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Resumo — O objetivo deste trabalho foi selecionar estirpes de rizobios eficientes na promogido do crescimento e na
fixacao biologica de nitrogénio em trevo-manchado (Medicago arabica), leguminosa forrageira com potencial medicinal
devido ao alto teor de metabdlitos secunddrios. Foram avaliadas 23 estirpes de rizébio isoladas de nédulos de plantas
coletadas no campo em Urupema, SC. Plantulas de trevo-manchado, cultivadas em hidroponia em casa de vegetagdo,
foram inoculadas com suspensao bacteriana dessas estirpes. Apés 90 dias de crescimento, as plantas foram avaliadas em
relacdo a produgdo de massa seca da parte aérea, nimero de nédulos e massa seca de nddulos. Essas trés varidveis foram
maiores nos isolados EEL 904B, EEL 1004, EEL 904, EEL 2404 e EEL 1604. Conclui-se que tais estirpes sdo as mais eficientes
na promogao de crescimento de trevo-manchado em casa de vegetagiio e deverdo ser testadas em experimentos em
campo para comprovar a efetividade na fixagao bioldgica de nitrogénio e a promogio do crescimento de trevo-manchado.

Termos para indexagao: trevo-manchado, bactérias diazotroficas, nodulacdo, crescimento vegetal, fixacdo bioldgica de
nitrogénio.

Selection of rhizobium strains (Shinorhizobium spp.) for Medicago arabica (L.) Hudson,
fodder and medicinal plant

Abstract — The objective of this study was to select efficient strains of rhizobium in growth promoting and nitrogen
fixation in spotted medick (Medicago arabica), forage legume with medicinal potential due to high content of secondary
metabolites. Twenty-three rhizobium strains isolated from plant nodules collected in Urupema, SC, Brazil, were evaluated.
Spotted medick seedlings grown in hydroponics in a greenhouse were inoculated with bacterial suspensions of these
strains. After 90 days of growth, shoot dry weight, nodule number and nodule dry mass of the plants were assessed.
These three variables were higher in strains EEL 904B, EEL 1004, EEL 904, EEL 2404 and EEL 1604. It is concluded that
these strains are most effective in growth promoting of spotted clover in greenhouse and should be tested in field
experiments to prove effectiveness in nitrogen fixation and in growth promoting of spotted medick.

Index terms: spotted medick, diazotrophic bacteria, nodulation, plant growth, biological nitrogen fixation.

O trevo-manchado (Medicago
arabica) é uma leguminosa anual
originaria da Europa e cultivada como
forragem em outros paises, como
Australia e Estados Unidos (Heyn,
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1963; Lesins & Lesins, 1963). Além de
seu potencial forrageiro, essa espécie
apresenta alto teor de metabdlitos
secundérios, do tipo saponinas, que
podem ser utilizados como anti-

-inflamatdrios, antimicrobianos e
nematicidas (Argentieri et al., 2008;
Bialy et al., 2004). Em funcao de sua
dupla finalidade, como planta
forrageira e bioativa, torna-se
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importante recurso genético vegetal a
ser conservado, divulgado e utilizado
para pesquisa. Atualmente, faz parte
do banco ativoe de germoplasma
(BAG) da Epagri/Estacao Expe-
rimental de Lages, que o disponibiliza
para melhoramento das pastagens
nativas do Planalto Serrano de Santa
Catarina e como bioativa. Os estudos
de sua utilizagdo como planta
medicinal encontram-se em sua fase
inicial e ndo se pode recomendar seu
uso como chd ou qualquer tipo de
infusao.

O trevo-manchado (Figura 1)
apresenta simbiose com bactérias
diazotroficas, as quais proporcionam
a fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN), reduzindo o aporte de adubos
nitrogenados na  agricultura
(Hovieson et al., 2000). Entretanto,
nem todas as estirpes de bactérias
nativas encontradas no solo
apresentam a mesma capacidade de
FBN. Em funcédo da potencialidade da
espécie no uso como forragem e como
bioativa, faz-se necessario selecionar
estirpes com maior capacidade de
FBN. O objetivo deste trabalho,
portanto, consistiu na selecdo de
estirpes de rizébio eficazes para
simbiose com trevo-manchado.

O trabalho inicial foi realizado pelo
isolamento de 29 estirpes de rizébio
efetivas para nodulacdo com trevo-
-manchado através do Laboratério de
Biotecnologia da Epagri/Estacao
Experimental de Lages. O isolamento
da bactéria foi realizado a partir de
nédulos coletados em dreas natu-
ralizadas da espécie no municipio de
Urupema, SC, no ano de 2004. No
laboratdrio, os nédulos obtidos foram
lavados em agua corrente, desin-
festados por um minuto em alcool 70%
e imersos por cinco minutos em
hipoclorito de sédio a 2%. Em seguida,
os nédulos foram lavados cinco vezes
com dgua destilada estéril e
macerados. Uma gota desse macerado
foi adicionada em placa de Petri,
contendo meio sélido de agar-
-manitol-extrato de levedura (AML)
com vermelho congo (Vincent, 1975).
Os isolados foram testados nas plantas
hospedeiras de trevo-manchado
cultivadas em vasos com areia e
vermiculita estéril (2:1 v/v) e solugio
nutritiva de Hoagland (Teiz & Zeiger,
2004). A composigdo da solugdo
nutritiva foi modificada nos
tratamentos inoculados pela redugao
de nitrogénio. No inicio do
experimento, cada vaso foi regado

Figura 1. Planta de Medicago arabica (L.) Hudson
Fonte: Crellin (2008).
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com 200ml dessa solugdo nutritiva e
ap6s quatro semanas foram adicio-
nados 100ml dessa mesma solugéo por
vaso. Para a inoculagdo das plantas,
as bactérias foram desenvolvidas no
mesmo meio AML, sem vermelho
congo, em tubos a uma temperatura
de 28°C. Depois do crescimento, cada
cultura foi suspensa em agua estéril.
Dessa suspensao foi inoculado 1ml
por vaso contendo trés plantas ja
germinadas com aproximadamente
10cm de altura. Os 29 isolados obtidos
foram depositados na colegao de
bactérias diazotréficas do Laboratério
de Biotecnologia da Epagri de Lages.
Desses, 23 foram testados com relagao
a eficiéncia na produgio de massa seca
da parte aérea, niimero de ndédulos e
massa seca de nddulos. O experimento
foi conduzido com delineamento
completamente casualizado, com
cinco repeti¢cbes e avaliado apds 90
dias de sua implantac@o. Os resultados
obtidos foram analisados esta-
tisticamente com o auxilio do
programa Assistat v. 7.5. Para analise
de variancia e separagdo de médias os
dados foram transformados através da
macro Box-Cox.

Os resultados demonstraram que
as estirpes avaliadas podem ser
divididas em quatro grupos, conforme
a produgdo de massa seca da parte
aérea. O grupo I (EEL 904B, EEL 1004,
EEL 904, EEL 2404, EEL 2204 e EEL
1104) apresentou matéria seca entre
395 e 593mg/vaso, sendo a produgiao
maior que as obtidas nos demais
grupos. O grupo II (EEL 1204, EEL
2604, EEL 2204, EEL 2104, EEL 2004,
EEL 604, EEL 1404 e EEL 1304)
apresentou massa seca entre 229 e
337mg/vaso, sendo maior que a
producdo dos grupos Il e IV. O grupo
III (EEL 1504, EEL 404, EEL 2704, EEL
1704, EEL 1804, EEL 104, EEL 504 e
testemunha com nitrogénio) apre-
sentou massa seca entre 75 e 186mg/
vaso, sendo maior que a do grupo IV
(testemunha sem nitrogénio). As
estirpes dentro do mesmo grupo néo

apresentaram diferencas entre si
(Tabela 1).
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Tabela 1. Producao de biomassa e nodulagao de Medicago arabica (1..) Hudson inoculada
com estirpes de rizobio em condigoes hidroponicas (médias de cinco repetigoes)

Massa seca da

Massa Seca

Estirpe Nodulagio
parte aérea de nédulos
(mg/vaso) (n6dulos/vaso) (mg/vaso)

EEL 904B 592,80 a 43,00 a 37,60 a
EEL 1004 511,00 a 36,80 a 26,80 a
EEL 904 501,80 a 34,80 a 27,60 a
EEL 2404 470,40 a 32,40 a 26,80 a
EEL 1604 432,80 a 30,20 a 25,20 a
EEL 1104 395,40 a 38,20 a 20,40 b
EEL 1204 337,60 b 22,00 b 10,20 ¢
EEL 2604 308,00 b 36,80 a 21,80 b
EEL 2204 289,40 b 3540 a 16,00 b
EEL 2104 284,00 b 37,60 a 16,00 b
EEL 2004 281,20 b 33,00 a 21,00 b
EEL 604 277,60 b 37,60 a 16,40 b
EEL 1404 276,80 b 29,40 a 18,20 b
EEL 1304 228,80 b 22,60 b 15,00 b
EEL 1504 186,40 ¢ 25,60 b 8,00 ¢
EEL 404 170,00 ¢ 27,00 a 9,60 ¢
EEL 2704 145,20 ¢ 17,80 b 9,00 ¢
EEL 1704 103,40 ¢ 11,80 b 4,80 ¢
EEL 1804 99,00 ¢ 17,40 b 520 ¢
EEL 104 88,00 ¢ 18,00 b 7,80 ¢
TEST+N 87,22 ¢ 0,00 ¢ 0,00 d
EEL 504 74,80 ¢ 28,20 a 6,00 ¢
TEST-N 7,00 d 0,00 ¢ 0,00 d

Nota: Para o cdlculo da varidncia os dados foram transformados pela ferramenta Box-cox. As
médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a

5%.

Quanto a nodulagao obtida nesse
trabalho, as estirpes estudadas podem
ser classificadas em trés grupos. O
grupo I (EEL 904B, EEL 1004, EEL 904,
EEL 2404, EEL 2204, EEL 1104, EEL
2604, EEL 2204, EEL 2104, EEL 2004,
EEL 604, EEL 1404 e EEL 504)
apresentou maior nodulagao, com 27
a 43 noédulos/vaso, do que os grupos
II (EEL 1204, EEL 1304, EEL 1504, EEL
2704, EEL 1704, EEL 1804 e EEL 104),
com nodulagao entre 18 e 22 nédulos/
vaso, e 1II (testemunha com e sem
nitrogénio) sem nodulagao, respec-
tivamente (Tabela 1). Com relagdo a
produgao de massa seca de nédulos,
as estirpes podem ser divididas em
quatro grupos. O grupo I (EEL 904B,
EEL 1004, EEL 904, EEL 2404 e EEL
2204) com maior produgio de massa
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de nodulos (25 a 38mg/vaso) do que
os demais grupos. O grupo II (EEL
1104, EEL 2604, EEL 2204, EEL 2104,
EEL 2004, EEL 604, EEL 1404 e EEL
1304) apresentou maior produgdo de
massa de nodulos (15 a 22mg/vaso)
que os grupos Il e IV. O grupo III (EEL
1504, EEL 404, EEL 2704, EEL 1704,
EEL 1804, EEL 104 e EEL 504)
apresentou maior producido de massa
de noédulos que o grupo IV
(testemunha com e sem nitrogénio).

Os resultados obtidos apre-
sentaram correlagao significativa entre
si (p < 0,01). A massa seca da parte
aérea apresentou correlagdo positiva
tanto com a nodulagdo (0,63) quanto
com a massa seca de nédulos (0,79). A
nodulagdo, por sua vez, apresentou
correlacdo positiva com a massa seca
de nédulos (0,64).

Conclui-se que as estirpes EEL
904B, EEL 1004, EEL 904, EEL 2404 e
EEL 1604 sdo as mais eficientes em
casa de vegetagao. Elas devem ser
utilizadas em ensaios em campo para
comprovar sua efetividade.
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