Resposta de cultivares de Amendoim Forrageiro a Ino
Micro- organismos Diazotréficos na Amazonia Sul
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RESUMO: Microrganismos selecionados para
eficiéncia na fixagcdo de nitrogénio atmosférico
podem promover economia de fertilizantes na
cultura do amendoim forrageiro. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta de trés cultivares e
um acesso de amendoim forrageiro a inoculagéo de
estirpes de rizobio nativo em casa de vegetacdo. As
cultivares Belmonte, Algueire, Amarilho e o acesso
SV5821 da Colecdo Ativa de Germoplasma da
Embrapa Acre foram inoculadas com 10’ células
mL-" das estirpes R12M, R18M, 77A e BR1405. A
coleta das plantas foi realizada aos 45 dias apés a
inoculacdo. Foi avaliada a massa da parte aérea
seca, massa de raizes secas, niumero de nédulos e
teor de nitrogénio. Aos 45 dias ap6s a inoculagao foi
observado que as estirpes contribuiram para o
acumulo de massa seca por vaso, promovendo
aumento médio de 556 mg.vaso'1 em relacdo ao
controle. Para a massa de raizes foi observado
incremento médio de 149 mg. vaso™ sem diferenca
para o controle com N. As estirpes promoveram,
para Amarilho e 0 SV5821, incrementos médios de
8mg.vaso™ no contetido de nitrogénio em relacdo ao
aos demais tratamentos de inoculacdo sem
diferenca em relacdo aos controles. Amendoim
forrageiro responde a inoculagdo com incrementos
na fitomassa e nitrogénio.

Termos para indexacdo: Arachis pintoi, Fixacdo
biologica de nitrogénio, Bactérias.

INTRODUGAO

Micro-organismos diazotroficos podem
contribuir na manutencéo da fertilidade do solo, pois
através da associacdo simbidtica com as plantas,
promovem a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN)
atmosférico. Estima-se que esta contribuicdo seja
de 139 milh6es de Mg de N ano™, enquanto que a
fixacdo quimica contribui com 49 milhdes de Mg de
N ano® e gque a substituicdo de fertilizantes
quimicos pela inoculagdo com bactérias do género
Bradyrhizobium nos campos de soja, representou
uma economia na casa dos U$ 3,3 bilhdes para

agricultura brasileira em 2006 (Moreira & Siqueira,
2008). A importancia da FBN nos sistemas agricolas
€ indiscutivel, principalmente quando se trata de
solos tropicais, onde as perdas nutricionais s&o
mais elevadas e o nitrogénio se constitui num dos
elementos mais limitantes para os vegetais.

A aplicacdo de fertilizantes quimicos para
minimizar a baixa fertilidade de grande parte dos
solos amazonicos vai de encontro ao alto custo
destes insumos, além das implicacdes ambientais
gue sugerem o uso comedido e até mesmo a
inadequacdo dos insumos quimicos em algumas
areas desta regido, devido a fragilidade de boa
parte de seus ecossistemas (Araujo et al., 2005).
Considerando-se os precos de fertilizantes
quimicos, que sdo fatores limitantes também nas
outras regides brasileiras, por estarem diretamente
relacionados ao preco do petréleo tornando,
portanto, os custos de producdo da atividade
agricola vulneravel a oscilacdo do mercado desta
commodity, podendo comprometer a seguranca
alimentar e a competitividade do agronegécio
brasileiro (Ministério da fazenda, 2013). Estes fatos
demonstram que um dos grandes desafios da
agricultura moderna € o investimento em inovacoes
tecnologicas eficientes, tanto do ponto de vista
econdmico quanto ambiental, para garantir a oferta
de alimentos para o crescente consumo interno e
externo.

Desta forma, estudos de comunidades
microbianas associadas a identificacdo e o
desenvolvimento de gendétipos de plantas, que
favorecam processos biolégicos como fontes de
nutrientes, tornam-se estratégico para
sustentabilidade agricola, possibilitando a reducéo
dos custos de producdo dos alimentos e a reducéo
do consumo de energia de fontes nao renovaveis.
Assim, o processo de FBN apresenta-se como uma
tecnologia importante, para o0 suprimento de
nitrogénio. Entretanto, muito ainda precisa ser feito
para que 0 sucesso deste processo seja estendido
para outras plantas leguminosas e nao-
leguminosas, como observado na cultura da soja



brasileira, sendo este um grande desafio da
pesquisa agropecudria.

Sendo assim, manejar ecologicamente o0s
micro-organismos do solo torna-se uma pratica
potencialmente viavel, podendo contribuir para
preservar e aumentar a sustentabilidade dos
sistemas agricolas na Amazobnia (Caheté, 2005).
Salienta-se que a pesquisa nesta area do
conhecimento na Amazobnia estd em fase inicial,
sendo necessario intensificar os estudos de
prospeccdo, isolamento, selecdo e aplicacdo de
microssimbiontes para uso agricola, explorando a
grande diversidade, ainda desconhecida, de micro-
organismos desta vasta regiao.

No estado do Acre o uso do amendoim
forrageiro para 0 manejo e recuperacdo de
pastagens ja& é uma pratica consolidada e vem
trazendo muitos beneficios a economia da regido
(Miranda et al., 2012). Todavia, esta espécie pode
ser utilizada para diversas outras finalidades, como
a adubacdo verde, em sistemas de producéo
agroecologicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a resposta de trés cultivares e um aceso de
amendoim forrageiro frente a inoculacdo de trés
estirpes de rizobio nativo e uma de Bradyrhizobium.

MATERIAL E METODO S

O experimento foi conduzido em substrato
areia e vermiculita (1:1) em casa de vegetacdo da
Embrapa localizada na BR 364 km 14, no 2° distrito
do municipio de Rio Branco-AC. Foi utilizado o
delineamento em blocos ao acaso, com 30
tratamentos e 4 repeticdes. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial, sendo combinadas
guatro cultivares de amendoim forrageiro (Belmonte,
Mandobi, Alqueire, Amarilho), mais o0 acesso
SV5821, obtidos da colecao ativa de germoplasma
da Embrapa Acre, com quatro estirpes de rizdbio,
mais os controles sem inoculacéo e fertilizado com
nitrogénio, na forma de NH4;NO3; com 100 mg de
N.vaso™.

As estirpes utilizadas foram as seguintes:
R18M, R12M; 77A, isoladas de materiais presentes
na colecdo de amendoim forrageiro da Embrapa, de
acordo com a metodologia de Hungria (1994) mais a
estirpe de Bradyrhizobium sp. BR 1405 (testemunha
positiva) fornecida pela curadora da colecdo da
Embrapa Agrobiologia.

As estirpes foram cultivadas em frascos
erlenmeyer contendo meio de cultivo, YM (Fred &
Walksman, 1928) pH 6,8 sob agitacdo de 175rpm a
28°C por 24h. Posteriormente ao crescimento dos
micro-organismos, foi feita a contagem do numero
de células viaveis utilizando a técnica da microgota
de acordo com (Miles & Misra, 1938). Os estoldes
de amendoim forrageiro foram padronizados para
20 cm de comprimento, lavados em agua corrente,
agua destilada e autoclavada, sendo em seguida
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pré-enraizados em agua destilada e autoclavada por
16 dias.

Foram plantados trés estol6es por vaso, em
seguida foram inoculados 2 mL da suspenséao
bacteriana, através de um orificio no substrato e ao
lado dos estoldes, com cerca de 10" células mL™. O
tratamento fertilizacdo com nitrogénio mineral foi
feito concomitantemente ao de inoculagdo. Os
vasos foram molhados semanalmente.

O experimento foi avaliado aos 45 dias apos
a inoculagdo e as plantas foram separadas em:
parte aérea, raizes e nédulos. Foram avaliados:
matéria seca da parte aérea, raizes, nimero dos
nédulos, e acumulo de nitrogénio na parte aérea.
Parte aérea, raizes e nodulos foram levados a
estufa de secagem a 65°C até estabilizacdo da
massa quando foram pesadas para determinacéo
da matéria seca e N-total, na parte aérea da planta.
O nitrogénio foi analisado pelo método semimicro
Kjeldahl (Alves et al., 1994). Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia, e as
médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% e 1% de probabilidade, e as
andlises foram realizadas pelo programa SAEG e
SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado efeito significativo da
inoculacéo das estirpes sobre a producdo de massa
de matéria seca de parte aérea, de raizes, nimero
de nddulos e nitrogénio total das cultivares aos 45
dias ap6s a inoculacdo (Tabela 1). Na média, o
aumento da produgdo de massa de matéria seca da
parte aérea, nos tratamentos com significancia foi
de 556 mg.vaso'l em relacdo ao controle absoluto, e
foi igual ao controle nitrogénio.

Quanto a producdo de massa de raizes seca,
foi observado um incremento médio de 149
mg.vaso™ nos tratamentos com significancia em
relacdo ao controle absoluto, sem diferenca para o
controle nitrogenado. Em relagdo ao numero de
nédulos houve diferenca significativa entre os
tratamentos para as cultivares analisadas (Tabela
1). Na média, o ndmero de nodulos, nos
tratamentos com significancia foi 14 nédulos em
relacdo aos demais tratamentos inoculados, embora
ndo tenha sido observado diferenca significativa em
relacdo aos controles o que demonstra ter havido
contaminacdo com bactérias entre tratamentos. No
trabalho de inoculacdo para avaliar a FBN em
cultivares de feijdo caupi realizado (Melo et al.,
2009) foi observado o mesmo comportamento.

Com relacdo ao nitrogénio na planta (Tabela
1) foi observado acumulo médio significativo entre
tratamentos para a cultivar Amarilho e o acesso
Sv8521 em relagdo as demais cultivares, embora
ndo tenha sido observado diferenca estatistica
significativa em relagéo aos controles. A observacéo



de significancia estatistica para os controles pode
estar relacionada a contaminacdo por bactérias o
gue sugere uma nova avaliacao desse experimento.

De acordo com Purcino et al, (2013) a
inoculacdo de estirpes de rizGbio SEMIA 6439 e
SEMIA 6440 em sementes de Arachis pintoi em
uma area de cerrado degradada, no primeiro ano de
cultivo promoveu aumentos de produgdo de até
54% na matéria seca e de 74% no teor de nitrogénio
na parte aérea comparada com a testemunha
nodulada com estirpes nativas.

Resultados contrastantes foram encontrados
por (Bogino et al., 2006) que ao avaliarem o efeito
da inoculagédo de trés estirpes de Bradyrhizobium
sp. na nodulacdo e producdo de amendoim comum
em solos Argentinos, verificaram que a estirpe C-
145 foi a mais promissora tanto em condicfes
controladas quanto nos experimentos de campo
produzindo maior ndmero de nédulos quando
inoculada diretamente nas sementes do amendoim
ou na linha de plantio. Entretanto, a producéo da
cultura ndo foi influencia por nenhum dos dois tipos
de inoculacdo devido ao alto numero de estirpes de
Bradyrhizobium encontrados no solo, pois promoveu
um alto grau de nodulacdo e fixacdo sendo
suficiente para a maxima nodulacdo e producéo em
condi¢cdes de campo superando a inoculagéo.

O efeito da inoculacao de Bradyrhizobium sp.
USDA 3187 em sementes de amendoim
(Arachis hypogea L.) a campo foi avaliado por
Bogino et al. (2006), sendo verificado que as plantas
de amendoim foram mais noduladas pelas estirpes
de ocorréncia natural no solo do que pela estirpe
inoculada, o que demonstrou que a estirpe USDA
3187 de Bradyrhizobium sp foi menos competitiva.
Entretanto, verificaram que ndo houve diferenca
significativa na massa seca dos nodulos, biomassa
seca, atividade da nitrogenase e producdo de
sementes tanto nos tratamentos de inoculacdo
guanto nos ndo inoculados.

Os mesmos autores, inoculando estirpes de
Bradyrhizobium sp em vermiculita e em sementes
de amendoim comum, utilizaram ferramentas
moleculares e a resisténcia a antibiético como
métodos para analisar a competitividade entre as
estirpes de Bradyrhizobium introduzidas e nativas
na nodulacdo de amendoim na Argentina,
verificaram aumento do nimero de nédulos por
plantas e a ocupacdo dos nodulos foi maior em
plantas crescidas no substrato vermiculita. No
experimento a campo, verificaram que somente 9%
dos nédulos totais foram formados por bactérias
inoculadas diretamente em semente de amendoim.
Entretanto, 78% dos nédulos foram formados por
bactérias inoculadas nas raizes das plantulas no
campo.
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CONCLUSAO

A aplicacdo das bactérias em experimentos
de curto prazo em casa de vegetacdo demonstra
ser eficiente no processo de colonizacdo das
bactérias inoculadas, refletindo no incremento de
massa de parte aérea, massa de raizes e acimulo
de nitrogénio na cultura do amendoim forrageiro aos
45 dias ap0s a inoculagao.
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Tabela 1: Avaliagdo da inoculagdo de isolados de rizobio em diferentes
cultivares de amendoim forrageiro aos 45 dias apds a inoculacao.

Tratamentos - Cultivares -
Belmonte Agueire Amarilho Sv5821
Massa da parte aérea seca (g.vaso)
R18M 0,66 b 0,54 b 0,76 b 131la
T7A 1,12 a 0,51 b 1,03 b 1,46 a
R12M 0,78 b 0,78 b 1,42 a 0,76 b
BR1405 0,98 b 0,83 b 1,52 a 0,53 b
Controle absoluto 0,81b 0,81b 0,81b 0,81b
Controle nitrogenado 1,38a 1,38a 1,38a 1,38a
CV (%) 34,07
Massa de raizes secas (g.vaso™)
R18M 0,19b 0,24 a 0,12 b 0,20 b
TTA 0,25a 0,23a 0,28 a 0,21b
R12M 0,27 a 0,24 a 0,23a 0,18 b
BR1405 0,24 a 0,15b 0,35a 0,17 b
Controle absoluto 0,11 b 0,11 b 0,11 b 0,11 b
Controle nitrogenado 0,24 a 0,24 a 0,24 a 0,24 b
CV (%) 24,50
Nidmero de nédulos
R18M 8,8b 13,8b 3,3b 215b
T7A 23,3b 12,8b 29,0a 240b
R12M 115b 12,0b 26,0a 175b
BR1405 85b 32,3b 31,3a 95b
Controle absoluto 19,8b 19,8 b 19,8 a 19,8 b
Controle nitrogenado 16,3 b 16,3 b 16,3 a 16,3 b
CV (%) 60,83
Nitrogénio total (mg.vaso™)

R18M 211b 27,0b 195b 27,1a
TTA 22,4b 235b 189b 19.1b
R12M 23,1b 22,3b 31,0a 24,2 a
BR1405 26,0b 26,3 b 29,8 a 19,1b
Controle absoluto 27,7b 27,7b 27,7a 27,7a
Controle nitrogenado 30,0b 30,0b 30,0 a 30,0 a

CV (%)

7,9

Médias seguidas das mesmas letras mintsculas na coluna, nédo diferem entre si pelo

Teste de Scott-Knott com p<0,05 .



