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Resumo

O estado do Rio Grande do Sul possui cerca de 5,4 milhdes de hectares varzeas. A implantagdo de
leguminosas forrageiras de inverno como trevo branco ¢ uma 6tima alternativa para aumentar a produtividade
destas areas por meio da fixagdo biologica de nitrogénio (FBN). Esse beneficio pode ser obtido com associagao
da leguminosa a estirpes de rizobio que fixem o nitrogénio de forma eficiente nessas condigdes. O objetivo do
trabalho foi selecionar rizobios eficientes na FBN para trevo branco, e avaliar a tolerancia dessa simbiose em
condigdes de alagamento do solo. Para isso, foi realizado um experimento em casa de vegetagdo em vasos com
solo utilizando 14 isolados. Cada tratamento foi mantido sob duas condigdes de umidade do solo, com alagamento
e proxima a capacidade de campo. O alagamento do solo reduziu a nodulagdo, a produgdo de matéria seca e o
acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas inoculadas com rizobio. O efeito do alagamento do solo na
FBN variou de acordo com o isolado avaliado. Os isolados CVII, P, 4, T4 € VP 16 apresentaram alta eficiéncia
de fixagdo do nitrogénio em condi¢des de alagamento do solo e superaram o tratamento controle com adigao
de nitrogénio mineral.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Fixacdo bioldgica de nitrogénio, Rhizobium, Trevo Branco

Abstract

Selection of rhizobia for Trifolium repens in flooded soil conditions. The Brazilian state of Rio Grande
do Sul has approximately 5.4 million hectares of lowland. The introduction of winter forage legumes, such as
white clover, can increase the productivity of these lowland areas through biological nitrogen fixation (BNF).
However, this benefit can only occur if the legume is associated with rhizobia that can efficiently fix nitrogen
under available soil conditions. The objective of this study was to select rhizobia of Rio Grande do Sul soils,
which are efficient in BNF when in symbiosis with white clover, and evaluate the tolerance of this symbiosis under
flooded soil conditions. The experiment was conducted in a greenhouse, in soil-filled pots, where 14 isolates
were evaluated for nitrogen fixation ability under flooded soil conditions. Each treatment was tested under two
soil moisture conditions (flooded and field simulated). Flooding significantly reduced the number and nodule
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weight as well as the production of dry matter and nitrogen accumulation in the shoots of plants inoculated with
rhizobia. The effect of soil flooding on BNF varied according the isolate evaluated. The strains CVII, P, 4, T4
and VP16 exhibited high nitrogen fixation efficiency under flooding conditions, surpassing the nitrogen-added

control treatment, on nitrogen accumulation in shoots.

Key words: Biological nitrogen fixation, Hydric stress, Rhizobium, White clover

Introducao

No estado do Rio Grande do Sul, existem
cerca de 5,4 milhdes de hectares de areas de varzea,
caracterizadas pelo relevo plano e pela presenca de solos
hidromorficos com drenagem natural deficiente, o que
resulta em periodos de alagamento do solo nas épocas de
maior precipitacdo pluviométrica (MARCHEZAN et al.,
2002). Dessas areas, cerca de um milhdo de hectares sdo
utilizados anualmente com o cultivo do arroz irrigado,
sendo o restante basicamente utilizado pela pecuaria
extensiva, com baixos indices de produtividade animal
(MARCHEZAN et al., 2002).

A implantacdo de pastagens de inverno seria uma
excelente alternativa para o melhor aproveitamento
dessas areas, pois proporcionaria um aumento da lotacao
animal, aumentando os indices de produtividade animal
e consequentemente, proporcionando um maior retorno
econdomico (MARCHEZAN et al., 2002). Porém, a
grande maioria das plantas nao ¢ adaptada as condigdes
de alagamento, como baixas concentragdes de oxigénio
no solo (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997).

Além de prejudicar o crescimento de plantas, o
alagamento do solo pode também reduzir a fixagao
simbiodtica de nitrogénio, principalmente pela redugdo
no suprimento de oxigénio para os nddulos radiculares
(ZHANG; SMITH, 2002). Porém, o alagamento do solo
pode ndo afetar negativamente a fixacdo simbidtica de
nitrogénio, especialmente em plantas que apresentem a
capacidade de formagao de aerénquima e a emissao de
raizes adventicias nessas condi¢des (PUGH et al., 1995;
JAMES; CRAWFORD, 1998; JAMES; SPRENT, 1999).

Por outro lado, algumas espécies do género
Trifolium como o trevo branco (Trifolium repens L.),
apresentam mecanismos de tolerancia ao alagamento do
solo, como a formagdo de aerénquima e a emissao de
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raizes adventicias (ROGER; WEST, 1993; GIBBERD et
al., 2001). Além disso, o trevo branco apresenta outras
caracteristicas desejaveis como comportamento perene
e alta capacidade de fixacdo simbiotica de nitrogénio

(CARLSSON; HUSS-DANELL, 2003).

Desta forma, plantas de trevo branco, inoculadas
com estirpes eficientes de Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii, podem ser capazes de fixar nitrogénio em
condi¢des de alagamento do solo. Além disso, é possivel
que nessas condi¢des exista variabilidade na eficiéncia de
fixagdo de nitrogénio por diferentes isolados de rizobio.
O presente trabalho teve como objetivo selecionar
rizébios eficientes na fixagao de nitrogénio em simbiose
com trevo branco, em condi¢des de alagamento do solo,
assim como avaliar a tolerancia dessa simbiose a estas
condicdes.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo
no periodo de agosto a outubro de 2004. Foram
utilizados vasos plasticos contendo 2,8kg de um solo
classificado como PLANOSSOLO HIDROMORFICO
Eutrdfico arénico com historico de 22 anos de cultivo
de arroz irrigado. O solo recebeu uma adubagéo prévia
equivalente a 160kg.ha” de P,O,, 120kg.ha’ de KO e
1000kg.ha! de calcario dolomitico. Em cada vaso foram
semeadas 10 sementes de trevo branco da variedade Yi.
Ap6s a emergéncia foi realizado um desbaste deixando-
se apenas quatro plantulas por vaso.

Foi utilizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeticdes onde
foram avaliados 14 isolados de rizobio, da colegdo da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, previamente
selecionados de diferentes municipios do estado do Rio
Grande do Sul, além das estirpes SEMIA 222 e SEMIA
235, recomendadas para a producdo de inoculantes
para trevo branco. A inoculagdo com os isolados e
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estirpes, individualmente, foi realizada logo apds a
emergéncia das plantulas, aplicando-se 2mL de caldo
por vaso, contendo cerca de 10° UFC.mL". Além dos
tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois
tratamentos controles, um sem adi¢do de nitrogénio e
outro com a adi¢do de uma dose equivalente a 110kg.
ha' de nitrogénio mineral. Cada tratamento foi mantido
sob duas condigdes de umidade do solo: umidade do
solo proxima a capacidade de campo (C.C.) e com
alagamento do solo dos 30 aos 60 dias apos a inoculagdo,
momento em que foi realizada a colheita do experimento.
As avaliagOes realizadas foram o nimero e a massa de
nddulos secos, a producao de matéria seca e o acimulo
de nitrogénio na parte aérea das plantas (TEDESCO et
al., 1995). Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de varidncia e ao teste de separa¢do de médias
de Duncan (p<0,05).

Resultados e Discussao

O alagamento do solo durante 30 dias, reduziu
drasticamente a quantidade de nodulos radiculares nos
tratamentos inoculados (Tabela 1). Essa diminuigao
na quantidade de noédulos radiculares ocasionada
pelo alagamento do solo foi observada anteriormente
em outros trabalhos (JAMES; CRAWFORD, 1998;
VIGNOLIO etal., 1999; SCHOLLES; VARGAS, 2004).
Segundo Zhang e Smith (2002), o alagamento do solo
causa uma reducgao significativa no niimero de sitios de
infeccdo para o rizobio, diminuindo assim, a quantidade
de nddulos radiculares formados.

O alagamento do solo durante 30 dias, reduziu
em 33% a massa de nodulos secos nas plantas dos
tratamentos inoculados (Tabela 1). Essa redu¢ao média
de 33% na massa de nodulos secos, ocasionada pelo
alagamento do solo, também foi observada por Lupwayi
et al. (1997) em plantas de Trifolium semipilosum
inoculadas com diferentes isolados de rizobio.

Ao avaliar a viabilidade da inoculagdo de soja com
estirpes de Bradyrhizobium em solo alagado, Scholles e
Vargas (2004) observaram que os prejuizos a nodulagio,
decorrentes do alagamento do solo, foram independentes
da estirpe inoculada. Os autores atribuiram esse
comportamento a caracteristicas da planta hospedeira

ou a sensibilidade semelhante de todas as quatro estirpes
testadas. No entanto, pelo presente trabalho, essa nao
parece ser uma regra geral, pois tanto na quantidade
quanto na massa de nédulos secos, esses prejuizos foram
dependentes do rizobio inoculado (Tabela 1). A redugao
no nimero de nodulos causada pelo alagamento do solo
variou de 27% a 61%, observando-se ainda maiores
variagdes na reducdo da massa de nodulos secos, de 9%
a 58% dentre os tratamentos inoculados.

TABELA 1: Numero e massa de nddulos secos das plantas
nos tratamentos em diferentes condicdes de
umidade do solo (médias de quatro repeticdes).
Nimero de nédulos’  Massa de nédulos secos

Tratamento C.C. Alagado C.C. Alagado

mg vaso’!

PALM 3 281 +27® 160 + 62° 66 £31? 60+ 152

SEMIA 235 217 +£27* 159 £33° 79 £ 9° 60+ 172

RP5 376 £ 149® 200 + 66 72 £31° 59 + 16°

VP 16 325+ 5% 194 £21%® 76 + 142 59 + 6°

N1 479 £238 271 £47° 93 +£48 57+ 14

HN 18 298 &+ 133 181 £ 18® 85 £ 432 53 + 7abe

P.4 375+ 84 193 +32%® 83 £ 34° 52 + abe

T4 301 +£43® 151 £9° 72 +£310 524

SEMIA 222 384 +22® 148 £ 18° 98 + 512 52 + abe

EA20 251£31®  131+£22° 84 +£23* 52+ 1]

SM 3 328 £ 54 198 +23® 63 +£41* 48+ 12

CMQ 2 274 £+ 30 156 +£23° 58+ 7* 46 + 9abe

cvil 334 +£80% 168 +33® 69 £9° 42 £ 8%

AR 20 359 £ 87® 147 £ 14° 82 +36° 39+ 64

AR 24 276 & 52% 138 £ 7° 52 4+ 252 38 £2¢

PF 13 350+ 112 156+ 17° 60 £ 50 25 & 4¢

T-N 20 + 38¢ - 3+7° -

T+N - - - -

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5%; 'Dados transformados por raiz de x + 1.

Assim como a nodulagdo, a produ¢ao de matéria
seca da parte aérea das plantas também foi drasticamente
reduzida pelo alagamento do solo durante 30 dias, tanto
nos tratamentos inoculados quanto nos tratamentos
controles, quando comparado aos tratamentos mantidos
em umidade do solo proxima a capacidade de campo
(Tabela 2). O percentual médio dessa reducdo foi de
47%, semelhante aos 41% observados por Lupwayi et al.
(1997) em plantas de Trifolium semipilosum inoculadas
com diferentes isolados de Rhizobium leguminosarum
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biovar trifolii e mantidas sob alagamento do solo durante 30 dias.

TABELA 2: Producdo de matéria seca e acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas de trevo branco, nos tratamentos
inoculados e controle, cultivadas em diferentes condi¢cdes de umidade do solo (médias de quatro repeti¢des).

Matéria seca

Actmulo de nitrogénio

C.C. Alagado

Acimulo de nitrogénio

Tratamento C.C. Alagado
g vaso’!

T+N 3,37 £ 0,65% 2,07 +0,20°

SEMIA 222 2,84 £ (0,79cde 1,62 £ 0,23
SEMIA 235 2,72 £ (,25%0cde 1,18 £0,13f
RPS5 3,47 +0,50° 1,68 £ 0,15
P, 4 3,17 £0,67% 1,84 £0,21%¢
AR 20 2,99 + (,48:bede 1,51 +£0,2%

VP 16 3,17 +£0,18%¢ 1,94 +0,15%®
T4 2,88 + (),34bede 1,83 +£0,21%¢
Cvil 2,96+ 0,1 5¢bede 1,65 + 0,20
PALM 3 3,05 + 0,163 1,48 + 0,05%
CMQ 2 2,80 + (0,278bcde 1,53 +0,20%
AR 24 2,64 £ 0,380 1,52 £0,23%
HN 18 2,62 £ 0,410 1,55 £ 0,23
N1 2,69 + 0,290 1,33 £ 0,08
SM 3 2,85 £ 0,30cde 1,16 £ 0,09°
PF 13 2,49 £ 0,37 0,88 +£0,07¢

EA 20 2,50 + 0,68 1,69 + 0,220
T-N 2,23 +0,49° 1,13 +0,24%

105,10 + 7,92
60,20+ 18,910
48,60 + 6,15 %

64,90 + 8,76

62,60 = 9,37

62,40 £ 8,31
61,60 = 8,54b<
60,10 + 5,66 b
57,90 + 8,39 bedef
57,90 + 2,97 bedef
53,60 4 2,41 bedef
53,10 + 4,24 beder
50,70 + 8,06 et
48,70 + 8,48 &
48,60 + 5,24 &
47,50 + 9,09 <

44,80 + 6,71

28,10 + 1,75%
34,10 + 3,610
23,90 + 3,821
32,60 + 3,46
37,50 & 3,01%¢
32,60 + 6,924
40,50 + 3,07°
40,20 + 6,05%
35,40 + 4,807
28,60 % 2,034
26,50 % 2,12°%
31,20 + 5,66%
32,50 + 6,71
21,10 + 1,542
19,40 + 4,43
13,00 £ 1,72
32,30 + 3,70

uma elevada pyoguciigrde matéria secqpa.paje acrea,

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5%.

Em condi¢des de umidade do solo proximas a
capacidade de campo, observou-se que a producgdo de
matéria seca da parte aérea das plantas do tratamento
controle com adigdo de nitrogénio e dos inoculados
com os isolados RP5, P.4, VP16 ¢ PALM3 foi
superior a producdo de matéria seca do tratamento
controle sem adi¢do de nitrogénio (Tabela 2). Ja em
condicdes de alagamento do solo, com excecao dos
tratamentos inoculados com os isolados SM3, N1,
PF13 e com a estirpe SEMIA 235, todos os demais
tratamentos inoculados, obtiveram uma produgdo de
matéria seca na parte aérea das plantas superior ao
tratamento controle sem adigdo de nitrogénio (Tabela
2). Observou-se também que as plantas dos tratamentos
inoculados com os isolados VP16, P_4 e T4, obtiveram
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sendo semelhante ao tratamento controle com adi¢ao de
nitrogénio (Tabela 2).

Da mesma forma que a produgao de matéria seca, o
acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas também
foi drasticamente reduzido pelo alagamento do solo, com
reducdo média de 49%. Tais resultados concordam com
os observados por Lupwayi et al. (1997), que também
observaram reducao no acumulo de nitrogénio na parte
aérea das plantas, tanto nos tratamentos inoculados,
como nos tratamentos controles com ¢ sem adigdo de
nitrogénio, causada pelo alagamento do solo.

A maior redugdo no acimulo de nitrogénio na parte
aérea das plantas, em virtude do alagamento, ocorreu
no tratamento controle com adi¢do de nitrogénio e no
inoculado com o isolado PF13, cerca de 73%. Essa
grande redugdo no tratamento com adigao de nitrogénio,
provavelmente ocorreu devido as perdas do nitrogénio
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por desnitrificagdo apos o alagamento do solo. Ja
no tratamento inoculado com o isolado PF13, essa
redugdo se deve provavelmente a grande sensibilidade
desta simbiose as condi¢des de alagamento do solo,
indicada pelas elevadas redu¢des tanto no nimero
(55%) e massa de nodulos (58%) quanto na producao
de matéria seca da parte aérea das plantas (65%). Esse
fato € corroborado pelo trabalho de Scholles e Vargas
(2004), que observaram diferencas na sensibilidade de
estirpes de Bradyrhizobium quanto a fixa¢ao simbidtica
de nitrogénio em alagamento do solo na cultura da soja.

Nas plantas cultivadas em solo com umidade
proxima a capacidade de campo, o maior acumulo
de nitrogénio na parte aérea foi obtido pelas plantas
do tratamento controle com adigao de nitrogénio.
Nessas condigdes, nenhum dos tratamentos inoculados
proporcionou um acimulo de nitrogénio na parte aérea
superior a 62% do acumulado pelo tratamento controle
com adicdo de nitrogénio (Tabela 2). Esse baixo acumulo
de nitrogénio nas plantas inoculadas com isolados e
estirpes, quando comparado ao obtido pelo tratamento
controle positivo, possivelmente deve-se ao atraso no
inicio da nodulacdo e posterior fixagdo simbidtica do
nitrogénio, causado pelo alto teor de nitrogénio mineral
no solo no momento de implantacdo do experimento,
cerca de 25mg.kg! solo.

Resultados semelhantes ja foram observados em
trabalhos anteriores. Avaliando a fixagcdo simbidtica de
nitrogénio por isolados de rizobio em trevo branco, Brose
(1994) também observou que nenhum dos tratamentos
inoculados, nem mesmo o inoculado com a estirpe
SEMIA 222, proporcionou um actimulo de nitrogénio
na parte aérea das plantas semelhante ao tratamento que
recebeu a adigdo de nitrogénio, atribuindo isso, ao efeito
negativo do nitrogénio mineral do solo, no processo de
fixacao simbiotica de nitrogénio.

Um alto teor de nitrogénio mineral no solo pode
suprir as necessidades iniciais da planta nesse nutriente,
inibindo o processo de infec¢do e a nodulacdo pelo
rizoébio. Apds a absorcao de grande parte do nitrogénio
mineral do solo, a planta e o rizébio dardo inicio a
simbiose, porém em um momento em que a demanda
da planta pelo nutriente é muito superior a demanda
no inicio do ciclo da cultura (STREETER, 1988;

LUCINSKI et al., 2002).

Jaem condi¢oes de alagamento do solo, os isolados
VP16, T4, P4 e CVII se mostraram eficientes na fixagdo
simbiodtica de nitrogénio quando inoculados em trevo
branco. Nessas condigdes, as plantas inoculadas com
esses isolados apresentaram um actimulo de nitrogénio
na parte aérea superior ao obtido no tratamento controle
com adi¢do de nitrogénio (Tabela 2), com destaque
para o isolado VP16 que proporcionou um acumulo de
nitrogénio na parte aérea superior inclusive ao obtido
pelas plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 222,
indicando um bom potencial desse isolado para fixag¢ao
simbiotica de nitrogénio em areas de varzea ou mais
sujeitas a alagamentos periodicos.

Esses resultados demonstram a importancia da
inoculag@o do trevo branco, principalmente em areas
mais sujeitas ao alagamento, pois nessas condigoes, ¢
possivel que nem mesmo a aplicagdo de altas doses de
nitrogénio mineral garanta um adequado fornecimento
de nitrogénio para as plantas, comprometendo assim
a qualidade da pastagem e consequentemente o
aproveitamento da area.

Na Figura 1, pode-se observar as quantidades de
nitrogénio fixado na parte aérea das plantas inoculadas em
alagamento do solo, em relagdo as obtidas em capacidade
de campo, o que permite avaliar a sensibilidade da
simbiose ao alagamento do solo. Observa-se que a
inoculagdo do isolado PF13 em alagamento do solo
proporcionou apenas 18% da quantidade de nitrogénio
fixada em condi¢des de umidade do solo proximas a
capacidade de campo (Figura 1), confirmando a elevada
sensibilidade desse isolado quanto a sua eficiéncia
na fixa¢do simbidtica de nitrogénio, as condi¢des de
alagamento do solo.

Por outro lado, no tratamento inoculado com
o isolado EA20, a quantidade de nitrogénio fixada
foi maior em condi¢des de alagamento do solo do
que em condicdes de umidade do solo préximas a
capacidade de campo, evidenciado pelo valor de 123%
de aproveitamento relativo (Figura 1). Isto indica que
o alagamento do solo ndo afetou negativamente e, de
alguma forma, até beneficiou o processo de fixacdo
simbiodtica de nitrogénio.
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FIGURA 1: Aproveitamento relativo da fixagdo simbiotica de nitrogénio nas condi¢des de alagamento do solo em
relagdo a fixag@o nas condi¢des de umidade do solo proximas a capacidade de campo.
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Esses resultados demonstram que em condigoes de
alagamento do solo, a eficiéncia na FBN pela simbiose
rizobio/trevo branco € bastante variavel em fun¢ao da
maior ou menor sensibilidade de cada rizobio a essas
condigoes. Isso mostra importancia de se levar em
consideragao essas caracteristicas no momento de definir
recomendacdes de inoculacdo em diferentes situagoes,
como em areas mais sujeitas ao alagamento.

A partir dos resultados, foi possivel concluir que:

1) O alagamento do solo afeta a simbiose rizobio/trevo
branco reduzindo o numero e a massa de nodulos
secos, assim como o acumulo de nitrogénio e a
producdo de matéria seca da parte aérea das plantas
de trevo branco;

2) Afixagdo de nitrogénio pela simbiose rizobio/trevo

branco pode ocorrer em condigdes de alagamento

do solo como as que ocorrem em areas de varzea;

3) Existe variabilidade na sensibilidade da simbiose

rizobio/trevo ao alagamento do solo em fungdo do

rizobio inoculado;

Os isolados VP16, T4, P, 4 € CVII sdo eficientes na

fixacdo simbidtica de nitrogénio com trevo branco

em condi¢des de solo alagado, constituindo-se em

4)
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um material promissor para programas de seleg@o
de estirpes para trevo branco.
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