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Abstract. The “amendoinzeiro” (Pterogyne nitens) and “angico-do-cerrado
(Anadenanthera pelegrina) are leguminous trees that form symbiotic
associations with nitrogen-fixing bacteria - rhizobia. The aim of this study was to
evaluate the influence of rhizobia for growth of both species. Both species were
inoculated on seeds (T1 and TZ2) or the substrate (T3 and T4), and control (T5).
After 60 days the biometric measurements of each replicate were evaluated. To
angico-do-cerrado was found statistically significant differences for T1 and T2,
the mass parameter fresh and dry mass of the aerial portion, beyond the height
parameter. Indeed, we can see that this plant species may respond to inoculation
with B. japonicum and B. elkanii.

Keywords. Inoculation; Leguminous trees; Biological nitrogen fixation

Resumo. O amendoinzeiro (Pterogyne nitens) e o angico-do-cerrado
(Anadenanthera peregrina) sdo leguminosas arbdreas que formam associagoes
simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico — os rizébios. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia dos rizébios para o
crescimento das duas espécies. Ambas as espécies foram inoculadas nas sementes
(T1 e T2) ou no substrato (T3 e T4), além do controle (T5). Apds 60 dias foram
avaliadas as medidas biométricas de cada repeticdo. Para o angico-do-cerrado
verificou-se diferengas estatisticas significativas para T1 e T2, nos pardmetro
massa seca e massa fresca da porgdo aérea, além do pardmetro altura. Com
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efeito, pode-se observar que esta espécie vegetal pode responder a inoculagdes
com B. japonicum e B. elkanii.

Palavras-chave. Inoculacdo; Leguminosas arbdreas; Fixacdo biologica de
nitrogénio

Introducao

As leguminosas arbéreas Pterogyne nitens (amendoinzeiro) e Anadenanthera
peregrina (angico-do-cerrado) vém sofrendo com um acelerado processo de exploragao
por conta da rusticidade que o seu produto madeireiro representa, podendo ser
empregado na confeccdo de mdveis finos e na construgdo civil. A espécie nativa
Pterogyne nitens, por exemplo, esta a ponto de se extinguir da flora paulistana em fungao
dessas exploragoes, sendo necessaria a multiplicacdo de seus exemplares e também sua
conservagdo genética para perpetuacdo da espécie (CARVALHO, 1994). E recomendada
para arborizacdo de vias urbanas e rodovias. Justamente por apresentar um crescimento
relativamente rapido é também recomendada na reposicao de mata ciliar e revegetacao
em sitios arenosos e degradados (LORENZI, 1992).

A conservagdo e o melhoramento genético da espécie sdo de suma importancia,
justamente por ela apresentar alto potencial econ6mico, para ornamentacdo e
restauracdo de equilibrios ecolégicos, principalmente pelo fato de ser uma espécie com
possibilidades de ser extinta da flora paulistana (SILVA, 2009). O angico-do-cerrado
(Anadenanthera peregrina) possui alto potencial ornamental em virtude do aspecto
retorcido visiveis em seus ramos, podendo ser empregado no paisagismo em geral.
Também por ser uma planta bem adaptada ao clima seco é muito utilizada em plantios
mistos em dareas degradadas de preservacdo permanente. A casca do tronco é
empregada no curtume (LORENZI, 2002).

As espécies da familia Leguminosae tém a capacidade de obter biologicamente o
nitrogénio quando em simbiose com bactérias chamadas rizdbios, que por sua vez
podem fornecer a planta de 60 a 100% de suas necessidades de nitrogénio (CHAVES,

2003).
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Para tanto, se faz necessario o desenvolvimento de mecanismos mais eficientes na
producdo de mudas destas espécies propiciando consequentemente, um melhor
desenvolvimento dessas leguminosas arboreas, e que estas possam ser produzidas com
reducdo de custos, substituindo a adubacdo nitrogenada por bactérias que fixam
biologicamente o nitrogénio. Esta pode ser uma alternativa eficaz para perpetuagdo
destas espécies, para que estas ndo corram o risco de se extinguirem, principalmente o
amendoinzeiro. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de estirpes
de bradirrizébios (Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium japonicum) para o
crescimento de Pterogyne nitens e Anadenanthera peregrina em condi¢des de casa de

vegetacao.

Materiais e Métodos

As estirpes de bradirrizébios foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Bioquimica de Microorganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia da UNESP. As
bactérias foram cultivadas em meio de cultura YML (VINCENT, 1970) e mantidos em
incubadora TECNAL (modelo TE-420) por aproximadamente 30°C e 220 R.P.M. Apés 48
horas, o meio foi retirado da incubadora e logo em seguida utilizado no processo de
inoculacdo das sementes ou substratos.

As sementes utilizadas neste foram coletadas no municipio de Bebedouro-SP,
(amendoinzeiro) e do angico-do-cerrado foram coletados de matrizes do viveiro
municipal de mudas de Pirangi-SP.

O processo de semeadura ocorreu no laboratério de Botdnica do Centro
Universitario UNIFAFIBE, local no qual o experimento permaneceu por cinco dias e
posteriormente transferido para a casa de vegetacdo do Horto Florestal de
Bebedouro/SP, Instituto de Florestas do Estado de Sao Paulo, cuja estrutura é
constituida por uma cobertura com tela de nylon para retencdo de 50% da luminosidade
e irrigacdo diaria por meio de aspersores.

As sementes do amendoinzeiro foram retiradas da sdmara, e juntamente com as

sementes de angico, foram selecionadas e também submetidas a desinfestacdo com
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hipoclorito 1% por 10 minutos; posteriormente foram lavadas com agua destilada e
semeadas em numeros de 3 em cada vaso, contendo vermiculita autoclavada de
granulometria média.

O experimento consistiu nos seguintes tratamentos para ambas as espécies: T1 -
Inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587) nas sementes; T2 - Inoculagdao com
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5080) nas sementes; T3 - Inoculagdo com
Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587) no substrato em plantas com 30 dias de vida; T4 -
Inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5080) no substrato em plantas com
30 dias de vida; T5 - Controle (sem inocula¢do). Antes do processo de inoculacdo no
solo, procedido para os tratamentos 3 e 4, realizou-se o desbaste de duas plantas,
restando somente uma planta por repeticao.

As sementes foram inoculadas com a dose de 200 ml de inoculantes para 50 kg de
sementes (MOREIRA, 2009). Os tratamentos que receberam inoculagdo no substrato, as
inoculacdes foram realizadas 30 dias apds a semeadura e foi realizada préxima ao colo
das plantas com auxilio de uma pipeta automatica mantendo a propor¢ao padrao de 1 ml
de inoculante por planta. Aproximadamente 45 dias ap6s a semeadura, 12 ml de solugao
nutritiva Gibson (1987) com auséncia de nitrogénio foi introduzida.

O teor de nitrogénio total foi obtido através do método de Kjeldahl e foi procedido
no Departamento de Microbiologia da FCAV/UNESP.

Cada tratamento foi composto por 10 repeticdes e cada repeticdo contendo trés
sementes inicialmente, sendo que, apds 30 dias da semeadura duas plantas por
repeticdo foram desbastadas antes do processo de inoculacdo no solo, permanecendo
apenas uma planta por repeticio até o final do experimento. O delineamento foi
inteiramente casualizado contendo distribui¢des ao acaso. Apés 60 dias da semeadura

foram avaliados, mediante analises biométricas das plantas, os seguintes aspectos:

a) - Diametro do caule (DC);

b) - Altura da parte aérea (APA);

c) - Comprimento da maior folha (CMF);
d) - Numero de folhas (NF);

e) - Massa fresca da parte aérea (MFPA);
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f) - Massa fresca da parte radicular (MFPR);
g) - Massa seca da parte aérea (MSPA);

h) - Massa seca da parte radicular (MSPR);
i) - Quantidade de nédulos (QN).

Os dados das massas (fresca e seca) foram obtidos em balanca analitica (modelo
AG200, Gehaka®), onde a massa seca somente foi analisada apds secagem das plantas
em estufa a 602C durante 72 horas até aquisicao de peso constante. Os valores foram
submetidos a andlise de variancia (Anava) e as médias separadas pelo teste de Scott-

Knotta 5 % de probabilidade pelo programa estatistico Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2008).

Resultados e Discussio

Ao final do experimento, mediante andlise visual de plantas de amendoinzeiro

(Pterogyne nitens) (Figura 1) foi possivel constatar que ndo ocorreu o processo de

nodulagdo em nenhum dos tratamentos aplicados para esta espécie.

Figura 1: Plantas de amendoinzeiro (Pterogyne nitens) ap6s 60 dias nos diferentes tratamentos.
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No entanto, mesmo assim foram procedidas as analises biométricas do vegetal
onde, em conseqiiéncia da nao nodulagdo, os tratamentos ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas, exceto para o pardmetro nimero de folhas no qual o
tratamento 1, 2 e 4 se mostrou maior frente ao controle (Tabela 1).

Barberi (1998), avaliando a ocorréncia de nodulacdo em 37 espécies de
leguminosas cultivadas em viveiro, sendo 18 pertencentes a subfamilia
Caesalpinioideae, 13 a Papilionoideae e 6 a Mimosoideae, constatou que nos exemplares
da subfamilia Caesalpinoideae o processo de nodulagdo nao foi observado em nenhuma
das espécies, enquanto que nas outras subfamilias a porcetagem de nodulagido foi de
83% para Papilionoideae e 85% para Mimosoideae. E possivel relacionar esses
resultados a este trabalho, no qual também ndo se observou a nodulacio em
amendoinzeiro (Pterogyne nitens), espécie também pertencente a subfamilia

Caesalpinoideae.
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Tabela 1 - Medidas de crescimento para didmetro do caule (DC), altura da parte aérea (APA), nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da
parte radicular (MFPR), massa seca da parte aérea (MSPA) massa seca da parte radicular (MSPR) de
amendoinzeiro (Pterogyne nitens) em diferentes tratamentos cultivados em casa de vegetacdo, Horto
Florestal de Bebedouro, 2011.

TRATA- DC APA CMF NF MFPA  MFPR MSPA  MSPR
MENTO2  -------oeeeee- MM-=--===sm==ms eemeemeeeeeeeeeeeeees mg-----==--===ss=uu-

T1 1,50a* 12,24a 5,88a 3,71a 28,76a 13,33a 15,19a 8,37a
T2 1,47a 12,06a 5,74a 3,47a 26,97a 11,18a 14,48a 7,47a
T3 1,44a 11,93a 5,80a 3,30b 27.42a 11,79a 13,47a 7,35a
T4 1,44a 11,78a 5,63a 3,48a 26,98a 12,86a 13,81a 8,05a

T5 1,54a 11,68a 5,85a 3,25b 26,70a 11,62a 13,41a 7,46a

CV (%) 8,54 4,57 5,54 9,47 8,71 21.30 12,86 19,85

a T1 - Inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587) nas sementes; T2 - Inoculagdo com
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5080) nas sementes; T3 - Inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii
(SEMIA 587) no solo em plantas com 30 dias de vida; T4 - Inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5080) no solo em plantas com 30 dias de vida; T5 - Controle (sem inoculacdo).

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Scott-knott em nivel de 5%
de probabilidade.

As analises visuais de plantas de angico-do-cerrado (Anadenanthera peregrina)
(Figura 2) assim como ocorreu com o amendoinzeiro ndao foram observados nédulos
caracteristicos das bactérias fixadoras de nitrogénio utilizadas. Foi possivel observar
diferencas estatisticas significativas para o parametro APA no qual as inoculagdes nas
sementes com Bradyrhizobium japonicum (T1) manifestou maior crescimento em
relacdo aos outros tratamentos (Tabela 2). Diferencas estatisticas significativas também
foram observadas para os parametros MFPA e MSPA promovidas pela eficiéncia dos
tratamentos 1 e 2. Embora nao tenha ocorrido a nodulagdo, ha a hip6tese de que os
rizébios entdo atuaram como RPCPs.

Gross et al. (2004), trabalhando com angico-do-cerrado (Anadenanthera peregrina)
em solo de cerrado autoclavado, observaram com sucesso os nédulos que se formaram

nas raizes do vegetal. Em contrapartida nao descreveu qual estirpe de rizobio foi
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utilizada no trabalho. Concluiu que, os rizébios quando associados a planta juntamente
com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), promoveu melhor crescimento e
desenvolvimento do vegetal em relacdo a associacao simbidtica proposta apenas pelos
rizobios, que de fato também foi observada, mas manifestando uma quantidade menor

de nédulos no vegetal.

Figura 2: Plantas de angico-do-cerrado (Anadenanthera peregrina) apds 60 dias nos diferentes

tratamentos.

Tabela 2 - Medidas de crescimento para didmetro do caule (DC), altura da parte aérea (APA), nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da
parte radicular (MFPR), massa seca da parte aérea (MSPA) massa seca da parte radicular (MSPR) de
angico-do-cerrado (Anadenanthera peregrina) em diferentes tratamentos cultivados em casa de
vegetacdo, Horto Florestal de Bebedouro, 2011.
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TRATA- DC APA CMF NF MFPA MFPR  MSPA MSPR
MENTO2  -----mmeeee- MM-=-==========  eeeeceeceeeeeeeeeee- Mg--=-=====n=nnsmnus

T1 1,73a* 14,50a 9,02a 2,14a 23,48a 20,36a 15,19a 11,59a
T2 1,63a 14,02b 8,88a 2,07a 23,99a 23,40a 15,27a 12,09a
T3 1,60a 13,83b 8,48a 2,04a 21,82b 21,38a 13,52b 11,84a
T4 1,57b 13,43b 8,49a 2,06a 21,06b 20,09a 13,53b 11,75a

T5 1,47b 13,72b 8,70a 2,07a 21,75b 21,20a 13,87b 12,05a

CV (%) 8.73 4,35 587 642 7,74 12,66 8,73 12,01

a T1 - Inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587) nas sementes; T2 - Inoculagdo com
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5080) nas sementes; T3 - Inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii
(SEMIA 587) no solo em plantas com 30 dias de vida; T4 - Inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5080) no solo em plantas com 30 dias de vida; T5 - Controle (sem inoculac¢do).

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Scott-knott em nivel de 5%
de probabilidade.

Em trabalhos realizados por Barberi (1998), este avaliou espécies leguminosas
em dois viveiros distintos, com vistas a identificar a ocorréncia de nodulagao. Para a
espécie Anadenanthera peregrina, observou-se a nodulacdo apenas nos exemplares de
um dos viveiros. Contudo, a auséncia de nodulacdo pode ser atribuida a varios fatores,
tais como quimicos (deficiéncia de nutrientes, alteragdo de pH) ou fisicos (erosao,
salinizacdo entre outros), mas principalmente por fatores bioldgicos relatados pela
incompatibilidade da estirpe com a planta, ja que o processo de nodulagdo depende de
certa especificidade da estirpe.

As sementes de amendoinzeiro e angico-do-cerrado apresentaram baixo
percentual de teor de agua (Tabela 3), padrao este tipico de sementes ortodoxas,
sugerindo assim que as mesmas sejam armazenadas em baixas temperaturas quando

houver a necessidade (VILLELA, 2004).
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Tabela 3 - Percentual de 4gua nas sementes de amendoinzeiro (Pterogyne nitens) e angico-do-cerrado

(Anadenanthera peregrina).

Espécies arboreas Amostras Massa fresca Massa seca em % agua
emg g

Amendoinzeiro 1 1,07 0,98 8,41
(Pterogyne nitens) 2 1,02 0,94 7,85
3 1,02 0,94 7,85
Angico-do-cerrado 1 1,14 1,04 8,77
(Anadenanthera 2 1,09 1 8,26
peregrina) 3 1,20 1,11 7,5

Com a auséncia de nodulagdo, os teores de nitrogénio obtidos pelas leguminosas
arboreas (Grafico 1) podem estar associados as reservas energéticas dos cotilédones,
principalmente para o angico-do-cerrado, que aos 60 dias apds a emergéncia, ainda

apresentava cotilédones persistentes.
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Grafico 1: Teor de nitrogénio total em mg nos diferentes tratamentos de amendoinzeiro e angico-do-

cerrado.
a00 -
of 800 -
=]
€ 700 -
®
:é' 600 - ET1
2 T2
£ 500 -
g nT3
= 400 -
= uTA
300 - mT5
200 -
100 -
0 .

Amendoinzeiro Angico-do-cerrado

Silva (2011), avaliando a influéncia de estirpes de Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium elkanii para o crescimento e desenvolvimento da leguminosa crotalaria
(Crotalaria juncea), observou em seu tratamento controle (tratamento que nao ocorreu
o processo de nodula¢do) niveis de nitrogénio semelhantes aos niveis apresentado no

grafico acima para as duas espécies.

Consideracoes Finais

Foi observado um resultado contrastante entre as duas leguminosas, enquanto o
amendoinzeiro ndo manifestou resposta a inoculacao, o angico-do-cerrado relatou certa
eficiéncia para o parametro MFPA, MSPA e APA nos tratamentos inoculados com
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5080) e Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587) nas
sementes, concluindo que o mesmo mostrou-se mais responsivo do que o
amendoinzeiro frente as inoculacdes. Pelo fato de nao ter ocorrido o processo de
nodulacdo se fazem necessarios a realizacao de novos estudos com novas estirpes para

avaliar a eficacia da relacao simbiotica favorecendo espécies leguminosas arbodreas
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selecionando estirpes capazes de nodular estas espécies, uma vez que o processo de

simbiose é um processo espécie-especifico.
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