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Introducao

O ambiente natural vem sofrendo mudancas devido a agdo antrépica. O solo,
componente importante na interagdo entre seres vivos, ciclagem de nutrientes e dgua, tem sido
afetado por essas acdes, que, muitas vezes, geram impactos negativos. Sao impactos
originados pelo uso inadequado, sistemas de manejo inapropriado, retirada da cobertura
vegetal, entre outros. A perda da capacidade produtiva do sistema é um impacto caracteristico
de éareas degradadas (WADT, 2003). H4 diversas maneiras de recuperacdo de dreas
degradadas, como a regeneracdo e sucessdo ecoldgica, rotagdo e consorcio de culturas,
sistemas agroflorestais, agricultura organica, além da educacdo ambiental (KOBIYAMA et
al., 2001). Ao escolher espécies para a restauracdo dessas dreas, deve-se selecionar aquelas
que apresentam resisténcia as condi¢des de ambientes adversos, além de contribuir com a
recuperacao da estrutura do sistema, favorecendo o desenvolvimento de mecanismos e
processos naturais de recuperagao (RESENDE; KONDO, 2001).

Nesse contexto, o uso de leguminosas € indicado por apresentarem essa resisténcia
(GUIMARAES et al., 2009). Sio espécies de extrema adaptagio a diversas condicdes
edafocliméticas, resisténcia a doencas, participam efetivamente da ciclagem de nutrientes
devido ao desenvolvimento de raizes finas e profundas. Outra importante caracteristica é a
capacidade que essas espécies t€ém de se relacionar simbioticamente com bactérias nativas do
solo, denominadas rizobios, que, pela presenca da enzima nitrogenase, t€ém a capacidade de
reduzir o nitrogénio atmosférico a aménia (BROUGHTON et al., 2006), forma assimildvel
pela planta. Em troca, a planta oferece protecdo e nutrientes, sendo que cerca de 30% do
carbono fixado pela fotossintese é exsudado pela raiz (RUMJANEK, 2006). Essa relacao é
conhecida como fixacao bioldgica de nitrogénio. Em resposta a infeccao da raiz, € estimulada
a formacao de ndédulos, que, de formas diferenciadas, abrigam as estirpes de rizébios.

Para a fixac3o bioldgica de nitrogénio ser efetiva, é necessario selecionar estirpes
adequadas (PELCZAR et al., 2005). Por esse motivo, hd no mercado diversos inoculantes,
contendo coldnias selecionadas de rizobios, especificos para cada espécie de leguminosa. Ao
se utilizar leguminosas, antes da semeadura, é vidvel que se inocule a semente, pois esse
processo favorece o aumento de nédulos nas raizes e, consequentemente, maior eficiéncia na
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fixacdo bioldgica de nitrogé€nio. Os beneficios deste processo incluem menor custo financeiro,
pois reduz o gasto com adubacdo, possibilita impacto ambiental e aumenta a produtividade da
cultura (FRANCO et al., 2002; HUNGRIA et al., 2007).

Algumas leguminosas nativas do Cerrado, como é o caso da Cratylia argentea, nao
possuem ainda inoculante comercial. A Cratylia argentea é uma leguminosa arbustiva e €
conhecida como camaratuba, copada ou cipd-prata (RAMOS et al., 2003). Ha poucas
pesquisas sobre a espécie, todavia, ja € conhecido seu potencial como planta forrageira devido
ao seu alto valor nutritivo (PIZARRO et al., 1995; LASCANO, 1995) e para recuperacao de
areas degradadas, por se adaptar facilmente em solos dcidos e com déficit hidrico. Por isso,
sua utilizacdo € indicada também em consércios de pastagem e leguminosas (VOLPE et al.,
2008). Portanto, faz-se vidvel o isolamento e a selecdo de estirpes de rizobios eficientes na
fixacdo bioldgica de nitrogénio para essa espécie, como candidatas a formulacdo de
inoculantes.

Objetivo

Neste trabalho, procurou-se isolar e selecionar estirpes de rizobios especificos para a
leguminosa arbdrea nativa do cerrado Cratylia argentea, visando a produc¢do de inoculante.

Metodologia

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo da
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG.

1. Coleta e desinfeccao dos nodulos

Mudas de doze meses da leguminosa Cratylia argentea foram conservadas em sacos
plasticos em casa de vegetacdo. Realizou-se quatro coletas, a cada 15 dias e, a cada coleta,
foram analisadas trés mudas da espécie. As raizes das plantas coletadas foram
cuidadosamente lavadas em dgua corrente. Apds a lavagem, retirou-se de 8 a 16 nédulos de
cada planta avaliada. Os nédulos coletados foram imergidos em alcool 90% por 10 segundos
e posteriormente transferidos para uma solucdo de hipoclorito de sédio 3% por 3 minutos,
para desinfec¢@o. Ap0s a esterilizacdo, lavou-se pelo menos cinco vezes os nddulos com dgua
destilada esterilizada, no fluxo laminar.

2. Selecao de nédulos e plaqueamento

Ap6s esterilizados, foram selecionados trés nddulos ativos (cor résea, devido a
presenca da leghemoglobina) de cada planta avaliada, por coleta. Esses nddulos foram
cuidadosamente macerados em solucao salina 0,85% com a ajuda de um forceps esterilizado.
Foram transferidos 100ul dessa suspensdo para placa de petri com meio extrato de levedura-
manitol com corante vermelho congo (HUNGRIA; ARAUJO, 1994), em trés repeticoes. As
placas foram armazenadas em estufa a 29°C, até o crescimento das coldnias.

fomd, XXVIII Congresso Nacional de Milho e Sorgo, 2010, Goiania: Associag¢@o Brasileira de Milho e Sorgo. CD-Rom

2103



3. Isolamento

Apés o crescimento das coldnias, selecionou-se as estirpes de bactérias que
apresentavam caracteristicas tipicas de rizobios que, segundo Hungria e Araidjo(1994),
apresentam diversas formas, desde achatadas a conicas, e arredondadas, e podem ser brancas
opacas, leitosas, translicidas, brilhosas ou foscas, podendo escurecer no centro quando a
cultura fica mais velha e podem também apresentar aspecto bastante gomoso. Outra
caracteristica observada, foi a absor¢ao ou nio do corante vermelho congo presente no meio.
As colonias de rizébios ndo absorvem ou absorvem muito pouco esse corante. Selecionou-se
duas coldnias por coleta, que foram purificadas. Apds crescimento em estufa a 29°C, foram
transferidas para tubos de estoque com meio extrato de levedura-manitol (HUNGRIA;
ARAUJ 0, 1994) e armazenadas em temperatura ambiente.

Resultados e Discussao

Nas quatro coletas efetuadas durante o estudo, foi analisado um total de 12 mudas, de
aproximadamente doze meses apds a germinacdo, com altura em torno de 40-50cm. Foram
coletados e analisados 130 nédulos (Tabela 1). Com base em uma avaliacdo preliminar das
caracteristicas fenotipicas dos nédulos, foram selecionados trés nédulos planta”’ para
plaqueamento, obtendo em torno de 36 nddulos com caracteristicas de nodulos efetivos, de
cor rosea tipica, equivalente a 2,3% dos ndédulos. Este fato evidencia que esta espécie
apresenta elevado nimero de ndédulos aparentemente inativos, na presenca da populacdo
nativa do solo, sugerindo que trabalhos de selecio de bactérias adequadas tornam-se
promissores para o aumento de produgdo da cultura através da prética da inoculagdo.

Os noédulos selecionados, ativos, eram, em sua maioria, de tamanhos pequenos,
aproximadamente entre trés e cinco milimetros de didmetro. J4, os nddulos grandes
encontrados, em baixo nimero estavam em estado de senescéncia.

Tabela 1. Numero de coletas, de mudas, de nédulos coletados e plaqueados no
processo de obten¢do de isolados de Cratylia argentea
N° de nédulos  Nédulos Plaqueados

Coleta Muda coletados (%)
A 10 30
1 B 12 25
C 9 33
D 12 25
2 E 15 20
F 13 23
G 11 27
3 H 10 30
I 12 25

J 8 37,5
4 K 9 33
L 9 33
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Total 12 130 28
A partir dos ndédulos selecionados e plaqueados, obtiveram-se varias colonias tipicas
de rizébio por placa. Destas colonias, foram selecionados oito isolados para testes posteriores
de sua eficiéncia na planta hospedeira.

Conclusao

O isolamento e a selecdo de estirpes de rizébio adequadas deve contribuir para
incrementar o crescimento e a producdo de biomassa de Cratylia argentea, considerando-se
que esta espécie de leguminosa arbdrea apresenta baixo indice de nddulos aparentemente
ativos, quando nodulada na presenca da populagdo nativa de rizébio do solo.
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