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Resumo 

MARTINS, N. M. Caracterização morfofisiológica de rizóbios simbiontes de 
guandu, feijão-de-porco, crotalária, mucuna-cinza e mucuna-preta. 2014. 104p. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais – 
Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, 2014. 

 
As leguminosas (Fabaceae) têm sido amplamente utilizadas como adubo verde 
principalmente pelo fato de apresentarem a capacidade de associar-se 
simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogênio, trazendo muitos benefícios 
para melhoria da qualidade do solo. Dessa forma, torna-se necessário um trabalho 
contínuo de seleção de rizóbios, com alta eficiência simbiótica e competitividade, 
para as diferentes espécies utilizadas como adubo verde, nas diversas regiões do 
País. O presente estudo foi realizado com objetivo de avaliar a eficiência simbiótica 
de bactérias fixadoras de nitrogênio, nativas de solos do Cerrado de Mato Grosso do 
Sul, associadas a diferentes espécies de adubo verde, bem como realizar a 
caracterização morfofisiológica dos rizóbios avaliados. O trabalho foi desenvolvido 
na Embrapa Agropecuária Oeste, em Dourados/MS. Inicialmente, procedeu-se a 
caracterização fenotípica dos isolados e, em seguida, foram realizados os testes de 
eficiência simbiótica em condições de casa de vegetação. Foram testados 94 
isolados de rizóbio, em substrato esterilizado (areia + vermiculita, 1:1, v:v) e aqueles 
que mostraram-se promissores foram submetidos a testes em vasos com solo (não 
esterilizado). Sob condições não esterilizadas, foram testados cinco isolados em 
crotalária (Crotalaria juncea L.) e feijão-de-porco [Canavalia ensiformis (L.) D.C.], e 
quatro para as demais espécies: guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.], mucuna-preta 
[Mucuna aterrima (L.) (Piper &Tracy)], Holland] e quatro isolados simbiontes de 
mucuna-cinza [Mucuna nivea (L.) D.C.]. Nas duas etapas de seleção, foram 
incluídos tratamentos sem inoculação, com e sem adubação nitrogenada (NH4NO3), 
além de tratamentos com estirpes comercialmente recomendadas para a produção 
de inoculantes no Brasil. Os isolados de rizóbios nativos de solos de Cerrado de 
Mato Grosso do Sul apresentaram grande diversidade fenotípica e alto potencial 
para a fixação biológica de nitrogênio em adubos verdes, podendo-se destacar os 
seguintes isolados: CPAO 86.1, para crotalária; CPAO 104.3 e CPAO 76.2, para 
feijão-de-porco; CPAO 2.1CMIGU, para guandu; CPAO 124.1, para mucuna-preta e 
CPAO 117.1, para mucuna-cinza; tais isolados de rizóbio são, considerados 
promissores para a obtenção de inoculastes mais eficazes para estas espécies de 
adubo verde. 

 

Palavras-chave: caracterização fenotípica. simbiose. adubo verde e fixação 
biológica de nitrogênio. 



Abstract 

MARTINS, N. M. Morphophysiological characterization symbiotic rhizobia of 

Cajanus cajan (L)., Canavalia ensiformis (L.), Crotalaria juncea (L.), [Mucuna 

aterrima (L.) (Piper & Tracy) (Holland)] and Mucuna nivea (L.) DC.. 2014. 104p. 

Dissertation (Master) – Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais – 

Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, 2014. 

Legumes (Fabaceae) have been widely used as green manure mainly because they 

had the ability to associate symbiotically with nitrogen fixing bacteria, bringing many 

benefits to improving soil quality. Thus, it becomes necessary ongoing work of 

selecting rhizobia, symbiotic with high efficiency and competitiveness for the different 

species used as green manure in different regions of the country. Present study was 

conducted to evaluate the symbiotic effectiveness of nitrogen fixing bacteria, the 

native of Cerrado soils of Mato Grosso do Sul State, associated with different species 

of green manure, as well as perform morphophysiological characterization of rhizobia 

evaluated. The study was conducted at Embrapa Western Region Agriculture in 

Dourados/MS. Initially proceded to phenotypic characterization of the isolates and 

then tests symbiotic efficiency in greenhouse conditions were conducted. 94 rhizobia 

in sterilized substrate (sand, vermiculite, 1:1, v:v) and those who have shown 

promise underwent tests in pots with soil (non-sterile). Under non-sterile conditions, 

five isolates were tested in hemp (Crotalaria juncea L.), and Canavalia ensiformis (L.) 

DC. and four other species pigeon pea [Cajanus cajan (L.) Millsp.], Mucuna aterrima 

(L.) (Piper & Tracy) (Holland) and four strains of symbionts Mucuna nivea (L.) DC. In 

both stages of selection, without inoculation treatments, with and without N fertilizer 

(NH4NO3) were included, as well as treatments with commercially recommended 

strains for production inoculants in Brazil. Isolates of native rhizobia in soils of 

Cerrado of Mato Grosso do Sul showed great phenotypic diversity and high potential 

for biological nitrogen fixation of green manure can highlight the isolates CPAO 86.1 

to sun hemp, CPAO 104.3, CPAO 76.2 for jack bean, CPAO 2.1CMIGU for pigeon 

pea , CPAO 124.1 for Mucuna aterrima (L.) DC. and CPAO 117.1 for Mucuna nivea 

(L.) DC. considered promising for obtaining more effective inoculants for these 

species of green manure. 

Keywords:  Phenotypic characterization; symbiosis; green manure and biological 
nitrogen fixation. 

https://www.embrapa.br/en/agropecuaria-oeste
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1. Introdução Geral 

 

A matéria orgânica do solo desempenha papel fundamental na manutenção 

dos sistemas agrícolas, melhorando sua estrutura física, química e biológica. A 

adubação verde é uma opção que vem sendo utilizada principalmente para manter a 

cobertura do solo, evitando assim maiores desgastes. Além disso, cada espécie 

pode contribuir de uma forma específica para o sistema, proporcionando inúmeros 

benefícios para manutenção da fertilidade do solo (PAULUS et al., 2000). 

A prática da adubação pode ser uma forma racional e benéfica, pois consiste 

em introduzir, em um sistema de produção, a espécie apropriada para depositar 

sobre o solo ou incorporar nele sua massa vegetal, gerando benefícios que se 

relacionam diretamente com o ganho de matéria orgânica no sistema (MIYASAKA, 

1983; WUTKE et al., 2009). As espécies mais utilizadas como adubo verde são as 

leguminosas da família Fabaceae, por possuírem características que propiciam o 

uso dessas plantas para esse propósito, como: a grande produção de biomassa, que 

proporciona cobertura ao solo; o desenvolvimento de raízes profundas que fazem a 

descompactação dos solos, evitando o uso de arados ou grades e, principalmente, a 

capacidade de associarem-se simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogênio 

(GALVÃO et al., 1999; SILVA et al., 2009; TEODORO et al., 2011). 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um processo mediado por bactérias 

que possuem um complexo enzimático denominado nitrogenase. Neste processo, 

ocorre a transformação do nitrogênio do ar (N2) em estruturas assimiláveis por 

outros organismos, especialmente os vegetais, por meio de bactérias, 

principalmente, da ordem Rhizobiales. A FBN em espécies utilizadas como adubo 

verde é uma alternativa para disponibilizar este nutriente aos sistemas agrícolas, de 

forma menos poluente ao meio ambiente, ou seja, sem o uso da adubação 

nitrogenada (YOUNG, 1996; HUNGRIA et al., 2001).  

Embora já existam algumas estirpes de bactérias fixadoras de nitrogênio, 

recomendadas para a produção de inoculantes em adubos verdes no Brasil, muitas 

vezes, há respostas pouco significativas à inoculação, possivelmente por não se 

adaptarem as condições de edafoclimáticas de determinada região. Dessa forma, há 
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necessidade crescente de se obter isolados de rizóbio com alta eficiência simbiótica 

para as diversas regiões do País.  

2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar morfofisiologicamente e selecionar estirpes de rizóbios com 

elevada eficiência simbiótica para inoculação em diferentes espécies de adubo 

verde. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1. Caracterizar morfofisiologicamente isolados de rizóbio pertencentes à 

Coleção de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Agropecuária 

Oeste simbiontes de diferentes espécies de adubo verde; 

2.2.2. Realizar a seleção preliminar de rizóbios isolados de solos do Cerrado 

de Mato Grosso do Sul com elevada eficiência simbiótica para inoculação em 

crotalária, feijão-de-porco, guandu, mucuna-preta e mucuna-cinza. 
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3. CAPÍTULO I: Revisão Bibliográfica 

 

3.1 Espécies vegetais utilizadas como adubo verde 

 

A degradação dos solos está associada à perda da sua capacidade em 

continuar produtivo. A degradação biológica está associada à redução da matéria 

orgânica do solo. Assim, a degradação química é reflexo da retirada ou saída de 

nutrientes do solo ou, ainda acúmulo de elementos tóxicos ou desbalanceados que 

são prejudiciais ao crescimento da planta (OLIVEIRA, 2006; MAZOYER; ROUDART, 

2010).  

A matéria orgânica presente nos solos consiste em uma mistura de produtos 

em vários estágios de decomposição (Figura 1), resultantes da degradação química 

e biológica de resíduos vegetais e animais e da atividade de microrganismos. Neste 

contexto, os benefícios da adição de compostos à matéria orgânica ao solo devem 

ser considerados relevantes, pois o incremento e o dinamismo dessa adição 

beneficiam e melhoram a estrutura do solo, de forma que haja permanência dos 

nutrientes, diminuindo as perdas por lixiviação. A matéria orgânica é um dos 

melhores indicadores de qualidade do solo, pois se relaciona com inúmeras 

propriedades físicas, químicas e biológicas desse sistema (REICHERT et al., 2003). 

Há uma técnica bastante utilizada por pequenos produtores e na agricultura 

orgânica que pode contribuir para esse processo: a adubação verde, um tipo 

especial de adubação orgânica que consiste em cultivar plantas que podem servir 

como cobertura do solo até serem decompostas ou incorporadas ao solo 

(ESPÍNDOLA et al., 2005). Assim, a adubação verde assume um papel de destaque 

na mitigação e na reversão dos problemas associados ao modelo de agricultura 

convencional predominante. O uso dessa prática resulta em alterações desejáveis 

no solo e está sendo reconhecido como alternativa viável para amenizar os impactos 

negativos causados pela agricultura levando a cultura principal a se beneficiar de 

tais mudanças. (SAN MARTIN et al., 2006). 
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Figura 1. Representação simplificada do material orgânico e das substâncias húmicas 
presentes no solo (Extraído de ROSA, 1998). 

 

Para a adubação verde, tem sido sugerido o uso de leguminosas herbáceas 

de ciclo anual ou perene, em sistemas de rotação de culturas ou em consórcio com 

culturas de interesse econômico. Porém, espécies de outras famílias também são 

utilizadas como adubo verde, formando assim uma diversificação de famílias de 

plantas. Desta forma, cada espécie é usada com uma finalidade para que possam 

promover uma melhor exploração da superfície e profundidade do solo, resultando 

em uma maior reciclagem de nutrientes e rápidas coberturas do solo, que auxiliarão 

no controle de plantas espontâneas, além de outros atributos (GUILHERME et al., 

2007). 

Segundo Rossi e Castro (2012), outras características que devem ser levadas 

em consideração para utilização de espécies de leguminosas para adubação verde 

são: adaptação a condições adversas, ou seja, suportar estresses hídricos e 

térmicos; possuírem sistema radicular profundo e bem desenvolvido, que auxiliará 

principalmente na aeração do solo; produção de grande quantidade de matéria 

verde e matéria seca, que servirão como cobertura do solo, além de contribuir para 
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obtenção de incrementos nos teores de nitrogênio na fitomassa e principalmente por 

apresentarem como particularidade o fato de formar associações simbióticas com 

bactérias fixadoras de nitrogênio. A fixação biológica de nitrogênio é baseada no fato 

de que alguns microrganismos, conhecidos como diazotróficos, são capazes de 

quebrar a ligação que une os dois átomos de nitrogênio atmosférico (N2). Esse 

elemento é convertido em compostos nitrogenados (amônio ou nitrato) usados em 

diversos processos químicos e biológicos do solo, importantes para a nutrição de 

plantas. Se a associação entre estes microrganismos e as plantas forem eficientes 

são fixadas elevadas quantidades de N contribuindo para a nutrição de alguns 

vegetais, oferecendo, assim, vantagens econômicas e ecológicas. O exemplo mais 

conhecido consiste na simbiose de bactérias da ordem Rhizobiales, denominadas 

rizóbios, com plantas da família Leguminosae, a qual pertencem a soja, o feijão e 

várias espécies utilizadas como adubo verde (EPSTEIN; BLOOM, 2006).  

Como resultado da simbiose, quantidades expressivas de nitrogênio (N) 

tornam-se disponíveis após o corte da leguminosa, podendo acarretar 

autossuficiência em N, contribuindo para a diminuição da utilização de adubos 

minerais (GUERRA et al., 2007). Os principais efeitos da adubação verde para 

melhoria da qualidade do solo estão associados a alterações nas propriedades 

químicas, como, por exemplo, disponibilidade de nutrientes, capacidade de troca de 

cátions (CTC) efetiva do solo, favorecimento da formação de ácidos orgânicos e 

aumento do teor de matéria orgânica. As alterações das propriedades físicas e 

biológicas do solo também podem ocorrer com a prática da adubação verde, além 

de efeitos sobre a infestação de plantas espontâneas nos sistemas de produção 

(ANDREOLA; FERNANDES, 2007). 

Segundo Minatel et al. (2006), os macroporos exercem influência sobre o 

desenvolvimento das plantas. A diminuição dessas estruturas contribui para a 

formação de uma camada compacta no solo, aumentando a resistência mecânica à 

penetração vertical das raízes da maioria das culturas, além de reduzir a infiltração 

de água. Entretanto, o adubo verde pode ser utilizado como medida biológica para 

amenizar os efeitos nocivos da compactação do solo, por reduzir a sua resistência à 

penetração. O sistema radicular desenvolvido provoca desarranjos no solo ao 

penetrar nas camadas compactadas e, ao sofrer decomposição, deixa canais que 
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contribuem para a infiltração de água e difusão de gases, melhorando a qualidade 

física do solo (BENNIE, 1996; FOLONI et al., 2006). 

Uma das propriedades químicas do solo que pode ser beneficiada pela 

adubação verde é a dinâmica da matéria orgânica no solo, que pode ser observada 

a partir da relação C/N, um indicador importante da decomposição da matéria 

orgânica do solo, fornecendo informação sobre o estado de humificação. Essa 

relação é importante para a determinação da competição entre os nutrientes 

essenciais para a atividade dos microrganismos do solo. Portanto, as leguminosas, 

de modo geral, possuem capacidade de fixar N atmosférico em simbiose com 

bactérias pertencentes principalmente, mas não exclusivamente, à ordem 

Rhizobiales (LUCHESE et al., 2002; FERREIRA et al., 2013).  

A presença de material orgânico fornecido pelos adubos verdes favorece a 

atividade dos organismos do solo, uma vez que seus resíduos servem como fonte 

de energia e nutrientes. Sagrilo et al. (2009) mencionam que a presença de matéria 

orgânica no solo, fornecida principalmente pelos resíduos dos adubos verdes, 

servem como fonte de energia e nutrientes para os organismos do solo. As 

propriedades biológicas do solo estão relacionadas com as formas de vida 

existentes no mesmo, sendo que o uso da adubação verde exerce efeitos no 

incremento das atividades dos microrganismos (FERREIRA et al., 2012). A 

manutenção da cobertura vegetal permite reduzir as oscilações de temperatura e 

umidade, favorecendo o desenvolvimento e a atividade biológica dos organismos do 

solo. Do mesmo modo, a sobrevivência dos organismos da fauna edáfica também é 

beneficiada, uma vez que a manutenção da cobertura vegetal permite reduzir as 

oscilações térmicas e de umidade do solo. Steffen et al. (2007) acrescentam que a 

fauna edáfica e os microrganismos são partes integrantes do solo, sendo capazes 

de modificar as características biológicas do ecossistema.  

A grande quantidade de biomassa vegetal produzida pelos adubos verdes 

pode ser incorporada ao solo, contribuindo para o processo de ciclagem de 

nutrientes e consequentemente para a recuperação da fertilidade dos solos 

(ALCÂNTARA et al., 2000). Porém, essa biomassa produzida pode também ser 

mantida na superfície do solo, resultando em importantes vantagens como: proteção 

contra chuvas fortes e erosão, contribuição para a retenção de água no solo, 
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contribuição para a diminuição da radiação solar e controle de plantas daninhas 

(CARVALHO et al., 1999). 

 

3.2 Manejo de espécies de adubo verde 

 

Manter a superfície do solo permanentemente coberta por material vegetal em 

fase vegetativa ou com resíduos é efetivamente o manejo mais recomendado para a 

proteção do solo. A adubação verde pode ser utilizada de formas diferentes, em 

vários tipos de manejo, como, por exemplo, a rotação, no plantio consorciado com 

culturas principais anuais e perenes; em áreas de descanso temporário ou ainda em 

sucessão, em épocas chuvosas ou em períodos secos (ALVARENGA et al., 1995). 

A introdução do adubo verde nos sistemas deve ser prática previamente 

planejada, considerando as diferentes características das espécies que apresentam 

potencial para esse fim. Também é preciso levar em consideração a forma de cultivo 

(consórcio ou antecessoras as culturas principais) e a capacidade produtiva do solo, 

o qual o adubo verde será plantado. Segundo Barradas (2010), a espécie escolhida 

deve ser apta ao cultivo na época em que o produtor normalmente deixa suas terras 

em pousio. Assim, o produtor não estará deixando de obter remuneração da 

propriedade.  

Quando plantados no final do período chuvoso, os adubos verdes podem 

auxiliar na redução da infestação por plantas daninhas pelo fato de proporcionarem 

maior cobertura ao solo, caracterizando um efeito físico de controle. A cobertura 

morta pode interferir na germinação e na taxa de sobrevivência das plântulas de 

algumas espécies de plantas daninhas (ERASMO et al., 2004). Esse tipo de manejo 

pode contribuir para uma produção de culturas sem herbicidas. 

A partir de trabalhos realizados por Carvalho et al. (1999), com manejos de 

adubos verdes no Cerrado, concluiu-se que a maioria deles, quando plantados no 

período chuvoso, acumula maior quantidade de biomassa na parte aérea, devido á 

maior disponibilidade de água. Consequentemente, eles apresentam potencial mais 

elevado para fornecer esses nutrientes à cultura que será implantada 

posteriormente. Essa forma de manejo contribui para a redução do uso de 
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fertilizantes, principalmente os nitrogenados. Os pesquisadores ainda ressaltam que 

a maior produção de biomassa vegetal é produzida em períodos chuvosos, a cultura 

principal atinge altos níveis de produtividade também na época das chuvas, então, 

os adubos verdes devem ser semeados em consócio no período chuvoso e solteiros 

na entressafra. O cultivo nessas condições pode ser vantajoso, uma vez que essas 

plantas podem restituir quantidades consideráveis de nutrientes aos cultivos e 

absorver nutrientes das camadas subsuperficiais do solo, liberando-os 

posteriormente, na camada superficial, pela decomposição dos seus resíduos 

(DUDA et al., 2003). 

No período seco, a decomposição dos resíduos de adubos verdes é mais 

lenta. No estudo realizado por Santos et al. (2009), no qual foi avaliada a taxa de 

decomposição e liberação de nutrientes de duas espécies utilizadas como adubo 

verde, o labe-labe (Dolichos lab lab L.) e o feijão-de-porco [Canavaila ensiformes (L.) 

D.C.], foi mencionado que a decomposição do feijão-de-porco é mais lenta, devido à 

estrutura mais lenhosa de seus resíduos. 

A adubação verde vem sendo utilizada também na recuperação de áreas 

degradadas, pois a falta de matéria orgânica representa um dos principais 

problemas em áreas sob recuperação. Assim, o plantio de leguminosas arbóreas de 

crescimento rápido é capaz de formar, em curto prazo, uma boa cobertura vegetal, 

sendo uma prática viável para o processo de restauração ambiental (LONGO, 2011). 

Nesse cenário de degradação ambiental, a adubação verde é uma alternativa 

potencial para que mais rapidamente se dê a recolonização vegetal da área, pelo 

restabelecimento das propriedades do solo (MOREIRA, 2004). 

 

3.2.1 Utilização de adubo verde em consórcios 

 

Estudos recentes têm demonstrado que sistemas de produção baseados em 

rotação de culturas, consórcios e integração lavoura-pecuária, apresentam algumas 

vantagens quando comparados aos cultivos solteiros e monoculturas. Assim, muitos 

produtores rurais optam por plantar os adubos verdes em consórcio para aumentar o 

aporte de nitrogênio no solo (TELHADO, 2007). 
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A prática de consórcio com culturas de interesse econômico baseia-se, 

principalmente, na semeadura da espécie destinada a servir como adubo verde na 

entrelinha da cultura de interesse econômico, não havendo redução da área 

plantada. Esse sistema é utilizado, principalmente, em pequenas propriedades, onde 

o solo precisa ser usado de forma intensiva, visando a produção de uma cultura que 

garanta renda para o produtor e produção da massa vegetal para a adubação verde 

(NEVES, 2007).  

Contudo, a utilização do consórcio possibilita a pronta disponibilidade de N 

para a cultura principal no momento do corte da leguminosa. Neste caso, a cultura 

principal beneficia-se do N2 fixado pela leguminosa, seja pela excreção direta de 

compostos nitrogenados e pela decomposição dos nódulos e raízes, ou mais 

intensamente pelo corte da parte aérea da leguminosa, que irá se decompor e 

liberar nutrientes durante o desenvolvimento da cultura principal (LEAL, 2006). 

Como exemplo desse tipo de associação, destaca-se a cultura do milho consorciada 

com o feijão-de-porco. No trabalho de Collier et al. (2011), foi avaliado o potencial do 

consórcio de milho e feijão-de-porco como alternativa de cultivo sob plantio direto. 

Estes autores avaliaram ainda o acúmulo de macronutrientes no solo e concluíram 

que essa leguminosa associada ao milho gerou benefícios ao sistema, entre eles, a 

diminuição da acidez do solo. Essa técnica é importante tanto para a 

disponibilização imediata de nutrientes, quanto para a cultura sucessora. A técnica 

de consórcio tem como finalidades o controle das plantas espontâneas, a proteção e 

adubação do solo, assim como menor variação da temperatura e da umidade do 

solo, proporcionando ambiente adequado ao crescimento de organismos benéficos 

às culturas de valor econômico.  

Em estudos de Mercante et al. (2012), foi avaliado o rendimento de grãos de 

milho cultivado em consórcio com adubos verdes sob condições de baixa aplicação 

de insumos, em dois locais diferentes, os resultados mostram que o consórcio de 

milho com guandu, crotalária e feijão-de-porco, de maneira geral, mostraram-se 

superiores ao monocultivo, sendo esta, uma importante prática para a produção de 

grãos e utilização de manejos que contribuem para a conservação do solo. 

O consórcio de adubos verdes com culturas perenes é uma modalidade de 

manejo, onde o adubo verde é cultivado entre as linhas de plantas perenes. Uma 
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das principais vantagens da adoção dessa prática está relacionada à formação de 

uma cobertura viva permanente, sem que haja necessidade de novos plantios a 

cada ano. A proteção do solo contra as chuvas, o controle de ervas, a recuperação 

de nutrientes que se encontram em camadas profundas e o enriquecimento do solo, 

principalmente com nitrogênio, que é um dos nutrientes mais usados pelas plantas 

são as principais vantagens que adubação verde pode proporcionar ao solo 

(ESPÍNDOLA et al., 2005).  

Diversos estudos têm sido conduzidos com diferentes consórcios, como 

exemplo, nos trabalhos de Gama-Rodrigues (2007), foram estimadas as taxas de 

decomposição e liberação de nutrientes de resíduos culturais provenientes de 

plantas de cobertura na cultura do maracujá e verificou-se que as coberturas 

vegetais apresentaram distintas taxas de decomposição e liberação de nutrientes 

para o solo. Araújo e Balbino (2007) avaliaram a época de máxima produção de 

fitomassa pelo guandu, visando a antecipar o manejo do adubo verde para reduzir a 

competição. Segundo Carvalho et al. (1999), o uso de adubos verdes consorciados 

com culturas perenes pode trazer uma série de vantagens, que devem refletir-se no 

rendimento e na qualidade do produto final das culturas, além de contribuir para a 

redução dos custos de produção. 

 

3.2.2 Utilização como culturas antecessoras às culturas principais 

 

A utilização de adubos verdes aliada à sucessão de culturas contribui para a 

adição regular de resíduos de adubos verdes aos vários solos e ambientes, e está 

sendo considerada uma prática cada vez mais usual. O cultivo de diferentes 

espécies de plantas de cobertura possibilita a melhoria e a conservação do solo e da 

matéria orgânica, além de promover consideráveis aumentos de rendimento nas 

culturas subsequentes e apresentar, também, significativa viabilidade econômica 

(LÁZARO et al., 2013). 

Os adubos verdes podem ser plantados logo após a colheita da cultura 

principal, assim, servem como cobertura viva, e, posteriormente, com o acúmulo de 

palhada, beneficiam o sistema de semeadura direta, por exemplo. Essa prática 
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desempenha um papel fundamental na ciclagem de nutrientes, tanto daqueles 

adicionados por meio de fertilizantes minerais e não aproveitados pelas culturas 

comerciais, quanto daqueles provenientes da mineralização da matéria orgânica do 

solo (TORRES et al., 2008). 

Quanto à disponibilização de nutrientes, principalmente o N, para a cultura 

principal, existem várias formas de utilização de leguminosas como fonte de N para 

o solo. A forma mais comum é a sua utilização em pré-cultivo, em que o adubo 

verde precede a cultura principal, que se beneficia posteriormente com a 

mineralização deste nutriente (CASTRO et al., 2004). Segundo Séguy et al. (1997) a 

mineralização acelerada, provocada por condições tropicais úmidas, pode 

comprometer essa prática, limitando o fornecimento de N em virtude das altas 

temperaturas e umidade excessiva.  Se a cultura sucessora não tem sua demanda 

sincronizada com a mineralização do N do adubo verde, perdas significativas podem 

ocorrer e tornar a prática ineficiente como alternativa de adubação. 

 

3.3 A fixação biológica de nitrogênio em espécies de adubo verde 

 

O nitrogênio é um nutriente de importância fundamental para todos os seres 

vivos. Na natureza, esse elemento é encontrado em 78 % da composição da 

atmosfera terrestre, na forma gasosa (N2), não sendo disponível para a maioria dos 

vegetais (CARVALHO; ZABOT, 2012). 

Apesar de se conhecer três tipos de fixação de N2 na atmosfera, a biológica 

(Figura 2) ainda é a principal forma, seguida da industrial e por descargas elétricas. 

A estimativa é que cerca de 70% do total de N introduzido nos sistemas agrícolas do 

mundo seja devido à fixação biológica (REIS et al., 2006). O processo biológico de 

transformação do nitrogênio atmosférico elementar (N2) em compostos assimiláveis 

pelas plantas ocorre devido a um processo de associação simbiótica entre plantas 

da família Fabaceae e microrganismos pertencentes, principalmente, mas não 

exclusivamente, à ordem Rhizobiales. Essa é uma das principais características que 

algumas leguminosas utilizadas como adubo verde possuem (FERREIRA et al., 

2013). 
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A associação simbiótica rizóbio-leguminosa é mediada por uma troca de 

sinais moleculares entre as partes, através de liberações de determinados 

compostos, como por exemplo, flavonóides, exsudados pelas plantas, que facilitam 

a aderência nas raízes, desencadeando o processo de nodulação, a partir da 

ativação de genes específicos no microrganismo (HUNGRIA, 1994; MERCANTE et 

al., 2002). Após a liberação dos compostos, há o encurvamento do pelo radicular 

provocado por moléculas liberadas pelas bactérias. As enzimas bacterianas 

degradam parte da parede celular e permitem a entrada da bactéria no pelo 

radicular; em seguida, forma-se o cordão de infecção que vai em direção ao córtex 

da raiz; as células do córtex dividem-se e as bactérias são liberadas no citoplasma e 

estimulam a divisão de algumas células, levando-as à proliferação dos tecidos, 

formando o nódulo maduro. A partir disso, inicia-se o processo de fixação biológica 

de nitrogênio (FBN) graças a um complexo enzimático denominado nitrogenase, 

onde a planta recebe o nitrogênio fixado; em troca, a planta fornece carboidratos à 

bactéria (MERCANTE et al., 2002; RIBEIRO JUNIOR; RAMOS, 2006). 

 

Figura 2. Representação do processo de infecção da raiz por rizóbios (Extraído de VILAS 

BÔAS; MOREIRA, 2012). 

 

A associação simbiótica entre rizóbio-leguminosa, além de representar um 

processo de grande importância para o meio ambiente, é responsável pela 
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incorporação de quantidades consideráveis do N atmosférico, em sistemas agrícolas 

(SANTOS et al., 2007). Atualmente, a produtividade está cada vez mais aliada à 

sustentabilidade. Para que os sistemas sejam sustentáveis em longo prazo, é 

necessário repor as reservas de nutrientes que são removidos. No caso do 

nitrogênio, as entradas para os sistemas agrícolas podem estar sob a forma de 

fertilizantes nitrogenados, ou através da fixação biológica de N2 atmosférico, 

principalmente. Portanto, o uso de adubos verdes, capazes de realizar a FBN 

eficientemente, pode representar contribuições consideráveis nos sistemas de 

produção, principalmente por reduzir a necessidade da aplicação de N sintético nos 

sistemas (BODDEY et al., 1994; PEOPLES et al., 1995). Neste sentido, a 

capacidade de simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio é o principal benefício 

decorrente do uso de espécies leguminosas como adubo verde. 

De maneira geral, as leguminosas utilizadas como adubo verde possuem 

baixa especificidade hospedeira, podendo ser nodulada por rizóbios de crescimento 

rápido e lento, porém, a FBN bem sucedida depende da seleção e especificidade 

simbiótica na interação entre o rizóbio e a planta hospedeira (HARTWIG, 1998). As 

estirpes recomendadas comercialmente para essas espécies de leguminosas, 

utilizadas como adubo verde foram selecionadas há vários anos e são as mesmas 

recomendadas para outras culturas (LIMA, 2009). Diversos estudos têm sido 

realizados para a seleção de novas estirpes de rizóbios para estas espécies. Em 

trabalhos com estirpes recomendadas comercialmente para feijão-de-porco, caupi e 

guandu, Barreto e Fernandes (1998), e Fernandes (2000) e Fernandes et al. (2003)  

observaram que a inoculação nas sementes não tem resultado em incrementos no 

crescimento vegetativo, nos teores de N na planta e nem na nodulação das raízes 

em solos dos Tabuleiros Costeiros de Sergipe, mostrando a necessidade de buscar 

novos isolados que apresentam eficiência simbiótica elevada, pois o solo existente 

naquela região apresenta altos teores de Alumínio (Al), caracterizando acidez do 

solo. Estes autores relatam que as estirpes contidas nos produtos comerciais não 

respondem positivamente à inoculação, por não se adaptarem às condições 

edafoclimáticas da região. 
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3.3.1 Taxonomia de bactérias fixadoras de N2 (FBN) em espécies de adubo 

verde 

 

A diversidade fenotípica das bactérias fixadoras de N2 pode ser estudada a 

partir de avaliações das características culturais dos isolados. Segundo Santos et al. 

(2007), o estudo da diversidade das bactérias envolve parâmetros, como o tempo 

que as bactérias levam para formar colônias individuais em meio de cultura, o 

diâmetro das colônias, a forma, a cor e a produção de muco. Esses métodos 

fenotípicos de análise de características culturais de microrganismos são utilizados 

nas primeiras etapas da identificação de um isolado e são considerados 

extremamente úteis (NÓBREGA et al., 2004). Características como testes 

morfológicos, fisiológicos, bioquímicos, simbióticos, taxa de crescimento em meio de 

cultura que contém manitol, habilidade em utilizar fontes de carbono, capacidade de 

nodular leguminosas hospedeiras, dentre outros, são, tradicionalmente, utilizadas 

para classificar espécies de rizóbios distintas. Porém, a posterior identificação 

genética e molecular é necessária para identificar a posição taxonômica dos 

isolados (CHUEIRE et al., 2003). 

As características culturais das bactérias fixadoras de nitrogênio estão 

relacionadas com a sua sobrevivência no solo; o crescimento rápido parece conferir 

certa vantagem competitiva na rizosfera. Alguns trabalhos mostram que, em regiões 

áridas onde a característica predominante do solo é a acidez, os rizóbios com 

crescimento rápido aparecem com mais frequência (NORRIS, 1965; SPRENT 1994; 

FIGUEIREDO et al., 1996). Medeiros et al. (2009), em estudos com morfofisiologia 

de rizóbios, concluíram que há uma elevada diversidade morfológica na população 

nativa de rizóbio nas regiões semi-áridas. Esses autores ainda relataram que e o 

meio com que elas se utilizam para adaptar-se a essas condições é a produção de 

muco, que também está associada à resistência a altas temperaturas (OSA-AFIANA; 

ALEXANDER, 1982). Martins et al. (1997a), analisando as características culturais 

de isolados de rizóbios que nodulam caupi provenientes de solos do nordeste do 

Brasil, observaram que um grupo formado por 27 isolados de rizóbios nativos 

apresentaram crescimento rápido, embora essa espécie de leguminosa seja 

comumente nodulada por Bradyrhizobium sp.  
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Uma das características que se observa na avaliação morfofisiológica de 

rizóbios é a alteração de pH do meio de cultura com indicador, podendo ser 

separados em três tipos: rizóbios que alcalinizam o meio, os que acidificam e os que 

não alteram o pH do meio YMA com azul de bromotimol. Martins et al. (1997b) 

associam essas características ao crescimento das bactérias; esses autores relatam 

que os rizóbios de crescimento lento tendem a alcalinizar o meio de cultura, 

causando uma mudança de cor para azul, enquanto que os rizóbios de crescimento 

rápido acidificam o meio, mudando sua cor para amarelo. 

Melloni et al. (2006), em estudos sobre a diversidade de bactérias que 

nodulam leguminosas e fixam N2 atmosférico em solos de áreas de mineração de 

bauxita, utilizaram caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] e feijoeiro (Phaseolus vulgaris 

L.) como plantas-isca. Os autores observaram a ocorrência de bactérias com 

características culturais semelhantes às da estirpe de Bradyrhizobium, apresentando 

crescimento lento e caráter alcalinizante. Chagas Junior et al. (2010), estudando a 

caracterização fenotípica de rizóbios nativos isolados de solos da Amazônia que 

nodulam caupi, observaram que estes isolados apresentaram diversidade quanto às 

características morfológicas e fisiológicas avaliadas. Esses autores relatam ainda 

que a caracterização morfofisiológica possibilitou um maior conhecimento da 

população de rizóbio daqueles solos. 

Segundo Vieira (2007), os estudos de identificação de rizóbios têm como 

ponto de partida os estudos realizados em 1988, os quais se tratavam de estudos 

com microrganismos que nodulavam raízes de leguminosas, denominados 

inicialmente como Rhizobium leguminosarum. A princípio, esta bactéria era 

responsável por toda a FBN em leguminosas (FRANK, 1889; VIEIRA, 2007). 

De acordo com essa classificação inicial, havia apenas um gênero, 

Rhizobium, dentro do qual foram reconhecidas seis espécies, Rhizobium 

leguminosarum (nodula Lathyrus, Pisum, Vicia e Lens), R. trifolii (Trifolium), R. 

phaseoli (Phaseolus); R. meliloti (Melilotus, Medicago, Trigonella), R. japonicum 

(Glycine max) e R. lupini (Lupinus) (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999). 

Löhnis e Hansen (1921) propuseram a divisão em dois grupos de rizóbios, de 

acordo com as características culturais apresentadas por essas bactérias: as de 

crescimento rápido e as de crescimento lento. Já em 1984, dois gêneros foram 
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descritos, Rhizobium e Bradyrhizobium, sendo este último englobando todas as 

estirpes de crescimento lento. Posteriormente, as pesquisas com o genoma dos 

rizóbios foi possível perceber que havia diferenças de fato (VIEIRA, 2007).  

A divisão dos grupos de rizóbios inicialmente baseava-se em características 

fenotípicas, principalmente na habilidade de nodular algumas leguminosas, porém 

essas técnicas vêm sendo substituídas por métodos que se apóiam em 

características bioquímicas, fisiológicas, sorológicas e moleculares e particularmente 

nas últimas duas décadas, as técnicas de biologia molecular baseadas no gene 

ribossomal 16S, vêm ganhando um espaço crescente nos estudos de taxonomia, 

competitividade e ecologia de rizóbio (BATISTA et al., 2007). 

Atualmente, com o avanço da taxonomia moderna e a grande biodiversidade 

encontrada nos solos, a tendência é que novas bactérias sejam identificadas. Como 

resultado do nível elevado de informação proporcionado por análises, há dez anos, 

estavam definidas quatro famílias (Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, 

Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae), seis gêneros (Allorhizobium, Azorhizobium, 

Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium), mais de 30 espécies 

e vários biovares, todos na ordem Rhizobiales (CHUEIRE et al., 2003). Hoje, o 

gênero Rhizobium apresenta 33 espécies descritas (RIVAS et al., 2009), o gênero 

Bradyrhizobium possui oito espécies descritas, que inclui espécies utilizadas para a 

fabricação de inoculantes para soja (Glicyne max).  

De maneira geral, a classificação atual dos rizóbios é definida como: Domínio: 

Bacteria; Filo: Proteobacteria; Classe: Alphaproteobacteria; Ordem: Rhizobiales; 

com a distribuição nas famílias Bradyrhizobiaceae, Hiphomicrobiaceae, 

Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae e Rhizobiaceae. Com estudos avançados 

de taxonomia, identificaram-se algumas espécies de rizóbios eficientes na simbiose 

com diversas leguminosas utilizadas como adubo verde, dentre elas estão: 

Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium sp. e Bradyrhizobium elkanii (RIBEIRO, 

2011; MERCANTE et al., 2014). 

A identificação de estirpes mais eficientes no processo de FBN possui uma 

grande importância nas pesquisas brasileiras. No Brasil, a Rede de Laboratórios 

para a Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes 

Microbianos de Interesse Agrícola (RELARE), que é uma associação, criada em 



30 

 

1998 com sede em Londrina, no estado do Paraná, tem como objetivo propor 

tecnologias de uso, produção e divulgação de inoculantes, além de sugerir ao 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) as normas técnicas 

para recomendação de estirpes de rizóbios ou outros microrganismos para produção 

de inoculantes, baseadas em dados de pesquisa apresentados e aprovados em 

suas assembléias. A RELARE também pode propor e subsidiar, quando for o caso, 

a legislação e as normas de fiscalização dos inoculantes junto ao MAPA (HUNGRIA 

et al., 2014; MERCANTE et al., 2014). 

 

3.3.2 Contribuição da FBN por espécies de adubo verde 

 

A FBN é, depois da fotossíntese, o processo biológico mais importante no 

planeta, sendo fundamental para a vida na Terra (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Inúmeros trabalhos têm sido conduzidos a respeito da contribuição desse processo 

para a incorporação de N via fixação biológica em solos com adubo verde, tanto em 

cultivos isolados como em consórcios (BODDEY et al., 1997; SHARMA et al., 2000; 

MARTINS et al., 2003; AMBROSANO et al., 2011). 

Dentre as técnicas utilizadas para quantificar a FBN em condições de campo, 

a diluição isotópica de 15N é vista como uma das mais confiáveis, uma vez que, se 

cuidadosamente utilizada, ela permite estimar a proporção do N da planta que foi 

obtido via FBN durante todo o ciclo da cultura (VIEIRA-VARGAS et al., 1995). 

Embora essa técnica possa ser empregada baseando-se apenas em variações na 

abundância natural em 15N, o seu uso em trabalhos de pesquisa ainda é limitado no 

Brasil, já que são necessários equipamentos caros e com elevado grau de precisão 

(PERIN et al., 2004). Com essa técnica, é possível saber a quantidade de N que 

está sendo fornecida ao sistema via FBN. Perin et al. (2004) avaliaram o acúmulo de 

nutrientes e a FBN por adubos verdes em cultivos isolados e consorciados e 

observaram que o feijão-de-porco [Canavalia ensiformes (L.) D.C.] foi  capaz de 

incorporar ao solo, via FBN, cerca de 173 kg/ha de N. Esses autores concluíram que 

esta pode ser uma excelente estratégia de fornecimento de N ao solo. 

Ambrosano et al. (1997) e Ambrosano et al. (2003) realizaram trabalhos para 

avaliar a técnica de marcação dos adubos verdes Crotalaria juncea (L.) e Mucuna 
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aterrima (Piper & Tracy) com 15N para estudos de dinâmica do nitrogênio no 

ambiente. Os autores concluíram que é possível utilizar o material marcado para 

estudos de dinâmica do nitrogênio no solo. 

Em estudos com sistemas de aleias no Rio de Janeiro, Oliveira et al. (2006) 

relataram que a FBN pôde contribuir com 72 kg ha-1 de N, do total de 159 kg ha-1 de 

N aportados ao sistema por meio do guandu cultivados em aleias no Rio de Janeiro. 

A contribuição da FBN por leguminosas arbóreas utilizadas como adubos 

verdes, como o guandu, pode ser verificada no trabalho de Dakora e Keya (1997). 

Segundo esses autores, espécies arbóreas como o guandu podem fixar de 44 a 581 

kg ha-1 de N no sistema. 
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4. CAPÍTULO II: Eficiência simbiótica de bactérias fixadoras de nitrogênio 

inoculadas em diferentes espécies de adubo verde 

 

Resumo – As espécies leguminosas são amplamente utilizadas como adubo verde 
e a grande maioria delas possui a capacidade de fixar o nitrogênio biologicamente, 
quando infectada por bactérias diazotróficas. Embora encontram-se inoculantes 
disponíveis comercialmente, diversos estudos indicam a possibilidade de se obter 
incrementos na nodulação e na fixação biológica de N2 (FBN) em muitas espécies, 
por meio de um processo de seleção de estirpes de rizóbio mais eficientes e 
adaptadas às condições locais. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi 
avaliar a nodulação e a eficiência da FBN por rizóbios nativos de solos de Mato 
Grosso do Sul, quando inoculados em várias espécies de adubos verdes: crotalária 
(Crotalaria juncea L.), feijão-de-porco [Canavalia ensiformes (L.) D.C.], guandu 
[Cajanus cajan (L.) Millsp.], mucuna-cinza [Mucuna nivea (L.) D. C.] e mucuna-preta 
[Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland]. Foram realizados testes em condições 
controladas de casa de vegetação, utilizando-se substrato esterilizado (areia e 
vermiculita, na proporção 1:1, v:v) e vasos com solo não esterilizado. A nodulação e 
a eficiência simbiótica dos rizóbios nativos de solos de Cerrado de Mato Grosso do 
Sul foram comparados com estirpes recomendadas comercialmente para a 
produção de inoculantes no Brasil. Além dos tratamentos com inoculação dos 
rizóbios individualmente, incluíram-se dois controles, com e sem adubação 
nitrogenada (NH4NO3, 20 mg de N por planta, semanalmente). Para crotalária, 
destaca-se o isolado CPAO 86.1, para feijão-de-porco pode-se destacar os isolados 
CPAO 104.3 e CPAO 76.2, assim como CPAO 2.1CMIGU, para inoculação em 
guandu. Em mucuna-preta, o isolado CPAO 124.1 apresentou bom desempenho em 
relação aos demais isolados e, em mucuna-cinza [Mucuna nivea L. (D.C.)], CPAO 
117.1, podendo estes ser considerados promissores para a FBN em adubo verde.  

Palavras-chave: plantas de cobertura; rizóbio; fixação biológica de nitrogênio. 
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Abstract - The leguminous species are widely used as green manure and the vast 
majority of them have the ability to fix nitrogen biologically, when infected by 
diazotrophs. Although find yourself inoculants commercially available, several studies 
indicate the possibility of obtaining increments on nodulation and N2 fixation (BNF) in 
many species , through a process of selection of rhizobia strains more efficient and 
adapted to local conditions . The objective of this study was to evaluate the efficiency 
of nodulation and nitrogen fixation by native rhizobia in soils of Cerrado of Mato 
Grosso do Sul state were inoculated on various green manure species. Tests were 
conducted under controlled greenhouse conditions, using sterilized substrate (sand 
and vermiculite) (1:1; v:v) and unsterilized soil pots. Were compared with 
commercially recommended for inoculant production in Brazil strains of green 
manure species evaluated were. Sun hemp (Crotalaria juncea L.), jack bean 
(Canavalia ensiformes L.), pigeon pea (Cajanus cajan (L.) Millsp. Gray velvet bean 
(Mucuna nivea (L.) D.C. and Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland in addition to 
the treatments individually inoculated with rhizobia , two controls were included, with 
and without N fertilizer (NH4NO3 – 20 per plant, weekly) inocula were prepared in YM 
medium blue with bomotimol containing approximately 108 cells ml -1. To highlight the 
sunhemp isolated CPAO 86.1 for jack bean can highlight the CPAO 104.3 and CPAO 
76.2 isolates, as well as CPAO 2.1CMIGU for inoculation of pigeonpea. In Mucuna 
aterrima the isolated CPAO 124.1, performed well in relation to other isolates and in 
Mucuna nivea L. (D.C), CPAO 117.1, and these may be considered promising for 
Biological Nitrogen Fixation in green manure. 

Keywords: cover plants; rhizobia; biological nitrogen fixation. 
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4.1 Introdução 

 

A preocupação com o uso sustentável do solo cresce a cada dia e torna-se 

necessária a busca por sistemas produtivos alternativos e mais conservacionistas. 

Nesse sentido, a adubação verde é uma prática que contribui para o aporte de 

matéria orgânica ao solo, resultando em melhoria das suas propriedades físicas, 

químicas e biológicas, além de promover a ciclagem de nutrientes (ROSOLEM, 

2003). Dentre os efeitos da adubação verde sobre a fertilidade do solo, estão o 

aumento do teor de matéria orgânica e maior disponibilidade de nutrientes. Isso 

ocorre a partir da incorporação ou manutenção de resíduos vegetais produzidos por 

plantas utilizadas para esse fim, aumentando a capacidade produtiva do solo 

(CALEGARI et al., 1993). A utilização de adubos verdes, em geral, apresenta-se 

como uma forma viável para amenizar os impactos da agricultura baseada no 

preparo convencional do solo (ALCÂNTARA et al., 2000; DUDA et al., 2003). 

Algumas leguminosas da família Fabaceae utilizadas como adubo verde 

possuem a capacidade de associarem-se simbioticamente com bactérias fixadoras 

de nitrogênio, proporcionando vantagens para a fertilidade do solo, pois, após o 

corte da leguminosa, os nutrientes são disponibilizados no solo, podendo resultar em 

autossuficiência em N, contribuindo para a diminuição da utilização de adubos 

minerais em geral (GUERRA et al., 2007).  

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é o processo pelo qual o nitrogênio 

captado da atmosfera é convertido em compostos nitrogenados (como amônio ou 

nitrato) usados em diversos processos químicos e biológicos do solo, importantes 

para a nutrição de plantas. Esse processo pode ser realizado por bactérias 

pertencentes, principalmente, à ordem Rhizobiales, mas de acordo com Hungria et 

al. (2010). Outros microrganismos também são capazes de fixar biologicamente o 

nitrogênio atmosférico. Apesar de já existirem estirpes selecionadas para o processo 

de FBN para diversas espécies de adubo verde, muitas vezes, ocorre falta de 

resposta à inoculação, que possivelmente está relacionada com a baixa capacidade 

dessas estirpes em adaptar-se a determinadas condições edafoclimáticas e 

colonizar efetivamente as raízes, quando introduzidas em solo com uma população 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrato
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Nutri%C3%A7%C3%A3o_de_plantas&action=edit&redlink=1
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de rizóbios nativos já estabelecida (THIES et al., 1991; SIKORA et al., 1997; 

FERNANDES et al., 2003). 

As estirpes que melhor se adaptam às condições edafoclimáticas e que se 

mostram mais competitivas em relação aos rizóbios presentes no solo podem 

apresentar alto potencial para a FBN (PEDROSA et al., 2000). Desta forma, a 

seleção de isolados nativos dos solos de Mato Grosso do Sul torna-se de grande 

importância, podendo contribuir para a melhoria da utilização de diversas espécies 

de adubo verde. 

O objetivo do trabalho foi avaliar a nodulação e a eficiência da fixação 

biológica de nitrogênio por rizóbios nativos de solos de Mato Grosso do Sul, quando 

inoculados em cinco diferentes espécies de adubo verde, incluindo: crotalária, feijão-

de-porco, guandu, mucuna-cinza e mucuna-preta.  

 

4.2 Material e métodos 

 

4.2.1 Ensaios em condições esterilizadas 

 

 Inicialmente, foram conduzidos quatro ensaios sob condições controladas de 

casa de vegetação na Embrapa Agropecuária Oeste, em Dourados/MS, utilizando-

se vasos de “Leonard” contendo uma mistura de areia e vermiculita (1:1; v:v) 

esterilizada. Foram avaliados 94 isolados de rizóbio nativos de solos do Cerrado de 

Mato Grosso do Sul. Deste total, 24 isolados foram testados em crotalária (Crotalaria 

juncea L.); 14 em feijão-de-porco [Canavalia ensiformis (L.) D.C.]; 40 em guandu 

[Cajanus cajan (L.) Millsp.]; 8 em mucuna-preta [Mucuna aterrima (Piper & Tracy) 

Holland] e 8 isolados de rizóbios em mucuna-cinza [Mucuna nivea (L.) D.C]. Todos 

estes isolados pertencem à Coleção de Culturas de Microrganismos Multifuncionais 

da Embrapa Agropecuária Oeste, conforme apresentado na Tabela 1. 

Além dos tratamentos correspondentes aos isolados nativos de solos de Mato 

Grosso do Sul, foram adicionados dois tratamentos sem inoculação, sendo um 

adubado com uma solução de NH4NO3 (20 mg de N por planta, semanalmente) e 

outro sem inoculação e sem adubação (testemunha absoluta), além de tratamentos 
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inoculados com estirpes recomendadas para a produção de inoculantes comerciais 

no Brasil, para as respectivas espécies de adubo verde, conforme a Tabela 1. 

 

TABELA 1. Relação das espécies de adubo verde e rizóbios utilizados como 

referência no estudo. 

Nome científico 
Nome 

comum 
Rizóbio utilizado para 

comparação* 

Quantidade 
de isolados 

nativos 
testados 

Crotalaria juncea  Crotalária SEMIA 6145 e SEMIA 6156 24 

Canavalia ensiformis  
Feijão-de-

porco 
SEMIA 6158 e SEMIA 6156 14 

Cajanus cajan  Guandu SEMIA 6157 e SEMIA 6156 40 

Mucuna aterrima  
Mucuna-

preta 
SEMIA 6158 8 

Mucuna nivea  
Mucuna-

cinza 
SEMIA 6156, SEMIA 6157 e 

SEMIA 6158 
8 

*Estirpes recomendadas pelo MAPA-Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento para a 

produção de inoculantes comerciais no Brasil. 

 

Os inóculos com as bactérias fixadoras de N2 foram produzidos em Meio YM 

(“yeast-mannitol” = extrato de levedura) (VINCENT, 1970), mantidas sob agitação, 

na temperatura de 28 °C, em local sem luminosidade, pelo período de um a cinco 

dias, de acordo o tempo necessário para crescimento de cada isolado.  

As sementes de cada espécie de adubo verde foram esterilizadas 

superficialmente com álcool absoluto para a quebra da tensão superficial, sendo 

posteriormente imersas em solução de hipoclorito de sódio (30%) e lavadas sete 

vezes com água destilada esterilizada. Realizou-se a semeadura de quatro 

sementes por vaso, sendo inoculado 1,0 mL da suspensão de rizóbios contendo 

cerca de 108 células mL-1 em cada semente. 

Aos 15 dias após a semeadura procedeu-se o desbaste, mantendo duas 

plantas por vaso. As plantas foram supridas com solução nutritiva (NORRIS e 

T`MANNETJE, 1964, modificada) sem nitrogênio, durante o seu período de 

crescimento. 

Aos quarenta e cinco dias após a semeadura, realizou-se a coleta das 

plantas, momento em que as raízes foram lavadas com água corrente sendo os 
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nódulos destacados para a contagem; em seguida, os nódulos, a parte aérea e 

raízes das plantas foram levadas á estufa na temperatura de 65 ºC para secagem e, 

após atingirem peso constante, realizou-se a pesagem destes materiais. 

A parte aérea das plantas, após serem secas e moídas, foram 

acondicionadas em frascos para posterior determinação do nitrogênio total da parte 

aérea, pelo método de Kjeldahl (semi-micro), descrito por Malavolta et al. (1997). 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. A análise estatística foi 

realizada utilizando-se o programa Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2002). 

 Posteriormente, foi realizado um quinto ensaio, sendo avaliados 29 isolados 

de rizóbios inoculados em guandu (Cajanus cajan), em condições esterilizadas. Os 

procedimentos experimentais foram os mesmos que os realizados nos demais 

ensaios descritos anteriormente, exceto a quantidade de N mineral utilizado no 

tratamento controle com N, que neste ensaio foi suprido com 40 mg de N por planta, 

semanalmente. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as 

médias comparadas pelo teste de Skott Knott, a 5% de probabilidade utilizando-se o 

programa Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2002). 

Em todos os ensaios, foram avaliados os mesmos parâmetros: número de 

nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte aérea e teor de nitrogênio 

total da parte aérea. 

Os valores de matéria seca da parte aérea também foram utilizados para o 

cálculo de eficiência relativa, segundo Bergensen et al. (1971): 

Eficiência relativa = 
MSPAinoculado x 100 
MSPAN mineral 

 

Sendo que MSPAinoculado é a matéria seca da parte aérea de plantas 

inoculadas com rizóbios avaliados e MSPAN mineral é a matéria seca da parte aérea 

de plantas do tratamento o qual foi aplicado N mineral (NH4NO3). 

 Os isolados mais promissores nos ensaios em condições esterilizadas foram 

selecionados para testes em vasos com solo não esterilizado. 
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4.2.2 Ensaio em substrato não esterilizado 

 

Foram testados 22 isolados de rizóbios, abrangendo cinco espécies de adubo 

verde, sendo cinco em crotalária e feijão-de-porco, quatro em guandu mucuna-preta 

e mucuna-cinza. 

 O ensaio foi conduzido sob condições controladas de casa de vegetação, na 

Embrapa Agropecuária Oeste, em Dourados/MS, utilizando-se vasos com solo não 

esterilizados de mata nativa. O solo foi coletado na camada de 0-10 cm de 

profundidade. As características químicas do solo utilizado no ensaio estão 

apresentadas na Tabela 2. 

 A preparação dos inóculos e das sementes foram os mesmos utilizados nos 

ensaios em vasos de “Leonard”, com substrato esterilizado, exceto os intervalos em 

que as plantas foram supridas com solução nutritiva (NORRIS e T`MANNETJE, 

1964, modificada). Neste ensaio, o suprimento da solução nutritiva foi intercalado 

com água destilada esterilizada. Incluíram-se no ensaio tratamentos sem inoculação, 

sem e com suplementação de nitrogênio mineral (20 mg por planta, semanalmente), 

correspondentes à testemunha absoluta e testemunha nitrogenada, 

respectivamente. 

 

TABELA 2. Atributos químicos do solo utilizado no ensaio em condições controladas 

de casa de vegetação, em vasos com solo não esterilizado. 

pH P Al Ca Mg H+Al K SB CTC V MOS 

H2O mg dm-3 ------------------- cmolc dm-3 ----------------- % g kg-1 

6,0 10,5 0 9,4 2,9 5,0 0,4 12,7 17,8 71,7 45,0 

 

 Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. A análise estatística foi 

realizada utilizando-se o programa Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2002). 
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4.3 Resultados e discussão 

 

4.3.1 Condições esterilizadas  

 

 Os resultados apresentados a seguir referem-se aos ensaios 

conduzidos sob condições controladas de casa de vegetação, em substrato 

esterilizado, sendo cada espécie de adubo verde considerada individualmente. A 

representação gráfica dos resultados obtidos em todos os ensaios em condições 

esterilizadas com valores médios e relativos às estirpes comercialmente 

recomendadas (SEMIA), utilizadas como comparação neste estudo, estão 

apresentadas no anexo III. 

 

 Crotalária - Crotalaria juncea L. 

 

Houve diferenças significativas (p<0,05), na nodulação, na produção de 

matéria seca da parte aérea e no acúmulo de nitrogênio da parte aérea de plantas 

de crotalária inoculadas com diferentes isolados de rizóbios. 

No primeiro e no segundo ensaio, as estirpes SEMIA 6145 e SEMIA 6156, 

apresentaram numero de nódulos superiores aos demais tratamentos, ambas 

recomendadas comercialmente para a produção de inoculantes comerciais no Brasil. 

No ensaio 3, o isolado CPAO 113.2 mostrou-se superior aos demais tratamentos 

para o parâmetro número de nódulos (Tabela 3). 

Os isolados nativos CPAO 115.2, CPAO 86.1 (ensaio 4) apresentaram 

numero de nódulos semelhante (p<0,05) as estirpes comercialmente recomendadas 

para a produção de inoculantes no Brasil, sendo estes tratamentos superiores aos 

demais (Tabela 3). Segundo You et al., (2002), uma série de bactérias estabelecem 

simbiose com crotalária formando nódulos em suas raízes. A partir disso, a seleção 

de linhagens superiores pode ser baseada em eficiência de nodulação da planta. 

Observa-se no primeiro, no segundo e no quinto ensaios realizados em 

substrato esterilizado (Tabela 3), que os tratamentos com as duas estirpes 

recomendadas comercialmente para inoculação em crotalária (SEMIA 6145 e 

SEMIA 6156) apresentaram matéria seca de nódulos superiores aos demais 

tratamentos. No terceiro ensaio, nota-se que o isolado nativo CPAO 111.2 
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apresentou matéria seca de nódulos superior à estirpe comercial (SEMIA 6145). 

Neste mesmo ensaio, nota-se que os isolados nativos CPAO 1.3 CR-A, CPAO 86.3, 

CPAO 113.2, CPAO 113.3, apresentaram matéria seca de nódulos, iguais 

estatisticamente (p<0,05) a estirpe SEMIA 6156. No quarto ensaio para este 

parâmetro, observa-se que os isolados CPAO 115.2 e CPAO 86.1 e SEMIA 6145 

apresentaram matéria seca de nódulos iguais entre si e superior aos demais 

tratamentos.  

Quanto à produção de matéria seca da parte aérea, as estirpes SEMIA 6145 

e SEMIA 6156 promoveram maior produção de matéria seca da parte aérea em 

plantas de crotalária apenas nos ensaios um e dois (Tabela 3). Porém, no ensaio 3, 

o tratamento inoculado com o isolado nativo CPAO 111.2 proporcionou a produção 

de matéria seca da parte aérea igual estatisticamente (p<0,05) a estirpe SEMIA 

6156, porém, o tratamento no qual foi utilizado N mineral apresentou maior produção 

de matéria seca da parte aérea do que os demais.  

No ensaio 4 os tratamentos inoculados com isolados nativos mostraram-se 

superiores com relação à testemunha sem inoculação e iguais ao tratamento com N 

mineral para produção de matéria seca da parte aérea. Contudo, no quinto ensaio, 

as estirpes SEMIA 6145 e SEMIA 6156 e o tratamento no qual foi aplicado nitrogênio 

mineral apresentaram-se superiores aos demais tratamentos (Tabela 3). Paulo et al. 

(2011) avaliaram diferentes rizóbios nativos isolados de Crotalaria ochroleuca, 

oriundos do Sistema Integrado de Produção Agroecológica (SIPA, Seropédica, RJ)  

e mostraram a eficiência de pelo menos um isolado nativo, quanto a promoção do 

crescimento de plantas de crotalária quando comparadas com uma estirpe de 

Bradyrhizobium sp (BR 2003 = SEMIA 6156). Estes e outros autores (Faria e 

Franco, 2002; Costa et al. 2009) relatam resultados que apontam para a 

necessidade de estirpes de rizóbios que sejam mais eficientes na inoculação de 

crotalária. 

Quanto ao teor de N na parte aérea de plantas de crotalária, foi possível 

observar que, no primeiro ensaio, nenhum isolado nativo foi capaz de acumular mais 

N na parte aérea do que os tratamentos inoculados com as estirpes comerciais 

(SEMIA 6145 e SEMIA 6156). Contudo, no segundo ensaio, foi possível observar 

que o isolado nativo CPAO 89.2 não diferiu estatisticamente da SEMIA 6145, 

enquanto que a estirpe SEMIA 6156 mostrou-se superior aos demais tratamentos 



49 

 

inoculados com isolados nativos do Mato Grosso do Sul. Para este mesmo 

parâmetro, no ensaio 3, observa-se que quatro isolados (CPAO 1.1CR-A, CPAO 

113.2, CPAO 113.3 e CPAO 111.2) apresentam-se iguais estatisticamente à SEMIA 

6156 e SEMIA 6145, sendo esses superiores aos demais tratamentos. Para esse 

mesmo parâmetro, no ensaio 5, o isolado nativo CPAO 87.1 mostrou-se igual 

estatisticamente (p<0,05) à estirpe SEMIA 6156 e SEMIA 6145 e também da 

testemunha nitrogenada (Tabela 3).  

Ceretta et al. (1994) avaliaram o fornecimento de N para a cultura do milho 

em sucessão a leguminosas e mostraram que a crotalária foi capaz de contribuir 

com cerca de 13,8 kg/ha. Estes autores relacionam esse resultado com a 

capacidade de tal espécie de fixar N2 atmosférico quando em simbiose com rizóbios. 

Do mesmo modo, Perin et al. (2004) ao realizar trabalhos com inoculação de 

rizóbios em Crotalaria juncea L. constataram que esta leguminosa, quando 

inoculada com uma estirpe eficiente (BR 2001) foi capaz de incorporar ao solo, via 

FBN, cerca de 173 kg/ha de N; esses autores concluíram que esta pode ser uma 

excelente estratégia de fornecimento de N ao solo.  
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TABELA 3. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e nitrogênio da parte aérea total de crotálaria (Crotalaria juncea L.), 

inoculadas com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas 

em casa de vegetação utilizando vasos de “Leonard”. 

 Tratamentos 
Número de 

nódulos 

Matéria seca N total da 
parte 
aérea Nódulos            Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) 

E
n

s
a

io
 1

 

CPAO 63.3 111 b 48  b 0,65 c 11,1 b 
CPAO 90.3 27 c 54 b 0,38 c 9,9  b 
CPAO 2.2 CMICR 4 d 53 b 0,79 c 10,4 b 
CPAO 61.1 7 cd 16 b 0,82 c 8,3 b 
CPAO 65.2 20 cd 34 b 1,02 c 13,7 b 
SEMIA 6145 163 a 254 a 4,65 a 34,4 a 
SEMIA 6156 171 a 426 a 5,10 a 29,8 a 
Test. absoluta 0 d 0 b 1,00 c 11,7 b 
Test. nitrogenada 0 d 0 b 2,96 b 15,1 b 

CV% 21 106 33 42 

E
n

s
a

io
 2

 

CPAO 63.1 19 c 50 cd 0,84 e 7,2 e 

CPAO 89.2 34 c 91 cd 0,64 e 22,8 bc 

CPAO 90.4 24 c 114 bc 0,81 e 15,4 cd 

CPAO 62.1 17 c 97,5 cd 0,70 e 20,4 cd 

CPAO 90.1 16 c 178 bc 0,88 e 10,9 e 

CPAO 114.1 115 b 127,5 bc 0,71 e 7,6 e 

CPAO 62.4 90 b 239 b 1,79 d 12,7 de 

SEMIA 6145 212 a 364 a 4,94 b 30,3 ab 

SEMIA 6156 242 a 476 a 6,54 a 34,4 a 

Test. absoluta 0 c 0 d 0,77 e 7,3 e 

Test. nitrogenada 0 c 0 d 3,54 c 21,5 c 

CV% 25 24 23 22 

E
n

s
a

io
 3

 

CPAO 1.3CR-A 37 d 76 ab 0,38 c 19,1 bc 
CPAO 1.1CR-A 8   e 13 c 0,36 c 44,1 a 
CPAO 86.3 91 b 76,7 ab 0,07 c 20,6 bc 
CPAO 113.2 116 a 96 ab 0,09 c 47,2 a 
CPAO 113.3 64 c 90,5 ab 1,66 b 29,2  ab 
CPAO 111.2 39 d 137  a 0,37 c 31,7 ab 
SEMIA 6145 25 d 52  bc 0,56 c 43,7 a 
SEMIA 6156 58 c 90   ab 1,73 b 43,0 a 
Test. absoluta 0  e 0   c 0,27 c 10,3 c 
Test. nitrogenada 0  e 0   c 3,51 a 25,2 bc 

CV% 21 63 59 32 

E
n

s
a
io

 4
 CPAO 1.2 CMICR-A 18 c 31,65  b 1,00 a 30,5 cd                      

CPAO 115.2 24 ab 63,82  a 0,59 ab 34,1 bc                       
CPAO 86.1 31 ab 63,34  a 1,16 a 41,4 b                       
SEMIA 6145 34 a 65,74  a 1,08 a 43,5  b                        
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 Feijão-de-porco - Canavalia ensiformis (L.) D.C. 

 

Os resultados obtidos nos três ensaios em condições esterilizadas com feijão-

de-porco [Canavalia ensiformis (L.) D.C.] permitem observar que dois isolados 

nativos do Mato Grosso do Sul (CPAO 52.2 e CPAO 104.3) apresentaram número 

de nódulos superiores (p<0,05) aos demais tratamentos. Isso ocorreu no primeiro e 

no terceiro ensaio. Contudo, no segundo ensaio, a estirpe SEMIA 6156 apresentou-

se superior em relação aos demais tratamentos para esse parâmetro (Tabela 4).  

Quanto à matéria seca de nódulos, no primeiro ensaio, o isolado CPAO 52.2 

igualou-se estatisticamente (p<0,05) às estirpes comercialmente recomendadas para 

a produção de inoculantes para esta espécie, da mesma forma no terceiro ensaio os 

isolados nativos CPAO 77.1, CPAO 76.2 e CPAO 104.3 apresentaram-se superiores 

à estirpe comercialmente recomendada para feijão-de-porco (Tabela 4). Esses 

resultados podem contribuir para a seleção de estirpes mais eficientes para essa 

espécie assim como o trabalho de Silva et al. (2007) com isolados nativos de um 

Sistema Integrado de Produção Agroecológica, no Estado do Rio de Janeiro, os 

autores concluíram que é possível selecionar estirpes de rizóbio nativas capazes de 

estabelecer uma simbiose efetiva com plantas de feijão-de-porco. 

SEMIA 6156 20 bc 28,91  b 0,52 ab 37,0 bc                       
Test. absoluta 0    d 0   c 0,15  c 23,2 d                      
Test. nitrogenada 0    d 0   c 0,90 a 58,2 a 

CV% 47 39 65 19 

E
n

s
a

io
 5

 

CPAO 88.1 10 c 37 bc 0,77 b 16,6 b 

CPAO 114.4 27 c 37 bc 0,81 b 24,1 b 

CPAO 87.1 54 bc 100 b 1,24 b 36,3 a 

SEMIA 6145 138 a 207 a 2,47 a 36,3 a 

SEMIA 6156 95 ab 211,5 a 3,28 a 44,1 a 

Test. absoluta 0   c 0  c 0,79 b 21,0 b 

Test. nitrogenada 0   c 0  c 2,72 a 36,7 a 

CV% 94 72 37 27 
Valores médios de cinco repetições. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. 
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Para o parâmetro matéria seca da parte aérea é possível observar que no 

ensaio 1 não houve diferenças significativas (p<0,05) entre os tratamentos avaliados 

(Tabela 4). No ensaio 2, a estirpe recomendada comercialmente, SEMIA 6158, 

mostrou-se semelhante a todos os tratamentos com rizóbios nativos avaliados. 

Contudo, no terceiro ensaio, os resultados mostram que a maioria dos tratamentos 

com rizóbios nativos apresentaram valores estatisticamente superiores à estirpe 

SEMIA 6156 isso mostra que os rizóbios nativos do Cerrado de Mato Grosso do Sul 

foram capazes de promover maior produção de matéria seca da parte aérea de 

plantas do que as inoculadas com a estirpe comercial avaliada no estudo. 

Quanto ao acúmulo de nitrogênio total da parte aérea, o isolado CPAO 52.2 

mostrou o melhor resultado, sendo este superior aos demais tratamentos. No 

segundo ensaio é possível observar que os melhores resultados foram observados 

na estirpe SEMIA 6156, recomendada comercialmente para a produção de 

inoculante comercial para feijão-de-porco e no tratamento com nitrogênio mineral. 

No ensaio 3 observa-se que o isolado nativo CPAO 104.3 apresentou-se igual 

estatisticamente a CPAO 77.1 e ao tratamento com N mineral e superior a SEMIA 

6156 (Tabela 4).  

Fernandes et al. (2003), a partir de avaliações com isolados de rizóbios 

nativos de solos dos Tabuleiros Costeiros de Sergipe, inoculados em feijão-de-porco 

e comparados às estirpes recomendadas comercialmente para essa espécie, 

observaram que as estirpes comerciais não foram eficientes naquela região quando  

inoculadas nesta espécie. Essas considerações vêm contribuir com a informação de 

que é necessário selecionar isolados adaptados às condições edafoclimáticas 

específicas de cada região, para essa leguminosa. 
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 Guandu - Cajanus cajan (L.) Millsp. 

TABELA 4. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de feijão-de-porco (Canavalia ensiformes 

L.) inoculadas com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas 

em casa de vegetação utilizando vasos de “Leonard”. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca 
N total da 

parte 
aérea 
seca 

Nódulos 
Parte 
aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) 

 E
n

s
a

io
 1

 

CPAO 2.2CMIFP 41 cd 68 c 3,7 a 12,7 d 

CPAO 2.1CMIFPB 108 c 237 b 2,7 a 17,6 c 

CPAO 52.2 350 a 671 a 4,9 a 39,2 a 

CPAO 55.1 9 d 19 c 4,6 a 9,8 d 

SEMIA 6156 223 b 647 a 4,7 a 34,0 b 

SEMIA 6158 186 b 642 a 4,8 a 33,2  b 

Test. Absoluta 0 d 0 c 3,3 a 9,7 d 

Test. Nitrogenada 0 d 0 c 4,7 a 13,0 d 

CV % 35 27 31 11 

E
n

s
a

io
 2

 

CPAO 104.4 1 d 48 de 6,82  bc 9,4 c 

CPAO 2.3 CMIFP 17 cd 53 de 5,05  c 9,3 c 

CPAO 101.2 53 b 532 b 5,34  c 25,7 b 

CPAO 102.3 15 cd 210 cd 5,90 bc 9,3 c 

CPAO 2.2 FP 36 bc 234 cd 6,10 bc 11,8 c 

SEMIA 6156 148 a 782 a 9,45  a 31,7 a 

SEMIA 6158 33  bc 324 c 5,94 bc 25,4 b 

Test. absoluta 0   d 0  e 6,15 bc 27,6 c 

Test. nitrogenada 0   d 0  e 7,25  b 12,1 ab 

CV% 37 42 15 13 

E
n

s
a

io
 3

 

CPAO 78.1 29 c 211 c 3,92 a 15,6 c 

CPAO 77.1 62 b 380 ab 3,75 a 34,0 ab 

CPAO 76.2 63 b 339 b 3,80  a 27,1 b 

CPAO 78.2 10 d 27  d 3,85 a 15,4 c 

CPAO 104.3 77 a 439 a 3,20 ab 39,9 a 

SEMIA 6156 38 c 222 c 2,58 b 30,0 b 

Test. absoluta 0    d 0    d 3,16 ab 17,0 c 

Test. nitrogenada 0    d 0    d 4,07 a 35,5 ab 

CV% 28 44 18 25 
Valores médios de cinco repetições. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. 
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Os resultados com os quatro primeiros ensaios com 13 isolados de rizóbios 

nativos inoculados em guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.] estão apresentados na 

Tabela 5. 

 De acordo com os resultados obtidos é possível observar que o isolado nativo 

CPAO 83.1 mostrou-se igual estatisticamente (p<0,05) à estirpe comercial utilizada 

neste estudo (SEMIA 6156), para o parâmetro numero de nódulos. No segundo 

ensaio verifica-se que a estirpe SEMIA 6158 recomendada comercialmente para a 

produção de inoculantes comerciais apresentou maior numero de nódulos quando 

comparada com os demais tratamentos. Porém, o isolado CPAO 2.1CMIGU, 

mostrou-se superior aos demais tratamentos. Isso pode ser observado no ensaio 3 

(Tabela 5). 

Quanto à matéria seca da parte aérea, os isolados CPAO 82.2, CPAO 58.2, 

CPAO 83.1 e CPAO 56.1, juntamente com as estirpes SEMIA 6156 e SEMIA 6158, 

mostraram-se iguais entre si e superiores aos demais tratamentos, no primeiro 

ensaio. Para esse mesmo parâmetro, observa-se, no segundo ensaio, que a matéria 

seca de nódulos de plantas inoculadas com rizóbios nativos foram iguais 

estatisticamente (p<0,05) às inoculadas com as estirpes comerciais (SEMIA 6156 e 

SEMIA 6158). No último ensaio (Tabela 5), a estirpe SEMIA 6158 promoveu maior 

matéria seca de nódulos em guandu. 

Nos três ensaios apresentados na tabela 5 o tratamento com N mineral foi 

capaz de promover a maior produção de matéria seca da parte aérea. No entanto, 

no ensaio 2, os maiores teores de N acumulado na parte aérea foram obtidos, 

principalmente, nos tratamentos inoculados com os isolados CPAO 82.2 e CPAO 

58.2, que apresentaram-se superior à estirpe comercial SEMIA 6158. No entanto, 

estes mostraram resultados estatisticamente iguais ao tratamento com N mineral. No 

terceiro ensaio, o isolado CPAO 110.2 igualou-se estatisticamente (p<0,05) as 

estirpes comercialmente recomendadas para a produção de inoculantes para 

guandu. 

Em estudos sobre aporte de nitrogênio e fósforo no solo a partir de 

incorporações de resíduos da poda do guandu, Alves et al. (2004) encontraram 

resultados com níveis de 283 kg/ha num período de cinco meses, fornecendo esse 
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nutriente para a cultura sucessora. Além disso, uma das principais contribuições da 

adubação verde para os agroecossistemas foi a melhoria do solo em suas 

características químicas físicas e biológicas. 

 

TABELA 5. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de guandu (Cajanus cajan L.), inoculadas 

com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em casa de 

vegetação utilizando vasos de “Leonard”. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte aérea Nódulos Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) 

E
n

s
a

io
 1

 

CPAO 82.2 42 c 203 a 1,91 b 34,3 a 
CPAO 82.1 73 bc 17 bc 0,43 d 13,1 b 
CPAO 58.2 46 c 133 ab 1,23 bc 23,0 ab 
CPAO 83.1 108 ab 109 ab 0,78 cd 31,3 a 
CPAO 56.1 58 c 157 a 0,77 cd 21,4 ab 
SEMIA 6156 117 a 166 a 1,64 b 25,0 ab 
SEMIA 6158 53 c 143 a 0,49 d 13,9 b 
Test. Absoluta 0 d 0   c 0,37 d 18,7 ab 
Test. Nitrogenada 0 d 0   c 3,55 a 24,2 ab 

CV% 40 64 33 35 

 CPAO 82.3 14 c 28 b 0,29 c 26,5 bc 

E
n

s
a

io
 2

 

CPAO 58.3 24  c 30 b 0,28 c 25,3 c 

CPAO 2.3 GU-B 26  c 319 a 0,37 c 26,8 bc 

CPAO 110.2 34  b 285 a 1,31 b 42,1 ab 

SEMIA 6156 46  b 207 a 2,62 a 45,0 a 

SEMIA 6158 63 a 249 a 0,43 c 31,1 ab 

Test. absoluta 0   d 0 b 0,44 c 25,2 c 

Test. Nitrogenada 0   d 0 b 2,79 a 31,2 ab 

CV% 41 53 38 31 

E
n

s
a

io
 3

 

CPAO 2.1 CMIGU 22 a 66 b 0,32 bc 42,6 b 

CPAO 3.5 GU 17 b 38 bc 0,18  c 28,4 d 

CPAO 2.4 GU 12 cd 35 bc 0,32  bc 44,7 b 

CPAO 4.4 GU 10 de 30 bc 0,45  b 43,5 b 

SEMIA 6156  16 bc 52 b 0,35 bc 41,2 b 

SEMIA 6158 7 e 262 a 0,25  c 39,7 bc 

Test. absoluta 0 f 0   c 0,17  c 32,1 cd 

Test. nitrogenada 0 f 0   c 0,96 a 58,5 a 

CV% 27 45 39 15 
Valores médios de cinco repetições. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade 
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Outro ensaio com guandu foi conduzido em condições estéril de casa de 

vegetação com 27 isolados de rizóbios nativos do Cerrado do Mato Grosso do Sul. Os 

resultados deste ensaio estão apresentados na tabela 6. 

De acordo com a tabela, houve diferenças significativas (p<0,05) na 

nodulação e na produção de matéria seca da parte aérea das plantas de guandu 

pela inoculação com os diferentes rizóbios (Tabela 6). Quando comparados com 

duas estirpes recomendadas atualmente para inoculação em guandu, verificou-se 

que onze isolados proporcionaram maior número de nódulos do que a inoculação 

com a estirpe SEMIA 6157 e mostraram-se semelhantes à inoculação com a estirpe 

SEMIA 6156. 

Neste ensaio, a produção de matéria seca de nódulos do guandu mais 

elevada foi verificada pela inoculação dos isolados CPAO 3.1GU e CPAO 5.1GU, 

sendo superiores à inoculação com as estirpes SEMIA 6156 e SEMIA 6157. Em 

média, estes dois isolados de rizóbio nativos de solos de Mato Grosso do Sul foram 

cerca de 60% superiores às estirpes comerciais. Dos 27 isolados de rizóbio (CPAO) 

avaliados, apenas três propiciaram uma produção de massa seca de nódulos similar 

ou inferior às estirpes SEMIA 6156 e SEMIA 6157. Os demais isolados mostraram-

se superiores a estas estirpes comerciais (Tabela 6). 

Ao avaliar a nodulação em guandu, inoculadas com rizóbio, Fernandes et al. 

(2003) também observaram que alguns isolados selecionados apresentaram 

nodulação estatisticamente semelhante (p<0,05) àquela produzida pela inoculação 

das estirpes recomendadas comercialmente. 

Os isolados CPAO 5.2 e CPAO 6.5 apresentaram eficiência relativa de 143% 

e 145%, respectivamente (Tabela 6), sendo estas superiores aos demais 

tratamentos. Valarini e Godoy (1994) verificaram que duas estirpes de 

Bradyrhizobium apresentaram eficiência relativa superior a 80% quando inoculadas 

em diferentes acessos de guandu. Os autores ainda complementam que esses 

resultados sugerem que o guandu; pode depender da fixação simbiótica para suprir 

suas necessidades de N no seu desenvolvimento vegetativo. 
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Carvalho et al. (2008) observaram que os índices de eficiência relativa para o 

guandu ficaram abaixo de 60%, quando inoculados com duas estirpes de 

Bradyrhizobium; devido a esse baixo índice, os autores classificam essas estirpes 

como sendo pouco eficientes na simbiose com guandu. Esses resultados que os 

TABELA 6. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e nitrogênio da parte aérea total de guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.) 

inoculado com diferentes estirpes/isolados de rizóbio e índices de eficiência relativa. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte 
aérea 

*Eficiência 
relativa Nódulos Parte aérea 

(n°planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

-----------------------------Vasos de Leonard (areia+vermiculita esterilizadas) ---------------------- 

CPAO 1.3 GU 19 b 148 c 1,25 d 18,51 a 72 d 
CPAO 1.4 GU 28 b 162 c 1,72 b 18,29 a 99 b 
CPAO 2.4 GU 40 a 242 b 1,51 c 20,25 a 88 c 
CPAO 3.1 GU 42 a 274 a 1,82 b 19,89 a 106 b 
CPAO 3.2 GU 10 c 17 f 0,25 e 6,90   d 15 e 
CPAO 3.4 GU 30 b 158 c 1,15 d 12,91 c 67 d 
CPAO 3.5 GU 50 a 94 d 1,55 c 18,81 a 90 c 
CPAO 4.1 GU 28 b 92 d 0,51 e 10,50 c 30 e 
CPAO 4.3 GU 49 a 130 d 1,07 d 6,79   d 62 d 
CPAO 4.4 GU 45 a 227 b 1,80 b 19,25 a 104 b 
CPAO 5.1 GU 43 a 279 a 1,54 c 10,89 c 89 c 
CPAO 5.2 GU 32 b 228 b 2,31 a 19,39 a 134 a 
CPAO 5.3 GU 26 b 222 b 1,85 b 19,40 a 107 b 
CPAO 6.2 GU 22 b 81 d 0,48 e 6,58   d 28 e 
CPAO 6.5 GU 16 b 127 d 2,50 a 14,56 b 145 a 
CPAO 7.1 GU 22 b 38 e 0,66 e 8,41   d 39 e 
CPAO 7.3 GU 43 a 147 c 1,08 d 8,55   d 63 d 
CPAO 7.4 GU 46 a 204 b 1,44 c 16,41 b 84 c 
CPAO 7.5 GU 46 a 198 b 1,48 c 14,00 b 86 c 
CPAO 8.1 GU 44 a 102 d 0,72 e 13,59 b 42 e 
CPAO 8.2 GU 29 b 115 d 0,54 e 9,42   d 32 e 
CPAO 8.4 GU 6 c 12 f 0,42 e 6,82   d 25 e 
CPAO 9.1 GU 26 b 156 c 0,61 e 6,04   d 35 e 
CPAO 9.4 GU 35 a 104 d 1,20 d 12,79 c 70 d 
CPAO 10.1 GU 29 b 125 d 1,64 c 20,12 a 95 c 
CPAO 10.3 GU 20 b 153 c 0,94 d 12,55 c 54 d 
CPAO 10.4 GU 30 b 117 d 1,20 d 19,28 a 69 d 
SEMIA 6156 54 a 63 e 0,76 e 12,00 c 44 e 
SEMIA 6157 21 b 44 e 1,24 d 13,63 b 72 d 
Test. Absoluta 0 c 0 f 0,54 e 5,016 d 32 e 
Test. nitrogenada 0 c 0 f 1,73 b 7,89   d 100 b 

C.V. (%) 32 24 18 27 18 

*Eficiência relativa = 
MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5 
% de probabilidade. Os valores médios foram obtidos com cinco repetições. 
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isolados de rizóbios nativos dos solos do Mato Grosso do Sul podem ser eficientes 

na simbiose com guandu e reforçam a necessidade de selecionar estirpes de 

rizóbios mais eficientes para a inoculação nesta espécie. 

A partir desses resultados, os isolados que se apresentaram mais promissores 

para a FBN em condições esterilizadas foram selecionados para testes em condições 

não esterilizadas. 

 

 Mucuna-preta - Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland 

 

Estão apresentados na Tabela 7 os valores referentes a três ensaios com oito 

isolados de rizóbios nativos do solo do Mato Grosso do Sul, inoculados em mucuna-

preta. 

 Conforme mostra a Tabela 7, a inoculação com o isolado 2.3 CMIMC 

proporcionou a maior quantidade de nódulos, sendo, então, considerada superior 

aos demais tratamentos. No ensaio 2 pode-se destacar outro isolado nativo CPAO 

124.1 que se mostrou igual (p<0,05) a SEMIA 6158. 

Para o parâmetro matéria seca de nódulos a estirpe 6158 superou os demais 

tratamentos e apresentou maior massa de nódulos secos. Enquanto que no ensaio 

2, os isolados CPAO 93.1 e CPAO 117.1 mostraram-se superior aos demais 

tratamentos. Pode-se destacar também o isolado CPAO 66.1 que também se 

mostrou superior à estirpe SEMIA 6158 (Tabela 7). 

Nos dois ensaios, a maior produção de matéria seca da parte aérea foi 

proporcionada por isolados de rizóbios nativos do Mato Grosso do Sul, os quais não 

diferiram dos tratamentos inoculados com as estirpes comercialmente 

recomendadas para a produção de inoculantes para mucuna-preta. No entanto, 

esses tratamentos igualaram-se ao tratamento com adição de nitrogênio mineral 

(Tabela 7). 

Quanto ao teor de nitrogênio total acumulado na parte aérea de plantas de 

mucuna-preta, observa-se que os isolados nativos CPAO 117.2 e CPAO 2.3CMIMC 

apresentaram-se iguais estatisticamente (p<0,05) à estirpe SEMIA 6158 sendo estes 

superiores aos demais tratamentos. No segundo ensaio dois isolados (CPAO 93.1 e 
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CPAO 117.1) fixaram maior quantidade de nitrogênio na parte aérea de plantas de 

crotalária (Tabela 7). 

Segundo Lima (2009), as estirpes que estão contidas nos inoculantes 

comerciais para adubos verdes foram selecionados há muitos anos, além de um 

inoculante ser recomendado para várias espécies, como, por exemplo, a estirpe BR 

2801 (SEMIA 6157), o que pode provocar a baixa eficiência dessas estirpes. Desse 

modo, há uma necessidade de selecionar novas estirpes para adubo verde, visando 

a obtenção de incrementos no potencial de FBN nestas espécies. 

 

 

 Mucuna-cinza - Mucuna nivea L. (D.C.) 

 

TABELA 7. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de mucuna-preta (Mucuna aterrima L.), 

inoculadas com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em 

casa de vegetação utilizando vasos de “Leonard”. 

Tratamentos 
Número de 

nódulos 

Matéria seca 
N total da 

parte aérea  Nódulos Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) 

E
n

s
a

io
 1

 

CPAO 68.1 60 b 120 cd 1,57 d 4,4 b 

CPAO 117.2 59 b 310 bc 2,22 bc 13,4 a 

CPAO 2.3 CMIMC 101 a 396 ab 3,72 ab 14,4 a 

CPAO 67.1 38 bc 146 cd 1,72 cd 7,9 b 

SEMIA 6158 19 cd 567 a 4,84 a 17,2 a 

Test. Absoluta 0 d 0 d 1,64 cd 4,8 b 

Test. Nitrogenada 0 d 0 d 5,3 a 7,7 b 

CV% 55 47 36 24 

E
n

s
a

io
 2

 

CPAO 93.1 13 b 212 a 2,25 ab 36,8 a 

CPAO 66.1 12 b 179 ab 2,92 ab 10,9 c 

CPAO 124.1 26 a 139 b 2,22 bc 26,6 b 

CPAO 117.1 8  b 207 a 2,38 ab 35,8 a 

SEMIA 6158 27 a 65 c 1,94 bc 15,6 c 

Test. Absoluta 0   c 0   d 1,63 c 11,2 c 

Test. Nitrogenada 0   c 0   d 3,27 a 28,4 ab 

CV% 45 30 30 27 
Valores médios de cinco repetições. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si pelo teste e Duncan a 5% de probabilidade. 
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Nos ensaios com mucuna-cinza, foram testados oito isolados de rizóbios 

nativos sendo estes comparados com duas estirpes comerciais SEMIA 6156 e 

SEMIA 6158. Todos os resultados estão apresentados na tabela 8.  

A maior quantidade de nódulos formados em plantas de mucuna-cinza foi 

obtida em tratamentos com a estirpe SEMIA 6158, porém, esses valores não 

diferiram estatisticamente dos demais tratamentos com isolados nativos. No ensaio 

2, o isolado CPAO 116.3 apresentou numero de nódulos igual a  SEMIA 6158 e 

inferior a SEMIA 6157, além de ser superior aos demais tratamentos (Tabela 8).  

No ensaio 1, os isolados nativos CPAO 118.2, CPAO 93.4 e CPAO 2.1 

CMIMC-B apresentaram matéria seca de nódulos iguais aos da SEMIA 6156 e 

superior aos demais tratamentos. Neste mesmo ensaio, para matéria seca da parte 

aérea, pode-se destacar quatro dos cinco isolados nativos testados são eles CPAO 

95.3, CPAO 118.2, CPAO 2.1CMIMC-B, pois estes foram iguais estatisticamente 

(p<0,05) a estirpe comercial (SEMIA 6156). Neste mesmo ensaio, é possível 

observar que não houve diferenças significativas entre os tratamentos com 

inoculação, porém, observa-se essa diferença entre a testemunha absoluta em 

relação aos demais tratamentos, sendo os este tratamento o pior resultado (Tabela 

8). No segundo ensaio, a estirpe SEMIA 6157 mostrou-se superior (p<0,05) aos 

demais tratamentos, tanto em produção de matéria seca da parte aérea quanto em 

teores de nitrogênio acumulados na parte aérea das plantas de mucuna-cinza.  

O efeito da inoculação de rizóbios em plantas de mucuna-cinza sob condições 

controladas podem ser observados em Lima (2009). Neste estudo, as plantas de 

mucuna apresentaram massa maior quando comparadas às plantas dos tratamentos 

sem inoculação. Esse efeito também pode ser observado em Oliveira et al. (2012), 

Lima (2012) e Antonio et al. (2010), com destaque para a contribuição benéfica que 

o rizóbio traz ás plantas de mucuna. 

Esses resultados mostram que é possível encontrar rizóbios nativos dos solos 

de Mato Grosso do Sul que estabeleçam simbiose eficaz com mucuna-cinza. 
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4.3.2 Condições não esterilizadas 

 

 Crotalária - Crotalaria juncea L. 

 

Os resultados do ensaio com crotalária em vasos com solo não esterilizado 

estão apresentados na tabela 9. Houve diferenças significativas (p<0,05) na 

nodulação, na produção de matéria seca e no acúmulo de nitrogênio da parte aérea 

de plantas de crotalária inoculadas com os diferentes isolados de rizóbio.  

TABELA 8. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de mucuna-cinza [Mucuna nivea L. (D.C.)] 

inoculadas com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em 

casa de vegetação utilizando vasos de “Leonard”. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total 
da parte 

aérea 
seca 

Nódulos parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) 

E
n

s
a

io
 1

 

CPAO 95.3 59  bc 531 bc 5,95 ab 25,0 a 

CPAO 118.2 73 b 796 ab 6,93 ab 30,5 a 

CPAO 91.4 37 bc 517 c 5,80 ab 25,2 a 

CPAO 93.4 60 bc 600 ab 5,47 bc 28,1 a 

CPAO 2.1 CMIMC-B 75 b 690 ab 7,17 ab 26,3 a 

SEMIA 6156 23 cd 819 a 7,21 a 24,3 a 

SEMIA 6158 114 ab 489 c 6,28 ab 26,0 a 

Test. absoluta 0    d 0    d 5,43 c 11,9 b 

Test. nitrogenada 0    d 0    d 6,81 ab 25,7 a 

CV% 45 28 13 15 

E
n

s
a

io
 2

 

CPAO 116.3 56 a 98,7 b 2,54 c 17,0 b 

CPAO 118.1 16 bc 33,2 bc 2,53  c 8,8 b 

CPAO 117.2 21 b 73,0  bc 2,31 c 9,6 b 

SEMIA 6157 57 a 523,8 a 4,57 a 39,2 a 

SEMIA 6158 16 bc 66,4 bc 2,07 c 11,1 b 

Test. absoluta 0 c 0  c 2,33 c 10,4 b 

Test. nitrogenada 0 c 0  c 3,51 b 16,4 b 

CV% 49 46 15 37 

Valores médios de cinco repetições. As médias seguidas pelas mesmas letras não 
diferem entre si pelo teste e Duncan a 5% de probabilidade. 
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Os resultados obtidos no ensaio com solo permitem inferir que o isolado 

CPAO 86.1 mostrou-se igual (p<0,05) à estirpe comercial SEMIA 6156 quanto ao 

número de nódulos e matéria seca de nódulos e da parte aérea, demonstrando boa 

competitividade em relação à população de bactérias nativas no solo. 

Segundo You et al. (2002), uma série de bactérias estabelecem simbiose com 

crotalária, formando nódulos em suas raízes. A partir disso, a seleção de linhagens 

superiores pode ser baseada em eficiência de nodulação da planta. Salienta-se que 

a seleção de rizóbios mais eficientes simbioticamente com a planta hospedeira deve 

possuir também alta capacidade competitiva por sítios de nódulos formados para 

que a inoculação tenha o desempenho evidenciado (PEREIRA et al.,1991; 

FERREIRA et al., 2013). 

O isolado CPAO 114.4, quanto à produção de matéria seca dos nódulos, 

mostrou-se similar estatisticamente às duas estirpes comercialmente recomendadas, 

utilizadas neste estudo como comparação (SEMIA 6145 e SEMIA 6156) (Tabela 9). 

A capacidade competitiva apresentada por estirpes de rizóbio deve ser 

elevada, pois, segundo Sessitsch et al. (2002), essa característica é um bom 

requisito para a colonização bem sucedida das raízes das plantas, formação de 

nódulos e posterior fixação de N2.  

Quanto à competitividade, Toro (1996) menciona que estirpes de rizóbio 

alóctones atuam em diferentes estágios da nodulação, podendo competir com 

rizóbios nativos, tanto na rizosfera durante a ocupação dos sítios de infecção quanto 

ao penetrar nas raízes e promover o desenvolvimento dos nódulos. Segundo 

Brockwell (1981), a competitividade e a eficiência simbiótica são características 

altamente desejáveis para estirpes de rizóbios recomendadas para inoculação. 

Os isolados CPAO 88.1, CPAO 1.2 CMICR–A e CPAO 115.2 mostraram-se 

similares à estirpe SEMIA 6156 (p<0,05) e à testemunha nitrogenada no acúmulo de 

nitrogênio da parte aérea. Da mesma forma, o isolado CPAO 86.1 mostrou-se 

semelhante à estirpe comercialmente recomendada para a produção de inoculantes 

para crotalária (Tabela 9). 

A eficiência relativa, que é obtida pela relação entre a produção de matéria 

seca da parte aérea das plantas inoculadas com rizóbios e as plantas submetidas a 
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um tratamento com N mineral, mostrou que o os isolados nativos apresentaram 

diferenças significativas quando comparados com as estirpes recomendadas 

comercialmente (Tabela 9). 

 O desempenho inferior apresentado pelos demais isolados de rizóbio, quanto 

à fixação biológica de nitrogênio, indica que a crotalária apresenta diferentes 

respostas para os diferentes isolados avaliados, o que reforça a necessidade de 

seleção de bactérias com alto potencial para a FBN nesta espécie (Paulo et al., 

2011). Além disso, deve-se considerar que, de maneira geral, a maioria das 

leguminosas utilizadas como condicionadoras de solo possui uma nodulação natural, 

esse fato reforça a necessidade de selecionar isolados mais competitivos do que os 

já existentes no solo (Ribeiro Junior e Ramos, 2006). 

 

 

 

 Feijão-de-porco - Canavalia ensiformis (L.) D.C. 

 

 

TABELA 9. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e nitrogênio total da parte aérea de crotálaria (Crotalaria juncea L.), inoculadas 

com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em vasos com 

solo não esterilizados. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte aérea 

*Eficiência 
relativa Nódulos            Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

----------------------------------------- Vasos com solo (não esterilizados) ------------------------------ 

CPAO 88.1 25 cd 9,1 cd 1,01 c 37,3 ab 33 c 
CPAO 114.4 49 bc 28,8 ab 1,52 bc 30,6 bc 50 bc 
CPAO 1.2 CMICR-A 5 d 3,8 cd 1,08 c 35,6 ab 36 c 
CPAO 115.2 45 bc 9,0 cd 1,25 c 34,2 ab 41 c 
CPAO 86.1 75 ab 37,5 a 2,71ab 23,4 c 89 ab 
SEMIA 6145 52 bc 35,7 a 3,45 a 29,6 bc 114 a 
SEMIA 6156 89 a 38,4 a 2,33 ab 32,4 ab 77 ab 
Test. absoluta 32 cd 17,6 bc 2,32 ab 33,2 ab 77 ab 
Test. nitrogenada 14 cd 1,0 d 3,04 a 39,9 a 100 a 

CV% 55 46 39 15 39 

*Eficiência relativa = 
MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 
probabilidade. Valores médios de cinco repetições. 
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Nos ensaios conduzidos em condições não esterilizadas (vasos com solo), 

entre os isolados pré-selecionados quanto à quantidade de nódulos formados, 

destacaram-se o isolado CPAO 76.2, por apresentar número de nódulos similar 

(p<0,05) às estirpes comerciais utilizadas como comparação no estudo (SEMIA 6156 

e SEMIA 6158), e também CPAO 104.3, por apresentar número de nódulos superior 

à estirpe comercial, mostrando que são competitivas tanto quanto aquelas avaliadas 

(Tabela 10). Fernandes et al. (2003) relatam que as estirpes utilizadas nos 

inoculantes comerciais (SEMIA 6156 e SEMIA 6158) não foram consideradas 

eficientes para o feijão-de-porco, quando comparadas com isolados nativos dos 

Tabuleiros Costeiros de Sergipe. 

O isolado CPAO 104.3 apresentou 183 mg de nódulos secos. Contudo, esse 

valor não diferiu estatisticamente (p<0,05) do tratamento com a estirpe 

comercialmente recomendada para a produção de inoculantes SEMIA 6156 para 

feijão-de-porco (Tabela 10). 

Todos os isolados nativos, de maneira geral, proporcionaram incrementos na 

parte aérea de plantas inoculadas com rizóbios, mostrando-se iguais 

estatisticamente à estirpe SEMIA 6156. Do mesmo modo, os teores de N total da 

parte aérea resultantes da inoculação com isolados nativos não diferiram 

estatisticamente entre si, nem entre a estirpe comercial SEMIA 6156. No entanto, 

todos os tratamentos mostraram-se inferiores ao tratamento com nitrogênio mineral 

(Tabela 10). 

De acordo com Matheus e Wutke (2006), para que uma espécie possa ser 

usada para a adubação verde, ela deve ter entre outras características a produção 

de biomassa vegetal elevada, com a finalidade principal a cobertura do solo.  Dessa 

forma, a inoculação com rizóbios pode contribuir para esse processo, uma vez que 

estudos constatam que essas bactérias trazem benefícios para a planta, pois 

promovem o crescimento vegetativo, incrementos na nodulação e fixação de N2, 

aumentam os teores de N na planta e, consequentemente, disponibilizam este 

nutriente para a planta (HUNGRIA et al., 2001; SOARES et al., 2006; MELO; ZILLI, 

2009; PAVANELLI; ARAÚJO, 2009). Assim, há necessidade de selecionar isolados 
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que sejam eficientes na produção de matéria seca da parte aérea da planta para que 

possa contribuir para a melhora da utilização feijão-de-porco como adubo verde. 

 

 

 Guandu – Cajanus cajan (L.) Millsp.  

 

De maneira geral, em condições não esterilizadas, a maioria dos isolados 

nativos avaliados apresentaram resultados semelhantes (p<0,05) à estirpe 

recomendada comercialmente (Tabela 11). Deve-se destacar que a competitividade 

do rizóbio refere-se à capacidade relativa que a bactéria tem de infectar as raízes de 

uma leguminosa e formar nódulos, na presença de outras espécies que estão do 

mesmo nicho (RAPOSEIRAS et al., 2006). 

A estirpe SEMIA 6158, quando inoculada em guandu, proporcionou os 

maiores valores de matéria seca de nódulos, diferindo estatisticamente dos demais 

tratamentos (Tabela 11). 

TABELA 10. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de feijão-de-porco (Canavalia ensiformes 

(L.) D.C.), inoculado com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições 

controladas em vasos com solo não esterilizados. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte aérea 

Eficiência 
relativa Nódulos Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

----------------------------------- vasos com solo (não esterilizados) ------------------------------- 

CPAO 78.1 31 bc 146 ab 4,8 b 23,6 b 75 b 
CPAO 77.1 36 b 137 b 4,7 b 22,7 b 73 b 
CPAO 76.2 48 ab 175 ab 5,1 ab 21,5 b 79 ab 
CPAO 78.2 31 bc 37 c 5,7 ab 21,8 b 89 ab 
CPAO 104.3 62 a 183 a 5,3 ab 22,1 b 82 ab 
SEMIA 6156 37 b 158 ab 4,5 b 20,9 b 70 b 
Test. absoluta 38 b 164 ab 4,7 b 23,0 b 74 b 
Test. nitrogenada 14 c 27 c 6,5 a 28,4 a 100 a 

CV% 34 19 16 12 16 

*Eficiência relativa = 
MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 
probabilidade. Valores médios de cinco repetições. 
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Em estudos realizados por Fernandes et al. (2003), destacou-se que as 

estirpes utilizadas nos inoculantes comerciais foram consideradas eficientes para 

guandu, em estudos com comparações entre estirpes comerciais e isolados nativos 

dos Tabuleiros Costeiros de Sergipe. Valarini e Godoy (1994) em estudos sobre a 

contribuição na produção de guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.) comprovaram que 

esta espécie pode estabelecer associação simbiótica com Bradyrhizobium capaz de 

suprir mais de 90% do nitrogênio necessário ao seu desenvolvimento. 

Ao observar os valores de matéria seca da parte aérea nos tratamentos 

inoculados com os isolados nativos de Mato Grosso do Sul, foram demonstradas 

respostas equivalentes ao tratamento que recebeu nitrogênio mineral (20 mg/planta, 

semanalmente) (Tabela 11).  

Quanto aos teores de N na parte aérea das plantas, alguns isolados de 

rizóbios nativos (CPAO 2.1 CMIGU e CPAO 2.4GU) proporcionaram teores de N 

iguais estatisticamente (p<0,05) aos obtidos pela aplicação de N mineral (Tabela 

11). Esses resultados contribuem para a seleção de estirpes de bactérias eficientes 

no processo de FBN, uma vez que a adubação nitrogenada poderia ser substituída 

pelo processo biológico, principalmente por ser economicamente vantajoso, e 

ambientalmente sustentável (HUNGRIA et al., 2006).  

Foi possível observar que o isolado CPAO 2.1 CMIGU apresentou eficiência 

relativa elevada, não diferindo estatisticamente do tratamento com adubação mineral 

(Tabela 11). Estudos com isolados de rizóbios nativos do agreste da Paraíba 

simbiontes com caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp], realizados por Nascimento et al. 

(2010), relatam que alguns isolados de rizóbios nativos testados apresentaram alta 

eficiência na FBN, sendo capazes de produzir uma biomassa vegetal equivalente a 

80% da biomassa produzida pelas plantas que foram submetidas a tratamentos com 

N mineral. Soares et al. (2006), ao avaliarem a eficiência relativa de isolados de 

rizóbios nativos de solos da Amazônia, destacaram um isolado, devido ao seu 

potencial de produção de biomassa seca da parte aérea em plantas de caupi, e 

também por apresentar alta eficiência relativa quando comparado com outros 

isolados.  
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 Mucuna-preta - Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland 

 

Os isolados CPAO 2.3CMIMP-B e CPAO 66.1 apresentaram número de 

nódulos superior aos demais tratamentos quanto à produção de matéria seca de 

nódulos e da parte aérea. O isolado CPAO 2.3CMIMP-B mostrou-se similar (p<0,05) 

à estirpe SEMIA 6158, que é uma das estirpes recomendadas comercialmente para 

a produção de inoculantes para esta cultura (Tabela 12). Segundo Hungria e Bohrer 

(2000), a matéria seca de nódulos é mais adequada na avaliação da nodulação, 

devido à melhor correlação com o desempenho simbiótico entre o rizóbio e a planta. 

Em condições não esterilizadas, os isolados CPAO 124.2, CPAO 93.1 

juntamente com a estirpe comercial SEMIA 6158 mostraram-se similar (p<0,05) ao 

tratamento sem inoculação (testemunha absoluta), quanto à matéria seca de 

nódulos, o que pode ser explicado pela presença de rizóbios no solo, mais 

competitivos do que os que foram inoculados nas sementes de mucuna-preta 

TABELA 11. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio total da parte aérea de guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp. 

inoculado com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em 

vasos com solo não esterilizados. 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte aérea 

Eficiên
cia 

relativa Nódulos Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

----------------------------------------- vasos com solo (não esterilizados) ------------------------------ 

CPAO 2.1 CMIGU 23 a 31 bc 2,36 a 32,4 ab 100 a 
CPAO 3.5 GU 22 a 40  b 2,36 a 31,6 b 88 ab 
CPAO 2.4 GU 12 ab 15 cd 1,68 ab 33,0 ab 63 bc 
CPAO 4.4 GU 14 ab 30 bc 1,76 ab 31,9 b 66 bc 
SEMIA 6156  14 ab 35 bc 1,84 ab 34,5 ab 69 ab 
SEMIA 6158 16 ab 616 a 1,29  bc 33,9 ab 48 ab 
Test. absoluta 14 ab  93  e 0,82 c 9,7 c 30 d 
Test. nitrogenada 7 b 11 de 2,69 a 36,3 a 100 a 

CV% 56 44 33 8 29 

*Eficiência relativa = 
MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 
probabilidade. Valores médios de cinco repetições. 

 



68 

 

(Tabela 12). Deve-se salientar que as leguminosas utilizadas como adubo verde 

apresentam nodulação natural, pois, segundo Vargas et al. (1984), em solos do 

Cerrado, a população nativa de rizóbio é cerca de 106 células/g de solo. No presente 

estudo, foi possível observar que as bactérias já existentes no solo foram capazes 

de infectar eficientemente as raízes de mucuna-preta. Em geral, as leguminosas 

utilizadas como adubo verde têm o potencial de contribuir para N do solo e aumentar 

os rendimentos das culturas posteriores através da fixação simbiótica de N2. 

Houngnandan et al. (2000) relatam que, muitas vezes, a mucuna  nodula 

naturalmente, em solos da savana de Benin, e são capazes de fixar o N2 

atmosférico, portanto, contribuem para a disponibilidade de N no solo. 

O teor de N total da parte aérea de todos os tratamentos inoculados e a 

testemunha absoluta não diferiu do tratamento com nitrogênio mineral. Do mesmo 

modo não houve diferenças significativas (p<0,05) na produção de matéria seca da 

parte aérea em condições não esterilizadas (vasos com solo). Lima et al. (2012), que 

encontraram além de nodulação abundante, isolados que proporcionaram acúmulo 

de N na parte aérea igual ao das plantas de mucuna-cinza, inoculadas com a estirpe 

de referência (Tabela 12).  

Em sistemas que utilizam a adubação verde, a associação rizobio-leguminosa 

bem sucedida pode trazer vantagens para a fixação biológica de nitorgênio, pois 

esta promoverá benefícios para a utilização desta espécie como adubo verde. A 

FBN em adubo verde vantajosa porque essas leguminosas desenvolvem-se com 

baixa utilização de insumos e disponibilizam o nitrogênio e outros nutrientes para a 

cultura subsequente. (RIBEIRO JUNIOR; RAMOS, 2006). 

Esses resultados mostram que é possível selecionar isolados de rizóbios que 

estabeleçam simbiose com a planta hospedeira e também sejam competitivos com 

os rizóbios nativos do solo. 
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 Mucuna-cinza - Mucuna nivea L. (D.C.) 

 

Nos ensaios em vasos com solo, os tratamentos inoculados com isolados 

nativos mostraram-se semelhantes aos inoculados com ambas as estirpes 

recomendadas comercialmente (SEMIA 6157 e SEMIA 6158) quanto à quantidade 

de nódulos formados nas plantas de mucuna-cinza (Tabela 13).  

A formação dos nódulos nas raízes das plantas de mucuna está relacionada à 

competitividade da estirpe de rizóbio. Portanto, a alta competitividade das estirpes 

de rizóbios inoculadas é tão importante quanto a sua eficiência simbiótica. A boa 

competitividade de estirpes eficientes em fixar o nitrogênio atmosférico, com relação 

às estirpes nativas do solo, pode aumentar significativamente a produção de 

leguminosas (RAPOSEIRAS et al., 2006; BALA; GILLER, 2006). 

O isolado CPAO 117.1 apresentou número de nódulos superior ao tratamento 

com N mineral (20mg de N/planta, semanalmente), quanto aos demais tratamentos 

não houve diferenças estatísticas significativas (Tabela 13).  

TABELA 12. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio total da parte aérea de mucuna-preta [Mucuna aterrima 

(Piper & Tracy) Holland], inoculadas com diferentes estirpes/isolados de rizóbio 

sob condições controladas em vasos com solo não esterilizados 

Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total 
da parte 
aérea  

Eficiência 
relativa Nódulos Parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

---------------------------------------- vasos com solo (não esterilizados) ----------------------------- 

CPAO 2.3 CMIMP - B 28 a 178 b 4,36 a 25,5 b 79 a 
CPAO 93.1 20 b 167 b 3,95 a 26,4 b 71 a 
CPAO 66.1 30 a 147 b 4,10 a 26,8 b 74 a 
CPAO 124.2 16 bc 323 a 5,51 a 26,0 b 99 a 
SEMIA 6158 20 b 177 b 4,04 a 25,5 b 73 a 
Test. absoluta 18 bc 238 ab 5,01 a 26,9 b 90 a 
Test. nitrogenada 13  c 29 c 5,55 a 34,7 a 100 a 

CV% 16 41 27 13 27 

*Eficiência relativa = MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste e Duncan a 5% 
de probabilidade. Valores médios de cinco repetições. 
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 Os tratamentos inoculados com rizóbios não apresentaram diferenças entre 

si, quanto à matéria seca de nódulos, nem entre a testemunha sem inoculação 

(Testemunha absoluta), porém, estes se mostraram superiores ao tratamento com 

nitrogênio mineral (Tabela 13).  

Segundo Lima (2009), a eficiência de uma determinada bactéria na planta 

hospedeira é medida em um conjunto de variáveis (número de nódulos, matéria 

seca de nódulos, matéria seca da parte aérea), mas se expressa mais claramente 

no N total acumulado na parte aérea das plantas de mucuna. Porém, observa-se na 

tabela 13 que não houve diferenças significativas entre os tratamentos quanto à N 

total acumulado na parte aérea de plantas de mucuna. 

Assim, como os demais parâmetros, a eficiência relativa não apresentou 

diferenças significativas nos tratamentos inoculados com rizóbios, havendo 

diferenças apenas entre o tratamento não inoculado (Testemunha absoluta) e o 

tratamento com nitrogênio mineral (Testemunha nitrogenada).  

 

 

 

TABELA 13. Número de nódulos, matéria seca de nódulos, matéria seca da parte 

aérea e teor de nitrogênio da parte aérea de mucuna-cinza (Mucuna nivea (L.) D.C.) 

inoculada com diferentes estirpes/isolados de rizóbio sob condições controladas em 

vasos com solo não esterilizados. 

 
Tratamentos 

Número de 
nódulos 

Matéria seca N total da 
parte 
aérea 

Eficiência 
relativa nódulos parte aérea 

(n° planta-1) (mg planta-1) (g planta-1) (g/kg) (%) 

---------------------------------------- vasos com solo (não esterilizados) -------------------------------- 

CPAO 116.3 24 ab 113 a 3,70 ab 22,1 a 82 ab 
CPAO 118.1 26 ab 153 a 3,69 ab 24,1 a 82 ab 
CPAO 117.1 31 a 110 a 3,76 ab 24,2 a 83 ab 
CPAO 1.1 MC-C 22 ab 157 a 3,90 ab 22,4 a 86 ab 
SEMIA 6158  23 ab 111 a 3,85 ab 23,6 a 85 ab 
Test. absoluta 24 ab 111 a 3,40 b 24,7 a 75 b 
Test. nitrogenada 16 b 17 b 4,52 a 27,1 a 100 a 

CV% 31 27 13 13 13 

*Eficiência relativa = 
MPAS inoculado x 100 
MPAS N mineral 

 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste e Duncan a 5% de 
probabilidade. Valores médios de cinco repetições. 
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A partir dos resultados apresentados neste trabalho, há necessidade de 

estudos posteriores com os isolados identificados como promissores neste estudo, 

em condições não controladas de campo. Isso irá contribuir para a seleção de 

estirpes mais eficientes no processo de fixação biológica de nitrogênio e mais 

adaptadas às condições edafoclimáticas de Mato Grosso do Sul. Tais estudos a 

campo iriam contemplar as três etapas de seleção de estirpes de rizóbios exigidas 

pelo MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento e contribuir para 

futuras recomendações de inoculantes para espécies de leguminosas utilizadas 

como adubo verde (MAPA, 2014). 

 

4.4 Conclusões 

 

Os isolados de rizóbios nativos de solos de Mato Grosso do Sul foram 

capazes de estabelecer uma simbiose efetiva com diferentes espécies de 

leguminosas utilizadas como adubo verde. 

 Para crotalária pode-se destacar o isolado CPAO 86.1, por apresentar um 

desempenho superior quando comparado com os demais tratamentos avaliados. 

 Na inoculação de rizóbios nativos do Mato Grosso do Sul em feijão-de-porco, 

pode-se destacar os isolados CPAO 104.3 e CPAO 76.2, assim como CPAO 

2.1CMIGU, para inoculação em guandu. 

 Os isolados CPAO 124.1 e CPAO 117.1 destacaram-se na inoculação em 

mucuna-preta [Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland] e mucuna-cinza [Mucuna 

nivea L. (D.C.)] respectivamente, podendo ser considerados promissores para a 

produção de inoculantes mais eficientes para estas espécies. 
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5. CAPÍTULO III: Diversidade fenotípica de rizóbios nativos solos do Mato 

Grosso do Sul isolados de diferentes espécies de adubo verde 

 

Resumo – O estudo da diversidade de rizóbios é importante para a seleção de 
bactérias mais eficientes que nodulam leguminosas, utilizadas como adubo verde. O 
objetivo deste trabalho foi caracterizar morfofisiologicamente os isolados de rizóbios 
nativos de solos de Mato Grosso do Sul provenientes de diferentes espécies de 
adubos verdes. Foram realizadas avaliações com colônias puras de rizóbio isolados 
de solos de Mato Grosso do Sul, além de quatro estirpes recomendadas para a 
produção de inoculantes comerciais: SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp.), SEMIA 
6156 (Bradyrhizobium spp.), SEMIA 6157 (Bradyrhizobium spp.) e SEMIA 6158 
(Bradyrhizobium elkanii). Os isolados foram avaliados em meio YMA (yeast-
mannitol-agar), quanto a algumas características culturais: manifestação do 
crescimento; tamanho (diâmetro das colônias); alteração do pH no meio; forma, 
elevação, borda e superfície da colônia; produção de muco; consistência da massa 
de crescimento; detalhes ópticos; Cromogênese da colônia. Foi construída uma 
matriz de similaridade a partir das características fenotípicas avaliadas, sendo 
realizada uma análise de agrupamento utilizando o método UPGMA e o coeficiente 
de similaridade Simple Matching. Os isolados de rizóbios nativos de solos de Mato 
Grosso do Sul apresentaram diversidade entre si e formaram grupos com as estirpes 
recomendadas para a produção de inoculantes no Brasil (SEMIA).  

Palavras-chave: caracterização morfofisiológica; Bradyrhizobium spp. e 
leguminosas. 
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Abstract - The study of the diversity of rhizobia is essential for the selection of more 
efficient rhizobia nodulating legumes used as green manure. he objective of this work 
was the characterization of isolates morphophysiological native rhizobia from 
different species of green manures. Reviews with pure colonies of native rhizobia 
isolated from soils of  Mato Grosso do Sul, along with four recommended for the 
production of inoculants SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp.), SEMIA 6156 
(Bradyrhizobium spp.), SEMIA 6157 strains (Bradyrhizobium spp.) and SEMIA 6158 
(Bradyrhizobium elkanii). The isolates were evaluated in YMA (yeast-mannitol agar), 
for some cultural characteristics: Manifestation of growth, size (diameter of colonies); 
changing the pH in the middle; shape, elevation, edge and surface of the colony; 
production mucus; consistency of the mass growth; optical details; coloration of the 
colony. A similarity matrix was constructed from the measured phenotypic 
characteristics and a cluster analysis was performed using the UPGMA method and 
the Simple Matching Coefficient similarity with isolates native rhizobia in soils of Mato 
Grosso do Sul, showed diversity among themselves and formed groups with the 
recommended strains for the production of inoculants in Brazil (SEMIA). 

Key words: Morphophysiological characterization; Bradyrhizobium spp. and 
legumes 
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5.1 Introdução 

 

A adubação verde é uma prática fornecedora de matéria orgânica para o solo 

e as principais plantas utilizadas para essa prática são as leguminosas, por 

apresentarem características peculiares, como: adaptação às condições adversas, 

produção de grande quantidade de biomassa verde e seca; possuírem um sistema 

radicular profundo e principalmente por associarem-se simbioticamente com 

bactérias fixadoras de nitrogênio (BUZINARO et al., 2009; ROSSI; CASTRO, 2012). 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um processo mediado por 

microrganismos diazotróficos que transformam o N2 atmosférico em compostos 

assimiláveis pelas plantas, através de um complexo enzimático denominado 

nitrogenase (REIS et al., 2006). Segundo Graham e Vance (2003), a simbiose entre 

leguminosas e rizóbios é a fonte mais importante de nitrogênio (N) fixado 

biologicamente em sistemas agrícolas. Alguns trabalhos na literatura relatam a 

capacidade que esse grupo de plantas possui em disponibilizar N no sistema, 

quando submetidas à inoculação. 

Moreira (2008) menciona que todas as bactérias que nodulam leguminosas 

têm sido facilmente cultiváveis, o que permite não só conhecer, mas também utilizá-

las em benefício do uso agrícola. O conhecimento das características culturais 

desses microrganismos é importante para a preservação da biodiversidade, além de 

identificar e caracterizar os isolados promissores para o processo de FBN em 

leguminosas. 

Embora alguns trabalhos venham sendo realizados para indentificação de 

estirpes de rizóbios eficientes no processo de FBN com leguminosas utilizadas como 

adubo verde (LIMA et al., 2012; FERNANDES et al., 2003), existe uma demanda 

crescente no sentido de se obter bactérias com maior eficiência simbiótica e 

capazes de competir com os rizóbios nativos do solo.  

Tem sido verificado que estirpes recomendadas comercialmente para a 

produção de inoculantes para adubos verdes no Brasil têm mostrado respostas 

variáveis á inoculação. Estas estirpes foram originalmente isoladas há 40 anos e em 

outras leguminosas hospedeiras (LIMA, 2009). Dessa forma, a busca por 
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identificação de estirpes promissoras para a FBN em adubos verdes torna-se 

estratégica e de grande importância para a melhoria dos sistemas simbióticos.  

Segundo Straliotto e Rumjaneck (1999), o estudo da biodiversidade de 

rizóbios tem aplicações agrícolas importantes, tanto em termos de manejo cultural, 

visando implementar a sobrevivência de populações mais eficientes e mesmo mais 

específicas, quanto da obtenção de germoplasma mais adaptado aos diferentes 

tipos de solos. 

 Neste sentido a seleção de estirpes de rizóbio passa por diferentes etapas e 

a caracterização fenotípica é uma delas, as observações podem auxiliar na 

identificação de isolados que se apresentem com capacidade competitiva frente aos 

rizóbios nativos do solo, uma vez que essas características também são comumente 

relacionadas a sua sobrevivência em diferentes tipos de solo, como por exemplo, 

tempo de crescimento, modificação do pH do meio e produção de muco (LIMA, 

2009; MARTINS et al., 2003; FARIA; FRANCO, 2002). 

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi caracterizar morfofisiologicamente 

estirpes de rizóbios nativas de solos de Mato Grosso do Sul isolados de diferentes 

espécies de adubo verde, incluindo quatro estirpes recomendadas comercialmente 

para a produção de inoculantes comerciais.  

 

5.2. Material e métodos 

 

Foram avaliados 39 isolados de rizóbios nativos de solos do Mato Grosso do 

Sul de um solo classificado como Latossolo Vermelho distrófico dos municípios de 

Miranda/MS (Latitude: 20°14'22.90"S; Longitude: 56°21'58.38”O) e Nioaque/MS 

(Latitude: 21°9'32.59"S Longitude: 55°49'46.06"O), oriundos de nódulos de crotalária 

(Crotalaria juncea L.), feijão-de-porco [Canavalia ensiformis (L.) D.C.], guandu 

[Cajanus cajan (L.) Millsp.], mucuna-cinza [Mucuna nivea (L.) D.C.] e mucuna-preta 

[Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland], além de estipes recomendadas 

comercialmente para a produção de inoculantes comerciais no Brasil, incluindo 

SEMIA 6145 (Bradyrhizobium spp.), SEMIA 6156 (Bradyrhizobium spp.), SEMIA 

6157 (Bradyrhizobium spp.)  e SEMIA 6158 (Bradyrhizobium elkanii). Todos os 
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isolados pertencem à Coleção de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da 

Embrapa Agropecuária Oeste. 

As culturas puras dos isolados de rizóbios foram transferidas para placas de 

Petri contendo meio YMA (yeast-mannitol-agar), com azul de bromotimol e vermelho 

do congo, conforme Vincent (1970) e mantidas a 28°C. Após o desenvolvimento da 

colônia foi realizado a caracterização fenotípica dos isolados de todos os isolados.  

A caracterização dos isolados foi realizada com base nos seguintes aspectos 

das colônias: Manifestação do crescimento: rápido (até três dias), intermediário (4 a 

5 dias), lenta (6 a 9 dias) e muito lenta (acima de 10 dias); Tamanho (diâmetro das 

colônias) em mm, aos 3 dias após a manifestação das colônias; Alteração do pH no 

meio com indicador Azul de Bromotimol: (ácido, alcalino ou neutro); Forma da 

colônia: oval (elíptica), circular ou irregular; Elevação da colônia: plana ou convexa; 

Borda da colônia: lisa, ondulada ou filamentosa; Superfície da colônia: lisa ou 

rugosa; Produção de muco: pouca (até 1,9 mm), moderada (de 2,0 a 3,9 mm) e 

abundante (acima de 4,0 mm); Consistência da massa de crescimento: seca, 

aquosa, gomosa ou viscosa; Detalhes ópticos: translúcido ou opaco; Cromogênese 

da colônia em meio YMA com indicador Azul de Bromotimol: creme, amarelo, rosa 

ou azul; Cromogênese da colônia em meio YMA com corante Vermelho do Congo: 

branco, rosado, avermelhado no centro e vermelho, conforme os procedimentos 

operacionais padrão para a caracterização de estirpes bacterianas. 

A partir dos resultados obtidos com a avaliação morfofisiológica, uma matriz de 

similaridade foi construída baseada nas características analisadas, de acordo com o 

coeficiente de Simple Matching, por meio do método UPGMA, utilizando o programa 

MVSP 3.2. 

 

5.3. Resultados e discussão 

 

A Tabela 14 mostra as características fenotípicas dos isolados de rizóbios 

nativos dos solos do Mato Grosso do Sul e de quatro estirpes comercialmente 

recomendadas para a produção de inoculantes para diferentes espécies de adubos 

verdes no Brasil. 
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TABELA 14. Características culturais de isolados de rizóbios nativos de solos de 

Mato Grosso do Sul e estirpes de rizóbios recomendadas comercialmente para 

produção de inoculantes para espécies de adubo verde. 

Isolados 
Espécie de 
leguminosa 
hospedeira 

Manifestação do 
crescimento (1) 

pH (2) 
Produção de 

muco (3) 

CPAO 1.1 CR-A Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 1.2 CMICR-A Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 1.2 GU-B Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 2.1 CMIGU Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 2.1 CMIMC-B Mucuna-cinza Intermediária Ácido Moderada 
CPAO 2.3 CMIMP-B Mucuna-preta Rápida Neutro Moderada 
CPAO 2.3 GU-B Guandu Intermediária Neutro Abundante 
CPAO 2.1CMIMC-A Mucuna-cinza Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 2.4 GU Guandu Rápida Ácido Pouca 
CPAO 3.5 GU Guandu Rápida Ácido Pouca 
CPAO 4.4 GU Guandu Intermediária Ácido Pouca 
CPAO 58.3 Guandu Intermediária Ácido Moderada 
CPAO 60.4 Guandu  Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 62.4 Mucuna-preta Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 66.1 Mucuna-preta Rápida Ácido Abundante 
CPAO 76.2 Feijão-de-porco Rápida Neutro Abundante 
CPAO 77.1 Feijão-de-porco intermediária Ácido Abundante 
CPAO 78.1  Feijão-de-porco Rápida Ácido Moderada 
CPAO 78.2 Feijão-de-porco Rápida Ácido Pouca 
CPAO 80.3 Feijão-de-porco Intermediária Neutro Moderada 
CPAO 82.3 Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 82.4 Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 86.1 Crotalária Intermediária Ácido Pouca 
CPAO 88.1 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 89.2 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 90.1 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 91.4 Mucuna-cinza Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 93.1 Mucuna-cinza Intermediária Ácido Pouca 
CPAO 101.2 Feijão-de-porco Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 104.3 Feijão-de-porco Rápida Ácido Moderada 
CPAO 107.2 Guandu Intermediária Ácido Modera 
CPAO 108.1 Guandu Intermediária Ácido Moderada 
CPAO 109.2 Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 110.2 Guandu Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 111.2 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 113.2 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 114.1 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 114.4 Crotalária Intermediária Ácido Moderada 
CPAO 115.2 Crotalária Intermediária Acido Abundante 
CPAO 117.1 Mucuna-cinza Intermediária Ácido Abundante 
CPAO 118.1 Mucuna-cinza Rápida Ácido Abundante 
CPAO 124.2 Mucuna-preta Intermediária Ácido Abundante 
SEMIA 6145 Crotalária Intermediária Ácido Abundante 

SEMIA 6156 
Crotalária, 

guandu 
Intermediária Ácido Abundante 

SEMIA 6157 Guandu, Intermediária Ácido Moderada 
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Dos 39 isolados avaliados, 12 apresentaram crescimento rápido (Tabela 14), 

uma característica importante observada nos estudos de população de rizóbio por 

Van Gestel et al. (1991). Esses autores verificaram que em solos de áreas muito 

secas a população de rizóbio de crescimento rápido apresenta resistência similar 

aos microrganismos nativos. O crescimento rápido parece conferir certa vantagem 

competitiva na rizosfera, devido à maior competição das estirpes de rizóbios com 

outros microrganismos presentes no solo (NORRIS, 1965; MARTINS et al., 1997b). 

Xavier et al. (2007), ao avaliar o tempo de crescimento e tolerância de 

rizóbios à salinidade, observaram que os isolados que apresentaram crescimento 

rápido e produção de muco apresentaram-se resistentes a níveis crescentes de 

NaCl. A maioria dos isolados com crescimento rápido, de modo geral, apresentou 

reação ácida em meio de cultura; essa característica pode estar associada à maior 

capacidade de adaptação a essa condição (RAHMEIER, 2009). 

A maioria (91,11%) dos isolados avaliados apresentou coloração amarela do 

meio de cultura YMA, com azul de Bromotimol, ou seja, acidificaram o meio de 

cultura conforme o seu desenvolvimento (Tabela 14). Segundo Fernandes Junior e 

Reis (2008), a tolerância à acidez é uma importante característica das estirpes de 

rizóbio, sendo utilizada como classificatória para a seleção de estirpes de rizóbios. 

Em estudos com rizóbios isolados de duas regiões distintas, uma semiárida e 

outra na zona da mata, Figueiredo et al. (1996) observaram que a maioria dos 

isolados da região semiárida apresentou crescimento rápido, podendo ser 

considerada uma estratégia de sobrevivência desses microrganismos nessa 

condição peculiar (FREITAS et al. 2007; SANTOS et al., 2007). 

mucuna-preta, 
feijão-de-porco, 
mucuna-cinza 

SEMIA 6158 
Mucuna-preta, 
mucuna-cinza, 
feijão-de-porco 

Intermediária Ácido Moderada 

(1)Manifestação do crescimento: Rápida: até 3 dias; Intermediária:  4 a 5 dias; Lenta: 6 a 9 
dias e muito lenta: acima de 10 dias. (2)Alteração do pH no meio YMA com o indicador Azul 
de Bromotimol: ácido (amarelo); neutro (sem alteração de cor); alcalino (azul). (3)A produção 
de muco está relacionada ao tamanho da colônia: Pouca (até 1,9 mm); moderada (de 2,0 a 
3,9 mm) e abundante (acima de 4,0 mm). 
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 Em trabalhos sobre a diversidade de rizóbios obtidos de feijão-caupi, no Rio 

Grande do Norte, Medeiros et al. (2009) verificaram que há uma elevada diversidade 

morfológica da população nativa de rizóbio em regiões semiáridas. Esses autores 

ainda relatam que e o meio com que elas se utilizam para adaptar-se a essas 

condições é a produção de muco que também está associada à resistência ou 

tolerância a altas temperaturas (OSA-AFIANA; ALEXANDER, 1982). 

Na Figura 3, está apresentado o fenograma obtido por meio da análise de 

agrupamento, utilizando o método UPGMA e o coeficiente de similaridade Simple 

Matching, cuja matriz de similaridade foi construída baseada na observação de 

características fenotípicas. Incluíram-se neste fenograma as estirpes de rizóbio 

recomendadas comercialmente para a inoculação em diferentes espécies utilizadas 

como adubo verde (SEMIA 6156, SEMIA 6157 e SEMIA 6145 de Bradyrhizobium 

spp. e SEMIA 6158 de Bradyrhizobium elkanii), além de 39 isolados de rizóbio 

obtidos a partir de estudos de seleção e eficiência simbiótica de rizóbios nativos do 

Mato Grosso do Sul. 

A Figura 3 mostra a formação de dois grupos distintos revelando a 

diversidade fenotípica dos isolados de rizóbio nativos de solos de MS com diferentes 

níveis de similaridade. Essa alta diversidade de rizóbios encontrada em solos de 

Mato Grosso do Sul pode contribuir para seleção de estirpes melhor, adaptadas, 

competitivas e aptas à FBN nessas condições de solo e clima. 

No primeiro agrupamento, nota-se que o isolado CPAO 80.3, simbionte de 

feijão-de-porco [Canavalia ensiformes (L.) D.C.], formou um grupo irmão com os 

isolados: CPAO 62.4; CPAO 114.4; CPAO 82.4 e CPAO 60.4 e ainda incluíram-se 

nesse grupo as estirpes comerciais SEMIA 6156 e SEMIA 6157.  

O segundo grupo é composto pela maioria dos isolados caracterizado por 

elevada heterogeneidade, apresentando considerável diversidade fenotípica entre as 

bactérias. Importante ressaltar que o segundo grupo foi composto por dois sub 

grupos, sendo que um destes, os isolados CPAO 118.1; CPAO 77.1; CPAO 78.1; 

CPAO 66.1; CPAO 3.5 GU; CPAO 2.4GU; CPAO 78.2; CPAO 76.2 e CPAO 2.3 

CMIMP-B não se agruparam com nenhuma das estirpes de referência (SEMIA) 

recomendadas para a produção de inoculantes. 
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Pitard et al. (2006) observaram que as características fenotípicas de isolados 

de rizóbios obtidos de Leucaena leucocephala formaram vários grupos sem 

similaridade com estirpes-padrão. 

Por outro lado, o agrupamento de bactérias contendo a estirpe de referência 

SEMIA 6145 formou um grupo irmão em relação ao agrupamento dos isolados de 

adubo verde que contém a estirpe de referência SEMIA 6158. Foi possível observar 

que os isolados CPAO 124.2; CPAO 115.2; CPAO 111.2; CPAO 109.2; CPAO 

108.1; CPAO 107.2; CPAO 89.2 e CPAO 1.2GU-B não apresentaram diferença 

fenotípica em relação à SEMIA 6158. O mesmo ocorreu com os isolados CPAO 

114.1; CPAO 104.3; CPAO 101.2; CPAO 2.1 CMIMC-A e CPAO 1.1 CR-A que não 

apresentaram distância fenotípica entre si.  

A heterogeneidade fenotípica dos rizóbios encontradas neste estudo contribui 

em estudos que permitem não só identificar e classificar, mas também utilizá-las em 

benefício do uso agrícola. Segundo Martins et al. (1997a), há um interesse crescente 

em se conhecer a diversidade de rizóbios porque esta fornece um caminho para a 

seleção de novos isolados capazes de nodular efetivamente leguminosas, além de 

tais estudos fornecerem uma forma de avaliar mudanças no ecossistema. 

Nesse sentido, a caracterização de isolados de rizóbios é de fundamental 

importância, uma vez que estes microrganismos podem apresentar potencial para 

aplicação tecnológica, como no uso da fabricação de inoculantes. 
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Figura 3. Fenograma obtido pela análise das características culturais dos isolados de 

rizóbios simbiontes de diferentes espécies utilizadas como adubo verde. 

 

Esses resultados podem contribuir para a seleção de estirpes mais adaptadas 

às condições edafoclimáticas de Mato Grosso do Sul, porém, são necessários outros 

estudos, principalmente, os com métodos moleculares para o estudo de 

comunidades dessas bactérias. 

 

Coeficiente de Simple Matching 

A 

A 

A 
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5.4 Conclusão 

 

Os isolados de rizóbios nativos de Mato Grosso do Sul apresentaram grande 

diversidade fenotípica e alguns isolados localizaram-se no mesmo grupo das 

estirpes comercialmente recomendadas para a produção de inoculantes no Brasil. 
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Considerações finais 

 

Os estudos realizados mostram que os isolados de rizóbios nativos de Mato 

Grosso do Sul apresentam alto potencial para fixação biológica de nitrogênio, sendo 

possível identificar e selecionar isolados que estabeleçam simbiose efetiva com 

várias espécies de adubo verde, além de apresentarem grande diversidade 

fenotípica, inseridos no mesmo grupo fenotípico das estirpes comercialmente 

recomendadas para a produção de inoculantes no Brasil. 

 Contudo, este estudo mostrou as primeiras etapas do processo de seleção de 

estirpes de rizóbio para adubos verdes, havendo a necessidade de estudos 

posteriores, em condições não controladas de campo, utilizando os isolados 

considerados promissores neste trabalho, podendo, assim, gerar contribuições para 

futuras recomendações para a produção de inoculantes comerciais mais eficazes 

para leguminosas utilizadas como adubo verde. 
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Anexo I  

TABELA 1. Características culturais de isolados de rizóbios nativos de solos do 

Mato Grosso do Sul e estirpes de rizóbios recomendadas comercialmente para 

inoculantes para adubo verde 

Isolados 
Consistência 
da massa de 
crescimento 

Detalhes 
ópticos 

Cromogênese 
em Azul de 
Bromotimol 

Cromogêne
se em 

Vermelho 
do Congo 

CPAO 1.1 CR-A Gomosa Opaco Creme Avermelhado 
CPAO 1.2 
CMICR –A 

Gomosa Opaco Amarelo Vermelho 

CPAO 1.2 GU-B Gomosa Opaco Amarelo Avermelhado 
CPAO 2.1 

CMIGU 
Aquosa Opaco Creme Rosado 

CPAO 2.1 
CMIMC-B 

Gomosa Opaco Creme Rosado 

CPAO 2.3 
CMIMP-B 

Aquosa Translúcido Creme Rosado 

CPAO 2.3 GU-B Gomosa Translúcido Creme Avermelhado 
CPAO 2.1CMIMC 

– A 
Gomosa Opaco Creme Rosado 

CPAO 4.4 GU Gomosa Opaco Amarela Rosado 
CPAO 3.5 GU Gomosa Opaco Amarela Rosado 

CPAO 58.3 Seca Opaco Creme Vermelho 
CPAO 60.4 Seca Opaco Creme Vermelho 
CPAO 62.4 Seca Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 66.1 Gomosa Opaco Amarelo Rosado 
CPAO 76.2 Gomosa Opaco Creme Rosado 
CPAO 77.1 Seca Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 78.1 Seca Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 78.2 Seca Translúcido Creme Rosado 
CPAO 80.3 Seca Opaco Amarelo Avermelhado 
CPAO 82.3 Gomosa Translúcido Creme Avermelhado 
CPAO 82.4 Seca Opaco Creme Vermelho 
CPAO 89.2 Viscosa Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 90.1 Aquosa Opaco Creme Vermelho 
CPAO 91.4 Gomosa Translúcido Creme Rosado 
CPAO 93.1 Aquosa Opaco Creme Avermelhado 

CPAO 101.2 Gomosa Opaco Creme Rosado 
CPAO 104.4 Gomosa Opaco Creme Rosado 
CPAO 107.2 Gomosa Opaco Amarelo Rosado 
CPAO 108.1 Viscosa Opaco Amarelo Rosado 
CPAO 109.2 Gomosa Opaco Amarelo Avermelhado 
CPAO 110.2 Gomosa Translúcido Amarelo Avermelhado 
CPAO 111.2 Viscosa Opaco Amarelo Rosado 
CPAO 111.3 Gomosa Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 113.2 Seca Opaco Amarelo Vermelho 
CPAO 114.1 Gomosa Opaco Creme Rosado 
CPAO 114.4 Seca Opaco Creme Vermelho 
CPAO 117.1 Gomosa Opaco Creme Avermelhado 
CPAO 118.1 Gomosa Opaco Creme Rosado 
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CPAO 124.2 Aquosa Opaco Amarelo Avermelhado 
SEMIA 6145 Viscosa Opaco Amarelo Avermelhado 
SEMIA 6156 Seca Opaco Creme Vermelho 
SEMIA 6157 Seca Opaco Amarelo Rosado 
SEMIA 6158 Gomosa Opaco Amarelo Rosado 
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TABELA 2. Características culturais de isolados de rizóbios nativos de 
solos do Mato Grosso do Sul e estirpes de rizóbios recomendadas 
comercialmente para inoculantes para adubo verde 

ISOLADOS 

Diâmetro 
das 

colônias 
(mm) 

Características da colônia 

Forma Elevação Borda Superfície 

CPAO 1.1 
CR-A 

5,66 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 1.2 
CMICR –A 

4 Circular Convexa 
Ondula-

da 
Lisa 

CPAO 1.2 
GU-B 

7 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 2.1 
CMIGU 

3 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 2.1 
CMIMC-B 

4 Irregular Plana 
Ondula-

da 
Lisa 

CPAO 2.3 
CMIMP-B 

3 Irregular Plana Lisa Lisa 

CPAO 2.3 
GU-B 

5 Irregular Convexa 
Fila-

mentosa 
Lisa 

CPAO 
2.1CMIMC 

– A 
6 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 3.5 
GU 

3 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 58.3 3 Circular Convexa 
Fila-

mentosa 
Lisa 

CPAO 60.4 4 Irregular Plana 
Fila-

mentosa 
Rugosa 

CPAO 62.4 4 Irregular Plana Lisa Lisa 
CPAO 66.1 4 Circular Plana Lisa Lisa 
CPAO 76.2 4 Circular Plana Lisa Lisa 
CPAO 78.1 2 Circular Convexa Lisa Lisa 
CPAO 80.3 2,33 Oval Plana Lisa Rugosa 

CPAO 82.3 9 Irregular Convexa 
Ondula-

da 
Lisa 

CPAO 82.4 4,33 Irregular Plana 
Fila-

mentosa 
Rugosa 

CPAO 89.2 4,33 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 90.1 5 Irregular Plana 
Fila-

mentosa 
Lisa 

CPAO 91.4 6,33 Circular Convexa Lisa Lisa 
CPAO 93.1 5 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
101.2 

6,33 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
104.4 

7,66 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
107.2 

3 Circular Convexa Lisa Lisa 
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CPAO 
108.1 

3,66 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
109.2 

4,66 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
110.2 

8,66 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
111.2 

4 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
111.3 

4 Irregular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
113.2 

4 Irregular Plana 
Fila-

mentosa 
Lisa 

CPAO 
114.1 

5,33 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
114.4 

3 Circular Plana Lisa Rugosa 

CPAO 
117.1 

5,66 Circular Convexa 
Ondula-

da 
Lisa 

CPAO 
118.1 

5 Circular Convexa Lisa Lisa 

CPAO 
124.2 

5 Circular Convexa Lisa Lisa 

SEMIA 
6145 

5,33 Circular Convexa 
Ondula-

da 
Lisa 

SEMIA 
6156 

5 Oval Plana 
Fila-

mentosa 
Lisa 

SEMIA 
6157 

3 Circular Plana Lisa Lisa 

SEMIA 
6158 

3 Circular Convexa Lisa Lisa 
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Anexo II 

 

Figura 1. Comparação entre plantas de crotalária (Crotalaria juncea L.) inoculadas 

com rizóbios nativos dos solos de Mato Grosso do Sul (CPAO 1.2 CMICR-A) e 

tratamentos controles: Estirpes recomendadas comercialmente para a produção de 

inoculantes comerciais (SEMIA 6156), testemunha nitrogenada e testemunha 

absoluta (controles sem inoculação). 

 

Figura 2. Comparação entre plantas de crotalária (Crotalaria juncea L.) inoculadas 

com rizóbios nativos dos solos de Mato Grosso do Sul (CPAO 86.1) e tratamentos 

controles: Estirpes recomendadas comercialmente para a produção de inoculantes 

comerciais (SEMIA 6156), testemunha nitrogenada e testemunha absoluta (controles 

sem inoculação). 
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Figura 3. Comparação entre plantas de guandu (Cajanus cajan L.) inoculadas com 

rizóbios nativos de Mato Grosso do Sul (CPAO 5.2GU) e tratamentos controles: 

Estirpes recomendadas comercialmente para a produção de inoculantes comerciais 

(SEMIA 6157), testemunha absoluta (controle sem inoculação). 

 

Figura 4. Comparação entre plantas de mucuna-preta (Mucuna aterrima L.) 

inoculadas com rizóbios nativos de Mato Grosso do Sul (CPAO 2.3 CMIMP - B) e 

tratamentos controles: Estirpes recomendadas comercialmente para a produção de 

inoculantes comerciais (SEMIA 6158), testemunha nitrogenada e testemunha 

absoluta (controles sem inoculação). 
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Figura 7. (A) Inoculação em vasos de “Leonard”, com uma mistura de areia e 

vermiculita (1:1, v:v) esterilizada. (B) Inoculação de rizóbios em sementes de adubos 

verdes em vasos com solo não esterilizados. 

 

 

Figura 5. Vista parcial do ensaio em vasos com solo. 
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Anexo III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. (A) Número de nódulos; (B) Matéria seca de nódulos; (C) Matéria 

seca da parte aérea; (D) Nitrogênio da parte aérea de plantas de crotalária 

(Crotalaria juncea L.) inoculadas com 21 isolados de rizóbio. Valores relativos à 

estirpe SEMIA 6156. *Inclui os resultados do tratamento com N mineral 

(20mg/planta, semanalmente). 
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Figura 2. (A) Número de nódulos; (B) Matéria seca de nódulos; (C) Matéria 

seca da parte aérea; (D) Nitrogênio da parte aérea de plantas de feijão-de-porco 

(Canavalia ensiformis (L.) D.C.) inoculadas com 21 isolados de rizóbio. Valores 

relativos à estirpe SEMIA 6156. *Inclui os resultados do tratamento com N mineral 

(20mg/planta, semanalmente).  
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Figura 3. (A) Número de nódulos; (B) Matéria seca de nódulos; (C) Matéria 

seca da parte aérea; (D) Nitrogênio da parte aérea de plantas de guandu (Cajanus 

cajan (L.) Millsp.) inoculadas com 21 isolados de rizóbio. Valores relativos à estirpe 

SEMIA 6156. *Inclui os resultados do tratamento com N mineral (20mg/planta, 

semanalmente). 
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Figura 4. (A) Número de nódulos; (B) Matéria seca de nódulos; (C) Matéria 

seca da parte aérea; (D) Nitrogênio da parte aérea de plantas de mucuna-preta 

(Mucuna aterrima (Piper & Tracy) Holland), inoculadas com 21 isolados de rizóbio. 

Valores relativos à estirpe SEMIA 6156. 
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Figura 5. (A) Número de nódulos; (B) Matéria seca de nódulos; (C) Matéria 

seca da parte aérea; (D) Nitrogênio da parte aérea de plantas de mucuna-cinza 

Mucuna nivea L. (D.C.) inoculadas com 21 isolados de rizóbio. Valores relativos à 

estirpe SEMIA 6158. *Inclui os resultados do tratamento com N mineral 

(20mg/planta, semanalmente). 

 


