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RESUMO - Foram realizados dois experimentos de vaso e um de campo para estudar a possibilidade da
substituicdo da adubagdo nitrogenada na cultura da érvitha-vagem (Pisum sativum L.) pela inoculagio
com Rhizobium. A eficiéncia das estirpes de Rhizobium variou com a sua origem, e todas as estirpes
isoladas de solo de uma localidade de Teresdpolis, RT, foram iguais ou superiores a duas das estirpes
usadas em inoculante comercial no Rio Grande do Sul. Todas as trés estirpes isoladas de outra locali-
dade de Teresdpolis produziram nddulos ineficientes quando avaliados pela regressdo do nitrogénio da
planta sobre o peso de nddulos e pela atividade especifica da nitrogenase (umol CoHy/h/g nddulos). O
nitrogénio da planta e a produgdo de vagem com as melhores estirpes de Rhizobium em todos os trés
experimentos foram iguais ou superiores & aplicagio de 100 kg/ha de N.

Termos para indexag#o: fixagdo, inoculantes,

SELECTION OF RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM STRAINS
FOR THE INOCULATION OF PEAS ON THE RIQ DE JANEIRO HILL FARMS

ABSTRACT - In two greenhouse and one field experiments the inoculation of peas (Pisum sativum L.)
was studied in comparison with nitrogen fertilizer. The efficiency of the RAizobium strains varied with
their origin and all strains isolated from one local soil in Teresopolis, RJ proved to be equal or superior
to two of the strains used in commercial inoculation in Rio Grande do Sul. All three strains isolated
from another Teresopolis local produced inefficient nodules as evaluated by the regression of plant N
over nodule weight and by the specific nitrogenase activity {umel C,H4/h/g nodules). Plant nitrogen
and pod yields with the best Rhizobium strains in all three experiments were equal or superior to the

application of 100 kg/ha N.

Index terms: fixation, inoculants.

INTRODUGAQ

Entre as leguminosas cultivadas no Estado do
Rio de Janeiro, a ervilha vagem tem-se mostrado
relativamente promissora ¢ de grande interesse
econdmico para o estado, principalmente nos mu-
nicipios serranos de Teresdpolis, Nova Friburgo e
Sumidouro, onde as condigdes climdticas sio favo-
rdveis ao cultivo dessa leguminosa temperada. Se-
gundo dados de comercializagio da ervilha, na
CEASA-RJ, em 1976 e 1977, foi comercializado
um total geral de 1.384.882 e 1.068.595 kg/ano
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de vagens, respectivamente, além da comercializa-
¢io feita no interior do estado.

Sabemos que no uso racional de leguminosas é
necessirio observar o processo de nodulagao. Hd
varios fatores que podem influenciar na simbiose
Rhizobium x planta. Num mesmo grupo de inocu-
lagdo eruzada, uma estirpe de Rhizobium pode
apresentar varios graus de eficicia, dependendo da
espécie de leguminosa. Para uma mesma espécie
a eficiéncia pode depender ainda da cultivar.
Burton {1965) e DSbereiner et al. (1966b), traba-
thandoe com 25 cultivares de soja inoculadas com
uma mesma estirpe, em condigdes de campo, ve-
rificaram grande variagio de nedulagio e ainda in-
teragdo cultivar com o local. Souto et al. (1972)
verificaram que a cultivar nativa de Stylosanthes
gracilis, IR1 1022, ndo permite infecgdo e nodula-
¢do pelas seis estirpes estudadas, normalmente efi-
cazes nas leguminosas ndo especificas, e que as
estirpes especificas para esta variedade, obtidas do
solo, além de produzirem muitos nédulos, apresen-
taram elevada eficiéncia nodular. Nio houve infor-
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magio sobre a necessidade ¢ eficiéncia da inocula-
¢do da ervilha na regiio Centro-Sul, e ¢ hibito dos
hortigranjeiros da regido utilizar adubos nitrogena-

dos.

O presente trabalho foi conduzido com a fina-
lidade de selecionar estirpes de Rhizobium legu-
minosarum, oriundas da regido agricola de Teresé-
polis, RJ, ou provenientes do Rio Grande do Sul,
com vistas a oferecer condigdes de produgio de
inoculante eficiente para substituir a aduba¢do ni-
trogenada para a cultura da ervilhavagem desta
regido no Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos em casa de vege-
tagdo, no km 47, Seropédica, RJ, e um de campo, na re-
gido de plantio da ervilha, em Teresépolis, RI.
Experimento |

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso
com cinco repeticbes, estudando-se doze estirpes de
Rhizobium leguminosarum, sende nove isoladas de
amostras oriundas de solos da regido agricola de Tereso-
polis e trés procedentes do Instituto de Pesquisa Agrope-
cudria do Rio Grande do Sul {IPAGRO).

Utilizaram-s¢ vasos-de-leonard, esterilizados, com ver-
miculita ¢ areia de praia lavada, na proporgdo de 2:1 res-
pectivamente. A solugdo nutritiva usada foi a de Norris,
modificada (Guzman & Ddobereiner 1968). Foram utiliza-
das doze estirpes de Rhizobium, sehdo Br 601, Br 602 e
Br 603 isoladas de sole da localidade A; Br 604, Br 605 ¢
Br 606, da localidade B; Br 607, Br 608 ¢ Br 609, da lo-
calidade C, todas de Tetesopolis, RJ, e trés estirpes envia-
das pelo Dr. Jodo Koiling, do Instituto de Pesquisas Agro-
nomicas (IPAGRO) (R 335, R 337 e R 374) e que sio
usadas pelos fabricantes de inoculantes, Foram ainda in-
cluidos quatro controles sem inoculagio, sendo um scm
nitrogénio e trés com os seguintes niveis de nitrogénio:
20, 40 e 60 ppm N, na forma de NHyNO;. Todas as es-
tirpes foram testadas quanto d pureza, antes de se iniciar
a inoculagdo. As estirpes com a sigla Br foram isoladas de
nodulos provenientes de plantas crescidas assepticamente
em vasos de Leonard inoculadas com solo.

A cultivar de ervilha utilizada foi a Gigante, a mais
plantada na regido. Antes do plantio, as sementes foram
esterilizadas com alcool 95°GL por um minuto e solugio
acidificada de HgCl, 1:1.000 durante trés minutos e, pos-
teriormente, lavadas seis a oito vezes com dgua esteriliza-
da.

O plantio foi feito com cinco sementes por vaso; no
desbaste, aos seis dias ap6s o plantio deixaram-se duas
plantas. As plantas foram inoculadas usando-se duas a trés
gotas de cultura liquida por planta. As adigdes de nitrogé-
nio foram feitas na mesma época da inoculagdo, € as ir-
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rigagies feitas com dgua deionizada, quando julgadas ne-
cessdrias.

A colheita desse experimento foi efetuada no inicio
da floragio, 60 dias apds o plantio. Primeiramente, foi
determinada a atividade da nitrogenase das raizes com né-
dulos empregando-se o método de redugio do acetileno
{Dart et al. 1972). Posteriormente os nddulos foram des-
tacados; nddutos e plantas foram, entdo, secados em estu-
fa a 65°C ¢ pesados. O teor de nitrogénio das plantas foi
determinado pelo método de Kjeldahl (semi-micro).
Experimento |1

Este experimento visou confirmar em vasos com solo,
a eficiéncia das melhores estirpes selecionadas no experi-
mento L

Foi um experimentoe com delineamento em bloces ao
acaso com cinco repetigdes ¢ sete tratamentos, cinco es-
tirpes de Rhizobium e duas testemunhas. Todas as estir-
pes pré-selecionadas foram da localidade A (Br 601,
Br 602 ¢ Br 603), além de duas do Rio Grande do Sul
(R 337 ¢ R 374). Utilizaram-se vasos de plastico, com 2
kg de solo Latossolo Vermelho-Amarelo, colhido em irea
recém-desmatada da propriedade do Sr. Ari Silva, em Te-
resdpolis, RJ. Os vasos foram postos dentro de vasos
maiores e porosos, com areia de rio para refrigeragdo
(Dobeseiner & Pimenta 1964), onde a temperatura nio
foi superior a 30°C durante o ciclo da planta.

A andlise do solo revelou: pH 5,1; | ppm de P; 88 ppm
de K; 3,5 mE de Ca™* ¢ 0,9 mE de Mg++ ¢ 0,1 mE de
AI'"/100 cc de terra. Fez-se a seguinte adubagio bi-
sica {ppm): 40 de P; 50 de K; 15 de Mg; 0,08 de B;4.,02
de Cu; 5,18 de Fe; 0,20 de Mo e 2,43 de Zn.

Os tratamentos testemunhas ndo foram inoculados e
umt deles recebeu 50 ppm N em forma de NH4NO;3.

O plantio foi efetuado com cinco sementes por vaso.
Seis dias ap0s o plantio, efetuou-se o desbaste deixando-
-se duas plantas por vaso. Depois, realizaram-se a inocu-
lagdo e a adi¢do de nitrogénio, da mesma forma que no
experimento anterior,

A colheita foi feita no infcio da floragdo, ocorrida aos
45 dias apds o plantio, e foram feitas as mesmas deter-
minagdes como no experimento I
Experimento |

A finalidade deste experimento foi estudar, em campo,
na regido produtora, o comportamento de duas estirpes de
R. leguminosarum que se destacaram nos experimentos
anteriores. O solo foi o mesmo utilizado no experimento
I

O esquema experimental adotado foi o de blocos ao
acase, com quatre repetigdes, e os seguintes tratamentos:
duas estirpes de Rhizobium (Br 603 ¢ R 337) ¢ testemu-
nhas com e sem adubagdo nitrogenada. Foi utilizado ino-
culante em turfa e sementes peletizadas com calcdrio.

As parcelas eram constituidas de quatro fileiras de
plantas, de 4 m de comprimento cada, espagadas de 1 m
com 2-3 plantas/cova, espagadas de 20 cm. A cultivar de
crvilha usada foi a Gigante. As adubagdes fosfatadas e po-
tassicas foram realizadas nos sulcos previamente abertos,
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na base de 200 kg/ha de POy, aplicados sob a forma de
superfosfato simples, e de 100 kg/ha de K0, na forma de
KCI. Nas parcelas com adubagfo nitrogenada, aplicaram-se
duas vezes, 50 kg/ha de N em cobertura sob a forma de
nitrocdlcio, tendo sido a primeira aplicagio feita apds a
emergéncia das plantas, e a segunda, 45 dias apés o plan-
tio.

Na época da floragdo, foram colhidas cinco plantas de
cada parcela para determinagdo da atividade da nitrogena-
se nos nddulos. O teste de redugdo de acetileno (Dart et
al. 1972) foi realizade no campo, e as amostras foram
conduzidas em “vacutainer” para anélises cromatogrifica
no laboratério. Foi determinado ainda peso seco e teor
de N nas plantas. Posteriormente foram tomados dados re-
ferentes a producdo total e ao peso verde de 100 vagens,
para cada parcela.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados do primeiro experimento (Tabela
1) mostram que a ervilha, sob condigdes controla-
das, pode obter todo o nitrogénio, necessirio ac
seu desenvolvimento normal, da simbiose com
Rhizobium. Na verdade esta leguminosa mostrou
eficiéncia muito baixa na assimilagio do N mine-
ral, e as plantas inoculadas com as melhores estir-
pes de Rhizobium incorporaram trés vezes mais
N que as adubadas com 60 ppm de N mineral.

Houve grande diferenga significativa em todos
os parimetros (Tabela 1) entre os inoculantes. As

TABELA 1. Efeito da inoculagio de estirpes de Rhizobium leguminosarum em ervilha (Pisum sativum L.) provenientes
de trés localidades de Teresdpolis, RJ e do Rio Grande do Sul, em experimento de casa de vegetacido, com

vasos Leonard (Experimento I).

Planta

Nitrogenase

Nédulos
Tratamentos
Peso seco N-total ‘:;f:s” umol C,Hy4/h umol C,Hz/h
{g/pl.} {ma/pl) planta g nodulos
tnoculado {sem N)
Estirpesa Procedéncia
Br 601 Localidade A 3,61 115 266 13,47 51
Br 602 " 2,50 82 198 8,47 43
Br 603 . 3.0 86 230 8,24 36
Br 604 Locatidade B 1,29 21 188 1,00 5
Br 605 " 1,29 27 180 3,23 18
Br 606 1,28 26 160 1,93 12
8r 607 Localidade C 2,06 53 184 643 35
Br 608 " 1.25 28 50 0,12 2
Br 609 . 1,53 32 146 2,74 19
A 335 IPAGRO, RS 1,26 21 22 0,50 23
R 337 " 2N 89 220 843 38
R 374 Australia (S.U, 391) 3,42 110 224 8,48 38
Nao inoculado

Oppmde N 1,07 16 [v] 0
20 ppm de N 1,44 24 0 0
40 ppm de N 1,40 21 0 4]
60 ppmde N 1,64 28 0 0

F 7,09 11,29 2,60* 12,44
DMS (5%) 0,90 29,4 81 343

a
RS.

Br & a sigla usada pelo Programa Fixagdo Biolbgica de Nitrogénio, EMBRAPA, km 47, e R a sigla usada pelo IPAGRO,
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melhores estirpes de Rhizobium foram as trés iso-
ladas de solo da localidade A e duas provenientes
do Rio Grande do Sul. Uma das estirpes do Rio
Grande do Sul {R 335) foi pouco efetiva, confir-
mando a necessidade da selegio de estirpes adapta-
das &s condigGes locais {Vincent 1970). As estirpes
da localidade C foram intermedidrias, e as da loca-
lidade B, as piores.

Quando o comportamento das diversas estirpes
é observado pela regressio (Fig. 1) do N total fi-
xado sobre o peso dos nddulos (Dibereiner et al.
(1966a), verifica-se que os pontos das estirpes da
localidade B nio se enquadram na regressdo indi-
cando eficiéncia nodular muito baixa. Esta é con-
firmada pelas medidas da atividade especifica
(umol C,H,/h/g de nédulos) que também é muito
baixa e, aproximadamente, um tergo das estirpes
da localidade A. Mostra isso que determinagdes
de peso de nédulos nio sio suficientes para avaliar
o desempenho da simbiose. No caso das estirpes
Br 604, Br 605 e Br 606 da localidade B, houve re-
lativamente muitos nddulos, mas com baixa efi-
ciéncia. J4 a estirpe R 335 do Rio Grande do Sul
produziu nédulos mais eficientes, mas em pouca
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_FIG. 1. tfeito da origem das estirpes na eficidncia nodular
de ervilha inpculada com Rhizobium leguminosa-
rum. Os pontos circundados sdo das estirpes Bre04,
Br 605 e Br 606 e nfo foram incluidos no célculo
da regressio.
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quantidade. Isto indica problemas de infecgio e
inicia¢@o dos nodulos nesta estirpe.

A ocorréncia espontinea de estirpes de Rhizo-
bium ineficientes no solo da localidade B indica
sérios problemas e ressalta a necessidade de estu-
dos mais aprimorados com estirpes marcadas para
verificar a possibilidade de substituir as estirpes lo-
cais por outras mais eficientes. E possivel que tais
estirpes ineficientes tenham-se multiplicado em
resposta ao uso continuo da adubagio nitrogena-
da. A ocorréncia espontinea de Rhizobium legumi-
nosarum em Teresépolis, provavelmente, deveu-se
i sua introdugio através das sementes dos agricul-
totes, pois em solos sob mata natural nio se obteve
isolamento positivo.

No segundo experimento {Tabela 2), confir-
mou-se, em condigSes j& mais naturais, a elevada
eficiéncia das estirpes de Rhizobium selecionadas.
Verifica-se que no solo usado, que é deficiente em
N, a aplicagio de 50 ppm de N (equivalente a
100 kg/ha) nio foi suficiente, pois as plantas ino-
culadas incorporaram significativamente mais N
que as adubadas. A atividade especifica dos nédu-
los foi mais alta ainda que no experimento I, con-
firmando desempenho excelente da simbiose no
solo usado.

O terceiro experimento confirmou, sob condi-
¢Bes de campo, a possibilidade de substituigio da
adubagic com 100 kg/ha de N pela inoculagio da
ervilha-vagem. Nos tratamentos inoculados, peso
das plantas, N total incorporado e produgio de va-
gem foram significativamente maiores que na tes-
temunha e equivalentes 4 quantidade apresentada
pelas parcelas com adubagio. A adubagdo nitro-
genada diminuiu o peso de 100 vagens. Consultan-
do o mercado no dia 27.2.80 obteve-se o prego de
Cr$ 20,00/pacote de inoculante suficiente para o
plantio de um ha enquanto 100 kg de N estavam
ao custo de Cr$ 3.962,00. Acrescentando-se
mais Cr$ 450,00 para adubagdo em cobertura {3
dias/homem/ha segundo Regina 1969), a pritica
da inoculagio proporcionou uma economia de
Cr$ 4.412,00/ha em relagio d adubagio nitroge-
nada. Vale lembrar que, sendo a produgio indus-
trial de adubo nitrogenado baseada em matéria-
-prima importada, a inoculagio contribui também
para a economia de divisas do Pafs. {Tabela 3).
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TABELA 2. Efeito da inoculagiio de estirpes de Rhizobium leguminosarum em exvilha-vagem (Pisum sativum L.) prove-
nientes da localidade A-Teresdpolis, RY, e do Rio Grande do Sul, em experimento de casa de vegetagio.

Planta Nodulos Nitrogenase
Tratamentos
Peso seco N-total (:;11] umol CyHy/h umol CyHa/h
{a/pl.) {mg/pl) planta g nddulos
Inoculado (sem N)
Estirpesa Procedéncia
Br 601 Localidade A 2,43 59 76 6,63 B3
Br 602 o 2,28 62 61 6,79 11
Br 603 " 2,86 65 84 8,06
R 337 IPAGRO, RS 3,30 73 83 9,63 114
R 374 Australia (S.U, 391) 3,07 73 78 7,37
Ndo inoculado
Oppmde N 1,24 25 0 0
B0 ppm de N 2,78 48 o 0
- - b b
F 7.69 6,63 0,66 0,34
DMS (5%) 0,72 19 34 6,08

9 Bréa sigla usada pelo Programa Fixag#o Biolbgica de Nitrogénio, EMBRAPA, km 47, e R a sigla usada pelo IPAGRO,

RS.

b As testernunhas ndo foram inclu{das na anélise estatistica.

TABELA 3. Efeito de inoculagio de estirpes de Rhizobium leguminosarum em ervilha-vagem (Pisum sativum L.) prove-
nientes da localidade A-Teresopolis, RJ, e do Rio Grande do Sul, em experimento de campo.

Peso planta a Nitrogenasea

a N total H Produgdo Peso verde
Tratamentos seca {mg/pl) fumoles C;Hy/h (kg vagens/hal 100 vagens {g)
{a/pl) planta)
Inoculado {sem N)
Estirpesb Procedéncia
Br 603 Localidade A 7,60 249 4,29 10.238 850
R 337 IPAGRO, RS 7,30 234 3.50 10.081 825
N#o inoculado
0 kg/hade N 3.40 99 4] 7.281 868
100 kg/ha de N 7,90 291 0 10.143 691
F 5,37* 7.18% 2,53° 10,77+ 11,524
DMS (5%) 2,90 99 1,58 1.400 75

2 Analisado no per{odo da floragio.

b Br & asigla usada pelo Programa Fixa¢do BiolGgica de Nitrogénio, EMBRAPA, km 47, e R a sigla usada pelo IPAGRO,
RS,

€ As testemunhas ndo foram incluidas na analise estat(stica.
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CONCLUSOES

1. As estirpes de Rhizobium Br 603, de Tereso-
polis, e R 337, do Rio Grande do Sul, sio igual-
mente eficientes, provando, através do seu desem-
penho, que podem ser incluidas na recomenda¢io
do uso de inoculantes para ervilha-vagem.

2, Numa das localidades de Teresépolis ha pre-
dominincia de Rhizobium ineficiente.

3. E possivel a substituigio da adubagio com
100 kg/ha de N pela inoculagio de ervilha-vagem
com aumento da rentabilidade econémica da cul-
tura.
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