Antonio Luiz Tramontin', Jiilio Cesar Pires Santos?, Romano Valisceski® e Murilo Dalla Costa*

Resumo — Objetivou-se avaliar a eficiéncia simbidtica de estirpes de rizdbios na fixacdo bioldgica de nitrogénio em Lotus
uliginosus e Adesmia latifolia cultivados em solo de arrozeira. Conduziram-se dois experimentos em casa de vegetacdo na
Estacdo Experimental de Lages. No experimento 1, L. uliginosus cv. SCS313 Serrano foi inoculado com as estirpes de rizébios
EEL13702, EEL8Cel e EEL4284, e no experimento 2, A. latifolia foi inoculada com as estirpes de rizobios EEL1811, EEL3111 e
Semia 6438. Avaliaram-se nimero e biomassa seca de nddulos radiculares e biomassa seca e acimulo de nitrogénio na parte
aérea. Além disso, conduziu-se experimento no campo em solo de arroz irrigado para avaliar a eficiéncia simbidtica em L.
uliginosus inoculado com as mesmas estirpes bacterianas testadas em casa de vegetacdo. Os resultados indicam a existéncia de
estirpes nativas de rizdbios em solo de arrozeira do Alto Vale do Itajai com capacidade de nodular ambas as espécies avaliadas.
L. uliginosus demonstrou capacidade de adaptacgdo e potencial de producdo forrageira em condi¢des de solo de arrozeira.

Termos para indexagao: Bactérias diazotroficas; fixacdo bioldgica de nitrogénio; Lotus uliginosus, Adesmia latifolia.

Symbiotic efficiency of rhizobia strains in Lotus uliginosus and Adesmia latifolia cultivated
in irrigated rice soil

Abstract - This study aimed to assess the efficiency of biological nitrogen fixation in Lotus uliginosus and Adesmia latifolia
cultivated in irrigated rice soil. Two experiments were conducted in a greenhouse at Lages Experimental Station of EPAGRI.
In experiment 1, L. uliginosus cv. SCS313 Serrano was inoculated with rhizobia strains EEL13702, EEL8Cel and EEL4284 and
in experiment 2, Adesmia latifolia was inoculated with rhizobia strains EEL1811, EEL3111 and Semia 6438. Number and dry
weight of root nodules were evaluated together with dry biomass and nitrogen accumulation in plant shoots. In addition, a
field experiment was conducted in an irrigated rice soil to evaluate the symbiotic efficiency in L. uliginosus inoculated with the
same rhizobia strains tested in the greenhouse. The results indicate the existence of native rhizobia strains of nodular capability
in irrigated rice soil in the region of Alto Vale do Itajai in both plant species evaluated. L. uliginosus showed adaptability and
forage production potential in irrigated rice soil conditions.

Index terms: Diazotrophic bacteria; biological nitrogen fixation; Lotus uliginosus, Adesmia latifolia.

Na regido do Alto Vale do Itajai, em
Santa Catarina, o arroz irrigado é cultiva-
do no sistema pré-germinado e, atual-
mente, a cultura vem sendo prejudicada
pelo ataque de nematoides-das-galhas
(Meloidogyne sp.). Duas das conse-
quéncias desses ataques sdo o aumento
dos custos de produgdo e a redugdo na
produtividade das areas.

Espécies forrageiras cultivadas entre
cultivos de arroz irrigado podem apre-
sentar imunidade ao nematoide-das-
-galhas (NEGRETTI et al., 2014). Assim,
sistemas de integracdo lavoura-pecuaria
podem ser uma alternativa para reduzir

a infestacdo e o dano desse fitopatoge-
no. Porém, poucos estudos tém sido re-
alizados sobre plantas forrageiras adap-
tadas a solos alagados. Nesse sentido,
Lotus uliginosus Schkuhr e Adesmia
latifolia (Spreng.) Vog sdo espécies le-
guminosas promissoras que, potencial-
mente, podem ser aproveitadas para as
areas com plantio de arroz, uma vez que
sdo adaptadas a condi¢des de solo com
alta umidade ou inundados (JAMES &
CRAWFORD, 1998; SCHEFFER-BASSO et
al., 2009).

Lotus uliginosus é uma espécie pe-
rene rizomatosa de ciclo hibernal que
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apresenta tolerancia a solos acidos e
deficientes em fésforo. O cultivar Maku
foi desenvolvido na Nova Zelandia e in-
troduzido no sul do Brasil pela Empresa
Catarinense de Pesquisa Agropecuaria
(Empasc). Seu cultivo foi restringido pela
baixa capacidade de producdo de se-
mentes, mas essa limitagdo foi superada
com o langcamento do cultivar SCS313
Serrano, desenvolvido pela Epagri/Esta-
cdo Experimental de Lages (ROSA et al.,
2008; HANISCH et al., 2012).

O género Adesmia, de origem sul-
-americana, tem recebido atengdo pelo
potencial forrageiro, pois, assim como
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outros géneros de Fabaceae, forma no-
dulos radiculares em simbiose com bac-
térias fixadoras de nitrogénio atmos-
férico (SCHEFFER-BASSO et al., 2001).
A espécie Adesmia latifolia apresenta
folhas maiores que outras espécies do
género e tem ciclo hiberno-primaveril e
porte rasteiro com intenso desenvolvi-
mento de estolGes. Em termos nutriti-
vos, possui valor semelhante a espécies
leguminosas ja cultivadas e comercia-
lizadas (SCHEFFER-BASSO et al., 2005;
SCHEFFER-BASSO et al., 2009), poden-
do, dessa forma, representar ganho na
qualidade nutricional das pastagens.

Até o momento, foram desenvolvi-
dos poucos estudos com essas espécies
leguminosas visando avaliar seu desen-
volvimento em solos inundados ou com
elevada umidade, bem como na sele¢édo
de estirpes de rizdbios eficientes na fi-
xacdo biolégica de nitrogénio. Nesse
sentido, o trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia simbidtica de estir-
pes de rizébios no crescimento e na fi-
xacdo bioldgica de nitrogénio em |lotus-
-serrano (Lotus uliginosus) cv. Serrano e
Adesmia latifolia em condi¢cGes de culti-
vo em casa de vegetag¢do e, no campo,
em solo de arrozeira.

Foram conduzidos dois experimen-
tos em casa de vegetacdo na Epagri/
Estacdo Experimental de Lages. No
primeiro experimento, sementes de
|6tus-serrano foram inoculadas com as
estirpes de rizébios EEL13702, EEL8Cel
e EEL4284 (BROSE, 1992). No segundo
experimento, sementes de Adesmia la-
tifolia foram inoculadas com as estirpes
EEL1811, EEL3111 e Semia 6438, esta
ultima uma estirpe recomendada para
a producdo de inoculantes comerciais
pelo Ministério da Agricultura, Pecu-
aria e Abastecimento (BRASIL, 2011).
As estirpes de rizobios utilizadas foram
originarias de trabalhos de pesquisa do
Laboratério de Biotecnologia da Epagri/
Estacdo Experimental de Lages na déca-
da de 80 e isoladas de plantas hospe-
deiras no Planalto Sul Catarinense. Para
ambos os experimentos, utilizou-se o
delineamento inteiramente casualiza-
do com cinco repeti¢cdes, sendo cada
unidade experimental constituida por
uma planta cultivada em vaso contendo
5L de mistura de solo e vermiculita (4:1,
v/v). O solo utilizado para preenchimen-
to dos vasos foi coletado em uma area

de arrozeira localizada no municipio de
Mirim Doce, SC, na mesma propriedade
rural onde foi estabelecido o experi-
mento de campo, na camada superficial
de até 20cm, com os seguintes atributos
fisico-quimicos: argila, 430g.kg®; maté-
ria organica, 31g.kg?; pHHZO(M) 4,8; Ca,
4,32cmol .dm?; Mg, 3,76cmol .dm?; Al,
2,68cmol .dm; CTC, 10,92cmol .dm?; P,
3,6mg.dm?3; K, 61mg.dm3.

A semeadura foi realizada no dia 1°
de setembro de 2012, utilizando-se dez
sementes de |dtus-serrano por vaso e
quatro sementes de Adesma latifolia
por vaso. Nessa espécie foi realizado
condicionamento osmatico das semen-
tes para promogao de germinagdo uni-
forme conforme descrito por Sufié et
al. (2002). O raleamento foi realizado
40 dias apos a semeadura, deixando-se
apenas a planta mais vigorosa por vaso.
Para a producgdo dos inoculantes, as es-
tirpes de rizdbios foram multiplicadas
em meio levedura-manitol (VINCENT,
1970) apds incubagdo por 72 horas a
28°C sob agita¢do constante a 60rpm,
guando todas atingiram a concentragao
minima de 10® células por mililitro. A
inoculacgdo foi realizada no dia da seme-
adura, aplicando-se sobre as sementes
2ml de suspensdo bacteriana de cada
estirpe. Como controle, foi utilizado um
tratamento sem inoculagdo e sem adu-
bacdo nitrogenada para cada espécie
vegetal. Durante o periodo experimen-
tal, os vasos foram mantidos sobre pra-
to com agua, proporcionando umidade
além da capacidade de campo, embora
sem lamina superficial de agua. Nao
foram realizadas corre¢des de niveis
de nutrientes no substrato utilizado. A
coleta das plantas foi realizada 130 dias
apods a semeadura. Em cada unidade ex-
perimental foram avaliados o nimero e
biomassa da matéria seca de nddulos
radiculares, a biomassa da matéria seca
e a concentracdo de nitrogénio e nitro-
génio total acumulado na parte aérea.
A parte aérea das plantas e os nédulos
radiculares foram mantidos em estu-
fa com circulagdo forcada de ar a 68°C
por trés dias antes da determinacdo da
biomassa da matéria seca. Apds, a par-
te aérea de cada planta foi triturada em
moinho de faca tipo Willey e utilizada
para a determinacao do teor de nitro-
génio conforme a metodologia descrita
por Tedesco et al. (1995).

Em experimento em campo no mu-
nicipio de Mirim Doce, SC, avaliou-se o
desempenho de Iétus-serrano cultiva-
do sobre solo de arrozeira e inoculado
com as estirpes de rizébios EEL13702,
EEL8Cel e EEL4284. As unidades expe-
rimentais foram formadas por parcelas
de 4 x 2m. Como controle, utilizaram-se
parcelas semeadas com ldtus-serrano
sem inoculagdo e parcelas sem seme-
adura, com crescimento de vegetacao
espontdnea preexistente na area. O
delineamento experimental foi de blo-
€Os ao acaso com quatro repeti¢des. O
preparo da area e a semeadura foram
realizados em julho de 2012, utilizando-
se densidade de 40kg.ha? de sementes
por parcela. Durante o periodo de de-
senvolvimento inicial das plantas, em
funcdo das condicGes de estiagem, foi
necessaria uma irrigagdo por aspersio
aplicando-se lamina de 1,5mm. Apods
240 dias da semeadura, foi avaliada a
producdo de biomassa seca total da
parte aérea das parcelas e o nitrogénio
total acumulado na parte aérea. Isso
foi feito por meio de coleta ao acaso
de uma amostra de 0,25m? por parce-
la, tendo o corte sido efetuado manual-
mente 3cm acima do solo.

Nessa mesma area se instalou, em
iguais condi¢bes, o experimento com
adésmia, levando-se ao campo as mu-
das produzidas em casa de vegetagao.
Apesar de o estabelecimento inicial ter
sido bom, as plantas ndo se desenvolve-
ram, motivo pelo qual os resultados ndo
serdo apresentados. Atribuimos o insu-
cesso do estabelecimento da adésmia
as temperaturas muito altas do verdo
da regido ou a compactacdo superficial
do solo, caracteristicas das areas de ar-
rozeiras.

Os dados foram submetidos a ana-
lise de variancia. Os testes de norma-
lidade de Shapiro-Wilk e de homoge-
neidade de variancias Bartlett foram
aplicados aos dados e, em caso de nao
atendimento dessas pressuposicoes,
empregou-se transformacdo de Box-
-Cox. Quando se detectou efeito signi-
ficativo dos tratamentos, aplicou-se o
teste de separagdo de médias (Tukey, p
< 0,05). Todas as analises foram realiza-
das empregando-se o programa estatis-
tico R versdo 3.2.1 (R Core Team, 2015).

Em létus-serrano cultivado em casa
de vegetacdo, foram detectadas dife-



rengas entre os tratamentos de ino-
culagdo somente para biomassa seca
da parte aérea (Tabela 1). Em todos os
tratamentos testados observou-se a
presenca de mais de 400 ndédulos por
planta, e nenhuma das estirpes tes-
tadas se mostrou mais eficiente que o
controle na fixagdo bioldgica de nitro-
génio, indicando a presenca de rizébios
nativos no solo com capacidade de no-
dulacéo e eficientes na fixa¢do bioldgica
de nitrogénio. Como o solo utilizado no
experimento nao foi esterilizado e nao
foi realizada a caracterizagdo genética
das estirpes presentes nos nddulos das
plantas, ndo é possivel afirmar que as
estirpes, nativas ou inoculadas, foram
eficientes na nodulagdo de Lotus uli-
ginosus. No entanto, considerando-se
o numero médio de ndédulos no trata-
mento sem inoculagdo, observa-se que
ndao houve aumento na formagdo de
nédulos quando do uso das estirpes
inoculadas. Isso pode ser resultante da
baixa competitividade das estirpes bac-
terianas inoculadas, associado ou ndo a
altas populagdes de rizébios nativos no-
duliferos no I6tus. Estudos ja mostraram
resultados semelhantes entre estirpes
nativas e selecionadas (BROSE, 1992;
GIONGO, 2003; FONTOURA, 2007). Ou-
tro fator que pode ter contribuido para
o baixo desempenho dos isolados testa-
dos é o fato de eles serem oriundos de
regides de altitude proxima aos 1.000m,
em clima relativamente mais frio e com
condi¢des edafoclimaticas diferentes
daquelas do Alto Vale do Itajai.

Em Adesmia latifolia, a formacdo
de nddulos foi observada principal-
mente em raizes de ordem primaria.
Nessa forrageira, a estirpe EEL1811 foi
mais eficiente na nodulagdo e acimulo
de matéria seca de ndédulos e acimulo
de nitrogénio do que as estirpes nati-
vas (Tabela 2). Plantas inoculadas com
EEL1811 apresentaram maior massa
de nitrogénio total acumulado na parte
aérea do que as inoculadas com Semia
6438. Esse fato indica que esse isolado
pode ser usado em avaliagdes em con-
dicGes de campo futuramente, uma vez
que foi superior a uma das estirpes re-
comendadas pelo Ministério da Agricul-
tura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2011).

A floragdo do |6tus-serrano foi pro-
fusa, iniciando-se 150 dias apds a seme-

adura. Todos os tratamentos com im-
plantagdo com essa forrageira tiveram,
aos 240 dias apds semeadura, uma pro-
ducdo de massa de matéria seca da par-
te aérea acima de 4.500kg.ha™. Esses
resultados sdo superiores aos registra-
dos por Flaresso & Almeida (1992) em
outro tipo de solo, também do Alto Vale
do Itajai, que obtiveram 2.828kg.ha*de
massa de matéria seca. Quanto ao acu-
mulo total de nitrogénio na parte aérea,
ndo se observaram diferencas entre as
estirpes testadas e o controle sem ino-
culacdo, corroborando os resultados
obtidos em casa de vegetacdo (Tabela
3). Estudos futuros mais aprofunda-
dos, com maior nimero de avaliacGes,

podem indicar a capacidade de recicla-
gem de nitrogénio por essa leguminosa,
além do potencial na producéo forragei-
ra e na reducdo da infestacdo dos solos
por nematoides-das-galhas.

Conclui-se que estirpes nativas de
rizébios do solo de drea de arrozeira
formaram nddulos e contribuiram na
fixacdo biolégica de nitrogénio em Lo-
tus uliginosus cv. Serrano. Em Adesmia
latifolia, a estirpe de rizobio EEL1811
apresentou a maior eficiéncia simbio-
tica e pode ser avaliada em condicGes
adequadas de campo e clima quanto a
capacidade de fixacdo bioldgica de ni-
trogénio. Lotus uliginosus cv. Serrano é
uma leguminosa forrageira com poten-

Tabela 1. Numero (NND) e massa seca de nédulos (MSN), massa seca (MSPA), teor de
nitrogénio (N%) e nitrogénio total acumulado na parte aérea (NT) em Lotus uliginosus cv.

Serrano inoculado com estirpes de rizébios

MSN N MSPA NT
Tratamento NND (g.plasnta'l) (%) (g.planta) (mg.planta)
EEL4284 469 1,815 2,9 17,2ab 0,499
EEL8Cel 611 1,657 2,5 15,1b 0,373
EEL13702 589 1,765 2,6 22,3ab 0,588
Controle 445 1,759 2,3 24,6a 0,551
CV % 43,8 7,2 15,2 26,1 23,8

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente (Tukey, p < 0,05; n = 5).

Tabela 2. Nimero (NND) e massa seca de nédulos (MSN), massa seca (MSPA), teor de
nitrogénio (N%) e nitrogénio total acumulado na parte aérea (NT) em Adesmia latifolia

inoculada com diferentes estirpes de rizobio

S

MSN N MSPA NT
fatemente NND (g.plasnta'l) (%) (g.pI:nta'l) (mg.planta?)
Semia 6438 431ab 1,637ab 2,2 12,4 0,268b
EEL3111 515ab 1,685ab 2,5 14,5 0,358ab
EEL1811 776a 1,864a 2,6 19,3 0,499a
Controle 29,8b 0,906b 2,2 12,2 0,245b
CV % 72,4 29,7 18,2 38,3 35,8

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente (Tukey, p < 0,05; n = 5).

Tabela 3. Massa seca (MSPA), teor de nitrogénio (N) e nitrogénio total acumulado na parte
aérea (NT) de parcelas cultivadas com Lotus uliginosus cv. Serrano inoculado com estirpes
de rizobios em solo de arrozeira no municipio de Mirim Doce, SC

Tratamento MSPA N NT
(g.m?) (%) (mg.m?)
EEL13702 475 2,5 11,7
EEL4284 530 1,9 9,9
EEL8Cel 405 1,9 7,8
Controle 550 2,0 10,8
Vegetacdo espontanea 405 1,8 7,3
CV % 32,8 20,2 46,5

" n3o significativo (p < 0,05); n = 5.



cial para avaliagdo em sistemas de in-
tegracdo lavoura-pecudria em areas de
arrozeira.
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