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RESUMO

Pesquisas envolvendo a selecao de bactérias fixadoras de N,, os rizébios, para inoculagao em leguminosas forrageiras,
além de contribuir para a melhoria da qualidade nutricional, favorecem a gestao e conservacao das pastagens. Dessa
forma, o objetivo do estudo foi analisar a diversidade morfologica, fenotipica e simbidtica de rizobios oriundos de
30 nodulos radiculares da leguminosa Gliricidia sepium. Foram obtidos 33 isolados bacterianos em meio 79, dos quais
oito foram selecionados para estudos de tolerancia, em diferentes condicdes de acidez e salinidade, e as propriedades
simbioticas nas leguminosas G. sepium, Phaseolus vulgaris e Crotalaria spectabilis. Os isolados bacterianos apresentaram
caracteristicas morfoldgicas altamente similares, mas diferiram em relagao as propriedades fenotipicas e simbidticas. Em
relagao a G. sepium, todos os isolados inoculados incluindo a estirpe inoculante, BR 8802, apresentaram resultados simi-
lares em relacao a capacidade de fornecer azoto para o desenvolvimento vegetal. Observou-se que alguns dos isolados
apresentaram maior habilidade em sobreviver em diferentes valores de pH e salinidade quando comparados a estirpe
BR 8802, sugerindo-se que estes sejam selecionados para estudos futuros.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica azoto, leguminosa forrageira, manejo e conservagao das pastagens, selegao estirpes
inoculantes

ABSTRACT

Research involving the selection of N, fixing rhizobia for inoculation of forage legumes can contribute to improve the nu-
tritional quality, and promote the management and conservation of pastures. Thus, the aim of this study was to analyze
the morphological, phenotypic and symbiotic diversity of rhizobia derived from 30 root nodules of legume Gliricidia
sepium. Thirty three bacterial isolates were obtained in medium 79, of which eight were selected for tolerance studies
in different conditions of acidity and salinity and the symbiotic properties in G. sepium legumes, Phaseolus vulgaris and
Crotalaria spectabilis. Bacterial isolates showed similar morphological characteristics, but differed in regard to phenoty-
pic and symbiotic properties. Regarding G. sepium, all isolates inoculated including inoculant strain, BR 8802, showed
similar ability to provide nitrogen for plant growth. However, some of the isolates showed greater ability to survive in
different pH and salinity compared to BR 8802, suggesting that these should be selected for further studies.

Keywords: Biological nitrogen fixation, forage legume, inoculants strains selection, management and conservation of
pastures

320 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2014, 37(3): 320-328



Introducao

A leguminosa Gliricidia sepium (Jacq.) Steud. é nati-
va no México, América Central e Norte da América
do Sul. Apresenta crescimento rapido, enraizamen-
to profundo, o que proporciona alta tolerancia a
déficit hidrico, permanecendo verde a maior parte
do ano. Possui ampla distribui¢ao ecolégica sendo
considerada espécie de multiplos usos: forragem,
reflorestamento, adubacao verde, cercas vivas, entre
outros.

Devido a suas caracteristicas bromatoldgicas, com
valores de proteina bruta variando de 20 a 30%
(Carvalho Filho et al.,, 1997), G. sepium tem sido
utilizada como forrageira para bovinos, ovinos e
caprinos. Tem-se destacado principalmente na ali-
mentacao de ovinos, onde tem sido utilizada como
suplemento proteico (Combellas et al., 1999), uma
vez que o consumo in natura pode ser limitante
devido a libertagao de compostos volateis, os quais
podem provocar toxicidade aos animais (Simons e
Stewart, 1994). Entretanto, ha relatos do uso de G.
sepium como unico alimento para ovelhas e cabras
em que nao foi diagnosticado toxicidade, verifican-
do-se ganho de peso pelos animais (Carew, 1983).
Na utilizagdo como forragem, esta leguminosa pode
ser cultivada como cerca viva, desempenhando des-
sa forma, duas importantes fung¢des: alimentagao
animal e recuperagdo do solo.

Ambas as funcgoes estdo diretamente relacionadas
ao fato de G. sepium ser uma leguminosa que esta-
belece simbiose com as bactérias fixadoras de N,,
conhecidas vulgarmente como rizobios, que podem
fornecer o azoto (N) total ou parcial ao crescimento
desta espécie, reduzindo os custos de implantagao
e proporcionando maior acumulacdo de N na parte
aérea e um aporte de matéria organica com menor
relacdo C/N ao solo. No entanto, tém sido poucos os
estudos relacionados com a diversidade de rizobios
capazes de estabelecer simbiose com esta legumino-
sa (Acosta-Duran e Martinez-Romero, 2002; Bala et
al., 2003; Thiao et al., 2004). Aliado a isso, torna-se
importante ressalvar que esses trabalhos nao foram
desenvolvidos no Brasil. O estudo da diversidade
de rizobios que estabelecem simbiose com G. sepium
constitui uma importante ferramenta de selegao de
estirpes mais eficientes em fornecer N e adaptadas
a diferentes condi¢oes edafoclimaticas, uma vez que
esta leguminosa apresenta ampla distribuigao eco-
logica.

De acordo com a instru¢ao normativa n° 13 de 2011
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteci-
mento, duas estirpes de rizobios, BR 8801 e BR 8802,
pertencentes ao género Rhizobium sao aprovadas

como inoculantes. Entretanto, deve-se considerar
que o Brasil possui grande extensao territorial, apre-
sentando, portanto, grande variabilidade nas condi-
¢Oes edafoclimaticas, que, segundo alguns autores
podem influenciar diretamente na eficiéncia da es-
tirpe inoculante (Cordovilla ef al., 1999).

O objetivo do estudo foi analisar a diversidade mor-
foldgica, fenotipica e simbiotica de rizdbios oriun-
dos de nddulos radiculares da leguminosa Gliricidia
sepium.

Material e Métodos

Colheita, isolamento de nodulos e diversidade de
bactérias noduliferas em Gliricidia sepium

As plantas de G. sepium utilizadas neste estudo fo-
ram localizadas no municipio de Pogo Fundo, sul de
Minas Gerais (21°46'51" de latitude sul e 45°57'54"
de longitude oeste). O cultivo de G. sepium foi em
linha para servir de cerca viva e divisao dos pique-
tes de aruana (Panicum maximum Jacq. cv. ‘Aruana’).
Na época da colheita dos nédulos, G. sepium apre-
sentava porte arbustivo e por isso, a colheita dos no-
dulos radiculares foi realizada com o auxilio de um
enxadeco e escavou-se cuidadosamente as raizes se-
cundarias a partir do tronco até as raizes mais finas,
onde foi encontrado o maior niimero de nédulos.
Ap6s a colheita, os nodulos foram armazenados em
sacos plasticos e depois lavados em 4gua corrente,
usando uma peneira. Apods esse procedimento, fo-
ram transferidos e armazenados individualmente
em frascos de vidro contendo silica gel na parte in-
ferior e um chumaco de algodao na parte superior.
No laboratério, conduziu-se a desinfestagao e o iso-
lamento dos nddulos seguindo a metodologia de
Vincent (1970), utilizando-se alcool etilico 95% por
30 segundos, em seguida, em H,O, por 3 minutos
e depois, lavados seis vezes com agua destilada es-
téril, seguido do maceramento destes em meio de
cultura 79 (Fred e Waksman, 1928).

Posteriormente, as colonias obtidas foram purifica-
das e caracterizadas morfologicamente nesse mes-
mo meio, de acordo com o tempo de aparecimen-
to da coldnia isolada (2-3 dias — crescimento rapi-
do; 4-5 dias — crescimento intermediario; 6-10 dias
— crescimento lento), alteracao do pH do meio de
cultura (reac¢do acida, neutra ou alcalina), tamanho,
forma, elevagao, superficie, borda e cor da coldnia,
quantidade (baixa, média ou alta) e consisténcia dos
exopolissacarideos e absor¢ao de indicador (azul de
bromotimol).

Um dendrograma foi construido a partir dessas 11
variaveis morfologicas, utilizando uma matriz bi-
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naria, a partir da qual foi realizado o agrupamento
com o pacote hclust usando o método average, no R
2.13.2 (R Development Core Team, 2011).
Representantes de cada grupo de similaridade fo-
ram selecionados para os testes de tolerancia aos
diferentes valores de pH e concentrac¢des salinas e
de autenticacao e eficiéncia simbidtica em diferentes
hospedeiros.

Tolerancia aos diferentes valores de pH e concen-
tragoes salinas

Para verificar a tolerancia aos diferentes valores de
pH, o meio 79 foi ajustado para os seguintes valores
de pH: 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0 pela adigao de
HCI ou NaOH (Wei et al., 2008). A analise de tole-
rancia das bactérias nos diferentes valores de pH foi
realizada de acordo com a metodologia utilizada
por Hara e Oliveira (2004), baseada na utilizagao de
escalas de tolerancia conforme o crescimento bacte-
riano nas estrias de repicagem. Como tratamento-
-controle, foi usado o meio de cultura 79 com valor
de pHigual a 7,0.

Os tratamentos foram distribuidos inteiramente ao
acaso, com trés repeti¢des. As placas foram incuba-
das a28°C por 7 dias, onde foi avaliado o desenvolvi-
mento das coldnias nas quatro zonas de repicagem,
onde foram atribuidos valores para o crescimento
para cada isolado variando de 1 (sem crescimento
visivel na placa) a 4 (maximo crescimento em todas
as zonas). Com base no crescimento em placas de
Petri, os isolados foram classificados como sensiveis
(S), medianamente tolerantes (MT) ou tolerantes (T)
(Hara e Oliveira, 2004).

O teste de tolerancia as diferentes concentracgdes sa-
linas foi realizado por meio da adi¢dao de NaCl, que
proporcionaram uma concentragao final no meio de
cultura de: 34,5, 86, 171, 256, 342 e 427 mM. Como
tratamento-controle, foi usado o meio de cultura 79
na sua composicgao original, que possui 1,71 mM de
NaCl e valor de pH igual a 7,0. O delineamento uti-
lizado e a forma de avaliagdo foi como descrito an-
teriormente para o teste de tolerancia aos diferentes
valores de pH.

Autenticacdo e eficiéncia simbiotica dos isolados
bacterianos quanto a capacidade de nodular de di-
ferentes hospedeiros

Os isolados selecionados de acordo com as caracte-
risticas morfoldgicas foram inoculados em G. sepium
(hospedeiro de origem), Phaseolus vulgaris (hospe-
deiro promiscuo) e Crotalaria spectabilis (leguminosa
forrageira e também utilizada como adubo verde),
como o objetivo de verificar a autenticidade deste
isolado em nodular e fornecer N para o desenvol-
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vimento destas leguminosas. As plantas foram cul-
tivadas em frascos de vidro escuro reciclado com
capacidade de 600 mL contendo 500 mL de solugao
nutritiva de Jensen (1942) a % de forca. Os frascos
de vidro foram preparados conforme Florentino e
Moreira (2009) e durante a conduc¢ao do ensaio nao
houve reposic¢ao de solugao.

Antes da plantacao as sementes foram desinfestadas
superficialmente por imersao em &lcool etilico 100%
por 30 segundos e posteriormente, em hipoclorito a
2% por 2 minutos, seguido de lavagens sucessivas
em agua esterilizada. As sementes foram colocadas
em placas estéreis contendo algodao humedecido e
papel de filtro até o inicio da germinagao para poste-
rior retirada dos tegumentos e planta¢ao nos frascos
de vidro.

Os tratamentos constaram da inoculacao de oito
isolados bacterianos de nédulos de G. sepium (UNI-
FENAS 02-10; 03-13; 03-14; 03-12; 03-10; 03-22; 03-15
e 03-16) e as estirpes aprovadas como inoculantes
pelo MAPA para cada espécie: G. sepium, BR 8802;
P. vulgaris, CIAT 899" (ou BR 322) e C. spectabilis, BR
2003. No momento do plantagao, cada frasco de vi-
dro recebeu uma semente germinada e, em seguida,
cada semente foi inoculada com 1 mL das estirpes
cultivadas em meio liquido 79 contendo aproxima-
damente 10° células. Foram utilizados ainda dois
tratamentos controle, um sem N mineral e o outro
contendo N mineral, onde se adicionou 35 mg L~
N-NH,NO..

Os ensaios foram conduzidos durante 40 dias em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
trés repeticdes. Apos este periodo, foram avaliados
os seguintes parametros: matéria seca da parte aé-
rea (MSPA) e da raiz (MSR) e numero de nddulos
(NN). Os resultados dos ensaios foram submetidos
a analise de variancia, empregando-se o programa
de andlise estatistica Sisvar, versao 5.3. As médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Eficiéncia simbiotica dos isolados em Gliricidia se-
pium em vasos com solo

Para os isolados bacterianos que apresentaram com-
provada capacidade de nodular G. sepium, citados
no ensaio anterior, foi instalado um ensaio em vasos
contendo 5 dm?® de solo para verificar a eficiéncia
simbidtica.

O solo utilizado apresentou as seguintes caracteristi-
cas: pH (H,0) =5,6; Al trocavel = (cmol_dm?)=0,1; Ca
(cmol_dm?) =0,3; Mg (cmol_dm?) =0,2; P (mg dm~)
=1; K(mg dm?) = 12; H + Al (cmol_dm?) =2,5; Soma
de bases (cmol_dm?)=0,5; CTC efetiva (cmol_dm?) =
0,6; CTC a pH 7,0 (cmol_dm?) =3; V (%) =17, m (%)



= 16; Matéria organica (dag Kg*) =0,6; P-rem (mg L")
=4. A calagem foi realizada com calcario dolomitico
de acordo com o método da elevagao da saturagao de
bases para 60%. O solo foi humedecido e incubado
em sacos plasticos pretos, sendo esta feita para au-
mentar a velocidade de reacdo do calcario. Apds 30
dias, tempo suficiente para a reagdo do calcario, os
macro e micronutrientes foram adicionados seguin-
do a recomendacdo de Novais et al. (1991).

A sementeira foi realizada 10 dias apds a adubacao
e foram semeadas quatro sementes por vaso. Depois
de germinadas, foi realizado o desbaste de duas
plantas e as outras duas plantas foram mantidas
durante 40 dias, quando foram avaliados os seguin-
tes parametros: matéria seca da parte aérea (MSPA),
namero (NN) e matéria seca dos ndédulos (MSN).

O delineamento experimental utilizado foi o DIC
com quatro repeticdes. Os dados de MSPA, NN e
MSN foram submetidos a analise de variancia, em-
pregando-se o programa de andlise estatistica Sis-
var, versao 5.3. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de pro-
babilidade.

Resultados e Discussao

Diversidade de bactérias nodulantes em Gliricidia
sepium

Apos o isolamento dos nddulos radiculares de G. se-
pium, foi obtido um total de 33 isolados bacterianos,
os quais foram agrupados de acordo com o den-
drograma indicado na Figura 1. Todos os isolados
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Figura 1 — Dendrograma das caracteristicas morfolégicas

apresentaram crescimento rapido, producao de exo-
polissacarideos variando de média a alta e a grande
maioria produziu reagdo acida no meio de cultura.
Portanto, observou-se baixa diversidade morfologi-
ca entre os isolados sendo formados oito grupos de
similaridade. No entanto, esses resultados corrobo-
ram com o0s encontrados noutros estudos (Acosta-
-Dtran e Martinez-Romero, 2002; Thiao et al., 2004).
Estes ultimos autores relatam ainda que G. sepium
somente estabelece simbiose efetiva com rizobios de
crescimento rapido.

A caracterizacdo morfoldgica e fenotipica tem sido
utilizada para a selegao de estirpes para testes de
nodulagao, eficiéncia simbidtica e analises molecu-
lares, uma vez que se torna limitante trabalhar com
todos os isolados obtidos dos nédulos das legumi-
nosas em ensaios em estufa (Jaramillo ef al., 2013).

Tolerancia aos diferentes valores de pH e concen-
tracoes salinas

Em relacao ao pH, os isolados UNIFENAS 02-10 e
03-16 apresentaram sensibilidade nos valores de pH
de 4,5 e 5,0. Ja em relagao as trés estirpes inoculan-
tes, CIAT 899T BR 8802 e BR 2003, somente a tiltima
teve o crescimento reduzido quando cultivada nos
valores de pH de 4,5 e 5,0 (Quadro 1).

Segundo alguns autores, a maior tolerancia a condi-
¢Oes de stresse, como acidez e salinidade, esta rela-
cionada com alta produgao de exopolissacarideos,
0s quais atuam como um mecanismo de protecao a
célula bacteriana (Bomfeti et al., 2011). No entanto,
de acordo com os resultados obtidos, esta generali-
zag¢ao nem sempre pode ser verificada.

02-11
03-16
03-36
03-38
03-10
03-11
0313
0321
03-20
03-39
03-37
03-32
03-29
a 0327
03-28
0331
03-35
0317
03-34

(=X

e bactérias isoladas de nddulos de Gliricidia sepium.
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Quadro 1 — Niveis de tolerdncia aos diferentes valores de pH e concentragdes de NaCl (mM) em meio 79 pelos isolados de

rizébios obtidos de n6dulos radiculares de Gliricidia sepium

Concentracdo NaCl (mM)

Valores de pH

Rizo6bios

345 86 171 256 342 427 45 50 55 6,0 68
Estirpes
inoculantes
BR 8802 MT MT S S S S T T T T T
CIAT 899" T T MT MT S S T T T T T
BR 2003 MT S S S S S MT MT T T T
Bactérias isoladas
de G. sepium
UNIFENAS 02-10 T T T MT MT S S S MT T T
UNIFENAS 03-12 T T T MT MT S T T T T T
UNIFENAS 03-13 T T MT S S S T T T T T
UNIFENAS 03-15 T MT MT S S S T T T T T
UNIFENAS 03-16 T MT S S S S S S MT T T
UNIFENAS 03-22 T MT S S S S T T T T T
UNIFENAS 03-14 MT S S S S S T T T T T
UNIFENAS 03-10 S S S S S S T T T T T

T=tolerante; MT = medianamente tolerante; S = sensivel

Em relagao a tolerancia as diferentes concentracoes de
NaCl, a maxima concentragao tolerada pelas bactérias
foi de 342 mM para os isolados UNIFENAS 02-10 e
03-12. No entanto, de acordo com a escala de classi-
ficacdo utilizada, esses isolados foram classificados
como moderadamente tolerantes. O maximo cresci-
mento em todas as regides das placas foi a 171 mM e
foi observada para os dois isolados citados anterior-
mente. O isolado bacteriano mais sensivel foi UNIFE-
NAS 03-10, que nao apresentou crescimento na placa
na menor concentracao testada, 34,5 mM (Quadro 1).
Das estirpes inoculantes, a CIAT 899" foi a mais tole-
rante, apresentando maximo crescimento até a con-
centragao de 86 mM. As demais, BR 8802 e BR 2003
foram classificadas como medianamente tolerantes
na concentragao de 34,5 mM.

Relacionando os resultados obtidos no ensaio que
avaliou a eficiéncia simbiotica dos isolados de rizo-
bios em G. sepium, observa-se que a maior tolerancia
a salinidade apresentada pelo isolado UNIFENAS
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03-13, quando comparada a estirpe inoculante, BR
8802, apresenta relevancia para cultivos de G. sepium
utilizando a inoculagdo com estirpes de rizébios em
solos salinos. Estudos comprovam o potencial de
utilizagdo desta leguminosa nesses tipos de solos
(Farias et al., 2009), os quais podem ser maximiza-
dos por meio da inoculagdo com estirpes de rizébios
eficientes e adaptadas as condigoes salinas.

Autenticacao dos isolados bacterianos quanto a ca-
pacidade de nodular diferentes hospedeiros

Em nenhum dos ensaios foi verificado nodulacao
nos dois controles sem inoculagdo: com N mineral
e sem N mineral, indicando auséncia de contamina-
¢ao. Nos demais tratamentos inoculados com as oito
bactérias selecionadas de acordo com as caracteris-
ticas morfologicas foram observados variabilidade
em relacdo a nodulagéo e eficiéncia simbidtica nos
diferentes hospedeiros testados: G. sepium, P. vulga-
ris e C. spectabilis (Quadro 2).
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Em G. sepium, cinco dos oito isolados bacterianos
estabeleceram simbiose com esta leguminosa, desta-
cando-se UNIFENAS 03-13 e 03-14 que proporciona-
ram maior desenvolvimento da parte aérea, apresen-
tando resultados superiores a estirpe inoculante BR
8802. Nesse ensaio foi observado ainda que a inocu-
lagao com isolados de nédulos de G. sepium, como os
dois citados anteriormente e UNIFENAS 03-22, 03-15
e 03-16, sendo este ultimo nao nodulifero (Quadro 2),
proporcionaram bom desenvolvimento do sistema
radicular, o que pode ser atribuido a produgao do
fitormonio acido 3-indol acético (AIA) pelo isolado
bacteriano, contribuindo para o desenvolvimento do
sistema radicular. Em relagdo a este fato, sdo encon-
trados estudos que analisaram a producdo de AIA
pelas bactérias fixadoras de N, (Chagas Junior, 2009).
Em P. vulgaris, como em G. sepium, dos oito isola-
dos testados, cinco estabeleceram simbiose com esta
leguminosa, sendo que UNIFENAS 02-10 e 03-12
nao estabeleceram simbiose com G. sepium (Quadro
2). O estabelecimento da simbiose esta relacionado
a libertacao de sinais quimicos emitidos pelos sim-
biontes (planta e bactéria), o que explica o fato de
ocorrer nodulacdo numa planta e nao noutra (Mo-
reira e Siqueira, 2006). Devido a isso, justifica-se a
importancia dos estudos de selegao de estirpes para
a pratica da inoculagao no momento da plantacao.

Dentre os isolados que nodularam P. vulgaris, des-
tacam-se UNIFENAS 02-10, 03-13, 03-22 e 03-15, os
quais promoveram maior desenvolvimento da parte

aérea, superior ao tratamento em que foi utilizada a
estirpe inoculante, CIAT 8997, devendo portanto se-
rem incluidas em estudos futuros de eficiéncia sim-
bidtica com o feijao em vasos e condi¢des de campo.
O feijoeiro é uma leguminosa bastante promiscua,
ou seja, capaz de estabelecer simbiose com diferentes
estirpes de rizdbios, o que dificulta a pratica da ino-
cula¢do no campo, uma vez que o estabelecimento da
simbiose ird ocorrer com varias espécies de bactérias
nativas (Cardoso et al., 2012). Entretanto, a utilizagao
de estirpes selecionadas tem apresentado resultados
satisfatorios em alguns estudos (Ferreira et al., 2009).
Ja C. spectabilis ndo apresentou bom desenvolvi-
mento, o que pode ser atribuido a forma de cultivo,
uma vez que o tratamento em que foi adicionado N
mineral ndo apresentou desenvolvimento da parte
aérea, diferentemente do que foi verificado para as
demais leguminosas (Quadro 2).

Eficiéncia simbidtica dos isolados bacterianos
quanto a capacidade de nodular Gliricidia sepium
Neste ensaio foi testada a eficiéncia simbidtica dos
isolados de rizobios quando inoculados em G. sepium
em vasos contendo 5 dm? solo. Todas as bactérias tes-
tadas, incluindo a estirpe inoculante, BR 8802, apre-
sentaram comportamento semelhante (Quadro 3). No
entanto, observa-se que a inoculagdo contribuiu para
o maior desenvolvimento da parte aérea quando com-
parado com o tratamento em que nao foi adicionado
N mineral, justificando a importancia da inoculagao.

Quadro 3 - Peso da matéria seca da parte aérea (MSPA), nimero (NN) e matéria seca de nédulos (MSN) de Gliricidia sepium

inoculadas com os isolados de rizébios.

Tratamentos

(mg planta™)

MSPA MSN

(mg planta™)

Tratamentos sem inoculagdo

Sem N-mineral 3250 ¢ 151 b 112 b
Com N-mineral 7925a 35¢ 110 b
Tratamentos inoculados

UNIFENAS 03-13 6000 b 144 b 245a
UNIFENAS 03-14 5475 b 137 Db 155b
UNIFENAS 03-10 5650 b 218 a 308 a
UNIFENAS 03-22 5900 b 156 b 193 b
UNIFENAS 03-15 6000 b 105¢ 258 a
BR 8802 5400 b 129 b 183 b
CV (%) 13 36 28

MValores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo
teste de Scott-Knot; os dados de NN e MSN foram transformados para raiz quadrada (x + 1).
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Também, é importante ressaltar que os resultados
obtidos nestes ensaios constituem etapas iniciais
para a selegao de isolados eficientes em fixar N, em
simbiose com G. sepium. Portanto, o fato de todos
apresentarem a mesma capacidade em fornecer N
para o desenvolvimento desta leguminosa nestas
condi¢des nao deve ser visto como um resultado in-
satisfatorio, uma vez que deverao ser realizados ou-
tros estudos com estes isolados, em diferentes con-
di¢des. Apesar do niimero reduzido de pesquisas,
alguns autores relatam o efeito positivo da inocula-
¢ao com estirpes de rizobios em G. sepium (Sanginga
etal., 1991).

Estudos preliminares, envolvendo isolamento, ca-
racterizacao morfolégica, fenotipica e testes de no-
dulagao constituem uma importante ferramenta
para a selecdo de novas estirpes inoculantes. Foi
por meio de estudos semelhantes a este que foram
identificadas estirpes que atualmente sao aprovadas
pelo MAPA como inoculantes para culturas de im-
portancia agricola como o feijao-caupi (Lacerda et
al., 2004).

Conclusao

Gliricida sepium estabelece simbiose preferencial-
mente com isolados de rizdbios de crescimento ra-
pido, no entanto, estes apresentam caracteristicas
fenotipicas e simbidticas distintas, as quais apresen-
tam potencial de serem exploradas de acordo com
as condic¢Oes edafoclimaticas predominantes na area
de cultivo desta leguminosa.
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