ESPECIFICIDADE E COMPETITIVIDADE DE ESTIRPES
DE RHIZOBIUM EM CENTROSEMA SOB CONDICOES CONTROLADAS!

" CESAR H. BEHLING MIRANDAz,NELSON FREDERICO SEIFFERT® e SEBASTIAO M, SOUTO*

RESUMO - Foram conduzidos dois experimentos em casa-de-vegetagao em areia-vermiculita, com a fi-
nalidade de comparar a eficiéncia ¢ especificidade entre onze estirpes de Rhizobium e t1és centrose-
mas - Centrosema sp GC 372/79, Centrosema sp (hibrido interespecifico Itaguaf) e C. macrocarpum
CIAT 5065 - e identificar a estirpe de Rhizobium responsivel pela formagio de pédulos no hibride
Itaguai quando feita inoculagio com mistura de estirpes. A estirpe C-106, isolada de C. pubescens,
apresentou peso de nddulos, N-total e eficiéncia relativa significativamente maiores (p < 0,05) do que
* as demais estirpes. Entretanto, mostrou-se incapaz de formar nddulos quando inoculada junto coma
estirpe C-551, isolada igualmente de C. pubescens, ou formou pequena percentagem de nddulos
quando em mistura com outras duas estirpes. A estirpe C-551 mostrou-se pouco eficiente, mas alta-
mente competitiva, sendo capaz de formar de 70% a 100% dos nédulos quando inoculada em conjun-
to com outras trés estirpes. Dentre os materiais estudados, o hibrido Itaguaf apresentou melhor peso

de nédulos, produgio de matéria seca e N total,

~ Termos para indexa¢o: fixagio biolbgica de Ny, leguminosas forrageiras, inoculagio,

SPECIFICITY AND COMPETITIVENESS OF RHIZOBIUM
STRAINS IN CENTROSEMA UNDER CONTROLLED CONDITIONS

ABSTRACT - Two green-house experiments with a sand-vermiculite substrate were conducted to
compare the efficiency of 11 Rhizobium stralns with three centrosema species {C. macrocarpum CIAT
5065, Centrosema sp GC 312/79, and an interspecific hybrid between !C. pubescens, C.virginianum
and C. brasiflianum (ltaguaf hybrid}, and to study the competitivity of four strains of Rhizobium in
the ltaguaf hybrid. Strain C-106 isolated from C. pubescens was superior to the others in all centro-
semas tested when inoculated as single strain. However, in the presence of strain C-651 (also isolated
from C. pubescens) it did not cause the ltagua( hybrid to nodulate, and formed only few nodulesin a
mixture with two other strains. The strain C-551, in spite of its low efficiency, has shown high compe-
titiveness and formed from 70% to 100% of the nodules when inoculated in a mixture with three
strains. Among the centrosemas studied, the Itagual hybrid was superior in nodulation, growth, and

nitrogen fixation.

Index terms: nitrogen fixation, forrage legumas, inoculation.

INTRODUGAO

Observou-se em vdrios trabalhos {DObereiner
1971, Lopes et al. 1972, Norris 1966, 1972), que
leguminosas tropicais nio necessitam ser submeti-
das a inoculagio, em parte pot nio serem especi-
ficas em relagio a determinada espécie de Rhizo-
bium, em parte porque estirpes capazes de nodi-
14-las 530 amplamente encontradas nos solos tro-
picais.

Algumas espécies e cultivares de géneros consi-
derados previamente como promf{scuos, no entan-
to, apresentam grande especificidade (Norris 1958,
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Trinick 1968, Campélo & Dbereiner 1969). Para
Centrosema em particular, altos graus de especi-
ficidade foram encontrados, a ponto de variagbes
de nodulagio dentro de linhagens serem deseritas
{Bowen 1959, Bowen & Kennedy 1961, Franco
et al, 1973, Serpa & De-Polli 1976). Esta especi-
ficidade faz com que sejam necessdrios trabathos
paralelos de avaliagio com estirpes pré-seleciona-
das ou com nova selegiio de estirpes, quando da in-
trodugio ou melhoramento de gendtipos desta
forrageira,

Neste trabalho, sio discutidos dois experimen-
tos, nos quais estudou-se a especificidade de trés
novas introdugBes de centrosema e onze estirpes de
Rhizobium, bem como a competitividade de qua-
tro destas estirpes entre si por sitios de nodulagio.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1: Sele¢do de estirpes de Rhizobium
para Centrosema spp.
Foram usados trés materiais de Centrasema: o hibrido
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sintético Itaguaf, obtido do cruzamento de C. pubescens
X C. virginianum X C. brasilianum, o C. macrocerpum
CIAT 5065, e o ecétipo nativo dos cerrados, nio classifi-
cado, GC 372/79.

Usaram-se onze estirpes de Rhizobium (Tabela 1), qua-
tro delas oriundas da UAPNPBS/EMEBRAPA, km 47, RJ,
isoladas de C. pubescens, e as restantes em viagem de co-
leta realizada na regifo do vale do rio Araguaia, pelos es-
tados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goids, iso-
ladas de solos onde cresciam centrosemas nativos.

Fizeram-se trés repeti¢des por tratamento, consideran-
do-se cada estirpe e planta um tratamento; usaram-se
ainda dois tratamentos-testemunhas sem inoculagio: um,
adubado com 700 mg de N mineral, e outro, sem aduba-
¢do. Como fonte de N mineral nas testemunhas, usou-se
NH4NO;, fazendo-se aplicagdo parcelada em quatro ve-
zes de 200, 200, 200 e 100 mg/vaso aos 15, 30, 40 ¢ 45
dias apés o plantio, respectivamente.

O experimento foi instalado em vasos de Leonard
{Vincent 1970), usando-se como substrato 500 g da mis-
tura 2:1 de vermiculita e areia, esterilizada em autoclave.

Fez-se irrigagio constante durante o perfodo experi-
mental com solugdo nutritiva sem nitrogénio, como des-
crito por Vincent (1970).

Em cada vaso, foi transplantada uma semente pré-ger-
minada em estufa a 30°C, previamente desinfectada e
escarificada com H,50,4 concentrado por 20 minutos,
e lavagens sucessivas com dgua dejonizada estéril. Fez-se
inoculagdo, ao plantio, das estirpes em teste, através de
dispersio sobre a semente de 1 ml de calda inoculante
contendo, em média, para todas as estirpes, 10% células
vidveis por ml de calda.

Por ocasido do plantio, foram adicionados, em todos
0s tratamentos, 15 mg de NH,NO,, visando fornecer su-
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porte nitrogenado até o infcio da fixagdo efetiva que, se-
gundo observag¢des preliminares, comega entre 20 ¢ 30
dias apés o plantio.

Os tratamentos foram distribufdos ao acaso, mantidos
scbre mesas em casa-de-vegetagdo ¢ trocados casuatizada-
mente duas vezes no decorrer do experimento.

Aos 55 dias apds o plantio, foi feita a coleta, cortando-
e as plantas i altura do colo ¢ separando-se parte aérea
e raizes; a parte acrea foi deixada em estufa a 70°C, até
secagem completa, determinando-se a produgio de ma-
téria seca e o seu contetdo em N total pelo método Kjel-
dhal, como descrito por Bremner (1965).

Os nédulos foram destacados das rafzes e pesados apds
secagem a 105°C, até peso constante.

Experimento 2: Competigdo de estirpes por sltios
de nodulagio no hibrido Itagual.

O hibrido Itaguaf recebeu inoculagiio com quatro es-
tirpes individuais (C-551, C-106, CEN GG 26 e CEN GC
29), seis misturas destas estirpes combinadas duas a duas,
uma mistura das quatro estirpes individuais, e dois trata-
mentos-testemunhas: um com e outro sem N mineral, co-
mo descrito no experimento 1, totalizando treze trata-
mentos.

Foram usadas para cada tratamento em que a inocula-
¢do foi individual, sem mistura, 10° células vidveis/vaso.
Nos tratamentos com mistura de duas estirpes, cada es-
tirpe participou com 10% células vidveis/vaso e, no trata-
mento com mistura das quatro estirpes, cada uma partici-
pou com 10° células vidveis/vaso. A condugiio deste ex-
perimento foi semelhante 4 do anterior, excetuando-se a
etapa relacionada i identificagdo das estirpes nos nédulos.

De cada repetigdo foram tomados, casualizadamente,
dez nédulos secos, e fez-se a identificagio, por sorologia,

TABELA 1. Local de origens das estirpes nativas de Rhizobium e algumas caracteristicas dos solos de origem e das es-

tirpes.

Caracteristicas Crescimento em Cra.smmento em

Estirpes Origem gquimicas do solo meio de cultura meio de cultura

oH Al Ca Mg dcido? com sulfato de

estreptomicina {mg/1)

CENGC26  Cdceres, MT 564 0,28 766 2,26 + 60
CEN GC 28 Barrado Gargas, MT nd nd nd nd + 30
CEN GC 29 S. Félix do Araguaia, MT. nd nd nd nd + 45
CEN GC30 Agua Boa, MT 5,01 0,82 0,31 0,22 + 45
CEN GC 36  Barrado Gargas, MT 504 046 138 0,76 + 45
CEN GC42 Guerova, MT 512 061 056 0,33 + 30
CEN GC 45  |tapirapord, MT 5,19 046 034 0,18 + 60

nd - Ndo determinado

+ - Crescimento semelhante ao da testemunha, sem condicdes limitantes, pH=7
a -Meio Ifquido, como descrito por Keyser & Munns (1979), com adic5o de 50 ppm de Al, como AlK (S04)3. 12H,0

epHz48

b - Nfvel no qual o crescimento foi semelhante aa da testemunha sem estreptomicina,
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da estirpe presente, usando a técnica de imunoaglutina-
¢30 como resumida por Miranda (1983).

RESULTADOS

Expérirﬁentu 1: Selegio de estirpes de Rhizobium
para Centrosema spp.

Peso seco de nddulos

No ecétipo GC 372/79, a estirpe C-106 foi su-
perior ds demais, seguida da ARG-9. No hibrido
Itaguaf, as duas nio diferiram entre si, e foram su-
periores ds demais, e, na cultivar CIAT 5065, as
estirpes C-106, ARG-9, C-100 ¢ CEN GC 29 nio
diferiram entre si, e foram superiores is demais
{Tabela 2).

Peso seco da planta

O hfbrido Itaguaf produziu 24% a mais de ma-
téria seca em comparagio com o ecltipo GC
372179, ¢ este produziu 107% a mais, em relagio
i cultivar CIAT 5065.

Os materiais, quando inoculadas com a estlrpe
C-106, apresentaram maior produgio de peso seco.
O efeito desta estirpe no hibrido Itaguaf foi 110%
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superior ao demonstrado pela testemunha com N
mineral, e ndo diferiu deste tratamento nos outros
dois materiais (Tabela 2),

Nttrogemo total

O hibrido Itaguaf produzlu 40%e 150% de N a
mais do que o ecdtipo GC 372/79 e a cultivar
CIAT 5065, respectivamente, e o efeito da estirpe
C-106 foi significativamente superior ds demais
estirpes, independentemente dos materiais estuda-

dos (Tabela 2).
Eficiéncia relativa (Er)

Eficiéncia relativa € a relagdo percentual entre o
N-total do tratamento com inoculagio, em compa-
ragio ac N-total da testemunha sem inoculagio ¢
adubada com N mineral, Esta testemunha tem seu
N-total considerado como valor 100.

A estirpe C-106 mostrou no hibrido Ttaguai
uma Er igual a 150, ¢ no ecétipo GC 372/7% e na
cultivar CIAT 5065 foi de 103 e 82, respectiva-
mente (Tabela 2),

Eficiéncia simbiotica (Es)

Eficiéncia simbidtica € o parimetro definido

TABELA 2. Efcito de estltpes de Rhizobium pa nodulagio ¢ no desenvolvimento das centrosemas GC 372/79, Itaguai e CIAT 5065, Cada valor ¢ média de tés,

repeticlies.

Pesc 39co de nddutos

Feso seco planta

Naotal planta Eficidncia relative

Estirps® d :& 4 " tg/pt} {mgip1} {%] :
GC372/79% tagua® CIATB065Y  GC373/70 ltagusl CIATS065 GC 372/79 ftegual CIAT 5065 GG 373/79 ltsgual CIAT 5065
ces1* 51 57 48 102 065 052 22 18 12 43 30 70
c-108* 190 278 45 253 304 0.61 54 81 14 103 150 82
c10* 48 a3 a4 042 084 0,45 4 15 10 8 28 59
Anra-o* 17y 28 58 0B85 158 047 14 28 1 27 51 65
CEN GC 28 24 It 30 067 111 0,63 15 30 12 29 55 70
CENGC 28 [ 42 0 043 080 022 ] 8 2 17 15 12
CEN GC 29 R} 49 2 on 132 0,58 15 20 10 b ] 59
CEN GC 30 0 ) ¢ 031 o712 0,36 2 8 8 4 17 35
CEN GC 36 0 [ 0 025 0,65 0.46 2 10 5 4 19 e
CEN G 42 63 " 28 078 108 029 12 74 4 23 a4 23
CENGC4s 66 7 27 108 1,09 0.45 24 20 9 48 7 52
Tostamunha + N 0 o o 228 145 0.44 52 54 17 100 100 100
Testemunha® 0 0 0 0,36 0,61 018 5 10 2 19 19 12
Fontes de varisiio [ e F* F
Cantrosema (C) 47+ §2** 149°° 27"
Estirpa (E} 133+ 119°* 101 a3*e
CxE 10°+ 13+ 20°* 50
oV %) 18 23 n 28

¥ Dadot originais transtormados #m+/ n« 1

b Testemunha sem Inacuiscko, sdubada com 700 mg NO3NH, parcelada sm qustro aplicacies

€ Testemunhs sem ingculaclo, vom sdicio de N minera!

d GG 372/719 (Centrossma sp} Itagual (. pubescens x C. virginianum w C. brasilisnum); CIAT S065 {C, macrocarpum)

S Entirpas isoledes de C. pubsscens; cemals saticpas ver Tabels 1.
! Percantual de N - total sm reiniEo a testermunha + N {700 mg/veso),
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pela regressio obtida entre o logaritmo decimal do
N-total da planta sobre seu peso seco de nédulos, e
que permite avaliar a quantidade de N fixado por
unidade de tecido nodular {DSbereiner et al. 1966).

Foi encontrada correlagio altamente significati-
va de r=0,85 com coeficiente de regressio b= 0,25,
ou seja, cada mg de nddulos proporcionou acrés-
cimo de 0,25 mg de N-total, independentemente
da estirpe ou variedade usada. _
Experimento 2: Competi¢io de estirpes por sitios

de nodulagdo no hibrido Jtaguai.

Os resultados deste experimento podem ser vis-
to na Tabela 3. ‘

A estirpe C-106, como no experimento 1, pro-
porcionou significativamente malor peso de nédu-
los (p < 0,05) e N-total do que as outras estirpes
estudadas neste experimento.

As estirpes CEN GC 26 e 29, quando submeti-
das a inoculagdo cada uma junto cam estirpe C-106,
mostraram maior peso de nédulos do que as ino-
culagdes isoladas daquelas estirpes, apesar de nio
se observarem aumentos no N acumulado. Por ou-
tro lado, todos os nédulos formados no tratamen-
to com mistura das estirpes C-551 e C-106 foram
formados apenas pela primeira estirpe, como
pode ser observado na percentagem de ocorréncia
das estirpes identificadas nos nédulos amostrades
(Tabela 3).

C.H.B. MIRANDA et al.

DISCUSSAOD

O hibrido de centrosema [taguaf produziu maior
noduligio e N-total do que os outros dois mate-
riais usados neste experimento, CIAT 5065 ¢ GC
372/79 (Tabela 2). Atualmente, a cultivar CIAT
5065 tem sido considerada como o centrosema
que melhor se adaptou aos cerrados na Colémbia
(Bradley et al. 1983) e no Brasil.

- A estirpe C-106, isolada de plantas de Centro-
sema pubescens, foi a que melhores resultados
apresentou, independentemente dos materiais de
centrosema e dos parimetros avaliados no experi-
mento 1 {Tabela 2}. Em outrasavaliagdes,em qixe se
usou um selo LVE intermedidrio para arela quartzo-
sa da regido dos cerrados, com escassa populagio
de Rhizobium capaz de nodular Cen'trosemla, a
estirpe C-106 manteve, no hibrido Itaguaf, uma al-
ta eficiéncia relativa ‘ER = 109) em comparagio a
testemunha adubada com 100 kg/ha de N:

Entretanto, além da eficiéncia de uma estirpe, é
necessirio conhecer outras caracteristicas condi-
cionantes de seu efetivo estabelecimento no cam-
po, como a sua capacidade de competir com estir-
pes jd estabelecidas no solo por sitios de nodulagio
e seu potencial saprofftico (Freire et al. 1983). [s-
to é evidenciado nos resultados do experimento 2
(Tabela 3). Fazendo-se o reconhecimento da pre-

TABELA 3. Nodulagio, N-total e percentagem de ocorréncia de estirpes de Rhizobium inoculadas no hibrido Itaguar,
individualmente ou em mistura. Cada valor é média de trés repetigoes.

Peso seco de N-total Ocorréncia das

Estirpes nodulas®* {mg N/pt}** estirpes nos

{ma/pt) nédutos®
C-551 92¢c 16,1 be 100% C-551
C-1086 270a 81,13 100% C-106
GC 26 40e 269b 100% GC 29
C-551 + C-106 37e 214b 100% GC 551
CE51+GC 26 85 cd 19,1 be 100% GC 551
C-551 4+ GC 29 74 cd 321b 70% C-551 + 30% GC 29
C-106 + GC 26 116 b 30,0b 60% C-106 + 40% GC 26
C-106 + GC 29 M1b 232b 20% C-106 + 80% GC 29
GC 26+ GC 29 70d 19,5 be 60% GC 26+ 40% GC 28
C-551+C-106+CG 26+ GC 29 48 e 18,8 be 85% C-551 + 10% C-106 + 6% GC 29
Testemunha + N 0 320b 0 - ‘
Testemunha 8] 49c 0

* Foram analisados 30 nédulos, tomando-se dez de cada repeticdo em cada tratamento.

** Em cada coluna, nimeros com mesmas letras n3o diferiram estatisticamenits ao nivel de 5% de probabilidade.
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senga de cada estirpe individualmente nos nédu-
los apés a coleta, verificou-se que a estirpe C-106
foi incapaz de formar nédulos na presenga da es-
tirpe C-551; na presenga da CEN GC 29, formou
20% do total de nddulos; na presenga da CEN GC
26, formou 60%, ¢ submetida a inoculagio com as
trés em conjunto formou apenas 10% do total de
nédulos, Dessa forma, a estirpe mais eficiente nos
trés centrosemas estudados mostrou-se pouco com-
petitiva quando na presenca de outras estirpes.

Sua introdugio em uma drea poderia ser com-
premetida, dependendo da existéncia e da capa-
cidade competitiva de estirpes nativas capazes de
nodular centrosema.

A estirpe C-551, embora pouco eficiente, foi
igualmente capaz de nodular os trés centrosemas
e mostrou-se altamente competitiva,

Ela foi capaz de inibir totalmente a formagio
de nédulos pelas estirpes C-106 ¢ CEN GC 26, e
predominou significativamente sobre a CEN GC 29
e sobre as trés estirpes quando submetida a inocu-
lagio conjuntamente, ‘

Os resultados obtidos confirmam mais uma vez
a complexidade da interagdo Rhizobium - Centro-
sema. E evidenciada a necessidade de trabalhos
paralelos com ambos os simbiontes, para se estabe-
lecer com seguranga uma estirpe ou conjunto de
estirpes como padrio para inoculante. E particular-
mente importante o conhecimento do potencial
competitivo das estirpes escolhidas.
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