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RESUMO

A leguminosa Sesbania virgata apresenta grande importancia econdémica e ecoldgica, podendo ser utilizada em areas de
recuperacao de solos degradados e reflorestamento de matas ciliares. S. virgata estabelece simbiose especifica e eficiente
com rizébios da espécie Azorhizobium doebereinerae. O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do pH e saturagao
por bases (V%) na sobrevivéncia de A. doebereinerae no solo e no estabelecimento da simbiose com S. virgata. O ensaio foi
instalado em estufa em vasos contendo 5,5 dm?de solo apresentando diferentes valores de V%: 22, 30, 40, 50, 60 e 70%.
Observou-se a presenca de A. doebereinerae no solo somente nos tratamentos que apresentaram valores de V% superio-
res a 50. Em relacao a simbiose, foi verificado que a inoculacao com A. doebereinerae em S. virgata nao é eficiente em solos
que apresentam valores de pH e V% inferiores a 5,8 e 50, respectivamente.
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ABSTRACT

The legume Sesbania virgata has a large economic and ecological importance and can be used in the recovery of areas
with degraded soils and reforestation of riparian forests. S. virgata establishes specific and effective symbiosis with
rhizobia species Azorhizobium doebereinerae. The objective of this study was to determine the influence of pH and base
saturation (V%) on the survival of A. doebereinerae in the soil and in the establishment of the symbiosis with S. virgata.
The experiment was conducted in a greenhouse in pots containing 5.5 dm? of soil with different values of V%: 22, 30,
40, 50, 60 and 70%. It was observed that A. doebereinerae was only present in treatments that showed values of base
saturation greater than 50%. In relation to the symbiosis, it has been found that the inoculation of S. virgata with A.
doebereinerae is not effective in soils with pH and V (%) values below 5.8 and 50, respectively.

Keywords: Azorhizobium doebereinerae, liming, symbiotic specificity, legume.

Introducao

Um namero consideravel de leguminosas arbdreas
e arbustivas possui a capacidade de estabelecer
simbiose com bactérias que nodulam as legumino-
sas (BNL), comumente conhecidas por rizébios. Es-
tudos relacionados com a diversidade de rizébios
presentes em nodulos destas plantas relatam que
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uma Unica espécie pode ser hospedeira de rizobios
que apresentam grande diversidade fenotipica e
simbidtica, podendo indicar a presenca de varios
géneros e espécies (Sylla et al., 2002; Rincén-Rosa-
les et al., 2009).

A leguminosa Sesbania virgata é nativa do Brasil,
apresenta porte arbustivo, crescimento rapido,



estabelece simbiose com rizébios e apresenta po-
tencial de utilizacdo em reflorestamento de matas
ciliares, recuperacao de solos degradados e em
adubacao verde (Pott e Pott, 1994). Os estudos de
nodulagao indicam que esta planta apresenta ca-
racteristicas distintas da grande maioria das le-
guminosas, estabelecendo simbiose somente com
estirpes de rizobios da espécie Azorhizobium doebe-
reinerae (Gongalves e Moreira, 2004; Moreira et al.,
2006; Cummings et al., 2009; Florentino e Moreira,
2009; Florentino ef al., 2009). Além disso, estes tra-
balhos relatam que estirpes de A. doebereinerae sao
altamente eficientes em fornecer nitrogénio a S.
virgata, indicando elevada especificidade simbioti-
ca entre estes dois organismos.

A especificidade entre estes organismos ocorre de
tal forma que no solo A. doebereinerae somente foi
encontrada proximo a rizosfera de S. virgata (Flo-
rentino, 2007; Florentino e Moreira, 2009; Floren-
tino et al., 2009). No entanto, nos diversos ecossis-
temas estudados por estes autores, plantagdes de
café, mata, pastagem e solos rizosféricos de S. vir-
gata, verificou-se que estes ultimos apresentaram
maior teor de nutrientes, baixa acidez (com valores
de pH maior que 6,5) e auséncia de Al*, quando
comparados aos demais ecossistemas, nao permi-
tindo inferir se a ocorréncia de A. doebereinerae foi
devido a presenga de S. virgata ou as caracteristicas
quimicas favoraveis do solo.

Considerando que grande parte do potencial de
utilizacao de S. virgata esta diretamente relacio-
nado a capacidade de estabelecer simbiose com
A. doebereinerae, torna-se importante conhecer as
condig¢des quimicas do solo que sdo favoraveis a
sobrevivéncia desta bactéria e também ao estabe-
lecimento da simbiose com S. virgata. Nesse sen-
tido, esse trabalho teve como objetivo verificar a
influéncia do pH e saturagao por bases (V%) na
sobrevivéncia de A. doebereinerae no solo e no esta-
belecimento da simbiose com S. virgata.

Material e Métodos

O ensaio foi conduzido em estufa, em vasos, no mu-
nicipio de Alfenas, sul de Minas Gerais, no periodo
de abril a agosto de 2013. As amostras de solo foram
colhidas na camada superficial (0 a 20 cm) de uma
zona de pastagem, cuidadosamente selecionada vi-
sando nao conter a leguminosa S. virgata. Apods a
coleta, o solo foi colocado para secar ao ar, destor-

roado, passado em peneira de 4 mm de abertura de
malha e foi retirada uma amostra para caracteriza-
¢ao quimica inicial de rotina (Embrapa, 2011), apre-
sentando os seguintes resultados: pH (H,O) = 4,6; P
=5 mg dm3; K = 88 mg dm-; Ca? = 0,5 cmolc dm3;
Mg = 0,3 cmolc dm?3; Al** = 0,5 cmolc dm3; H+Al =
3,8 cmolc dm3; soma de bases (SB) = 1,1 cmolc dm3;
CTC potencial = 4,9 cmolc dm?; saturacao por bases
(V%) = 22,0; saturagao por aluminio (m%) = 32 e ma-
téria organica (M.O.) =15 g kg'.

Em funcdo da saturagdo por bases inicial do solo
(V% = 22) foram calculadas doses de calcario do-
lomitico (PRNT = 90%), visando elevar os valores
de V% para 30, 40, 50, 60 e 70%, os quais constitui-
ram os tratamentos, incluindo o V de 22%. Empre-
gou-se um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 6 tratamentos e 4 repetigdes, totalizando
24 unidades experimentais (vasos).

Os vasos permaneceram incubados por 60 dias,
mantendo-se o nivel de humidade a 70% da capaci-
dade de campo. Apos esse periodo, foram retiradas
de cada vaso amostras de solo de cerca de 300 g para
analise quimica de rotina (Embrapa, 2011) e tam-
bém para analisar a ocorréncia de A. doebereinerae
no solo, a qual foi realizada por meio da utilizagdo
de S. virgata como planta-armadilha, uma vez que
esta leguminosa nodula somente quando inoculada
com estirpes de A. doebereinerae (Florentino e Morei-
ra, 2009; Florentino et al., 2009). S. virgata foi cultiva-
da seguindo a metodologia adotada por Florentino
e Moreira (2009), utilizando-se frascos de vidro es-
curo reciclado contendo 500 cm? de solugao nutriti-
va de Jensen (1942) esterilizada sem nitrogénio. A
preparacao (escarificagao) das sementes, bem como
a sua colocagdo nos frascos de vidro foi realizada
conforme Florentino e Moreira (2009).

Além da inocula¢ao com as suspensdes de solos,
foi utilizado um tratamento inoculado com a estir-
pe de A. doebereinerae, BR 54017, aprovada pelo Mi-
nistério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) como
estirpe inoculante para S. virgata (MAPA, 2011) e
por isso, utilizada como controle de nodulagao. Fo-
ram adicionados ainda dois controles sem inocula-
¢ao, um sem adicao de N mineral e o outro conten-
do N mineral (35 mg L1 N-NH,NO,).

Para a preparacao das suspensdes das amostras de
solos, utilizaram-se 50 g de cada amostra, ressus-
pendeu-se cada uma em 450 cm? de solucao salina
(NaCl 0,85%) esterilizada, constituindo-se assim a
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diluicao 10 e foram mantidas sob agitacao durante
30 min a 120 rpm antes da inoculagdo em S. virgata.
A estirpe de A. doebereinerae, BR 54017, foi cultivada
em meio de cultura liquido 79 com azul de bromoti-
mol e pH 6,8 (Fred e Waksman, 1928; Vincent, 1970),
sob agitacao até a fase log de crescimento, apresen-
tando aproximadamente 10° UFC cm?.

Concomitantemente ao cultivo em condicOes
axénicas, procedeu-se ao cultivo de S. virgata nos
vasos contendo por¢des de solo com diferentes va-
lores de V%. Foram colocadas quatro sementes por
vaso e posteriormente, apds a emergéncia, foi rea-
lizado um desbaste, deixando-se duas plantas. Na
sementeira foi efetuada a inoculagao de 1 cm? por
semente com a estirpe BR 54017, A. doebereinerae,
contendo aproximadamente 10° UFC cm-.

O ensaio em que S. virgata foi utilizada como plan-
ta-armadilha e cultivada em condi¢des axénicas foi
conduzido por 45 dias. No solo, o cultivo foi por
60 dias. Em ambos os ensaios, foram avaliados a
matéria seca da parte aérea (MSPA) e das raizes
(MSR), nuimero (NN) e matéria seca dos nédulos
(MSN), os quais foram comparados pelo teste de
Skott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa Sisvar (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises quimicas das amostras
de solo colhidas apds incubagao com calcério estao
apresentados no Quadro 1. Verificou-se que os va-
lores de saturacao por bases (V%) obtidos ficaram
bem préximos aos desejados, o que evidencia que a
mistura das doses de calcario com o solo e o tempo
de incubagao foi adequado. Com a calagem, além
do V% também houve aumento no pH e nos teo-
res de Ca?" e de Mg? do solo. O Quadro 2 apresen-
ta os resultados do ensaio realizado em condi¢bes
axénicas, em que S. virgata foi utilizada como plan-
ta-armadilha. Observa-se que nao foi verificada no-
dulagdo nos tratamentos com adicao de N mineral
e sem adicdo de N mineral, indicando auséncia de
contaminagao do ensaio. Somente foi observada no-
dulacdo nos tratamentos inoculados com a estirpe
BR 5401Te com as suspensoes de solo apresentando
V% de 50, 60 e 70.

A auséncia de nodulagdo em S. virgata quando ino-
culada com suspensoes de amostras de solos con-
tendo valores de V% abaixo de 40, indica a baixa
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tolerancia de A. doebereinerae a acidez, sugerindo
que estas condi¢des nao favorecem o desenvolvi-
mento desta bactéria no solo. Nestes solos, os va-
lores de pH ficaram abaixo de 5,4 (Quadro 1). Estes
resultados estdo de acordo com os observados por
Florentino et al. (2012), em que A. doebereinerae so-
mente se desenvolve quando cultivada em meio de
cultura contendo valores de pH acima de 6,0.

O maior desenvolvimento da parte aérea foi obser-
vado para as plantas cultivadas com N mineral e
quando inoculadas com suspensdo de solo apre-
sentando V% de 70. Os tratamentos inoculados
com a estirpe BR 5401" e com as suspensdes de solo
contendo V% de 50 e 60 apresentaram resultados
semelhantes. O tratamento sem adi¢cdo de N mine-
ral apresentou valores de MSPA semelhantes aos
tratamentos inoculados com suspensdes de solo
contendo V% de 22 (controle), 30 e 40, sendo infe-
riores aos demais.

Em relagdo a MSR, observou-se que os tratamen-
tos contendo N mineral e inoculados com a estirpe
BR 54017 e com as suspensodes de solo contendo V%
igual a 60 e 70% apresentaram maior desenvolvi-
mento do sistema radicular. Em relacdo a MSN,
destaca-se o tratamento contendo V% 70, que pro-
porcionou alto valor de MSPA em S. virgata.

Estudos prévios associam a ocorréncia de A. doe-
bereinerae a S. virgata (Florentino e Moreira, 2009;
Florentino et al., 2009). Mas, de acordo com os re-
sultados obtidos nesse estudo, pode-se inferir
que A. doebereinerae pode ocorrer no solo indepen-
dentemente de S. virgata, basta que este apresente
condi¢des quimicas favoraveis. No entanto, € im-
portante considerar que a especificidade simbio-
tica apresentada por A. doebereinerae e S. virgata
pode explicar a auséncia de representantes desta
espécie bacteriana em levantamentos de diversi-
dade desenvolvidos em varias regides do Brasil e
do mundo, nos quais foram utilizadas diferentes
plantas-armadilha, ndo constando S. virgata (Bala
et al., 2003; Jesus et al., 2005, Wolde-Meskel et al.,
2004; Guimaraes et al., 2012). Nesse sentido, torna-
-se importante a realizagao de pesquisas visando
detectar A. doebereinerae em diferentes condi¢Oes
de solo e vegetagdo, uma vez que as plantas podem
influenciar a diversidade microbiana do solo (Nel-
son e Mele, 2006; Schweitzer et al., 2008).

No Quadro 3 estdo apresentados os valores da ma-
téria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR),



Quadro 1 - Caracteristicas quimicas do solo ap6s aplicacdo das diferentes doses de calcario e 60 dias de incubagao

pH Ca™' Mg \%
Tratamentos

H,O mmolc dm™ %
Controle (V% 22) 4,85 f 6,00 f 3,50 f 23,50
V% 30 5,15e 8,78 e 4,61 e 30,75
V% 40 5,40d 13,25d 8,00d 40,52
V% 50 5,75 ¢ 17,50 c 11,00 c 49,58
V% 60 6,00 b 21,50 b 13,50 b 60,50
V% 70 6,35a 24,50 a 17,00 a 69,50
CV (%) 2,70 3,20 5,20 2,80

Médias seguidas de mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

Quadro 2 - Niimero de nédulos (NN), peso da matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e dos n6dulos (MSN) de
Seshania virgata quando inoculada com os diferentes tratamentos e cultivada em condi¢des axénicas

Tratamentos NN MSPA (mg) MSR (mg) MSN (mg)
Tratamentos sem inoculagdo
Com N mineral 0,00 b 270,00 a 202,50 a 0,00 ¢
Sem N mineral 0,00 b 112,50 ¢ 115,00 ¢ 0,00 ¢
Tratamentos inoculados
BR 5401" 34,00 a 205,00 b 187,50 a 24,05b
Controle (V% 22) 0,00 b 90,50 ¢ 120,00 ¢ 0,00 ¢
V% 30 0,00 b 140,00 ¢ 117,50 ¢ 0,00 ¢
V% 40 0,00 b 125,00 ¢ 155,00 b 0,00 ¢
V% 50 38,00 a 175,00 b 160,00 b 20,58 b
V% 60 43,00 a 185,00 b 205,00 a 28,08 b
V% 70 55,00 a 240,00 a 222,50 a 35,13 a
CV (%) 29,97 15,37 10,97 21,33

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.
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Quadro 3 - Peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), nimero (NN) e peso da matéria seca de nddulos
(MSN) de Sesbania virgata cultivada em solos contendo diferentes valores de saturagdo de bases (V%)

Tratamentos MSPA (mg) MSR (mg) NN MSN (mg)
Controle (V% 22) 1890 b 550b 16,00 a 47 b
V% 30 2010 b 550b 14,00 a 56b
V% 40 2500 b 530b 17,00 a 50b
V% 50 3520 a 860 a 15,00 a 88 a
V% 60 3610 a 910 a 16,00 a 94 a
V% 70 3840 a 990 a 23,00 a 102 a
CV (%) 17,22 17,31 25,07 18,30

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

nuamero (NN) e matéria seca dos nodulos (MSN)
de S. virgata inoculada com a estirpe BR 54017, do
ensaio em vasos. Observou-se que S. virgata apre-
sentou maiores valores de MSPA e MSR, quando
cultivada em solo com valores de pH e de V% mais
elevados (pH em H,O acima de 5,8, e V% a partir de
50 %).

Em relacdo ao namero de nddulos, nao foi verifi-
cada diferenga significativa entre os tratamentos.
Isso pode ser explicado pelo fato de todas as plan-
tas terem sido inoculadas no momento do plantio.
Entretanto, observou-se um aumento nos valores
de MSN nos tratamentos com V% a partir de 50%,
e consequentemente com maiores valores de pH e
teores de Ca? e Mg? (Quadro 1). Analisando os va-
lores de MSPA, verifica-se que os nddulos presentes
em solo com condi¢des inadequadas de fertilidade
(acidez elevada e menores teores de Ca* e de Mg?)
foram ineficientes, apresentando coloragao branca,
indicando que o niimero de nédulos nao esta dire-
tamente relacionado com a eficiéncia da simbiose.

Moreira et al. (2010), estudando o efeito da utili-
zagdo de fertilizantes, calagem e inoculagdo com
rizébio e fungos micorrizicos arbusculares em
diferentes leguminosas, observaram que a cala-
gem influencia o desenvolvimento (altura, MSPA
e MSR) de S. virgata, mas nao o nimero de nddulos
(NN), conforme verificado no presente estudo.

Considerando o potencial de utilizagao de S. virga-
ta, esses resultados apresentam grande relevancia
em termos praticos, indicando que o sucesso da
inoculagdo com A. doebereinerae, estirpe BR 54017,
esta diretamente relacionado com as condi¢des de
fertilidade do solo, principalmente quando o cul-
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tivo desta leguminosa for efetuado pela técnica da
sementeira direta, cujo principal objetivo é reduzir
o custo de implantacao, eliminando a fase de forma-
¢do de mudas em viveiros (Ferreira et al., 2007, 2009).

Queiroz et al. (2007), utilizando a técnica de se-
menteira direta no cultivo de leguminosas em solo
com pH = 5,5 e V% = 44, verificaram que S. virgata
nao apresentou boa producao de fitomassa quando
comparada com as outras leguminosas, o que pode
ser devido as caracteristicas quimicas do solo.

Conclusao

Solos com valores de pH e saturagao por bases
abaixo de 58 e 50, respectivamente, limitam a
ocorréncia de A. doebereinerae nestes solos e, conse-
quentemente, o estabelecimento da simbiose efeti-
va com S. virgata.
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