontes. Do ponto de vista energético, ela também é dispendiosa para o
organismo que a realiza. No entanto, devido a presenca desse sistema
enzimatico, a reacdo pode ocorrer a temperatura ambiente e a pressao
atmosférica (Kent e Triplett, 2002; Goormachtig et al., 2004).

A literatura existente sobre o assunto aponta com sendo trés as
principais fracbes de nitrogénio na planta: N organico (amonio e nitrato), N
em aminoacidos (aminoacidos, aminas e amidas) e N protéico. Entretanto, a
maioria dos trabalhos relativos a descricdo dessas fragcbes relaciona

exclusivamente as proteinas e aminas.

E, a justificativa para isso, € de que a planta prioriza o uso de
esqueletos ou compostos organicos aminoacidos e proteinas, previamente
sintetizados para a formacdo de novos tecido, ao invés de utilizar formas
inorganicas que necessitariam ser incorporadas a essas moléculas; uma vez
que a planta busca minimizar gastos energéticos durante a fase de

recuperacéo apos desfolha.

2.4 Fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) por legum  inosas

A fixacdo biologica de nitrogénio é caracterizada pela utilizagdo do
nitrogénio gasoso da atmosfera (N2) no metabolismo de um grupo seleto de
seres Vivos, que inclui algumas espécies de microrganismos procarioticos.
Estes microrganismos possuem o0 complexo enzimatico chamado
nitrogenase, necessario para transformar o N, em amébnia,
subsequlientemente assimilada em aminodacidos e proteinas. Alguns desses
microrganismos se associam a algumas espécies de plantas criando um
sistema mutualista no qual o N, fixado pelos microorganismos é trocado com

as plantas por fotoassimilados (Neves e Rumjanek, 1998).
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As leguminosas herbaceas constituem algumas das plantas mais
utiizadas como adubos verdes, embora espécies de outras familias
botanicas também sejam frequentemente utilizadas.

Devido a essa capacidade das leguminosas de fixarem nitrogénio
atmosférico em associacdo com bactérias dos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium, essas plantas podem substituir os adubos minerais no
fornecimento de N para varias culturas de interesse comercial (Ddbereiner,
1997).

Os efeitos benéficos promovidos pelo crescimento de plantas
leguminosas no solo tém sido observados por séculos. Teofrasto, que viveu
no terceiro século a.C., escreveu que 0s gregos usavam a fava (Vicia faba)
para enriquecer os solos. JA no século passado, em 1818, Sir Humphrey
Davy escreveu no "Agricultural Chemistry" que ervilhas e feijdes pareciam
preparar a terra para o plantio do trigo e que o nitrogénio (chamado azoto)
existente na matéria das duas leguminosas parecia derivar da atmosfera. De
fato, em locais no quais plantas leguminosas crescem, algum nitrogénio
extra pode ser liberado no solo, tornando-se disponivel para outros vegetais
(Raven et al.,1996).

Na agricultura moderna, é pratica comum fazer a rotacdo de uma
planta cultivada ndo leguminosa, como o milho, com uma leguminosa, como
a alfafa. Por vezes utiliza-se a rotacdo milho, soja, entdo trigo. Quando as
leguminosas séo colhidas, suas raizes ricas em nitrogénio permanecem no
solo, enriquecendo-o.

O papel dos microrganismos na fixagcdo bioldégica do nitrogénio
atmosfeérico, responsavel por essas antigas e frequentes observacdes, foi
descoberto por H. Helbuegel e H. Wilfarth em 1888. Alguns exemplos
conhecidos de associacfes entre bactérias Rhizobiaceae e plantas
leguminosas sdo: o0 género Azorhizobium com o0 género Sesbania,
Bradyrhizobium japonicum com), Glycine max (soja Rhizobium meliloti com
Medicago sativa (alfafa), Rhizobium leguminosarum biovar viciae com Vicia

faba e com Pisum sativum (ervilha) e, Rhizobium leguminosarum biovar
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phaseoli com Phaseolus vulgaris (feijdo) (Herrera-Cervera et al., 1999;
Hungria et al. ,1998; 2001; Silveira e Freitas 2007)

No Brasil, os estudos estdo concentrados nas espécies exoticas,
cultivadas comercialmente, para as quais existem estirpes de rizobio
selecionadas a disposicdo dos produtores (Scheffer-Basso et al., 2001).

Infelizmente, apesar da justificativa do uso e da manutencdo de
leguminosas em pastagens repousarem em grande parte na sua capacidade
de obter nitrogénio via fixacdo simbiotica, muito pouca atencéo foi dedicada
a este assunto para as espécies nativas, demonstrando falta de
interdisciplinaridade nos trabalhos de pesquisa (Scheffer-Basso et al., 2001).

A associacédo entre leguminosas e bactérias dos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium apresenta-se como uma das formas mais eficientes de
acrescentar nitrogénio ao solo. A quantidade de nitrogénio fixado por
leguminosas varia em funcdo das espécies utilizadas e das condi¢des de
clima e de solo. Em alguns casos, essa quantidade pode chegar a mais de
100 kg de N/ha (Derpsch et al., 1991).

Nos paises de clima tropical, onde predominam tecnologias de baixo
insumo, as pesquisas tém sido conduzidas visando manter 0s ecossistemas
sustentaveis do ponto de vista ambiental e econémico (Toledo, 1985).
Nessas condi¢des, a conservacao, a reutilizacéo e, principalmente, a fixacao
biolégica do nitrogénio sdo fundamentais para obtencdo de maior
produtividade (Toledo, 1985; Ddbereiner, 1997). Isso vem sendo relatado em
varios estudos sobre leguminosas associadas a bactérias que evidenciam
que tal associacdo simbidtica reduz ou dispensa a adubacdo nitrogenada

(Vargas e Hungria,1997).
2.4.1 Caracterizacao do grupo rizébio
Estes microrganismos sdo bactérias Gram negativas, aerdbicas néo

esporulantes, pertencentes ao filo alpha-Proteobacteria, os quais séo

genericamente identificados como rizobio (Zakhia e Lajudie, 2001).



27

Sdo bactérias simbidticas que, de modo geral, revelam sua
capacidade de fixar N, somente quando em simbiose com plantas
leguminosas e algumas ndo leguminosas. No entanto, os rizObios sé&o
bactérias teluricas de vida livre e sobrevivem in situ a custa de compostos
nitrogenados do solo; nele continuam a carregar seu equipamento genético,
permitindo-lhes fixar o N, quando encontram sua planta hospedeira
especifica (Vargas e Hungria, 1997).

A classificacdo destes microrganismos, nos ultimos vinte anos, esteve
em constante alteracdo, sendo descobertos novos géneros e sendo alterada
a taxonomia (Wang et al., 2007).

No estudo taxondmico inicial de rizobio, todas as bactérias
formadoras de nédulos em leguminosas eram classificadas no género
Rhizobium (Frank, 1889; Wang et al., 2007), apresentando seis espécies: R.
leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. japonicum.

Em seu trabalho, Jordan (1982) modificou a taxonomia de rizébio,
dividindo-os em dois géneros: Bradyrhizobium e Rhizobium. O primeiro
género correspondia as cepas de crescimento lento, de reacdo basica em
meio de cultura LMA (Levedura Manitol Agar) (Vincent, 1970), com diametro
menor ou igual a 1 mm e crescimento em 5 a 7 dias, designando somente
uma espécie Bradyrhizobium japonicum, que incluiu também a espécie R.
lupini por apresentar caracteristicas semelhantes. No género Rhizobium
alocaram-se trés espécies: R. leguminosarum, R. meliloti e R. loti. Na
primeira espécie foram considerados trés biovares: R. leguminosarum bv.
viciae, bv. trifolli e bv. phaseoli. Os trés biovares constituiram o mesmo
grupo na taxonomia numeérica e na hibridizacdo DNA-DNA, mas
corresponderam a diferentes grupos de nodulagdo cruzada (Wang et al.,
2007).

Em estudos posteriores, outro grupo de bactérias de crescimento
rapido foi coletado em solos na China e identificado, tanto a partir do solo
como de nédulos de soja, cujas caracteristicas fisiol6gicas e bioquimicas
indicavam uma posicdo taxon6mica intermediaria entre Rhizobium e

Bradyrhizobium (Keyser et al., 1982, Xu e Ge, 1984). Desta maneira, se
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propbés a criacdo de uma nova espécie, Rhizobium fredii, baseados
principalmente em experimentos de hibridizacdo de DNA (Scholla e Elkan,
1984).

Atualmente, a taxonomia do grupo rizébio vem sendo modificada. A
principal alteracdo ocorreu no género Rhizobium, ao qual foram incluidas
todas as espécies de Agrobacterium (Conn, 1942) e Allorhizobium undicola
(Lajudie et al., 1998), combinando as novas espécies: Rhizobium
radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola e R. vitis (Young et al., 2003).
Outra mudanca aconteceu ao género Sinorhizobium, de acordo com Young
(2003), os géneros Sinorhizobium e Ensifer sdo similares e segundo o
“Bacteriological Code” o género Sinorhizobium deve ser transferido para
Ensifer por ter sido descrito posteriormente. Assim, hoje sao consideradas
quatro familias (Rhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae, Phylobacteraceae e
Xanthobacteraceae), cinco géneros (Rhizobium, Bradyrhizobium,

Mesorhizobium, Sinorhizobium/ Ensifer e Azorhizobium) e 46 espécies.

2.4.2 Formacao de nodulos em leguminosas

Grande parte das leguminosas forrageiras tropicais é classificada
como promiscua em relacdo a especificidade hospedeira de seu
microsimbionte. Isto significa que as espécies podem nodular com estirpes
de Rhizobium ou Bradyrhizobium, mas em geral, apenas uma parcela
dessas estirpes sdo capazes de fixar N, (Allen e Allen, 1981; Vargas e
Hungria,1997).

No caso de leguminosas com dupla nodulacdo (raiz e caule), talvez
ocorra uma competicdo, em nivel energético, entre a nodulagéo da raiz e a
do caule, que é controlada pela nodulacéo do caule.

Isto € sugerido pela seguinte observacdo: quando Sesbania rostrata
com noédulos radiculares desenvolve, através de inoculagédo, nodulos no
caule, ndo ocorre aumento no peso dos nédulos radiculares e na atividade
da nitrogenase. Porém, os nédulos radiculares e atividade da nitrogenase

s&o recuperados quando os nddulos do caule sdo removidos. E possivel que
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0 mecanismo responsavel pelo controle seja a proximidade dos nédulos do
caule do mecanismo fotossintético, o que permite aos nédulos do caule
controlar o fornecimento de fotossintatos para os nodulos radiculares e
determinar sua longevidade e atividade (Ladha et al., 1992).

As leguminosas que crescem em condi¢des de inundacao podem ter
um fornecimento limitado de O, para os nodulos radiculares. Portanto,
nesses ambientes, a caracteristica de nodular o caule seria uma vantagem,
visto que a nodulac&o no caule reduz a demanda da planta por O, (Ladha et
al., 1992).

Os nbédulos também apresentam aerénquima e o cortex menos
compacto, que proporciona um aumento na permeabilidade de gases. A
mesma adaptacéo foi observada em S. cannabina e S. speciosa, sugerindo
gue espécies de Sesbania desenvolvem esse tecido especial para a
adaptacdo ao alagamento, permitindo a troca de gases através do caule
para as raizes (Saraswati et al., 1992; Evans e Rotar, 1987). Yoshida (1981)
relatou que ndédulos radiculares de Aeschynomene indica utilizaram N que

foi fornecido através do caule alagado.

As espécies que possuem nodulos caulinares apresentam um
elevado potencial de fixacdo de N,. Esta alta performance pode ser atribuida
a presenca de tecido fotossintético proximo aos nédulos, o que torna
possivel a fosforilacéo ciclica, assim como a sintese de carboidratos,
possibilitando o fornecimento de energia para a fixagcao de N, (Boivin, et al.,
1997).

Entre as leguminosas com tais caracteristicas, Aeschynomene e
Sesbania foram as primeiras a serem relatadas (Dreyfus et. Al., 1984;
Alazard, 1985;1987; Ladha et al., 1990). Loureiro et al. (1994) observaram
um novo género com capacidade de produzir nédulos no caule, Discolobium.
Em duas espécies (D. pulchellum e D. psoraleaefolium); James et al. (2001)
observaram a presenca de nédulos caulinares em mais uma espécie D.
lepthophyllum. Foram encontrados nodulos de raiz e caule em areas

alagadas do Pantanal Mato-Grossense. As observacdes indicam, ainda, que
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a nodulacdo somente ocorreu apés a formagdo do tecido parenquimatoso,
sendo, portanto, diretamente influenciada pelo alagamento. Os nodulos do
caule recebem o oxigénio via aerénquima formado na parte inferior do caule,
permitindo a difusdo dos gases (Loureiro, 1994).

Diversos fatores envolvem a nodulacéo no caule: presenca de sitios
de nodulacéo pré-determinados no caule, presenca de células
fotossintetizantes ao redor dos nddulos, maior tolerancia ao N combinado e,
em algumas espécies, a natureza fotossintetizante do rizébio (Ladha et al.,
1990; James e Sprent, 1999).

No sistema vascular, apresenta cordao de infec¢ao similar ao de
Aeschynomene fluminensis (Loureiro et al., 1995). Os nodulos de caule e
raiz de Discolobium pulchellum apresentam tecido infectado do tipo
aesquinomendide desmodidide (Corby, 1988), isto €, sem células nao
infectadas. As células infectadas nos nédulos de caule sdo vacuoladas, com

corddes de infeccdo visiveis (Loureiro, 1994).

Ao contrario de outras leguminosas nodulantes, os nédulos de caule
de Discolobium sp., tém uma necessidade obrigatoria de estarem submersos

e senescem muito rapidamente quando expostos ao ar (Loureiro, 1994).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de plantas e de solo para substrato

As plantas do género Discolobium empregadas como fonte de
estacas para propagacdo vegetativa foram coletadas no Municipio de
Poconé, Pantanal de Mato Grosso, em trés pontos as margens da rodovia
Transpantaneira. Os trés pontos de coletas foram os seguintes: (a) Posto
fiscal (16° 27’ 85,3” de latitude Sul e 56° 40’ 47,5” de longitude Oeste), (b)
Estatua de Sao Francisco de Assis (16° 27’ 0,69” de latitude Sul e 56° 40’
37.3” de longitude Oeste), (c) Bar Barara (16° 31’ 15,8” de latitude Sul e
56° 42’,44.6” de longitude Oeste).

Foram empregados dois tipos de solo como substrato para o cultivo
de Discolobium sp. O primeiro tipo foi terra preta, proveniente do viveiro da
FAMEV/UFMT. O segundo substrato foi uma amostra composta de mistura
solos, obtida em trés pontos na regidao do Pantanal de Poconé situados
proximos ao local de coleta do material vegetal. Ambos os tipos de
substratos empregados foram posteriormente analisados fisica e

guimicamente.

3.2 Local do experimento, condicbes de cultivo e de lineamento

experimental

O experimento foi instalado no Viveiro da Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Mato Grosso,
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campus de Cuiaba, com o delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) no esquema fatorial 2x2 com 4 repeticbes com uma
estaca/balde com os seguintes tratamentos (T): Tl (solo Pantanal com
plantas inoculadas); T2 (solo Pantanal com plantas ndo inoculadas); T3
(terra preta com plantas inoculadas); T4 (terra preta com plantas nao
inoculadas).

As plantas coletadas foram cortadas com 30 cm de comprimento,
retirando-se todas suas folhas para preparo das estacas e propagacao
vegetativa. Posteriormente as estacas preparadas foram acondicionadas em
baldes de sete litros completados até o meio com o0s substratos: solos do
Pantanal e terra preta e submetido a condicdes de inundacdo com
renovagcdo constante de agua, procurando, assim, similaridade com as
condigdes originais.

A temperatura e a umidade do ar foram tomadas diariamente no
horéario das 9:00 h de um psicrémetro instalado no viveiro a partir do més de
outubro de 2006, ap6s o procedimento de inoculacdo das plantas com o

rizébio.

3.3 Inoculagéo do rizébio em Discolobium sp.

As plantas foram inoculadas com Rizhobium sp. isolados de nddulos
de caule e raiz de Discolobium sp. da colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia do Solo da FAMEV/UFMT. O procedimento foi realizado em
trés secodes, sendo a primeira aos 120 dias logo apds o plantio e as duas
subsequientes, aos 130 e aos 140 dias ap6s o plantio, respectivamente.

Inicialmente os isolados foram multiplicados e crescidos em meio
liquido de levedura e manitol (YM), (Vincent, 1970) a 28 durante trés dias.
A inoculacéo das estacas das plantas foi feita utilizando-se 1,0 mL do meio
liguido, aplicado com uma seringa diretamente no caule, préximo a

superficie do solo.
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3.4 Analise de crescimento das plantas

3.4.1 Altura das plantas

A altura das plantas foi obtida medindo a primeira brotac&o a partir da
extremidade da estaca proxima a lamina d’ agua até o ultimo par de folhas
expandidas. As medi¢cbes foram efetuadas quinzenalmente, com 11 tempos
datas de amostragem.

Os dados originais foram submetidos a andlise de variancia
considerando além dos fatores originais, ou seja, 0 substrato e a inoculacgéo,
um novo fator, o tempo de amostragem, seguindo-se 0 mesmo delineamento
experimental inteiramente casualizado. Além dessa analise, como o
interesse residiu na observacao da dinamica do crescimento de cada um dos
grupos de plantas submetidos aos diferentes tratamentos, foi ajustada uma
curva de regressao para os dados originais de altura. O ajuste e a
comparacao dessas curvas foram feitos com o auxilio do programa NCSS
(Hintze, 2004).

3.4.2 Matéria seca das plantas

No final do experimento, 10 meses apos o plantio (302 dias), as
plantas foram coletadas para determinacdo da matéria seca da parte aérea
(caule e folhas) e raiz por meio de secagem em estufa de circulacdo de ar
forcada por 72 horas a 65T. Apds, a secagem, as am ostras foram pesadas,
moidas e armazenadas para as analises posteriores do teor de nitrogénio.

Os dados originais da massa seca do material vegetal analisado
foram submetidos a andlise de variancia e prova de médias por Tukey a 5%
de probabilidade.



3.5 Teor de proteina bruta das plantas

Do material vegetal oriundo da determinagcdo da massa seca e
reservado para as analises laboratoriais, determinou-se as concentracdes de
nitrogénio dos diferentes orgados pelo método Kjeldahl (Vogel, 1992;
Yasuhara e Nokihara, 2001; Nogueira e Souza, 2005) que é baseado na
decomposicao da matéria organica através da digestdo da amostra a 400C
com acido sulfarico concentrado, em presenca de sulfato de cobre como
catalisador que acelera a oxidacdo da matéria organica e decompde a

proteina e aminoacidos do tecido vegetal em NH,. O nitrogénio presente na

solucéo acida resultante foi determinado por destilacéo por arraste de vapor,
seguida de titulagdo com &cido cloridrico (Equacéo 1). Na determinacdo da
proteina bruta, multiplicou-se o valor do nitrogénio total encontrado pelo fator
6,25 para converter o teor de nitrogénio em teor de proteina bruta (Equacéo
2).

O nitrogénio total (NT) foi determinado pela seguinte equacao:

NT = (Va— Vb) x F x 0,1 x 0,014 x 100 /P1 (Eq. 1)

Em que:

NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

Va — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra,
em mililitros;

Vb — volume da solucdo de &cido cloridrico gasto na titulacdo do branco, em
mililitros;

F — fator de corre¢éo para o acido cloridrico 0,01 mol/L;

P1 — massa da amostra, em gramas.

A expressao a seguir foi utilizada para determinar a proteina bruta:
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PB = NT x FN (Eq. 2)
Em que:

PB — teor de proteina bruta na amostra, em percentagem;

FN — 6,25 (fator de corre¢éo);

NT = (Va— Vb) x Fx 0,1 x 0,014 x 100 /P1

3.6 Isolamento das bactérias dos nddulos das planta s

Ao final do experimento, no momento da amostragem para avaliacao
da matéria seca e do teor de nitrogénio nos diferentes 6rgdos, também foi
efetuada a contagem do numero de nodulos na raiz, os quais foram em
seguida retirados e armazenados em silica.

Posteriormente, foi realizada a limpeza superficial dos nédulos de
acordo com as seguintes etapas: 1 minuto imerso em alcool (96%); 1 minuto
imerso em hipoclorito 10-12% seguido de lavagem em agua estéril para
retirada do excesso de hipoclorito. Em seguida foram esmagados e riscados
em placas de Petri contendo meio YMA. As placas foram incubadas para
avaliacdo do crescimento dos isolados e observados quanto a reacdo de pH.

A coloracdo de GRAM foi realizada para verificagdo da pureza dos isolados.

3.7 Andlise fisico-quimica da &gua de inundacao

Em cada uma das unidades experimentais foram realizadas medi¢des
do pH e da condutividade elétrica (CE) da agua de inundacéo presente nos
vasos. O pH foi determinado com o auxilio de um sistema portatil de
medidas de pH (pHmetro, modelo HI 8314, SCHOTT GLAS, Maiz,
Alemanha), que sempre foi ligado 30 minutos antes do inicio de cada
medicao. A cE foi medida utilizando-se um condutivimetro (modelo OXI/SET,
SCHOTT GLAS, Maiz, Alemanha) ajustado a temperatura do ambiente,
sendo a medida utilizada como indicador da quantidade de ions presentes
em solucdo.As medidas de pH foram obtidas semanalmente e as de cE

quinzenalmente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise de crescimento das plantas

4.1.1 Altura das plantas

Dos fatores que afetaram a altura, houve significAncia estatistica
apenas para o tempo de amostragem (p < 0,01), ndo sendo verificado
qualquer efeito significativo do substrato, da inoculacdo ou das interacdes.

Nota-se que houve uma maior variabilidade interna da altura daqueles
grupos crescidos em solo de terra preta, em comparagdo com 0s crescidos

em solo do Pantanal (Figura 2).
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Figura 2- Modelos de regressao linear para a dindmica do crescimento em altura

de plantas de Discolobium sp. cultivadas em solo do Pantanal e inoculadas (A), em
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solo do Pantanal e ndo inoculadas (B), em terra preta e inoculadas (C) e em terra
preta e ndo inoculadas (D).

A comparacgéo das curvas de regressdo obtidas para a dindmica da
altura das plantas revelou nao haver diferenca significativa entre elas.

E necessario destacar que alguns fatores fisicos como a densidade
do solo, o tamanho dos agregados e dos poros, a presenca de camada
compactada superficial, a aeracdo, a temperatura, a qualidade da luz, as
limitacbes de nutrientes, o tamanho e forma do recipiente onde a planta se
desenvolve, restringem o crescimento radicular e afetam o desenvolvimento
e a produtividade de diferentes espécies (Peterson et al., 1991; Izaguirre-
Mayoral e Mallorca, 1999; Aphalo e Rikala, 2003; Ronchi et al., 2006).

A comparacdo entre o valor médio das variaveis fisico-quimicas dos
solos do Pantanal e da terra preta, cujos valores originais podem ser
observados na Tabela 2, mostrou uma diferenca significativa (por t a p <
0,05) para o pH, para o P, para o Ca, para o Mg e para o Al. Nenhuma outra
variavel diferiu significativamente entre si nesse nivel de significancia.
Entretanto, considerando o nivel de significancia de 10%, observou-se que
os teores de hidrogénio ativo e da matéria organica também diferiram entre

0s solos provenientes do Pantanal e a terra preta.

Tabela 2- Resultados das analises fisico-quimicas dos solos utilizados como

substrato.
Resultado Analitico das Amostras de Solo
Mat. ] ] ]
pH P K CatMg Ca Mg Al H Areia Silte Argila
Amostra Org.
Agua CaCl, mg/dm® cmolc/decm® g/dm?® g/kg

SP(1) 4,9 43 13,0 31 1,7 12 05 06 25 16,1 753 66 181
SP(2) 53 4,6 89 28 11 08 03 04 20 114 819 34 147
SP(3) 52 4,5 9,7 16 0,8 06 02 03 15 86 836 33 131
STP 5,8 51 219 35 2,8 18 10 00 30 201 786 50 164

Nota: a sigla SP se refere ao solo do Pantanal e 0 nimero entre parénteses, aos

respectivos pontos de coleta, a sigla STP se refere a terra preta.
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O substrato com a mistura dos trés tipos de solo do Pantanal
apresentou pH (pH = 5,1 em agua e pH = 4,5 em CacCl,) inferior ao da terra
preta (pH = 5,8 em agua e pH = 5,1 em CacCly), teor de fésforo (P = 10,5
mg/dm?®) inferior ao da terra preta (P = 21,9 mg/dm®), teor de calcio inferior
(Ca = 0,9 cmolc/dm®) ao da terra preta (Ca = 1,8 cmolc/dm®), teor de
magnésio (Mg = 0,3 cmolc/dm®) inferior ao da terra preta (Mg = 1,0
cmolc/dm®) e teor de aluminio superior (Al = 0,4 cmolc/dm®) ao da terra preta
(Al = 0,0 cmolc/dm?).

No que se refere ao hidrogénio ativo e a matéria organica, a mistura
dos trés tipos de solo do Pantanal apresentou valores inferiores de ambas as
variaveis (H = 2,0 cmolc/dm® e M.O. = 12,0 g/dm®) em relacdo a terra preta
(H = 3,0 cmolc/dm® e M.O. = 20,1 mg/dm?).

Neste trabalho, o volume dos recipientes empregados foi de sete
litros, partindo-se da suposi¢do de que fosse suficiente para a conducao a
bom termo do experimento. Entretanto, ao final do experimento, quando da
retirada das plantas dos vasos de cultivo, notou-se uma restricdo do sistema
radicular causado pelo volume do recipiente. Ha trabalhos em que foi
verificado o efeito negativo do volume do recipiente sobre o crescimento e
desenvolvimento das raizes e da parte aérea das plantas, devido a restricdo
radicular (Peterson et al., 1991; Izaguirre-Mayoral e Mallorca, 1999; Aphalo e
Rikala, 2003; Ronchi et al., 2006).

Ha relatos de que, por efeito da presenca de inéculos nativos nos
solos utilizados como substrato de plantio, a inoculacdo com estirpes
selecionadas pode ndo afetar significativamente alguns parametros de
crescimento, como s&do a altura e o diametro do caule. Nesse sentido,
apresenta-se o exemplo do trabalho realizado por Chaves et al. (2003) com
mudas de Sesbania sp., em que se verificou que a inoculagcado das sementes
com o rizobio especifico ndo possibilitou incremento em altura e diametro
das mudas, sendo que os autores atribuem esse ocorrido a possibilidade de
uma nodulagéo natural eficiente apresentada pela espécie nas condigdes do

experimento.
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Neste experimento, esse problema também ocorreu, pois, houve
presenca de ndédulos nos tratamentos que nao foram inoculados, tanto para

o substrato com solo do Pantanal quanto para aquele com terra preta.
4.1.2 Matéria seca das plantas

As analises de variancia da matéria seca da raiz, do caule e da folha
de Discolobium sp. revelaram n&o haver efeito significativo dos tratamentos
ao final de 253 dias apGs o plantio das estacas quando essas variaveis
foram analisadas. Fundamentalmente, o fator que contribuiu para esse

resultado foi o da variabilidade dos dados originais obtidos, o que pode ser

observado pelas barras de erro (Y + 1 s) das varidveis apresentadas na
Figura 3 e talvez o tempo de permanéncia em viveiro tenha sido insuficiente
para possibilitar a discriminacdo entre os tratamentos. Assim da maneira que
ocorreu com a dindmica de crescimento da altura, também o acumulo da

biomassa pode ter sido comprometido devido ao tamanho do vaso.



40

35 30
30 1 25 |

25

20 1
20 1
15 |
15 | w w
a 10,
g ., | I
< |
2 5 51
2
T 0 0 _ _
o
o 5 C | 601 B D
© _
‘é 4] 50 A
4]
s 40 1
3,
30 | [

] o [l
e Wl 11

SP-I SP-NI STP-I  STP-NI

SP-I SP-NI STP-I STP-NI

Tratamentos combinados

Figura 3- Producdo de matéria seca da raiz (A), do caule (B), da folha (C) e total
(D) em plantas de Discolobium sp. cultivadas em solo do Pantanal e inoculadas
(SP-I), em solo do Pantanal e ndo inoculadas (SP-NI), em terra preta e inoculadas

(STP-I) e em terra preta e ndo inoculadas (STP-NI).

Ha trabalhos que evidenciam o efeito da associacdo simbidtica no
sentido de aumentar os teores de nitrogénio dos diferentes 6rgdos das
plantas noduladas sem, contudo, verificar-se qualquer efeito sobre o
crescimento e o acumulo de matéria seca das mesmas. Esse foi o caso do
experimento realizado por Valarini e Godoy (1994) em casa de vegetacao,
com cultivo de guandu (Cajanus cajan) em vasos de trés litros, em que se
verificou um incremento nos teores de nitrogénio total sem qualquer
alteracdo na matéria seca da parte aérea nas plantas inoculadas com
estirpes selecionadas de Bradirhizobium sp.

Em um trabalho realizado com amendoim (Arachis hypogaea L.),
Borges et al. (2007) verificaram que para as estirpes de rizébios nativas do

nordeste o cultivo dessa espécie em dois tipos de solo contrastantes em
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fertilidade natural ndo mostrou qualquer efeito da interacdo entre rizébio e
solo, reforcando a teoria da especificidade das bactérias com relacdo ao
hospedeiro, independentemente das condi¢cbes edafoclimaticas, para esse

caso.

4.2 Teores de proteina bruta das plantas

O efeito dos tratamentos sobre o teor de proteina bruta foi variavel de
acordo com o Orgao analisado. Para o caso da raiz e do caule nao foi
verificado qualquer efeito significativo dos tratamentos. Para a folha, o efeito
do substrato sobre essa variavel dependeu se a planta foi inoculada ou néao
(p < 0,05), contudo, apos a realizacdo do teste de médias, verificou-se que
ndo houve diferenca significativa entre os teores protéicos das folhas das
plantas sob os diferentes tratamentos. Assim sendo, os teores médios de
proteina bruta dos diferentes Orgdos das plantas sob os diferentes
tratamentos foram iguais a 1,14 + 0,26% para a raiz, a 1,17 + 0,16% para o
caule e a 15,38 + 1,70% para as folhas.

Do ponto de vista tedrico, esperava-se que para as plantas que foram
inoculadas e crescidas em solo do Pantanal apresentassem valores de teor
protéico superiores aquelas ndo inoculadas crescidas nesse mesmo
substrato. Isto porque, em principio, sabe-se que a simbiose ocorre naquelas
situacdes de solo pobre em nitrogénio (Martins et al., 2001). E nessas
condicdes, o rizobio prové a planta desse elemento. Porém, nas condicdes
experimentais deste trabalho ndo foi possivel evidenciar qualquer efeito
significativo da inoculag&o no tocante ao teor protéico da raiz, caule e folhas
(Figura 4).
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Figura 4- Teor de proteina bruta na raiz (A), no caule (B) e na folha (C) em plantas
de Discolobium sp. cultivadas em solo do Pantanal e inoculadas (SP-1), em solo do

Pantanal e ndo inoculadas (SP-NI), em terra preta e inoculadas (STP-1) e em terra

preta e ndo inoculadas (STP-NI).
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Existem evidéncias de que, dependendo do hospedeiro e da estirpe
de rizébio, a atividade dos nodulos pode ser inibida ou promovida pela
disponibilidade de nitrogénio mineral no solo. Assim, para associacdes
simbidticas que se estabelecem mais lentamente, maiores teores de
nitrogénio disponiveis no solo promovem a nodulagéo e a fixacdo de N, ao
passo que associacdes com alto potencial de fixacdo que se estabelecem
em menor intervalo de tempo séo inibidas pela maior disponibilidade de
nitrogénio disponivel no solo, com reducéo da nodulacao e da fixacdo de N,
(Seguin et al., 2001). H4 um consenso geral de que as estirpes do género
Bradirhizobium sdo consideradas crescimento lento que as do género
Rizhobium, de crescimento rapido (Gibson, 1990).

O teor protéico encontrado neste trabalho difere em magnitude
daqueles obtidos por Pott (1988) para Discolobium sp. (de 28% de proteina
bruta na planta), contudo, mesmo esses valores sédo elevados quando
comparados com outras espécies que se prestam como banco de proteina
para consumo animal. Por exemplo, a leucena (Leucena lecocephala),
espécie mais utilizada como banco de proteina na regido nordeste do Brasil,
apresenta um valor médio de proteina bruta da ordem de 19,5% (Souza e
Espindola) e valores semelhantes também foram encontrados na jurema
preta (Mimosa tenuiflora) que apresenta valores ao redor de 14,6% de
proteina bruta (Lima, 1996).

Isso refor¢a a sugestdo do emprego de espécies nativas como fonte
de proteina animal ecologicamente adaptada as condi¢cdes naturais do
Pantanal e, particularmente em relacdo ao género Discolobium, que se
desenvolvam estudos para avaliar a presenca de fatores antinutricionais

como compostos fendlicos, principalmente os taninos.
4.3 Numero de nédulos encontrados nas plantas
Os resultados obtidos para a nodulacdo na analise de variancia

demonstraram que houve somente o efeito significativo da inoculagcéo sobre

essa variavel (p < 0,05). Cabe ressaltar que a contagem do numero de



nédulos presentes no sistema radicular das plantas foi realizada somente ao
final do experimento (aos 253 dias ap0s o plantio das estacas) e somente
foram contabilizados aqueles nodulos considerados ativos.

As plantas inoculadas, independentemente do tipo de solo,
apresentaram uma meédia de 16 * 13 nodulos, ao passo que as nao
inoculadas, de 3 + 3 nédulos.

A verificacdo de nodulacdo em plantas que nao receberam o
inoculante pode indicar que o rizébio poderia estar no substrato do solo do
Pantanal e até mesmo na planta, provavelmente por uma ineficiente
esterilizacdo do solo ou contaminacdo durante a realizacdo do experimento.
Isto porque na execucdo deste experimento, as estacas retiradas das
plantas que foram trazidas do campo para sua multiplicacdo e obtencéo das
unidades experimentais ndo foram submetidas a qualquer tratamento inicial
de desinfestacdo. Dessa maneira, € possivel que tenha havido
contaminagcdo com as estirpes de rizobio do local de origem do material
vegetal.

Apesar de ndo ter sido verificado qualquer efeito da interacao entre a
inoculacao e o tipo de substrato utilizado sobre o nimero de nédulos neste
experimento ha estudos que indicam a ocorréncia desse fenémeno, como,
por exemplo, no trabalho de Faria et al. (1995) com Albizia sp., inoculada
com Glomus etunicatum e Rhizobium na presenca de adubacéo fosfatada e
nitrogenada. Esses autores observaram que houve crescimento das plantas
e aumento na nodulagdo quando inoculadas com Glomus etunicatum e
adubadas com P.

Neste experimento ndo foi evidenciada a presenca de nddulos no
caule. Porém, as plantas de Discolobium sp., apresentam nodulag&o caulinar
que ocorre apos a formacgéao de um tecido parenquimatoso, sendo, portanto,
diretamente influenciado pelo alagamento: os noédulos do caule recebem via
aeréquima formado na parte inferior do caule, permitindo a difusdo dos

gases (Loureiro, 1994).
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4.4 Numero de isolados obtidos dos nddulos das plan tas

De todas as plantas inoculadas, independentemente do tipo de solo
utilizado como substrato, foram obtidos 150 isolados a partir de 142 nddulos
do sistema radicular. Verificou-se uma grande variabilidade no tipo de
resposta a reacao acida ou basica dos isolados, contudo, nota-se um padréo
de resposta no qual a reacao acida nas plantas inoculadas € preponderante
(Tabela 3).

Tabela 3- Numero de nodulos, numero de isolados de rizobio e alteracdo do
pH do meio YMA por isolados de nédulos de raiz e caule de Discolobium sp.

cultivado em vaso com dois tipos de substratos (solo do Pantanal e terra

preta).
NUumero  Numero Reacdo Apresentada pelos Isolados
Substrato de de Acida Neutra Alcalina
Nodulos Isolados Numero % NUmero % Nimero %
SSP 61 63 48 76,2 8 12,7 7 11,1
STP 82 87 46 52,9 31 35,6 10 11,5
Total 143 150 94 62,7 39 26,0 17 11,3

Nota: A sigla SSP significa solo do Pantanal e a siglaSTP significa terra preta.

Todos os isolados apresentaram as caracteristicas de cor, elevagéo,
transparéncia e formacdo de &cido e alcalina compativeis com as
caracteristicas descritas por Hungria (1994). Essa diversidade morfolégica
também foi verificada por Martins et al. (1997), estudando as caracteristicas
de 27 isolados de rizobios de raiz e caule de Discolobium sp., nativas do
Pantanal Mato-Grossense. Martins et al. (2001) observaram uma distingéo
dos isolados quanto as caracteristicas de crescimento e reacdo de pH, ou
seja, os isolados de rizbbios que apresentaram crescimento rapido
acidificaram e alcalinizaram o meio YMA, bem como os de crescimento
lento.

Segundo Martins (1996), € possivel que a habilidade dos rizébios de
alcalinizar o meio represente uma vantagem seletiva. Temperatura e pH do

solo sédo fatores determinantes para o sucesso da estirpe de rizébio em
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promover uma nodulagéo eficiente nas leguminosas associadas (Neves e
Rumjanek, 1998).

Barbieri et al. (1998) avaliou trinta e sete espécies de leguminosas
florestais nativas do sul de Minas Gerais, sendo 18 da familia
Caesalpinioideae, 13 da Papilionoideae e 6 da Mimosoideae, néo
encontrando nodulacdo nas Caesalpinioideae, justificando o fato pela razéo
desta familia se encontrar menos evoluidas na escala evolutiva. Entretanto,
verificou 83% de espécies de Mimosoideae noduladas e 85% de espécies de
Papilionoideae noduladas. O autor fez o isolamento de 39 estirpes,
classificando-as em 5 grupos em funcdo de sua taxa de crescimento (lento,
intermediario e rapido), do pH do meio (acido e alcalino), da cor da colénia
(branca e creme) e da quantidade de muco produzido (pouco, médio ou
pouco, muito a médio e muito). Essa classificacdo possibilitou identificar 28
Bradyrhizobium, 5 Azorhizobium, 4 Sinorhizobium, Mesorhizobium ou
Rhizobium. Trés estirpes n&o puderam ser identificadas.

Os resultados revelaram que os isolados usados foram bastante
competitivos e capazes de se estabelecer em diferentes solos. O
estabelecimento dos isolados inoculados deve ter sido facilitado pelo baixo
namero de rizobio nativo nas amostras de solo, o que pode ser observado
pela baixa nodulacédo das plantas controle.

Segundo Martins (1996), é possivel que a habilidade dos rizébios de
alcalinizar o meio represente uma vantagem seletiva. Temperatura e pH do
solo sdo fatores determinantes para o sucesso da estirpe de rizobio em
promover uma nodulacédo eficiente nas leguminosas associadas (Neves e
Rumjanek, 1998).
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5 CONCLUSOES

N&o se verificou qualquer efeito da inoculagdo com as estirpes de
Rhizobium sp. da colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade Federal de Mato Grosso no crescimento em altura e matéria
seca e no teor protéico da raiz, do caule e das folhas de plantas de
Discolobium sp.

Foram obtidos 150 isolados a partir de 142 nédulos obtidos de todas
as plantas inoculadas, sendo que estes apresentaram maior tendéncia a

reacao acida.



48

6 CONSIDERACOES FINAIS

As plantas de Discolobium sp. apresentam um elevado teor de
proteina bruta, podendo ser uma alternativa aos pecuaristas do Pantanal em
se utilizar dessa espécie para suplementar a alimentacdo dos bovinos.
Estudos sobre o seu comportamento em seu habitat natural devem ser
conduzidos para possibilitar a maximizacédo dessa planta que nodula caule e
raiz para entender seu processo de dispersdo e propagacao no bioma
Pantanal.
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APENDICE A- Caracteristicas dos parametros fisico-q  uimicos da agua

O pH da agua de inundacdo das plantas apresentou um efeito
significativo do tempo de amostragem (p < 0,01) e do tipo de substrato
empregado (p < 0,01).

Em meédia, os grupos de plantas sob solo do Pantanal apresentaram
valores de pH da agua de inundagé&o iguais a 8,02 £+ 0,05, superiores aos
daquelas cultivadas em terra preta, pH igual a 7,92 = 0,06,
independentemente do tempo e se as plantas foram, ou néo, inoculadas.

Os valores maximo e minimo do pH da agua de inundacéo
apresentado ao longo do experimento nas plantas cultivadas em solo do
Pantanal foram iguais a 8,5 e 7,3, respectivamente; ao passo que em
substrato com terra preta, esses mesmos valores foram iguais a 8,4 e 7,0,

respectivamente (Figura Al).
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Figura A1- Modelos de regresséo linear para as variacfes diarias do pH da agua
de inundacdo em plantas de Discolobium sp. cultivadas em solo do Pantanal e
inoculadas (A), em solo do Pantanal e ndo inoculadas (B), em terra preta e

inoculadas (C) e em terra preta e ndo inoculadas (D).

Pela analise dos modelos de regresséo linear da dindmica do pH,
verifica-se que somente a equacao apresentada para o tratamento referente
ao cultivo com terra preta com plantas nao inoculadas é significativa. Todas
as demais equacOes apresentam um coeficiente angular que nao difere
estatisticamente de zero.

Considerando que as bactérias pertencentes ao género Rhizobium
crescem em pH na faixa 6tima de 6 a 7, podendo algumas estirpes
crescerem em pH na faixa de 4,5 a 9,5, considera-se que o pH da agua de
inundacao esteve dentro da faixa permissivel ao desenvolvimento, ndo se

constituindo em um fator restritivo.
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Com relagdo a condutividade elétrica da agua de inundacgédo, essa
variavel também foi afetada pelos tratamentos da mesma maneira que o seu
pH, sendo afetada significativamente pelo tempo de amostragem (p < 0,01)
e pelo substrato utilizado (p < 0,01).

Em média, a agua de inundagcdo das plantas crescidas em solo do
Pantanal apresentou valor de condutividade elétrica igual a -61 + 3 uS cm™,
significativamente inferior aguele observado para plantas crescidas em terra
preta, com valor de -56 + 3 uS cm™, independentemente do tempo e se as
plantas foram, ou nédo, inoculadas.

Os valores maximo e minimo da condutividade elétrica da agua de
inundacao verificado ao longo do experimento nas plantas cultivadas em
solo do Pantanal foram iguais a -20 e -94 pS cm™, respectivamente; ao
passo que em substrato com terra preta, esses mesmos valores foram iguais

a-15 e a -86 puS cm™, respectivamente (Figura A2).
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Figura A2- Modelos de regressao linear para as variacdes diarias da condutividade

elétrica da agua de inundacédo em plantas de Discolobium sp. cultivadas em solo do

Pantanal e inoculadas (A), em solo do Pantanal e n&o inoculadas (B), em terra

preta e inoculadas (C) e em terra preta e ndo inoculadas (D).

Neste caso, analisando-se os modelos de regressdo linear da

dindmica da condutividade elétrica, verificou-se que todas as equacdes nao

foram significativas.



APENDICE B- Equipamentos

* Bloco digestor;

» Capela para exaustao de gases;

* Destilador de nitrogénio;

* Bureta automatica;

* Erlenmeyer de 50 mL;

» Balanca analitica - precisao (x 0,00019);

» Tubo de ensaio com borda reforcada (25x250 mm);
 Frascos dosadores de reagente;

* Espatula;

» Papel impermeavel.
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APENDICE C- Reagentes e solucbes

« Acido sulfarico (H,S0O4), p.a., concentrado;

* Hidréxido de sédio (NaOH) a 40% (m/v);

* Sulfato de sddio (Na,SO,);

« Sulfato de cobre pentaidratado (CuSQO4.5H,0);

« Acido cloridrico (HCI) 0,01 mol/L;

* Solucdo alcodlica de verde de bromocresol, a 0,1% (m/v);
* Solucdo alcodlica de vermelho de metila a 0,1% (m/v);

* Solucéo alcodlica de vermelho de metila a 0,04% (m/v);

* Solucéo de &cido borico, a 2% (m/v).
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