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FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO E CRESCIMENTO DE PLANTAS DE
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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da salinidade no crescimento e na fixacao
bioldgica do nitrogénio de plantas de leucena. As plantas cresceram em vasos de Leonard, contendo areia lava-
da e esterilizada, e os tratamentos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, num esquema
fatorial 3x3, com 5 repeti¢des. O primeiro fator correspondeu a ndo inoculagdo e inoculagdo com as estirpes de
Bradyrhizobium sp SEMIA 6070 ¢ SEMIA 6153 e o segundo fator, as doses de NaCl (0, 25 ¢ 50 mol m™). A-
nalisaram-se a altura e o acimulo de massa seca, o numero de nodulos e o teor de nitrogénio nas plantas. A
inoculagdo das plantas com a estirpe SEMIA 6070 proporcionou maior crescimento e maior acaimulo de nitro-
génio nas plantas que ndo foram submetidas a salinidade. A nodulagdo ndo foi afetada pela salinidade. A inocu-
lagdo com a estirpe SEMIA 6153 proporcionou maior tolerancia a salinidade.

Palavras-chave: Tolerancia a salinidade. Bradyrhizobium. NaCl.

NITROGEN FIXATION AND PLANT GROWTH OF LEUCENA (Leucaena leucocephala (Lam.) De
Vit) UNDER SALINITY

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the effects of salinity in the growth and nitrogen fixation in
leucaena. Plants were cultivated in Leonard pots containing clean and sterilized sand. The treatments were
distributed in a completely randomized design, in a 3x3 factorial, with five replicates. The first factor
corresponded to no inoculation and inoculation with Bradyrhizobium sp SEMIA 6070 and SEMIA 6153
strains. The second factor corresponded to NaCl concentrations: 0, 25 and 50 mol m>. Were analyzed the
height and dry matter accumulation, the number of nodules and nitrogen in plants. The inoculation of plants
with the strain SEMIA 6070 provided higher growth and greater nitrogen accumulation in plants thar were not
subject to salinity. Nodulation was not affected by salinity. Inoculation with SEMIA 6153 strain provided
greater tolerance to salinity.

Keywords: Salt tolerance. Bradyrhizobium. NaCl.
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INTRODUCAO

A produtividade agricola em varias partes do
globo ¢ muito afetada pela alta concentracao de sais
no solo, que sdo prejudiciais ao crescimento das
plantas (DARDANELLI et al., 2009). A grande con-
centracdo de sais no ambiente desencadeia varios
tipos de estresses fisicos e quimicos nas plantas, pro-
movendo respostas complexas que envolvem mudan-
¢as na morfologia, fisiologia e no metabolismo
(HASEGAWA et al., 2000; MUSYIMI et al., 2007).
Da mesma forma que a maioria das culturas agrico-
las, as respostas das leguminosas forrageiras a salini-
dade variam muito e dependem de fatores como con-
di¢des climaticas, propriedades do solo e estadio de
crescimento (MITTLER, 2006; MNASRI et al.,
2006).

A salinidade traz varios problemas para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, especi-
almente nas glicofitas, por promover distirbios fisio-
logicos. Na fixagdo biologica do nitrogénio (FBN), a
salinidade afeta a simbiose leguminosa-Rhizobium
através da inibigdo dos passos iniciais da infeccdo
pela bactéria no pelo radicular (BOUHMOUCH et
al., 2005), impedindo o inicio do processo de nodula-
¢do (ZAHRAN, 1999), além da redugdo no cresci-
mento das plantas e na disponibilidade de fotossinta-
tos para dar suporte a fixacdo do nitrogénio (AZAM
et al., 2006). Além disso, afeta diretamente a infec-
¢do ¢ o desenvolvimento do noédulo, induzindo sua
senescéncia (KUMAR et al., 2008) e reduzindo a
capacidade de fixagdo do nitrogénio (SASSI AYDI
et al., 2008). No entanto, a influéncia da salinidade
no processo de fixagdo simbidtica do nitrogénio vari-
a com a espécie, o nivel de salinidade e a estirpe de
rizébio utilizada.

Dessa forma, ¢ necessario que se utilizem
espécies que tolerem essa condi¢do e, se possivel,
que sejam capazes de melhorar as caracteristicas
fisicas e quimicas deste solo, o que pode ser conse-
guido através do plantio de leguminosas arboreas de
crescimento rapido, tolerantes a salinidade. No en-
tanto, para que se obtenha sucesso, ¢ necessario que
se conhecam os efeitos da salinidade na espécie a ser
empregada.

A leucena (Leucaena leucocephala (Lam.)
De Wit.) é uma importante leguminosa arborea tropi-
cal, perene, com sistema radicular profundo, que lhe
confere grande resisténcia a seca, ocasido em que,
nao perdendo suas folhas, proporciona forragem ver-
de de alta qualidade. O seu emprego pode ser diver-
so0, visando desde a producao de madeira para lenha,
carvao, celulose, até a sua utilizagdo como quebra-
vento, conservacao ¢ fertilidade do solo, além de se
constituir em forragem de excelente valor nutritivo.
No entanto, poucos estudos tém sido conduzidos
com o objetivo de avaliar sua tolerancia a salinidade.

Diante o exposto, o presente trabalho teve
como objetivo verificar os efeitos da salinidade da

solucdo nutritiva no crescimento e na fixagao biolo-
gica do nitrogénio em plantas jovens de leucena.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetacao no Departamento de Tecnologia da Facul-
dade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/
UNESP), Jaboticabal, SP (21°15°19” S ¢ 48°19°20”
W), utilizando-se vasos de Leonard, com volume de
800 mL, de acordo com metodologia descrita por
Vincent (1970), contendo areia lavada e esterilizada,
como suporte para as plantas nos vasos.

As sementes de leucena foram submetidas ao
processo de quebra de dorméncia utilizando-se agua
quente (80 °C), em banho-maria, durante 4 minutos.
Em seguida, foram esterilizadas através da imersao
em etanol 95% durante 3 minutos e depois com solu-
¢a0 de bicloreto de mercurio por 1 minuto.

Para a obtengdo do inoculante, as estirpes
cresceram em meio YMB (Yeast Mannitol Broth), a
temperatura de 28 °C e sob agitagdo (120 rpm), até
que fosse atingida a fase exponencial, que ocorreu
apos 72 horas. Apds a quebra da dorméncia e esteri-
lizagdo das sementes, foi realizada a primeira inocu-
lagdo, em que estas ficaram incubadas no meio YMB
durante 1 hora, semeando-as em seguida. A segunda
inoculacdo foi realizada apods a emergéncia das plan-
tulas, utilizando-se 1 mL de cultura por plantula. A
terceira inoculacdo, procedida da mesma forma, 5
dias ap6s a segunda e a quarta inoculacdo, 5 dias
apos a terceira. Nesse dia foi realizado o desbaste,
deixando-se apenas 3 plantas por vaso.

Os tratamentos foram distribuidos em deline-
amento inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 3,
com 5 repetigoes. O primeiro fator correspondeu a
inoculagdo ou ndo com as estirpes SEMIA 6070 e
SEMIA 6153, provenientes do  MIRCEN
(Microbiological Resources Center, Porto Alegre,
RS). As plantas nao inoculadas receberam nitrogénio
na solucdo nutritiva, na forma de sulfato de amonio
(23 mg L' de N). O segundo fator correspondeu as
concentragdes de cloreto de sodio (0, 25 ¢ 50 mol
m™). A solugdo nutritiva utilizada foi a indicada por
Gibson (1987) para cultivo em vaso, que era trocada
a cada cinco dias.

Apds a quebra de dorméncia e a primeira
inoculagdo, as sementes foram semeadas nos vasos
de Leonard, contendo a solugdo nutritiva, com as
concentragdes de cloreto de sodio a serem testadas.
Aos 60 dias apds a emergéncia, foi medida a altura
das plantas. Em seguida, a parte aérea das plantas foi
cortada e acondicionada em sacos de papel, colocada
para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 70
°C, até atingir massa constante. O sistema radicular
foi cuidadosamente lavado em agua corrente, sobre
peneira, para coleta dos nddulos e, apds a separagdo
e contagem destes, foi colocado junto com as raizes
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para secagem em estufa. Posteriormente, a parte aé-
rea e as raizes foram submetidas a pesagem para
determinag@o das massas secas.

Para a quantificagdo do teor de N, a parte
aérea foi moida e submetida a digestdo sulfurica. O
material obtido apds a digestdo foi destilado e o ni-
trogénio analisado pelo método semi-microKjedahl
(LIAO, 1981).

Os dados foram submetidos a analise de vari-
acdo e as médias comparadas pelo teste de Tukey
utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT
(SILVA; AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura e matéria seca das plantas

Foi verificado efeito significativo das con-
centragoes de NaCl na altura, na matéria seca das
raizes e total das plantas, e efeito significativo da
inoculagdo na matéria seca da parte aérea e das rai-
zes. A interacdo foi significativa apenas para a massa
seca da parte aérea (Tabela 1).

Tabela 1. Analise de variancia e coeficiente de variacdo de altura de plantas (H), matéria seca da parte aérea (MSPA), ma-
téria seca de raizes (MSR), matéria seca total (MST), nimero de nddulos (NNOD) e acimulo de nitrogénio (N) em fungéo
dos tratamentos de inoculagdo com Bradyrhizobium sp e das doses de NaCl.

Fonte de variagdo Graus de li- H MSPA MSR MST NNOD N
berdade
Inoculagdo (I) 2 0,98™ 7,97%* 4,04* 1" 7,29%* 7,33%*
Doses de NaCl (D) 2 59,97** 23,76™  7,85%*  30,53%* 2,54 43,83%*
IXD 4 1,28™ 2,99* 0,97" 1,46™ 0,66™ 17,02%%*
C.V. (%) 10,95 18,48 29,91 19,78 34,03 24,89

"™ Nio significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1%.

As plantas que ndo foram inoculadas, nem
receberam nitrogénio (testemunha), apresentaram
menor crescimento em altura e menor acimulo de
massa seca nas raizes ¢ total em relagdo a média das
plantas que foram submetidas a salinidade, indepen-
dente do tratamento de inoculagio (Tabela 2). A pro-
por¢do que se aumentou a concentracdo de NaCl
para 25 ¢ 50 mol m™ na solugdo nutritiva houve re-
dugdo de 28% e 34%, respectivamente, em relagdo as
plantas que ndo receberam NaCl. Em relago as rai-

zes, a salinidade reduziu o acimulo de massa seca
em 27%, enquanto que na massa seca total as redu-
¢cdes foram de 30% e 40% quando se adicionou 25 e
50 mol m™ NaCl, respectivamente, quando compara-
das com as plantas que ndo foram submetidas a sali-
nidade.

As plantas inoculadas com a estirpe SEMIA
6153 apresentaram maior acimulo de massa seca das
raizes, sendo superior até as plantas que receberam
nitrogénio na solucdo nutritiva (Tabela 3).

Tabela 2. Altura e matéria seca das raizes e total das plantas em fungo das doses de NaCl.

NaCl (mol m™) Altura (cm)

Matéria seca (mg planta™)

0 7,29 a
25 524D
50 4,83 b

Raizes Total
221,61 a 414,68 a
161,95 b 288,71 b
161,64 b 246,49 b

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 3. Matéria seca de raizes de plantas em relagdo aos tratamentos de inoculagdo com Bradyrhizobium sp.

Tratamento Massa seca de raizes (mg planta™)
Nitrogénio 162,39 b

SEMIA 6070 172,49 ab

SEMIA 6153 209,75 a

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Quanto a massa seca da parte aérea, foi veri-
ficada interacdo significativa entre os tratamentos.
Os valores mais altos de massa seca da parte aérea
foram observados nas plantas que ndo foram subme-
tidas ao estresse salino (Tabela 4).

Porém, com o aumento da salinidade foi veri-
ficada redug@o na massa seca. As menores redugdes

foram verificadas nas plantas que receberam N na
solugdo nutritiva, ndo sendo verificada diferenca
estatistica entre os tratamentos de salinidade nestas
plantas. As plantas inoculadas com a estirpe 6070
apresentaram maior massa seca da parte aérea, mas
foram as mais prejudicadas com o aumento da salini-
dade, principalmente no tratamento 50 mol m~, com
reducdo de 72% na massa seca.

Tabela 4. Matéria seca da parte aérea (g planta™") de plantas em fungio dos tratamentos de inoculagio com Bradyrhizobium

sp e das doses de NaCl.
Inoculagao NaCl (mol m™)
0 25 50
N 194,72 Aa 151,42 ABa 123,52 Ba
SEMIA 6070 199,58 Aa 121,78 Bab 55,60 Cb
SEMIA 6153 184,14 Aa 105,60 Bb 82,90 Bab

Meédias seguidas de letras iguais, maiisculas nas linhas e mintsculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste de Tukey (P < 0,05).

O efeito da salinidade sobre o crescimento
das plantas tem revelado a resposta varia com a espé-
cie ¢ a concentracdo de sal utilizada. Redugdes na
matéria seca de raizes e da parte aérea em fungdo da
salinidade tém sido observadas em plantas como
Sesbania (RAO et al., 2005; AZAM et al., 2006) ¢
Vigna (MEDEIROS et al., 2008).

Varios fatores podem contribuir para a redu-
¢d0 no crescimento sob estresse salino, como redu-
¢30 na absorcao de agua, reducdo na taxa fotossinté-
tica e toxicidade especifica de ions (ASHRAF et al.,
2002; NETONDO et al., 2004a; NETONDO et al.,
2004b). Em plantas de Atriplex prostrata, Wang et
al. (1997) verificaram que aumento da salinidade
causou redugbes no acimulo de massa seca e no
crescimento. A redugdo na taxa de fotossintese ob-
servada por esses pesquisadores foi atribuida a redu-
¢do na condutdncia estomatica e, devido a alta respi-
racdo em plantas mantidas sob 2% NacCl, a fotossin-
tese liquida foi nula, o que explica a drastica redugdo
no crescimento destas plantas. A falta de capacidade
de se ajustar osmoticamente também pode ser um

fator de reducdo no crescimento. Isto foi notado por
Kurban et al. (1998) em plantas de Vigna radiata,
em compara¢do com uma haléfita, a Alhagi pseudoa-
lhagi. Estes autores observaram que a altura e a mas-
sa seca das plantas de Vigna diminuiram, enquanto
que na halofita, estas caracteristicas foram beneficia-
das pelo aumento na salinidade de 9,1 para 16,2 dS
m™', em relacdo ao controle, e esta diferenca no com-
portamento entre as duas espécies foi atribuida ao
baixo ajustamento osmotico apresentado pelas plan-
tas de Vigna.

Numero de nédulos e aciimulo de nitrogénio

Nao foi verificada influéncia significativa dos
niveis de salinidade estudados sobre o numero de
noédulos e a interagdo concentracdo de NaCl x trata-
mento de inoculagdo foi significativa para o acimulo
de nitrogénio (Tabela 1). As plantas inoculadas com
a estirpe SEMIA 6070 apresentaram maior nimero
de nodulos por planta do que as inoculadas com a
estirpe SEMIA 6153 (Tabela 5), independente da
salinidade empregada.

Tabela 5. Numero de nédulos em plantas de leucena inoculadas com Bradyrhizobium sp.

Estirpe Numero de ndédulos/planta
SEMIA 6070 18,4 a
SEMIA 6153 13,1b

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Com o aumento da salinidade, o acimulo de
nitrogénio nas plantas que receberam nitrogénio na
solucdo nutritiva ndo sofreu variacdo significativa,
mas aquelas que foram inoculadas com as estirpes

testadas apresentaram redugdo no acumulo nitrogé-
nio (Tabela 6).

Considerando-se apenas as plantas que ndo
foram submetidas a salinidade, aquelas inoculadas
com a estirpe SEMIA 6070 tiveram maior acimulo
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Tabela 6. Acimulo de nitrogénio (mg planta™) na parte aérea de plantas de leucena em fungio da inoculagdo com Brady-

rhizobium sp e da salinidade.

Tratamento NaCl (mol m”)
0 25 50
Nitrogénio 3,61 Ab 3,85 Aa 3,88 Aa
SEMIA 6070 5,88 Aa 2,92 Bab 0,95 Cb
SEMIA 6153 4,24 Ab 2,46 Bb 1,66 Bb

Meédias seguidas de letras iguais, maiisculas nas linhas e mintsculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste de Tukey (P < 0,05).

de nitrogénio, o que indica que esta estirpe de bradir-
rizobio foi bastante eficiente na fixagdo do nitrogé-
nio sob condicdes ndo salinas. A 25 mol m™ NaCl,
ndao houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas, mas com a adicdo de 50 mol m™ NaCl na
solugdo nutritiva, houve redugdo acentuada na capa-
cidade da estirpe SEMIA 6070 fixar nitrogénio quan-
do comparada com as plantas que receberam nitrogé-
nio. As plantas inoculadas com essa estirpe, ¢ que
foram submetidas a 50 mol m~ NaCl apresentaram
valores de quantidade acumulada de nitrogénio cerca
de quatro vezes inferior a das plantas que receberam
nitrogénio, no mesmo nivel de salinidade, e mais de
seis vezes inferior aquela apresentada pelas plantas
inoculadas com a mesma, mas que ndo foram subme-
tidas a salinidade. Isto mostra a sensibilidade da
mesma a condigao salina do substrato. Quanto a es-
tirpe SEMIA 6153, a fixagdo do nitrogénio da mes-
ma diminuiu com o aumento da salinidade, mas com
redu¢do menos acentuada na fixacdo do nitrogénio
do que a estirpe SEMIA 6070, o que pode indicar
tolerancia a salinidade, apesar do acimulo de nitro-
génio terem sido inferiores aos das plantas que rece-
beram nitrogénio, no nivel mais alto de salinidade
(Tabela 5). Isto indica que a salinidade pode ndo ter
afetado o desenvolvimento do noddulo, ao contrario
do que foi observado por Anthraper e DuBois (2003)
e Kumar et al. (2008), mas afetou a capacidade de
fixacdo do nitrogénio, conforme verificado por A-
zam et al. (2006).

Tém sido identificados varios sistemas simbi-
oticos de leguminosas arboreas tolerantes a condi-
¢Oes extremas de temperatura, salinidade, seca, ala-
gamento e de baixa fertilidade do solo (KULKARNI
et al., 2000; SAUR et al., 2000; ZAHRAN, 2001),
havendo variabilidade genética na tolerancia de estir-
pes a estresses hidrico e salino, conforme foi consta-
tada por Mohammad et al. (1991).

Ao contrario do observado neste experimen-
to, varios estudos tém mostrado redugdo na nodula-
¢30 em fung¢do da salinidade. Em plantas de leucena
houve redugdo de 25% e 16% no niamero de nédulos
e atividade da nitrogenase, respectivamente, com o
aumento da condutividade elétrica (Ec) de 0 para 9
dS m’', enquanto que em plantas de algaroba, o au-
mento da Ec de 0 para 12 dS m causou reducio de
50% e 26% no nodulo e atividade da nitrogenase,

respectivamente (BALA et al., 1990).

A redugdo no acumulo de nitrogénio nas
plantas inoculadas, em fun¢do da salinidade, indica
que a fixacdo no nitrogénio pela bactéria foi afetada,
concordando com o que foi verificado em plantas de
amendoim por Dardanelli et al. (2009).

O fato das plantas que receberam nitrogénio
nao apresentarem reducdo no teor deste elemento
concorda com a informagdo de Wilson (1970), que
afirmou que geralmente plantas dependentes do ni-
trogénio proveniente da fixagdo simbidtica sdo mais
sensiveis a salinidade do que plantas supridas com
nitrogénio mineral. A manutengdo do acumulo de
nitrogénio nas plantas com o aumento da salinidade
pode ter sido devido ao ajustamento osmoético das
plantas, como forma de promover redugdo no poten-
cial osmotico das células e garantir absorcdo de dgua
para a manutencdo de funcdes fisioldgicas essenci-
ais. Apesar de ter havido redugdo no actimulo de
massa seca na parte aérea das plantas com o aumento
da salinidade (Tabela 4), aquelas que receberam ni-
trogénio apresentaram valores de massa seca da parte
aérea sempre superiores aos das plantas inoculadas,
nos dois niveis de salinidade testados, ¢ a 50 mol m™
NaCl, estas plantas apresentaram reducgdo apenas de
36% na massa seca da parte aérea, contra 72% e 55%
de redug@o na massa seca das plantas inoculadas com
as estirpes SEMIA 6070 e SEMIA 6153, respectiva-
mente. Como recebiam nitrogénio na solugdo nutriti-
va, e ndo dependiam de nitrogénio fixado, estas plan-
tas podiam aproveitar melhor o nitrogénio disponi-
vel, mesmo que sua absorg¢do pelas raizes e transpor-
te para a parte aérea estivesse comprometida devido
a reducdo do potencial osmético da solugdo nutritiva
em funcdo do aumento da salinidade. Enquanto isso,
as plantas ndo inoculadas dependiam do nitrogénio
do solo e daquele armazenado nos seus tecidos, e
podem ter desenvolvido estratégias que as tornassem
capazes de manter o teor de nitrogénio em seus teci-
dos em niveis satisfatorios para o seu crescimento ou
manutengdo dos processos metabolicos vitais. Outro
fator que deve ser levado em consideracao ¢é o efeito
da salinidade sobre a capacidade fotossintética das
plantas. Azam et al. (2006) atribuiram a redugdo na
fixagdo do nitrogénio aos efeitos da salinidade redu-
zindo o crescimento e a quantidade de fotossintatos
distribuida para as raizes.
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CONCLUSOES

A inoculagdo com a estirpe SEMIA 6070
proporciona maior crescimento ¢ acimulo de nitro-
génio nas plantas que ndo foram submetidas a salini-
dade;

A salinidade ndo afeta a nodulagdo das plan-
tas de leucena;

A inoculagdo com a estirpe SEMIA 6153
proporciona maior tolerancia a salinidade.
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