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ENSAros AGRONOMlCOS DE INOCULANTES. FASE I: SELEÇAO DE ESTIRPES
PARA SOJA-PERENE (NEONOTONIA WIGHTII) (1 )

(Agronomical inoculants' trials: phase I: Rhizobia strains' selection for perennial soybean (Neonotonia
wightii)

MARIA JOSEFA FERNANDESSANCHEZ (2) e PAULO BARDAUIL ALCANTARA (3)

RESUMO: A soja-perene, apesar de ser a leguminosa forrageira de maior sucesso no Es-
tado de São Paulo, tem apresentado problemas de ordem agronômica, que podem resi-
dir na associação Rhizobium-Ieguminosa. Este trabalho teve por objetivo encontrar,
através de seleção massal, populações de Rhizobium de maior eficiência e competitivida-
de. Para tanto coletaram-se solos em três localidades do Estado de São Paulo com histó-
rico antigo de cultivo de sola-perene. As amostras de solo, após diluição seriada, foram
inoculadas em vasos de Leonard contendo plântulas da leguminosa. Após sessenta dias
foram coletados nódulos nos vasos com maiores diluições efetuando-se testes da ativida-
de da nitrogenase. Realizaram-se cento e cinqüenta e três isolamentos que, juntamente
com cinqüenta e quatro isolamentos de nódulos colhidos a campo, foram testados quan-
to ao potencial relativo em fixar nitrogênio. Os resultados mostraram que um dos Isola-
mentos (j-94b) produziu significativamente (P < 0,01) mais nitrogênio total que os de-
mais, incluindo as estirpes recomendadas até então para soja-perene. Os contrastes Isola-
mento Direto X Isolamento após Redução de Acetileno, Estirpes Recomendadas X Con-
troles Nitrogenados, Isolamentos de Nativos X Estirpes Recomendadas + Controles Ni·
trogenados, mostraram-se altamente significativos (P < 0,01) em relação à produção de
matéria seca e quantidade total de nitrogênio por vaso.

INIRODUÇÃO

De origem Asiática e Africana, a so-
ja-perene é una leguminosa tropical can
potencialidade comoplanta forrageira que,
apesar de apresentar barreiras para sua
exploração racional e econom1ca, tem
apresentado boa adaptação no Estado de São
Paulo. I

o uso de leguninosas err pastagens de
gramíneas tropicais é assunto de alguras
décadas entre nós (ENOONI'RO.•• , 1969). Sua
contribuição como fonte de nitrogênio e
como melhoria proteica na dieta dos bovi-
nos bem como sua vantagem econômica quando
canoarada à fertilização nitrogenada já

(1) Parte do Projeto IZ-035/84, Convênio Fundação de Desenvolvimento da Pesquisa Agropecuária (FUNDEPAGI!
Secretaria de Estado da Indústria, Comércio, Ciência e Tecnologia (SICCTI. Recebido para publicação em abril
de 1988.

(2) Da Seção de Agronomia de Plantas Forrageiras, Divisão de Nutrição Animal e Pastagens.
(3) Da Seção de Agronomia de Plantas Forrageiras. Divisão de Nutrição Animal e Pastagens. Bolsista do CNPq.
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foi descrita por vários autores (ALCÂNrARA
et alii, 1979 e sn..vA & SANl'(l), 1986). Se-
gundo BOIN (1986) o uso da consorciação
dímirarí. o efeito da estacionalidade de
produção de gramineas tropicais.

Para alguns autores, lIIl dos proble-
mas a serem solucionados para a maior uti-
lização da soja-perene em pastos consor-
ciados pode residir na eficiência da asso-
ciação Rhizobiun-leguninosa (ANDRE.W &

HlJl'lOO, 1974 e AI1...EN & ALLEN, 1981); tra-
tando-se de leguminosa que nodula espon-
taneanente com Rhizobium do "grupo
cowpea", nativo dos solos tropicais, (M:>-
LINA et al.í.í , 1983 e SAtUIEZ et alii,
1985) a soja-perene depende, na formação
de um processo sirrbiótico eficiente, da
compl.exa interação entre os fatores gené-
ticos dos micro e macro sirrbiontes, bem
com das condições anbientes que
interferem nas relações de c~titividade
dos microorganismos no solo (TRINICK,
1985). Alguns autores consideram o lento
crescimento iÕicial da soja-perene e a no-
dulação tardia ccnn lIIl8 característica de
espécie (WHITEMAN,1968/69 e PHlLP(Jl'l'S,
1975).

Quanto ao efeito da introdução no

solo de estirpes selecionadas, dados rela-
tados por vários pesquisadores demonstram
ser a correção da fertilidade do solo,
condição suficiente para boa nodulação
(DIATLOFF& LUCK,1972; SCHOLLESet alii,
1981; MONTEIROet alii, 1983; DE POLLI&
FRANOO,1985 e SANCHEZet alii, 1986);
outros optam pela classificação da soja
perene com ''m:xieradanente seletiva", res-
pondendo à inoculação principahrente por
auxiliar e acelerar o estabelecimento ini-
cial (Bogdan, citado por SEIFFERT,1982 e
DE POILI & FRANOO,1985). No entanto, não
são poucos os que citam a necessidade de
se inocular a soja-perene cem estirpes

próprias visando sua plena eficiência na
fixação de nitrogênio. Trabalhos coro os de
GLYCINE.•• (1967), ffiTl'lUIl'(1970), RIBEIRO
et alii (1970) e PHILroITS (1977) nostram
que para haver ban estabelecimento e boa
nodulação, há necessidade de inoculação.
No Estado de São Paulo, LOPESet alii
(1971 e 1972) e LOPES(1973), trabalhando
com rizóbios nativos e soja-perene com
diversos tipos de solo, conclui que a po-
pulação nativa estudada não foi suficiente
para prorover fixação equivalente ao de
estirpes selecionadas, eroora culturas
anteriores cem soja-perene tenham prorovi-
do lIIl él1.lIrentoda população nativa do sole
capaz de nodular esta Iegimínosa, bem com
da efetividade desta população nativa.

o potencial de fixação de nitrogênio
biológicamente pelas leguminosas forragei-
ras tropicais, apesar de todas essas in-
ferências feitas, é considerado baixo se
comparado comas leguminosas para produção
de grãos 00 nesmo comas leguminosas for-
rageí.ras temperadas. Segundo trabalho de
revisão de BOIN (1986) o potencial de fi-
xação de nitrogênio de leguminosas forra-
geiras tropicais em consorciação com gra-
rnineas fica entre 44 a 180 kg de N (ni.tro-
gênior/ha] valores da ordem de 70 a 180 kg
N/h.a foram encontradas em Glycine wightii
na África (Jones , citado par KEYA,1977),

de 7S kg de N/ha em Glycine wightii no
Brasil (MATIDS & WERNER,1977), de 100 -
140 kg de N/ha com Glycine wightii cv.
Cooper por JOOANSEN& KERRIIX;E(1979) em
Queensland e de 133 kg de N/ha em Neonoto-
.!li!! wightii cv. Tinaroo por Miller & Van
Der Hist em Qaeenaland, citado em CARVAlHO
(1986).

o maior problema relacionado com a
procura e o uso de inóculo específico para
leguminosas do "grupo cowpea", visando
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aumentar a contribuição em tenros de ni-
trogênio para o pasto consorciado, reside
na relação competitividade (competência
saprofítica + competitividàde de nodula-
ção) x eficiência, sendo as esÚrpes nati-

vas altarrente competitivas e em geral de
baixa eficiência (BROCKWELL,1980 e
BUSBHY,1983).

Foi cem o objetivo de se encontrar,
através da seleção massal , populações de
rizóbios nativos que proporcionassem c~

petitividade e eficiência elevadas para
fixar. nitrogênio do ar, em soja perene,
que se realizou o presente trabalho.

MATERIALE MÉTOoos

o presente trabalho foi realizado no
Instituto de Zootecnia, em Nova Odessa,

SP.

Foram colhidas amostras de solo em
Pirassununga, SP (Areia Quartzosa), Jaca-

reí, SP (Latossolo Vermelho-Amarelo) e
Leme, SP (Latos solo Vermelho-Escuro fase
arenosa), em locais com, no mínino , quinze
anos de cultivo de soja perene, e que
apresentaram as características constantes
no quadro 1.

Quadro 1. Caracteris tica5 qufmi.~as de 5010s de três local idades (Pirassununga, Jacareí e Leme) do Estado
de São Paulo, com cultivo de nelo menos 15 anos com soja-perene

P pH K Ca Mg H+Al S T
Solo IIg/MO em V

CIII' " CaC12 meq/100 em' "
Pfrassunuriga 1 13 5,9 4,7 0,21 4,4 1,8 5,5 6,4 11,9 54
Pfrassununga 2 13 6,8 4,9 0,54 5,8 2,0 3,9 8,3 12,2 68
Pfrassununga 3 16 4,3 5,6 0,32 4,8 1,8 2,7 6,9 9,6 72

Pfrassununga 4 12 4,3 4,8 0,23 2,8 1,0 4,9 4,0 8,9 45
Jacareí 13 3,4 4,7 0,20 2,5 2,3 4,0 5,0 9,0 56
Leme 34 4;5 5,2 0,36 6,3 1.5 3,1 8,2 11,3 73

..

As subamostras de umrresrro local fo-
ram hcmogeneizadas e 10 g de solo foram
diluídas em água estéril, em diluição se-
riada. Alíquotas de cada di.Iin.ção foram

inoculadas em vasos de Leonard contendo
areia e venniculita, na proporção de 1: 1,
cem plântulas de soja-perene (Neonotonia
wightii cv. Tinaroo) cem sete dias de ger-

• Alcântara, P. B. et alii (1988), comunicação pessoal.

minação e solução nutrltlva de Norris,
isenta de nitrogênio, segundo CIAT (1985).
O esquema de diluição seriada, bem cano o
oreparo dos vasos e das sementes seguiu
rretodol.ogia apresentada por ALCÂNI'ARAet
alii (1988-1<). Após sessenta dias de germi-

nação, os vasos que apresentavam plantas
cem características de boa fixação de ni-
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trogênio, e que tinham recebido a maior
diluição do solo foram levados ao labora-
tório, para testes do potencial de redução
de acetileno da nitrogenase presente, em
noventa e cinco nódulos de cada solo. Dos
resultados obtidos foram escolhidos vinte
nódulos de cada tipo de solo e, feitos
cento e cinqüenta e três isolamentos em
meio agar, manitol e extrato de levedura.
Esta rotina de isolamento teve o cuidado
de evitar passagens sucessivas em meio de
cultura, sendo que colônias em morfologias
diferentes foram consideradas como isola-
mentos distintos.

Os isolamentos (RA) foram então
testados quanto à sua capacidade de fixar
nitrogênio, em vasos de Leonard, cem soja
perene, em ensaio em blocos ao acaso com
três repetições, em duas fases: no Ensaio
I foram testados cento e um isolamentos e
no Ensaio 11 cento e seis isolamentos onde

foram colocados vasos controles cem dois
níveis de nitrogênio; 200 mg (N ) e 400 mg\ 3(N ) de N por vaso, na forma de NH NO ;

6 . 4 3foram ainda usados como controle, vasos
inoculados com suspensão das estirpes NO 65
(SMS-303, isolada de G. wightiD e NO 71
(SMS-569, UNKL 44, SEMIA 6042, TAL 65,
isoladas de Calopogonium mucunoides), am-
bas recomendadas para a inoculação da soja
perene. Cinquenta e quatro isolamentos (i)
feitos de nódulos colhidos diretamente no
campo, nos mesmos solos, foram acrescenta-
dos ao ensaio. Incluiu-se ainda o controle
total sem nitrogênio e sem inóculo.

Após noventa dias, a parte aérea das
plantas foi colhida, determinando-se a
produção de matéria seca e a quantidade
total de nitrogênio por vaso, esta última
obtida através da análise de nitrogênio na
planta (rrétodode micrckjel.dahls ) •

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Baseando-se em metodologia de Date &
Vincent, citados por BROCKWELL (1982), pa-
ra o cálculo do número mais provável de
Rhizobium no solo, obtiveram-se, para as
amostras colhidas em Pirassununga

3
,Jacareí

. . 3e Leme, a5 est~t~vas de 6,9Ox10 ,0,17x10
e 70OxlO bactérias por grama. de solo,
respectivamente.

Pelos dados da cranatografia gasosa,
verificou-se que nos solos amostrados, a
freqüência de nódulos obtidos cem ativida-
de de nitrogenase próxima a zero foi alta,
mostrando uma tendência a representarem
uma população mista altamente ineficiente
quanto ao potencial enzimáti.coem reduzir
o acetileno a etileno. Não houve, no ca-
so, uma preocupação em se fazer homogenei-
zação quanto à idade dos nódulos amostra-

dos (o peso nodular vanou de 0,1 a 37,8
mg). A distribuição da freqüência de nódu-
los em função dos nanomoles de atividade
de nitrogenase calculados, em cada tipo de
solo é mostrada nas figuras 1, 2 e 3.

Dos resultados obti.dos em vasos de
Leonard, para estudar a eficiência dos di-
versos isolados em fixar nitrogênio do ar
pode-se verificar que, ao contrário do en-
contrado nas Guianas por TRaIMAN & WEAVER
(1986), grande número de isolamentos foi
altamente ineficiente. Os dados obtidos
mostraram, no ensaio I, valores de produ-
ção de matéria seca da parte aérea e quan-
tidade total de nitrogênio considerados
dentro da faixa de normalidade para soja
perene, nestas condições experimentais.
Quanto ao ensaio II, os dados de produção
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sugerem interferência negativa na expres-
são do potencial dos' diferentes sistemas
testados, prarovendo um achatarrento nos
valores dos dados experimentais.

A figura 4 nost.ra os gráficos que
sobrepõe às medidas de produção de matéria
seca em ordem decrescente a quantidade to-
tal de nitrogênio por vaso dos diferentes
isolados nost rando que, em alguns isola-
dos, caro afirma HAYDOCK et alii (1980), a
correlação entre produção de matéria seca
da parte aérea da planta e nitrogênio
total no vaso deve ser aceita com cuidado,
caro em casos onde ocorreram limitações no
desenvolvimento pleno da planta.

o solo amostrado em Pirassununga, em
local com vegetação típica de cerrado
fraco, apresentou uma porcentagem maior de
isolarrentos altarrente ineficientes, compa-
rado com os solos amostrados em Leme e
Jacareí, sendo que este último apresentou
isolados com potencial de fixação de até
quatro vezes mais do que as estirpes usa-
das com referência (os quadros 2 e 3
apresentam as médias das três repetições).
Es tas observações confinnam as de DATE
(1982) e as de SINCLAIR et alii (1984) que
citam uma grande variação das caracterís-
ticas genéticas das populações nativas de
rizóbios entre regiões distintas para ou-
tras leguminosas forrageiras.
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Quadro 2. peso seco (g') a 65
0

C da parte ~érea, nitrogênio total (mg) produzido

por vaso, quantidade, tamanho e pos í çêo dos nódulos. Dados de 26

Isolament'os; médias de 3 plantas. Ensaio 1*

• solado NQ P Tamanho Peso seco da N total

parte aérea (mg/vaso)
(g)

i-3 A V M 3,9 75,S

RA-39 R 5 V 1,6 20,3

1-81 Rv 5 V 4,3 55,1

1-86 Rv 5 G 3,2 56,2

1-93a A 1/2 V 6,4 99,4

i-93b A 5 V 4,6 65,4

i-93d A S V 5,3 74,5

i-93e A 1/2 V 6,2 102,2

i-93f A 5 V 5,0 77 ,5

1-94a Rv S V 5,7 82,9

i-94b M.l 1/2 V 8,2 125,8
i·,94c nv 5 V 7,1 111,3

1-97 ~ 1/2 V 6,4 97,5

RA-l0l r 5 V 3,0 36,0

nA-l03 Rv V 3,0 36,4

RA-106 Rv S V 2,9 38,3
RA-l07 R S G 2,2 24,3

RA-108 n 5 v 2,8 48,6

RA-lll n 5 G 2,5 29,3

RA-I13 R '5 V 3,9 55,2

RA-114 A S G 4,6 64,6

RA-119 F S G 3,0 35,3

nll-122 Rv S G 4,8 54,1

RA-128 n S G 3,4 45,1

NO-71 R S G 2,0 23,2

NO-65 Rv 5 V 3,4 37,5

N 21,3 320,0
6

N 14,8 158,8
3

* • Resultados dos isolamentos que apresentaram produção de M5 suficiente pa~a

análise de N de um total de 207 isolados testados.

i • Isolado de nódulo colhido diretamente do campo,

RA • isolamentos escolhidos por redução de acetileno.

N
3

• 200 mg N/vaso.

N
6

• 400 mg N/vaso.

NQ:Ma • ,"uito abundante (>30);, A • abundante (20 a 30); Rv • razoável (10 a

20); F f r-acament e (5 a 10); R • ralos (1 aS).

p. (posição); • var i âve l ; S suner+íc+e do vaso; 1/2 = meio do, vaso.

Tam: tamanho dos nódulos: V = var i âve l ; G = grandes; M = médios.
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Quadro 3. Peso seco (g) a 6S
o

C da parte aérea, nitrogênio total

(mg) produzido por vaso, quantidade, tamanho e posição

dos nódulos. Dados de 27 isolamentos; médias de 3

plantas. Ensaio 11*

Iso 1ado

N total

(mg/vaso)nº

~eso seco da

parte aérea

(g)

i-43

i-44

i-46

RA-S7a

RA-57b

RA-57c

RA-58a

RA-60a

RA-·60b

RA-60c

RA-61 b

RA-62a

RA-62b

RA-62c

RA-61.,

RA-64b
nA-61c

nA-68a

RA-68b

nA-6Rc

n/l-71 c

n~-14"
RA-71h

RA-71r

RA-76a

nA-SOa

RA-124

N
3

N
6

cs lopo la Rv

Calopo 2 Rv

A

Rv
Ma

Rv

Rv

A

nv
A

A

Rv
nv
A

V

1/2

1/2

T
T

T

1/2

1/2

T
T
T

T

1/2
T

1/2
T

1/2

T

T

1/2

T

T

1/2

T

T

V

1/2

v
V

MP

V

V

V

V

MP

V

V

V
MP

MG

V

MP

V
V

V

V

V

MP

V

V

V

V

V

V

4,5

2,4

3,6

1,9

2,8

2,8

2,7

1,5
2,4

2,3

2,6

2,1
1,4

2,0

1,5
3,4
0,9

1,6

1,0

1,9

3,1

2,0

1,4

2,3

2,4

1,7

4,2

4,4

9.2,6

3S,7

82,0

34,1

54,4

49,7

46,4

32,0

40,0

53,0

46,4

43,3

20,5
34,8

28,0

79,1
13,7

21,8

13,5

28, .!

71,9

38,4

18,8

34,2

46,1

29,S

69,3

94,8

60,3

46,1

39,3

A

Rv

Rv

Hv
nv
Ma
A

Rv

A

A

Rv

T
V

1,3

2,8

2,9

" • Resu 1 lados de i so 1 amentos que apresentaram produção de MS

suficiente para análise de N de um total de 207 isolados

testados.

i-solado de nódulo colhido diretamente do campo.

nA iso l ament os escolhidos por. redução de acetileno.

N 200 mg N/vaso.
3

N6 400 "'g N/vaso.

nº númer-o de nódulos: Ma • muito abundante (>30); A e abun-

dante (20 a 30); Rv • razoável ('10 a 20); F • fracamente (S

a 10); R • ra l'os (1 a 5).

P posição dos nódulos: V • variável; S • superfície do vaso:

1/2 • meio do vaso; T • total das raizes.

Tam. t emenho dos nódulos: V • variável; G· grandes; M • médios;

P • pequenos; MP • médios e pequenos; MG = médios e grandes.
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o número de estirpes, dentro de cada
solo, que se nostraran eficientes para a
soja-perene foi, porcentualmente o meSIID,
tanto para as obtidas por isolamento di-
reto de nódulos colhidos no campo (i)
quanto de nódulos escolhidos por redução
de acetileno (RA).

Demaneira geral, as plantas inocula-
das can isolados de nódulos colhidos no
campo (i) rrostraram que as estirpes naí.s
eficientes formaram naior número de nódu-
los confirnando as observações de KENNEDY
(1962) can o gênero Glycine (inclusive G.
wightii). O mesrro não foi observado nas
plantas inoculadas can isolados de nódu-
los escolhidos por redução de acetileno
(RA); estas apresentaram, no geral, menoc
produção de matér-ia seca que as anterio-
res tanto nas plantas bem noduladas, quan-
to nas com pouca nodulação.

A análise de variância dos dados

lIDstrou que, no Ensaio I, os controles que
receberam 200 a 400 mg de nitrogênio por
vaso produziram significativamente nais
que os isolamentos (p < 0,01), e que não
houve diferença significativa (p >0,01),
entre estes, em tenros de produção de na-
téria seca por vaso. Quanto à quantidade
total de nitrogênio por vaso, o controle
que recebeu 400 mg de nitrogênio produziu

significativamente (p ,0,01) maí.s que os
demais tratamentos; o controle que recebeu
200 mg de N e o isolamento i-94b produzi-
ram menos que o que recebeu 400 mg de N,
nas significativamente (p< 0,01) mais que
os demais isolamentos, inclusive nais que
as estirpes reconendadas para soja perene
(NO 65 e NO 71). Os tratamentos do ensaio
11 não IIDstraram diferenças significativas
(P>O,01).

Ainda pela análise de variância fo-
ram encontradas significâncias (p < 0,01)
para os contrastes relativos à produção de
natéria seca e nitrogênio total por vaso,
de isolados de população nativa (i + RA)

''versus'' controles can adubação nitroge-
nada (N) ou estirpes recomendadas (NO);
isolados de nódulos colhidos no campo (i)
''versus'' isolados de nódulos escolhidos
por redução de acetileno (RA); controles
ní.trogenados (N) "versus" estirpes reCOOEn-
dadas (NO). Não foram significativos (p >
0,01) os contrastes entre as estirpes iso-
ladas de nódulos colhidos no campo (i),
entre as estirpes isoladas de nódulos es-
colhidos por redução de acetileno (RA),

entre as estirpes recomendadas (NO). Entre
os dois controles nitrogenados, o contras-
te não foi significativo (p'> 0,01) para a
produção de naçéria seca, mas,foi signifi-
cativo (p < 0,01) para a quantidade total

de nitrogênio por vaso.

CONCLUSÕES

Com base nos resultados observados
pode-se concluir que:

Existe material genético nativo de
Rhizobium spp altamente eficiente em fixar
nitrogênio do ar em sinbiose can a soja
perene.

Diferentes isolados de Rhizobium
spp, obtidos de ummeSIIDnódulo, rrostraram
diferentes capacidades de fixar nitrogênio
do ar em vasos de Leonard, na presença de
soja perene.
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Nos solos estudados, há grande ocor-
rência de estirpes de Rhizobiun spp alta-
mente ineficientes em fixar nitrogênio do

ar cem a soja perene.

De una maneira geral, as estirpes
provenientes de isolados de nódulos colhi-
dos a campo foram mais eficientes em fixar
nitrogênio do ar em sinbiose cem a soja

perene, emvasos de Leonard, do que as es-
tirpes obtidas de nódulos originados da

diluição do solo, e escolhidos pelo poten-
cial enzirnático em reduzir o acetileno a
etileno.

Nos solos estudados, há grande ocor-
rência de população nativa de rizoôios al-
tarente ineficientes quanto ao potencial
enzirnático em reduzir acetileno a etileno.
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SUMMARY: Acting as the most promising forage legume in the State of São Paulo,
perennial soybean has presented some agronomical problems due, maybe, to the legume-
Rhizobium association. The present work had the aim to find out through massalselecti-
on, Rhizobium populations with higher eornpetitivitv and efficiency. Soil collectinqs in
three andent pererinial sovbean cultivation sites in the State of São Paulo were made.
Soil samples after progressive dilutions were lnoculated in Leonard pots with legume
seedlings. Nodules were coUected 60 davs after jnoculatlon using those pots with higher
dilutions. Two hundred andseven isolates from nodules were tested on their capacitv of
fixing N. One strain, i,94b, gave more total N (P < 0,01) than the others, overcoming
the recomended ones. Direct isolation x isolation after acetilen reduction; recomended
strains x N controls; native isolations x recomended strains + N controls contrasts were
highly significant (P < 0,01) for DMP per pot and for total N amount per pot.
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