Eficiéncia da associacao simbiotica de bradyrhizobium
para o crescimento de crotalaria (crotalaria juncea)

(Efficiency of symbiotic association of bradyrhizobium for sunn
hemp (crotalaria juncea) growth)

Lenice Ribeiro da Silval; Cristiano Mantovani Belini!; Anaira Denise
Caramelo 12; Renato Fernandes Galdiano Jrz; Wellington Marcelo Queixas
Moreira 12

1Centro Universitario UNIFAFIBE - Bebedouro, SP, Brasil.
lenice_map@hotmail.com; cristianobelini@yahoo.com.br;

ZUNESP - Universidade Estadual Paulista - Jaboticabal, SP, Brasil.
anairacaramelo@yahoo.com.br; renatofgaldianojr@yahoo.com.br;
moreira_wellington@yahoo.com.br

Abstract. Crotalaria juncea is a legumenous widely used in green manure and the
production of fibers. To better understand the processes of development of sunn
hemp, this study aimed to analyze the influence and efficiency of Bradyrhizobium
strains for growth and development of Crotalaria juncea. For that we conducted
an experimental design of randomized blocks of nine treatments and ten
replicates, where the inoculation via seed and substrate with Bradyrhizobium
strains occurred. At 60 days after planting, it was observed that the
Bradyrhizobium strain. SEMIA 6145 via substrate was more efficient compared
with the other strains.

Keywords. sunn hemp; Bradyrhizobium; biological nitrogen fixation; green
manuring.

Resumo. A Crotalaria juncea é uma leguminosa muito utilizada na adubagdo
verde e na produgdo de fibras. Para melhor compreender os processos de
desenvolvimento da Crotaldria, este estudo objetivou analisar a influencia e
eficiéncia de estirpes de Bradyrhizobium para crescimento e desenvolvimento de
Crotalaria juncea. Para tanto se realizou um delineamento experimental de
blocos inteiramente casualizados de nove tratamentos e dez repetigcdes, onde
ocorreu a inoculagdo via semente e via substrato com estirpes de bactérias
Bradyrhizobium.  Apés 60 dias de plantio, observou-se que a estirpe
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Bradyrhizobium sp. SEMIA 6145 via substrato se mostrou mais eficiente em
comparagdo com as demais estirpes.

Palavras-chave. crotaldria; Bradyrhizobium; fixagdo bioldgica de nitrogénio;
adubagdo verde.

Introduc¢ao

A Crotalaria é uma leguminosa tropical da familia Fabacea, que compreende mais
de 500 espécies, destacando-se entre estas a Crotalaria juncea e a Crotalaria spectabilis.
Estas leguminosas sdo originarias da Asia, sendo exploradas na industria téxtil. Foi
introduzida no Brasil por volta do séc. XIX para serem empregadas na produc¢do de
fibras de papel, demonstrando altissima qualidade, principalmente na producdo de
papéis de cigarros, contudo, a crotalaria recebeu grande destaque no final do mesmo
século, quando passou a ser utilizada na rotacdo de cultura, como adubo verde
(CALEGARI, 1995) e nos ultimos anos estuda-se seu potencial no combate a dengue
(DEN()FRIO, 2011). A crotaldria é uma leguminosa, com muitas caracteristicas
importantes, dentre elas a rapida germinacdo, crescimento e desenvolvimento e sua alta
tolerancia a escassez de agua.

A adubacdo verde é um processo no qual sdo utilizadas certas culturas vegetais
para proporcionar melhorias quimicas, fisicas e biolégicas no solo (DIAS; SOUTO, 2005).
Dentre varias culturas destacam-se as leguminosas, pois estas estabelecem associacao
simbidtica com bactérias denominadas rizébios que sao responsaveis pelo processo de
fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) no solo (SEAB, 2011). Esta associagdo simbidtica
com bactérias do tipo Bradyrhizobium, proporciona um acimulo maior de nitrogénio na
biomassa vegetal, que por sua vez se liberado no solo, substitui a adubac¢do nitrogenada,
que além de apresentar alto custo financeiro, causa agressdes ao meio ambiente, dentre
estas a eutrofizacdo de corpos d’dgua (CALEGARI, 1995). A crotaldria possui elevada
producdo de biomassa de facil degradacdo, ciclo de cultivo curto e capacidade de
controlar nematodides, assim, sendo bastante difundida como adubacdo verde

(MASCARENHAS et al., 1994).
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Quanto a importancia junto a sadde publica, a crotaldria tem sido plantada em
terrenos baldios, fundo de quintal, jardins, pracas e areas recreativas (DENOFRIO,
2011), visto que supostamente atrairia libélulas para a predacao de larvas do mosquito
Aedes aegypti, ja que sdo consideradas inimigas naturais do mosquito, sendo assim, esse
método denomina-se controle biologico (PARRA, et al, 2002).

Devido a grande utilizacdo e importancia desta cultura, o presente trabalho teve
como objetivo analisar a influéncia e eficiéncia de estirpes de Bradyrhizobium para

crescimento e desenvolvimento de Crotalaria juncea em casa de vegetacao

Materiais e Métodos

As sementes de Crotalaria juncea utilizadas no decorrer do presente estudo
foram doadas pela Usina Guarani S/A. O experimento foi conduzido nos laboratorios de
Ciéncias Biolégicas do Centro Universitario UNIFAFIBE, bem como na casa de vegetacao
do Horto Florestal de Bebedouro, SP.

As estirpes de bradirrizobios foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Bioquimica de Microorganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia da UNESP,
Jaboticabal, SP. 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 inoculagdo das sementes ou substratos. As estirpes utilizadas e os

tratamentos realizados estdo ilustrados na tabela 1.

Tabela 1 - Metodologia experimental de inocula¢do dos tratamentos.

Tratamento Estirpe Via de Inoculagdo
T1 Controle (H20 destilada) Semente
T2 Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 Semente
T3 Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 Semente
T4 Bradyrhizobium sp SEMIA 6156 Semente
T5 Bradyrhizobium sp SEMIA 6145 Semente
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T6 Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 Solo
T7 Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 Solo
T8 Bradyrhizobium sp SEMIA 6156 Solo
T9 Bradyrhizobium sp SEMIA 6145 Solo

As estirpes de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6145 e SEMIA 6156 sdao recomendadas
pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para inoculacao de
Crotalaria juncea.

O processo de semeadura ocorreu no laboratério de Botanica do Centro
Universitario UNIFAFIBE, local no qual o experimento permaneceu por cinco dias e
posteriormente foi transferido para a casa de vegetacdo do Horto Florestal, 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 irrigagdo diaria por meio de
aspersores.

As sementes foram submetidas a desinfestacdo com hipoclorito 1% por 10
minutos, sendo posteriormente lavadas com agua destilada e semeadas em ntimero de 3
em cada vaso, preenchido com vermiculita autoclavada de granulometria média.

O experimento consistiu nos tratamentos descritos na Tabela 1. As sementes
foram inoculadas com a dose de 200 ml de inoculantes para 50 kg de sementes
(MOREIRA, 2009). Para os tratamentos que receberam inoculacdo no substrato, estas
foram realizadas 30 dias ap6s a semeadura, sendo realizada préxima ao colo das plantas
com o auxilio de uma pipeta automdtica, mantendo a proporc¢do padrdo 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.

Ap6s 60 dias do plantio determinou-se massa fresca e comprimento da parte
aérea e da parte radicular (MFPA, MFPR, CPA e CPR), nimero e comprimento da maior
folha (NF, CMF), diametro do caule (DC) e nimero de nodulos (NN) por planta de

crotalaria, assim como a massa seca da parte aérea e da parte radicular (MSPA, MSPR).
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Os dados das massas (fresca e seca) foram obtidos em balanga 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 analise de variancia (Anava) e as médias separadas pelo teste de Scott-

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

Resultados e Discussao

Ao final do periodo experimental, foram analisados os parametros biométricos de

CPA, CPR, DC, NF e CMF (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da parte radicular

(CPR), diametro do caule (DC), nimero de folhas (NF) e comprimento da maior folha (CMF) para

Crotalaria juncea inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e vias de inoculagao.

CPA CPR DC NF CMF
Tratamento

--------------------- cm ---------------------  ----- nUmero planta ----
T1 3,55d 2,80 c 1,07 ¢ 297 e 2,08 ¢
T2 4,83 bc 4,74 a 1,09 bc 3,64 bc 2,21 cde
T3 4,15 cd 395b 1,10 ab 3,18 de 2,09 de
T4 4,72 bc 4,32 ab 1,08 cd 3,34 cde 2,16 cde
T5 502b 4,41 ab 1,09 bc 3,35 cde 2,31 abcd
T6 507b 4,52 ab 1,09 bc 3,65 bc 2,33 abc
T7 510b 4,32 ab 1,09 bc 3,54 bcd 2,31 abcd
T8 534b 4,62 a 1,09 abc 392b 2,40 ab
T9 6,03 a 4,91 a 1,11a 4,53 a 2,49 a

CV (%) 9,77 9,62 1,06 8,61 6,95

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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Em T2 e T3 (Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 587, respectivamente) ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, podendo até mesmo serem comparadas com T4 e T5 (Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6156 Bradyrhizobium sp. SEMIA 6145) que sdo as estirpes recomendadas pelo
MAPA. Nos tratamentos T6, T7 e T8 (Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079;
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587; Bradyrhizobium sp. SEMIA 6156 - inoculados no
substrato ap6s a germinacdo), o crescimento deu-se de forma acentuada comparando
aos tratamentos inoculados via semente. Em T9 (Bradyrhizobium sp SEMIA 6145),
notou-se a grande diferenca em comparativo com os outros tratamentos, no qual
parametros como CPA e CPR atingiram valores de até 70 e 75% maiores que T1
(Controle). O ndmero de folhas (NF) foi 65% maior quando comparado a T1 e 35% em
T5.

Os resultados obtidos sdo relevantes, principalmente quando trata-se da
utilizacdo de crotalaria como fonte de adubagao, onde busca-se melhorias no solo em um
curto espagco de tempo, porém, alguns fatores também devem ser considerados
relevantes para o sucesso da associacdo simbiodtica leguminosa-bactéria, tais como a
completa interacdo entre a planta e microrganismos (KRASOVA-WADE et al, 2003;
SCHULZE, 2004; LIMA et al, 2005; JEMO et al, 2006;), a interferéncia de fatores biéticos
e abidticos, como ocorre devido as mudancas climaticas, condi¢des e mudangas no perfil
do solo, competicio de estirpes exoOticas com estirpes indigenas, dentre outros.
FERNANDES et al. (2003), considera também que a FBN é responsavel pelo teor de
nitrogénio acumulado pelas plantas inoculadas com estirpes eficientes, enquanto que
plantas sem inocula¢do exibem valores demasiado inferiores, sendo assim, o inoculante
também pode interferir no fracasso da associac¢do, visto que € imprescindivel levar em
consideracdo a densidade de células no inoculante, bem como condi¢des de
sobrevivéncia de cada estirpe (DEPRET et al.,, 2004).

No que se refere aos parametros biométricos avaliados, tais como MFPA, MFPR,
MSPA, MSPR (Tabela 3), vale ressaltar que sdo variaveis relevantes a serem
investigadas, principalmente quando o objetivo é a utilizacdo da planta na adubagdo
verde ou nas rotacoes de cultura, levando-se em consideracao a producao de biomassa

(COSTA et al. 2011).
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Tabela 3 - Valores médios de massa fresca da parte aérea (MFPA massa fresca da parte

radicular (MFPR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da parte radicular (MSPR) para
Crotalaria juncea inoculada com diferentes estirpes de Bradyrhizobium e vias de inoculagio.

MFPA MFPR MSPA MSPR
Tratamento
------------------------- mg planta ------------------------
T1 1,08 b 1,01e 1,02 e 1,00 e
T2 1,29 ab 1,23 bed 1,07 bed 1,04 bc
T3 1,21b 1,11 de 1,04 de 1,01 de
T4 1,26 ab 1,14 cde 1,04 cde 1,02 cde
T5 1,29 ab 1,17 cde 1,05 bed 1,03 bed
T6 1,60 a 1,28 bc 1,07 bc 1,04 bc
T7 1,35ab 1,28 bc 1,06 bed 1,04 bc
T8 1,41 ab 1,36 ab 1,08 b 1,04 b
T9 1,58 a 1,51a 1,11a 1,07 a
CV (%) 19,00 8,92 2,02 1,34

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Apesar do T9 ter apresentado a variavel MFPA superior, os valores obtidos sao
praticamente constantes, ndo diferindo significativamente dos demais, porém, quanto
avaliou-se a MSPA, o mesmo tratamento apresentou-se superior, sendo significativo ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Resultado semelhante ao encontrado por VIEIRA
et al. 2003, onde a SEMIA 6145 apresentou os melhores valores na analise de matéria
seca da parte aérea em variedades do feijao massacar, atingindo cerca de 15% a mais em
comparacao com a estirpe SEMIA 6462 recomenda pelo MAPA para inoculacdo de feijao

Caupi.
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Quando se busca maior produ¢do de biomassa, seja para adubagdo verde, rotacao,
consorciacao ou sucessao de culturas, a estirpe de Bradyrhizobium sp SEMIA 6145 via
solo se apresenta de forma eficiente em relagdo as demais estirpes, apresentando
valores superiores.

Em estudo realizado por RIBAS et al. (2003), utilizou-se a mesma espécie de
crotalaria para a adubac¢do verde consorciada com o quiabeiro, o que foi possivel
aumentar em cerca de 20% a produtividade de frutos desta hortalica. Em PERIN, et al.
(2004), foram encontrados valores superiores em consércio com o milho.

Em trabalho realizado por SCHUER e TOMASI (2011), onde se utilizou Crotalaria
juncea e Crotalaria spectabilis na adubacgdo intercalar e reforma do cultivo da cana de
acucar, ambas as espécies apresentaram eficiéncia na recuperacio do solo e na
adubacao verde, colaborando com a produg¢do de biomassa e adicdo de macro e micro
nutrientes, bem como a corre¢do do pH no solo, porém, a Crotalaria juncea se
sobressaiu em relagdo a outra espécie, acentuando o aumento na produtividade de cana-
de-acdcar intercalar. Ainda em SCHUER e TOMASI (2011), foi concluido que esta
leguminosa ocasiona melhorias na fertilidade do solo, dispensando o uso de corretivos e
fertilizantes industrializados.

Em RIBAS et al. (2003), também concluiram que a leguminosa empregada na
adubacgdo verde é muito importante na manutencao de unidades de producdo organica,
visto que trata-se de uma fonte renovavel e natural, ainda que, dentro destes centros de
produgdo, é vedado o uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos (Instru¢do Normativa
n2 07, de 17 de maio de 1999, do Ministério da Agricultura), assim, é necessario uma
ampla producdo de biomassa para que uma espécie seja considerada eficiente e possa
ser utilizada nestes locais, porém, resultados encontrados para o cultivo de Crotalaria
juncea apresentam-se significativos. O nitrogénio incorporado no solo através da
utilizacao de leguminosas, segundo RIBAS et al. (2003), pode ser considerado como um
elemento auto-suficiente, visto que a bactéria em simbiose com a planta fornece este
elemento vital, e no ato do corte, desde que realizado adequadamente, a leguminosa o
devolve para o solo.

O NN (Tabela 4) é um parametro que faz parte do protocolo de avaliacdo do
MAPA para verificagdo da existéncia de associagdo simbiotica entre as bactérias e a

leguminosa (COSTA et al, 2011), ou seja, a existéncia de fornecimento de nitrogénio
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para a planta através simbiose com bactérias noduliferas. Observa-se novamente o

tratamento T9 como o mais eficiente. Os nddulos podem ser observados na Figura 1.

Tabela 4 - Valores médios de nimero de nédulos (NN) para Crotalaria juncea inoculada com

diferentes estirpes de Bradyrhizobium e vias de inoculacao.

NN
Tratamento
-- numero/planta --
T1 1,00d
T2 1,00d
T3 1,00d
T4 1,96 c
T5 3,10b
T6 3,37b
T7 1,50 cd
T8 3,61b
T9 6,33 a
CV (%) 14,05

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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Figura 1- Comparacgao do sistema radicular com ndédulos entre os tratamentos

T1 (ausente) e T9.

Por meio das andlises realizadas no decorrer da pesquisa, é possivel observar que
o numero de nodulos e a producao de biomassa estdo intrinsicamente relacionados,
visto que os tratamentos que apresentaram maior nimero de nédulos, também
apresentaram maior producao de biomassa.

O nitrogénio total acumulado em plantas de Crotalaria juncea inoculadas por
diferentes estirpes de Bradyrhizobium e diferentes vias de inoculagdo, através da
metodologia semimicro de Kjedahl, apresentou valores distintos, como pode ser

observado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores Nitrogénio Total (NT) para Crotalaria juncea inoculada com diferentes
estirpes de Bradyrhizobium e vias de inoculagao.

NT
Tratamento
-- mg tratamento --

T1 893,2
T2 938
T3 1195,6
T4 1377,6
T5 1526
T6 1400
T7 1402,8
T8 1472,8
T9 1604,4

A andlise de crescimento e desenvolvimento das plantas submetidas a diferentes
estirpes de Bradyrhizobium apresentou resultados significativos no que se refere a

estirpe e a via de inoculacdo utilizada (Figura 2).
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Figura 2 - Visao geral de plantas de Crotalaria juncea nos tratamentos submetidos a

inoculacdo de diferentes estirpes de Bradyrhizobium.

Consideracoes Finais

Apés a andlise de todos os parametros biométricos descritos, o tratamento
inoculado com estirpe de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6145 via substrato (T9) se mostrou
mais eficiente para os parametros analisados em comparag¢ao com as demais estirpes e
tratamentos que receberam inocula¢do via semente.

Concluiu-se também, que os tratamentos que apresentaram maior teor de
nitrogénio também resultaram na maior producdo de biomassa, area foliar e auséncia de
sinais de inabilidade (folhas amarelas, tombamento, abscisao foliar, dentre outros).

Assim, a técnica de fixacdo biolégica de nitrogénio apresenta-se como uma
alternativa viavel tanto economicamente, quanto ecologicamente, visto que aumenta a
produc¢do de biomassa e conseqiientemente de nitrogénio disponivel no solo para o

plantio posterior de novas culturas.
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