SELEGAO DE RIZOBIO PARA LOTUS PEDUNCULATUS EM SOLO ACIDO!

EDEMAR BROSE?

RESUMO - Trabalho realizado em laboraté6rio e casa de vegetagiio. Teve como objetivo sele-
cionar estirpes de Rhizobium sp. em Lotus pedunculatus para condigdes 4cidas, Treze estirpes
de rizébio foram testadas quanto ao crescimento em meio lfquido com pH 4,5, 4,7,4,9 ¢ 5,2
O limite de tolerdncia para as estirpes testadas foi pH 4,7 com apenas duas delas apresentan-
do crescimento neste pH (EEL 7784 ¢ 7984). No pH 5,2 todas as estirpes cresceram. Em casa
de vegetaco, estas estirpes foram testadas num Latossolo Bruno distréfico (Haplohumox)
em pH 5,1. Nestas condigBes, evidenciaram-se dois grupos distintos de estirpes quanto  efi-
cifncia simbibtica com base na nodulagio, produgio de matéria seca e actimulo de nitrogénio
na parte afrea. As estirpes mais eficientes foram a SEMIA 839, USDA 3469, EEL 883,
1083, 4284 e 4484. Uma estirpe EEL 40 - de mesma origem da USDA 3469 (=CC 814s) - ¢
a USDA 3470 apresentaram boa nodulagfio, no entanto, foram ineficientes. Como estas duas
estirpes sfio reconhecidamente eficientes, os resultados obtidos sugerem uma provivel perda
da eficiéncia.

Termos para indexagio: Rhizobium, pH.
RHIZOBIA SELECTION FOR LOTUS PEDUNCULATUS IN ACID SOIL

ABSTRACT - A laboratory and glasshouse trial was conducted with the aim of selecting
Rhizobium sp. for Lotus pedunculatus in acid conditions. Thirteen rhizobia strains were tested
for their growing capacity in liquid media with pH 4.5, 4.7, 4.9 and 5.2, The limiting pH for
these strains was 4.7, with only two strains growing in this pH (EEL 7784 and 7984). In pH
5.2 all the strains grew. In glasshouse these strains were tested in a Haplohumox soil with pH
5.1. In this soil it was possible to distinguish two groups of strains by their symbiotic
efficiency based on nodulation, dry matter production and nitrogen accumulation in the
shoot. The most efficient strains were SEMIA 839, USDA 3469, EEL 883, 1083, 4284 and
4484, The strain EEL 40 - with the same origin as USDA 3469 (=CC 814s) - and the strain
USDA 3470 produced good nodulation but they were inefficient. Since these strains are
considered efficient, this result suggest a possible loss of their efficiency.

Index terms: Rhizobium sp., pH.

INTRODUCAO

A consorciagio de gramfneas forrageiras
com uma leguminosa € indiscutivelmente mais
vantajosa devido a sua melhoria na qualidade
desta pastagem, bem como no incremento do
N através da simbiose Rhizobium/leguminosa.
Além das espécies de trevo-branco, trevo-ver-
metho e cornichdo, j4 tradicionalmente conhe-
cidas,é importante a busca de novas alternati-

1 Aceito para publicagfio em 28 de julho de 1991,
Trabalho conduzido na Estagfio Experimental da EMPASC
em Lages, financiado pela EMBRAPA e convénio FINEP
(PADCTYEMPASC.

* HBng.-Agr., M.Sc., EMPASC/Estagio Experimental de
Lages, Caixa Postal 181, CEP 88500 Lages, SC.

vas em espécies de leguminosas que apresen-
tem boa adaptagfio as condigGes de solo, espe-
cialmente dcidos. Nestas condigées de solo
com baixe pH, deve ser assegurada também
uma boa ncdulagio da leguminosa para que
nao seja prejudicado o seu potencial de fixa-
¢io do N2. Tem sido observado que em solos
com presenca de Al e Mn a nodulagio em le-
guminosas € ausente, ou, se ocorre, & geral-
mente ineficiente (Cabeda & Freire 1968,
Scholles et al. 1981, Vidor et al. 1983),

A espécie Lotus pedunculatus tem sido uti-
lizada com sucesso em solos Umidos e 4cidos
na Nova Zelindia e nos Estados Unidos (Levy
1970, Lambert et al. 1974). Na Escécia, esta
planta tem demonstrado bom potencial em so-
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los montanhosos dmidos, inclusive solos tur-
fosos (Charlton 1975). ‘

Foi constatado por Brock (1973) que o L.
Ppedunculaties teve menor rendimento de maté-
ria seca do que o trevo-branco em alto nfvel
de P, porém no baixo nfvel de P superou o
trevo-branco em 30%. Nordmeyer & Davis
(1977) observaram também que as quantidades
de P exigidas para o méximo crescimento do
trevo-branco foi o dobro do exigido pelo L.
pedunculatus e, depois de bem estabelecido, a
producdo de matéria seca desta espécie foi de
trés a dez vezes maior que do trevo-branco.
Estes mesmos autores constataram, ainda, que
0 trevo-branco teve maior proporgioc e teor de
Al transportado para a parte aérea doque o L.
pedunculatus.

As estirpes de rizébio para o L. peduncu-
latus apresentam uma caracterfstica diferente
das estirpes para o comnichfo (L. cornicula-
tus), que sfio conhecidas por terem um cresci-
mento rdpido e como acidificantes do meio
padrédo de Vincent (1975). Elas sfo de cresci-
mentc mais lento e alcalinizantes do meio,
ocorrendo também do tipo acidificante {(cres-
cimento mais répido). Wood & Cooper (1985)
estudaram estes dois tipos de rizdbio quanto a
tolerfincia a pH e Al, ¢ ambos os tipos foram
mais tolerantes a 50 uM de Al no pH 5,5 do
que as estirpes de rizdbio para trevo-branco.
Porém no pH 4,5, as estirpes de crescimento
lento para esta espécie nfio se desenvolveram
(Cooper 1982, Cooper et al. 1985).

Quanto & populagio de rizébio no solo para
o Lotus, foi constatado por Greenwood &
Pankhurst (1977) que nos solos da Nova Ze-
lindia as estirpes para L. pedunculatus ocor-
rem com muito mais freqiiéncia e mais distri-
bufdas do que as de cornichfio. Nas condigbes
do Planalto de Santa Catarina constata-se
exatamente o inverso. Isto ocorre, provavel-
mente, porque esta espécie ainda néo € de uso
corrente pelos produtores como ocorre na No-
va Zelindia. Desta forma, uma boa selegio de
estirpes e a recomendagio de infectar as se-
mentes para esta espécie tornam-se imprescin-
dfveis.

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(3):400-415, mar. 1992

E.BROSE

O objetivo deste trabalho foi de selecionar
estirpes de rizébio para L. pedunculatus que
sejam eficientes em fixar N2 simbioticamente
e com boa capacidade de nodular a planta em
condi¢Ses de baixo pH.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas treze estirpes de Rhizobium sp.
para L. pedunculatus cv. Maku em laboratério
quanto a tolerfincia a pH ¢ em casa de vegetagfio em
solo quanto ao potencial de fixagfo simbidtica do
N2. As estirpes utilizadas no experimento, com sino-
nimia EEL, sfio isolamentos a partir de nédulos pro-
vindos da regiio do Planalto do estado de Santa Ca-
tarina; a estirpe EEL 40 (=NPZ 2307) foi recebida
da Nova Zelfndia (=CC 814, Austrdlia); as estirpes
USDA 3469 e USDA 3470 foram recebidas da
USDA Beltville Rhizobium Culture Collection, Es-
tados Unidos (=ATCC 33669, Marrocos) ¢ a
SEMIA 839 foi recebida da Colecio de Culturas do
IPAGRO/MIRCEN, Porto Alegre, RS (=NZP
2021, Nova Zelindia).

No laboratério, as estirpes foram testadas em
meio Hquido segundo Keyser & Munns (1979) em
quatro nfveis de pH: 4,5, 4,7, 4,9 e 5,2. O P do meio
foi usado numa concentragio de 10uM e para o
tamponamento deste meio foi usado o glutamato de
s6dio na concentragfio e 1,8 g/l, ap6s ter sido auto-
clavado separadamente. As estirpes bacterianas, de-
pois de desenvolvidas em meio de 4gar-manitol com
extrato de levedura segundo Vincent (1975), foram
suspensas ¢m 4gua estéril a uma concentragfio de dez
a dez células/ml e adicionada uma gota em 5 ml de
meio em cada um dos tratamentos. Apds sete dias de
incubagiio foi feita observagfio visual da turbidez do
meio para avaliar o crescimento das estirpes.

Em casa de vegetagfio, foi usado um Latossolo
Bruno distréfico (unidade de mapeamento Vacarisa).
Foi feita uma corregio do solo com aplicagio do
equivalente a 6 t/ha de CaCO,; + MgCO; na pro-
porgao de 3:1 e uma adubagiio (em mg/vaso) de 198
de P (Na,HPQ,), 400 de K (KC)), 130 de S (K,S04)
e 1,36 de Mo{Na,Mo0,). As condiges originais da
fertilidade do solo eram de pH 4,8, 1 ppm de P, 4,2
meq/100 cm® de Al e 6% de matéria orgénica. No
final do experimento, ¢ solo estava com pH 5,1,
P 6,5 ppm ¢ Al 0,9 meq/100 e,

As sementes foram desinfectadas com hipoclorito
de s6dio a uma concentragfo de 1,7% do principio
ativo do Cl € pré-germinadas em placa. As sementes
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pré-germinadas foram transplantadas para vasos,
mantendo-se quatro plantas por vaso. O delinea-
mento experimental foi de blocos com sorteio siste-
mdtico dos vasos a cada dois ou trés dias, com quatro
repeticbes.

Além das treze estirpes bacterianas testadas em
casa de vegetacdo, foram adicionados mais dois tra-
tamentos sem inoculacéo: um, sem N mineral, e ou-
tro, com adi¢io de 425 mg de N/vaso na forma de
NH,NQ,, Este N foi parcelade em quantidades de
25 mg/vaso a intervalos de uma semana, iniciando-se
as aplicagBes a partir de 26 dias apés a implantagéio
do experimento. As varifveis observadas foram pro-
dugfio de matéria seca, percentagem de N e N total
no tecido da parte aérea em trés cortes (78, 107 e
148 dias apés o transplante). No tiltimo corte fez-se
também a avaliagio da nodulacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados na Tabela 1,
observa-se¢ que a faixa limitante de pH para o
rizébio de L. pedunculatus estd entre 4,7 a

TABELA 1. Tolerfincia a pH de estirpes de RAi-
zobium sp. para Lotus pedunculatus
em meio liquido segundo Keyser &
Munns (1979) e reacfio de pH em
melo sélido com manitol e extrate

de levedura (YMA).
pH do meio
Estirpes PP
52 498 4,7 45 YMA

NZP 2307 (=CC 814s) + - - - Al
EEL 40(=CC 814g) + - - - Al
EEL 39 (=NZP 2021) + - - - Al
EEL 4284 + + - - N

EEL 4484 + - - - Al
EEL 8084 + o+ - - Ac
EEL 7984 + o+ + - Ac
EEL 7784 + + + - Ac
EEL 1183 + + - - Al
USDA 34369(=CC8148) + -~ - . Al
USDA 3470(= ATCC 33669) +/- - - - Al
EEL 7884 +i- - - -« N

EEL 3583 +i- - - - Al

+ Crescimento pleno; +/- crescimento regular; - sem cres-
cimento; N sem alteragfio no pH do meio; Al reagiio alca-
lina; Ac reagBo dcida.
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4,9, Das treze estirpes testadas no pH 4,7,
apenas duas cresceram (EEL 7784 e 7884).
No pH 4,9, mais duas estirpes (EEL 8084 ¢
4284) cresceram bem, e duas (NZP 2307 ¢
EEL 1183) cresceram razoavelmente. Também
observou-se certa relagfio entre tolerfincia a
pH e caracterfstica taxon6mica de reagao &cida
ou alcalina no meio padrio de manitol ¢ ex-
trato de levedura, As estirpes de reagfio 4cida
tiveram a tendéncia de apresentar maior tole-
réncia ao baixo pH, cujo resultado confirma as
observagdes de Cooper (1982), ou seja, todas
as estirpes de rizdbio para o L. pedunculatus
de reagfio 4cida por ele testadas foram tole-
rantes a baixo pH, e as de reaggo alcalina sus-
cetiveis.

Os resultados da produgfio de matéria seca,
percentagem de N e N total no tecido da parte
aérea (Tabelas 2, 3 e 4 respectivamente) evi-
denciaram dois grupos bem distintos de estir-
pes, a partir do segundo corte, em termos de
eficiénecia. Considerando o terceiro corte,
quando as reservas de N mineralizado do solo
j4 estavam esgotadas, as diferengas foram bem
mais contrastantes. Das treze estirpes testadas,
oito foram eficientes, e cinco, ineficientes.

As estirpes EEL 883, 4284 e 4484, compa-
radas com a SEMIA 839 - recomendada para
produgédo de inoculante - tiveram uma tendén-
cia de maijor produgio de matéria seca e N to-
tal, mas as diferengas nfo foram estatistica-
mente significativas. A estirpe EEL 4284 foi
11% e 15% superior & SEMIA 839 em N total
e produgiio de matéria seca, respectivamente, e
com a vantagem de ser um poucc mais tole-
rante a baixo pH (Tabelas 1, 2 e 4).

As estirpes EEL 40 (=CC 814s), SEMIA
839 (=NZP 2021), USDA 3469 e USDA
3470 (=ATCC 33669) séo estirpes reconheci-
damente eficientes em L. pedunculatus; entre-
tanto, observa-se, pelos resultados nas Tabe-
las 2, 3 e 4, que algumas delas perderam a efi-
ciéncia. As estirpes EEL 40 e USDA 3469
t&ém a mesma origem - CC 814s - com a dife-
renga de terem chegado ao presente destino
por caminhos diferentes. A EEL 40 foi recebi-
da da Nova Zelindia, enviada para Porto Ale-
gre, e retornou novamente ao nosso laborats-
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TABELA 2. Produciio de matéria seca de Lotus pedunculatus cv. Maku em trés cortes e peso de né-
dules no dltimo corte inoculados com estirpes de Rhizobium sp. em sole com pH 5,1.

Médias de quatro repeticdes.
Produgéio de M.S. (g/vaso)
Estirpes Peso de
12 corte 22 corte 32¢orte Soma Néd. (g/ vaso)

EEL 40 (= CC 814s) 3,79 abe 1,30 de 09e 598 g 0,92d
SEMIA 839 (= NPZ 2021) 3,50 bed 2,95 abe 5,62 ab 12,07 cd 1,43 bed
EEL 883 3,91 abe 3,09 abc 573a 12,73 abed 1,49bc
EEL 4284 4,16 ab 338a 6,362 13,90 a 1,58b
EEL 4484 3,94 abe 3,24 ab 6,16 ab 13,34 abc 1,43 bed
EEL 3583 3,66abcd 2,72¢ 5,62 ab 12,00d 1,90b
EEL 8084 4,32 ab 1,24 ab 1,06 ¢ 6,62 fg 0,22¢e
EEL 7984 4,12 ab 1,41 de 090e 6,43 fg 0,08e
EEL 7784 4,26 ab Ll4e 1,53 de 6,93 efg 0,96 cd
EEL 1083 3,59abcd 2,89bc 5,88a 12,36 bed 1,46 bed
EEL 1183 3,10cd 2,94 abc 5,51d 11,544d 1,40 bed
USDA 3469 (= CC 814s) 2,90d 3,00 abe 593 a 11,83d 1,46 bed
USDA 3470 (= ATCC 33669) 4,06 ab 1,51d 247c 822¢ 2,54a
Test. 4,06 ab 1,20e 2,21 cd 7,47 ef 1,42 bed
Test. 4+ N* 4,46 a 340a 582a 13,63 ab O4de

* Aplicagiio de N (em mg/vaso) no 12 corte = 125; no 22 corte = 100 e no 32 corte = 203.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,03).

TABELA 3. Percentagem de N no tecido da parte aérea de Lotus pedunculatus em trés cortes inocu-
lados com Rhizobium sp. em solo com pH 5,1. Médias de quatro repetigdes.

Estirpes 12 corte 22 corte 3% corte Soma
........................... Ly L
EEL 40 (= CC 814s) 2,94 a-e 1,94 fg 1,47b 635¢
SEMIA 839 (= NPZ 2021) 3,44 ab 4,21 ab 3,252 10,90 a
EEL 883 3,16 abe 448 a 3,06a 10,70 a
EEL 4284 3,18 abc 4,18 ab 3,10a 1046a
EEL 4434 3,15 a-d 3,92 be 325a 10,32a
EEL 3583 3,33 ab 3,69¢ 3,33a 10,35a
EEL 8084 2,47 de 2,16 ef 1,840 647 ¢
EEL 7984 2,79 b-e 1,79¢ 1,49b 6,07c
EEL 7184 2,50 cde 2,11 f 281a 742 be
EEL 1083 2,98 a-e 4,00 abe 3,33a 10,31 a
EEL 1183 2,97 a-¢ 4,07 abc 3,13a 10,17 a
USDA 3469 (= CC 814s) 3,68 a 4,16 abc 3,30a 11,14 a
USDA 3470 (= CC 33669) 244 3,16 d 2,82a 8420
Test. 2,59 cde 2,33e 331a 8230
Test, + N* 3,84a 3,12d 3,15a 10,11 a

* Aplicagio de N (em mg/vaso) no 12 corte = 125; no 22 corte = 100 e no 32 corte = 205.
Médias seguidas da mesma letra nfio diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05).
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TABELA 4. Nitrogénio total no tecido da parte aérea de Lotus pedunculatus em trés cortes inocula-
dos com estirpes de Rhizobium sp. em solo com pH §,1. Médias de quatro repeticles.

Estirpes 12 corte 22 corte 32 corte Soma
------------------- mg/vaso e il

EEL 40 (= CC 814s) 109 bed 24f 13e 147 £
SEMIA 839 (= NPZ 2021) 117 bed 125 ab 182a 424 abc
EEL 883 124 be 138a 175a 437 ab
EEL 4284 133 b 142a 198 a 472a
EEL 4484 124 be 127 ab 199a 450 ab
EEL 3583 119 bed 100d 187 a 406 be
EEL 8084 104 bed 27f 19de 150 f
EEL 7984 115 bed 25¢ 13e 154 ef
EEL 7784 102 bed 25f 45 cd 172 def
EEL 1083 107 bed 115 bed 194 a 417 abe
EEL 1183 904d 119 be 171 a 380¢
USDA 3469 (= CC 814s) 108 bed 124 be 193a 424 abc
USDA 3470 (= CC 33669) 98 cd 53e T0bc 2214d
Test. 105 bed 28f 72b 205 de
Test. + N* 172a 105 cd 182a 460 ab

* Aplicagfio de N (em mg/vaso)} no 12 corte = 125; no 22 corte = 100 e no 32 corte = 205.
Médias seguidas da mesma letra nio diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,05).

rio. A USDA 3469 foi recebida dos Estados
Unidos, ¢ sua eficiéncia foi semelhante & da
SEMIA 839 em nodulagéo, produgfio de maté-
ria seca e N total. A EEL 40 apresentou gran-
de quantidade de nédulos, porém, pequenos e
de coloragio esbranquigada, caracterfsticas de
nddulos ineficientes, ao contrério do que ocor-
reu na USDA 3469, que se caracterizou por
apresentar nédulos grandes, rosados e em me-
nor nimero. A USDA 3470, embora tenha
apresentado o maior peso de nédulos, foi ine-
ficiente (Tabela 2). Estes resultados, nfo espe-
rados, indicam a provédvel influéncia de algum
fator causando a perda da eficiéncia destas es-
tirpes. Em vista destes resultados, novos expe-
rimentos foram conduzidos em laboratdrio,
cujos resultados serfio discutidos em préximos
mimeros. A ocorréncia de perda da eficiéncia
de estirpes de rizébio por mutagdes j4 tem sido
reportada (Rolfe et al. 1980, Zurkowski
1982). Também tem sido constatado que os
genes nif, responsdveis pela fixacéo simbi6ti-
ca do N2, estéio localizados em plasmideos da
célula bacteriana (Zurkowski 1982, Mathis et

al. 1985, Leyva et al. 1987). Desta forma,
qualquer alteragfio ou perda de algum destes
plasmfdeos poderd ocorrer em alteragio ou
perda de eficiéncia das estirpes.

O que se deseja no trabalho de selegiio de
estirpes de rizébio € aliar as caracterfsticas de
tolerAncia - como das estirpes EEL 7784 ¢
7984, que infelizmente foram ineficientes -,
com as caracterfsticas de eficiéncia como da
estirpe EEL 4284. Como as estirpes de rizébio
para L. pedunculatus possuem caracterfsticas
bem variadas em termos de tempo de multipli-
cagAo das células e metabolismo em meio de
cultura, é importante ter melhores conheci-
mentos com relagio & competigio entre estas
estirpes, e acerca da especificidade hospedeira
quando elas estfio em mistura. A este respeito,
j4 tem sido observado por Cooper et al. (1985)
que estirpes de rizébio de crescimento rédpido,
tolerantes a pH 4,5, e estirpes de crescimento
lento, suscetfveis a pH 4,5, tiveram a mesma
capacidade de nodular o L. pedunculatus em
solugéio nutritiva a pH 4,5. Entretanto, quando
estas estirpes de crescimentc diferente, foram
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usadas em mistura 1:1, as estirpes de cresci-
mento ripido predominaram na formagéio dos
nédulos tanto no pH 4,5 (93%) como no pH
6,7 (66%).

As estirpes mais eficientes identificadas
neste trabalho também deveriam ser melhor
estudadas quanto 3 capacidade de competigfo
¢ sobrevivéncia nas condi¢gdes de campo em
diferentes nfveis dé pH.

CONCLUSOES

1. O presente estudo permitiu separar dois
grupos bem distintos de estirpes quanto 2 efi-
ciéncia de fixagéio simbidtica do N2. As estir-
pes mais eficientes, com base no N total, fo-
ram a SEMIA 839, a USDA 3469, a EEL 883,
a 4284, a 4484 e a 1083.

2. A estirpe EEL 40 - de mesma origem da
USDA 3469 - ¢ a USDA 3470 sugerem a pos-
sfvel perda de eficiéncia.
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