SELEGAO DE RIZOBIO TOLERANTE A Al E A BAIXO pH!

EDEMAR BROSE?

RESUMO - Foram testadas, em condigfes de laboratdrio, 35 estirpes de Rhizobium legumi-
nosarum bv. trifolii para trevo-vermeltho quanto 3 tolerincia a Al e a baixo pH. Em casa de
vegetagio, dez estirpes foram testadas num Latossolo Bruno Distréfico (solo Vacaria) com
dois nfveis de pH (6,0 e 5,0). O efeitc do Al sobre o crescimento do rizébio foi maior do que
o pH j4 a partir do primeiro nfvel (75 pM}), nio havendo quase diferenga com 150 M de Al
O nfimero total de nédulos, na média geral, foi reduzido em 70%, e o nfimero de nédulos
grandes, em 50%, quando o pH baixou de 6,5 para 4,7, Seis estirpes superaram as duas tes-
temunhas SEMIA 235 e 265 em 22 a 43% na produgio de matéria seca (MS) em solugio nu-
tritiva com pH 4,7 + AL No solo com pH 6,0, a testemunha SEMIA 235 foi superada em
10% no N total pela EEL 7782. Em pH 5,0, as estirpes EF1 8186 ¢ 1285 superaram a teste-
munha em 34% e 37% na produgio de MS ¢ 37% ¢ 39% no N total, respectivamente.

Termos para indexagio: riz6bios, nodulagio, pH, alumfnio.

RHIZOBIA SELECTION FOR A] AND LOW pH TOLERANCE

ABSTRACT - Under laboratory conditions, 35 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strains
were tested as to their tolerance to Al and to low pH. In glasshouse, ten strains were tested in
a Brown Latosol Dystrophic soil in two pH levels (6.0 and 5.0), Rhizobia growth was more
limited by Al than by the low pH, but the Al-tolerant strains did not differ between the 75
and 150 pM of Al in the pH 4.5. When the pH was reduced from 6.5 to 4.7, the total number
of nodules reduced in 70% and the large nodules in 50%. The dry matter (DM) yield, as
general mean, was slightly higher in the pH 6.5. In nutrient solution, with pH 4.7+ Al, six
strains were 22 to 43% higher than the controls SEMIA 222 and 235 on DM yield, In soil,
the strain EEl 7882 was superior in 6% on DM and in 10% on TN to the control SEMIA
235. In the pH 5.0 the strain EEL 1285 and EEL 8186 were higher in 34% and 37% on DM,
and in 37% and 39% on TN than the control, respectively.

Index terms; Rhizobia, nodulation, pH, aluminum.

INTRODUCAO

Nas condigbes de campo onde o pH nfo é
satisfatoriamente corrigido, a busca de estirpes
de rizébio eficientes e tolerantes a Al ¢ a
baixo pH torna-se relevante.

O efeito prejudicial da acidez no solo sobre
a simbiose Rhizobiumn/leguminosa tem sido
atribufdo ao efeito direto do pH ou & concen-
tragdo de fon H+ e a efeitos indiretos do Al

1 Aceito para publicagho em 8 de novembro de 1990,
Trabalho conduzido na Estagfo Experimental da
EMPASC em Lages, financiado pela EMBRAPA e convé-
nio FINEP (PADCTVEMPASC.

2 Eng. - Agr., M.Sc., Estagiio Experimental de Lages -
BEMPASC, Caixa Postal 181, CEP 38500, Lages, SC.

ou Mn e deficiéncias de Ca, P ¢ Mo (Lie
1971, Munns 1977, Andrew 1978). No en-
tanto, trabalhos em laboratério t8m demons-
trado que o efeito do Al, dependendo da sus-
cetibilidade do rizébio, pode ter um efeito di-
reto maior sobre a bactéria do que sobre a
planta (Brose & Schaffrath 1989, Carvalho et
al, 1982, Wood et al. 1984). Este problema, no
entanto, poderia ser superado pela obtencéo de
uma estirpe bacteriana eficiente em fixar o N2
com tolerfncia a pH e Al :

Thornton & Davey (1984), em trabalhos de
pesquisa, encontraram que em solos fcidos
havia maiores populagdes de estirpes bacteria-
nas tolerantes A acidez para trevo, do que as
estirpes suscetfveis. Da mesma forma, Lind-
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trom & Myllyniemi (1987) comprovaram que
estirpes pré-selecionadas em meios é4cidos,
quando testados em solo com pH 4,1, apre-
sentaram maior rendimento da planta. Segundo
Munns (1977), em geral as exigéncias em pH
para o crescimento do rizébio coincidem com
as da planta hospedeira. Esta afirmagfio com-
prova os resultados obtidos em testes com es-
tirpes de rizébio respresentativos de sete géne-
ros de leguminosas forrageiras em meios de
cultura com baixo pH em nosso laboratério,
sendo que do total das estirpes de rizébio dos
géneros Adesmia, Desmodium, Lathyrus
e Lotus testadas em pH 4,5, 80 a 89% cresce-
ram neste meio, ao passo que as dos géneros
Medicago, Trifolium e Vicia, apenas de 30 a
40% do total das estirpes testadas foram tole-
rantes a0 mesmo pH (Brose 1987)., Desta
forma, nas espécies mais suscetfveis, torna-se
ainda mais importante a selecio de estirpes
bacterianas tolerantes, uma vez que a probabi-
lidade de insucesso destas estirpes em condi-
¢Oes adversas do solo sédo bem maiores.

Este trabalho teve como objetivo selecionar
estirpes de rizébio mais eficientes e tolerantes
a Al e baixo pH para trevo-vermelho, Esta se-
legao foi feita em laboratdrio e casa de vege-
tagdo para posterior selegfio em condigdes de
campo.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos para avaliar
a eficiéncia de fixagfio simbitica do N2 por estirpes
de Rhizobium leguminosarum bv. rrifolii em trevo-
-vermelho, em condigdes de baixo pH.

Experimento 1

Foram testadas, em laboratdrio, 40 estirpes de ri-
z6bio para trevo-vermelho, Trinta e cinco estirpes
foram de isolamentos locais (15 destas foram isola-
das diretamente em meio acidificado para pH 4,6 €
outros 20 cm pH neutro) e cindo estirpes foram in-
troduzidas de outros locais. As origens das estirpes
utilizadas encontram-se na Tabela 1. Estas estirpes
foram testadas em plantas desenvolvidas em tubos de
ensaio 25 x 200 mm, contendo soluclo nutritiva es-
téril, para avaliar a capacidade de nodulagfo e o po-
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tencial de fixacAo simbiética do N2. A solugio nu-
tritiva utilizada para a planta foi a seguinte (em gra-
mas por litro de solucdo): K,HPO, 0,5,
Naz;HPO, 0,15, CaCl; 0,10, MgS0, 0,12 e 1 ml/l1 de
uma solugio de H3;BO; 2,86 MnSO, 2,08,
ZnS0, 0,22, CuSO, 0,08 ¢ Na;MoO, 0,11, O Fe foi
adicionado na forma de FeNaEDTA numa concen-
traciio de (0,13 mM. As sementes foram desinfecta-
das com hipoclorito de sédio a 1,7% do p.a. do Cle
pré-germinadas em placas estéreis. Com trés dias de
idade foram transplantadas para os tubos, deixando-
se duas plantas por tube. A inoculagiio foi feita seis
dias ap6s o transplante, pipetando-se 0,5 ml por tubo
de uma suspensfio bacteriana na concentragio de 108
a 107 células/ml de suspensfio. Foram usadas seis re-
peticoes por tratamento. A avaliagio da nodulagfio e
o peso de matéria seca da parte aérea foi feita 45
dias apds a inoculagdo,

As 40 estirpes foram testadas também em meic
Mquido com pH 4,8 e 4,5 e trés niveis de Al (0, 75¢
150 M), segundo Keyser & Munns (1979). O Al
foi adicionado ac meio depois de autoclavado na
forma de Alx(SO,)s. 12H>0, fazendo-o passar por
um filtro bacteriolégico milfpore. Uma gota da sus-
penséo bacteriana pa concentragfio ao redor de dez
células/ml foi adicionado em cada tubo de 20 x
100 mm contendo 5 ml do meio acima descrito. A
avaliagio do crescimento das estirpes foi feita vi-
sualmente pela turbidez do meio, cinco a seis dias
apds a inoculagfio. Foram usadas duas repeti¢bes por
cada tratamento,

Numa segunda etapa, foram selecionadas as 27
melhores estirpes e testadas novamente em plantas
desenvolvidas em solugfio nutritiva estéril, com os
seguintes tratamentos: pH 6,5; pH 4,7 e pH 4,7+A1
{50 uM). A solugfio nutritiva usada para a planta foi
segundo descrito por Cooper et al. (1983), como se-
gue: MgSO, 0,8 mM, CaCl; 0,5 mM, KCl 0,1 mM,
FeEDTA 20pM, NaH:PO, 10pM, H3BO,,
35pM, MnCl, 10pM, 2ZnClz 08 pM,
NazMoO, 0,5 pM, CuSO, 0,3 pM e AIK (30.)z
zero ou 50 uM. O Al foi aplicado separadamente
depois de o meio ter sido autoclavado, passando-o
por um filtro bacteriolégico milipore. A desinfecclio
das sementes, o transplanie ¢ a inoculagio foram
feitos conforme descrito acima. A solugio nutritiva
foi renovada semanalmente com o pH ajustado. A
avaliagio do comprimento das rafzes, da nodulagfio
(total e nédulos grandes) e peso de matéria seca da
parte aérea foi feita 60 dias apés a inoculagfo,
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Experimento 2

A partir do experimento 1 foram selecionadas dez
estirpes (EEL. 1285, 1385, 1387, 7882, 7886, 8186,
12086, 12186, SEMIA 235 ¢ SEMIA 265) e testadas
em casa de vegetacdo num solo da unidade de ma-
peamento Vacaria em dois niveis de pH (6,0 e 5,0).
Pata a correcio do pH do solo foi usado
CaCO; + MgCOs; na proporgio de 3:1. Para atingir
o pH 5,0 foi aplicado o equivalente a 3 t/ha, e para o
pH 6,0, 10 t/ha. Com esta corregio do pH, o teor de
Al baixou de 4,2meq/100g para 1,8meq/100 g
(22,5% de saturagic do Al no pH 5 e para zero
meq/100 g no pH 6, O solo recebeu também uma
adubag@o no equivalente a mg do elemento/vaso com
1 kg de solo dos seguintes corretives: P (Na;HPQ,)
150, K (KCI) 200, § (K S80,) 65 ¢ Mo
(NazMoQ,) 1.

As estirpes SEMIA 235 e 265 foram usadas co-
mo testemunhas. Além das estirpes, foram acres-
centados mais dois tratamentos sem inoculagfo, uma
sem N e outra com N na forma de MH,NO3;, O N
foi aplicado numa concentragdo total de
225 mg/vaso, iniciando-se a aplicagio 50 dias apds a
instalacio do experimento e parcclados em
25 mg/vaso a cada semana.

As sementes de trevo-vermelho foram desinfec-
tadas com hipoclorito de s6dio a 1,7% do p.a, do Cl e
pré-germinadas em placas-de-petri estéreis, Apés
trés dias foram transplantadas de quatro a cinco
plintulas por vaso, com solo, e no dia seguinte foi
feita a inoculagdo, na proporgio de 3 ml/vaso da
suspensdo bacteriana na concentragio de 10° a 107
células/ml,

O delineamento experimental foi um fatortal de 2
x 12 (pH X estirpes bacterianas) com cinco blocos
completamente casualisados com sorteios sistemdti-
cos a cada dois ou trés dias.

Os parimetros avaliados foram peso de matéria
seca (MS) e N total no tecido da parte aérea, em trés
cortes (53, 73 e 119 dias apds o transplante). No 6l-
timo corte foi feita também a avaliagio do peso de
nédulos frescos.

RESULTADOS

Experimento 1
Os resultados da infectividade e eficiéncia

de fixagio do N2, através da produgio de MS
em solugfo nutritiva com pH 6,5 das 40 estir-

TABELA 1. Origem de estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii.

Estirpes Origens

EEL 287, 787, 887, 1087, 1287
1387, 9786, 10286, 103,86,
12086, 12186, 12986, 13286,

EEL 1285, 1385, 8084, 3184, 3683
3783, 7382, 7482, 7882, 7982,
7986, 8086, 8186, 11882, 11982,
17682, 17782, 17982, 18082,
18182

SEMIA 2010

Isolamento da regifio do Planalto de Santa
Catarina, ¢em pH 4,6.

Isolamento da regifio do Planalto de Santa,
Catarina, em pH 7,0.

Recebida do Instituto de Pesquisas Agrondmicas, RS

¢ isolada no mesmo local,

SEMIA 251

SEMIA 222

SEMIA 235

SEMIA 265

Recebida do Instituto de Pesquisas Agrondmicas, RS.

Origindria dos E.U.A., como USDA 2048,

Recebida do Instituto de Pesquisas Agronﬁrmcas, RS.

Origindria da Austrélia como TA1.

Recebida do Instituto de Pesquisas Agrondmicas, RS,

Origindria da Nova Zelfindia como UNZ 29.

Recebida do Instituto de Pesquisas Agrondmicas, RS,

Origindria do Uruguai como U 26.
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pes de riz6bio, estdo representados na Fig. 1.
Deste total de estirpes, cinco apresentaram um
baixo ndmero de nédulos pequenos (com ex-
cegiio da SEMIA 2010) e fixagio de N2 nula.
Embora a estirpe SEMIA 2010 tenha apresen-
tado grande mimero de nédulos, estes foram

NUMERO DE NODULOS/TUBO
? 888 R C

de tamanho pequeno ¢ completamente inefi-
cientes, Trinta e cinco estirpes foram aptas a
fixar N2; no entanto, niio houve uma relagéo
com o ntimero total de nédulos ou nddulos
grandes com a produgio de MS (Fig. 1). No
geral, as estirpes menos eficientes tiveram a

PESO DE MATERIA SECA (mg/tubo)

w o ESTIRPES © = N @ & o o

I & A ]

= NP total de nédulos
am N? de nddulos grandes

(-] EEL 887

| EEL 287
Test.

] EEL9785
e MSEMIA 2010
[] EEL 10286

EEL 7986
L. EEL 1387
L EEL 13386
L EEL 15882
I EEL 13286
SEMIA 251
EEL 1287
EEL 17982
EEL 7382
EEL 7882
EEL 787
SEMIA 265
EEL 11882
EEL 17684
SEMIA 235
EEL 12086
EEL 3683
EEL 12986
EEL 8186
EEL 3184
EEL 10382
EEL 7482
€EL 3783
EEL 12386
EEL 1285
EEL 18082
EEL 12186
£EL 18184
EEL 8086
EEL 1385
EEL 11982
EEL 17784
EEL 3084
EEL 7982
Test. + N
SEMIA 222

e

B+X

" EXEE:
NUMERO DE NODULOS/TUBO

© w OlESTIRPFES © = N @ & o o

PESO DE MATERIA SECA (mg/tubo)

FIG. 1. Peso de matéria seca ¢ nfimero de nédulos de trevo-vermelho inoculados com
estirpes de rizébio em tubos de 25 x 200 mm com solugfie nutritiva estéril.

Médias de seis repetiches,
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tendéncia de apresentarem uma maior propor-
6o de nddulos pequenos por tubo em relagio
a nédulos grandes, se comparadas com as mais
eficientes.

Na Tabela 2 estdo os resultados do cresci-
mento das estirpes em meio lquido nos pH 4,8
e 4,5 com os trés nfveis de Al (0, 75 e
150 pM). Os resultados mostram que o maior
efeito sobre o crescimento das estirpes foi do
Al a partir do primeiro nfvel (75 pM), nio
havendo, quase, diferenca na concentragéio de
150 pM. A limitagho de crescimento das es-
tirpes bacterianas, em decorréncia do efeito do
pH, foi na ordem de 47 a 50%; e em decorrén-
cia do Al (comparando o nfvel 0 pM com
15 pM), a limitagdo foi na ordem de 70 a
75% do total das estirpes testadas (Tabela 2).
Nenhuma das estirpes introduzidas de outros
locais cresceu na presenga do Al

Na Tabela 3 acham-se os resultados do ni-
mero total, por tubo, de nédulos, e de nédulos
grandes, por tubo, de trevo-vermelho, infecta-
dos com 27 estirpes de rizébio nos tratamentos
pH 6,5, pH 4,7 ¢ pH 4,7+ Al, em solugéo nu-
tritiva. Na Tabela 4 estdo os resultados do
comprimento de rafzes e do peso de MS nos
mesmos tratamentos.

O ndmero de nédulos baixou significativa-
mente no pH mais baixo (4,7) em comparagao
com o pH 6,5 (Tabela 3). Comparando-se, no
entanto, o tratamento pH 4,7+Al com o mes-
mo pH sem Al, ndo houve diferenga no ndme-
ro total de nidulos e ndédulos grandes, com
excecdo de duas estirpes bacterianas, a EEL
11982 e a SEMIA 265. Na média geral dos
tratamentos de pH 6,5, pH 4,7 e pH 4,7+ Al, 0
nimero total de nddulos foi, respectivamente,
11,8, 3,6 ¢ 3,5; ¢ o niimero de nddulos gran-
des foi, respectivamente, 5,4, 2,7 ¢ 2,6. Isto
representou uma reduglio de 70% no ndmero
total de nédulos e 50% no niimero de nédulos
grandes quando ¢ pH baixou para 4,7. Des-
contando-se o nimero de nédulos grandes
(5,4) do total de nddulos (11,8) no pH 6,5, d4
um valor médio de 6,4 nédulos pequenos neste
pH. O mesmo cilculo feito entre o niimero de
ndduios grandes (2,7) com o total de nédulos
(3,6) no pH 4,7 d4 um total médio de nédulos

pequenos de 0,9 neste pH. Isto indica que ao
baixar o pH para 4,7 a redugéo de nédulos pe-
quenos foi muito maior (-86%) do que de nd-
dulos grandes (-50%).

O efeito na redugfo do sistema radicular foi
significativo nos dois tratamentos com pH
baixo, se comparado com o pH 6,5; porém o
tratamento com Al ndo diferiu do tratamento
sem Al no pH baixo (Tabela 4). Além do me-
nor comprimento da raiz principal, apresenta-
do na Tabela 4, foi observado também que no
pH 4,7 sem e com Al houve um sintoma idén-
tico de encurtamento ¢ engrossamento das rai-
zes secundérias, acompanhado de manchas es-
curecidas como sintoma de necrose do tecido
na extremidade da maioria destas rafzes. Estes
sintomas observados coincidem com a descri-
¢io caracterfstica de sintomas de toxidez de
Al. Tal similaridade ndo seria de se esperar,
no tratamento sem Al. As trocas das solugles
foram feitas semanalmente, acompanhadas da
medigdo do pH da solugio dos tubos, e foi
constatado que apSs uma semana o tratamento
ajustado para pH 6,5 baixou para 4,8 a 5,3, ¢
do pH 4,7 baixou para 4,0 a 4,2. Este baixa-
mento do pH certamente foi causado pelas tro-
cas metabélicas no sistema radicular da planta
€ por um baixo poder tamponante do meio.

As diferengas da produgio de Ms, na média
geral, foram significativas entre os tratamen-
tos. A maior produgio ocorres no tratamento
pH 6,5, porém diferindo pouco dos outros dois
(Tabela 4). O segundo tratamento com maior
produgio de MS foi o de pH 4,7+Al De
acordo com os resultados constantes nas Ta-
belas 3 e 4, observa-se que o efeito maior do
PH se deu no nimero de nédulos ¢ no com-
primento de rafzes. A produgho de MS apre-
sentou respostas mais variadas como decor-
rente ou da nodulagio ou da eficiéncia na fi-
xagiio do N2 pelas estirpes bacterianas. To-
mando-se por base os fndices do coeficiente
de correlacfo entre o mimero de nédulos ¢ a
producio de MS (Tabela 5), observou-se que
houve correlacfio significativa entre estes dois
parfimetros no pH 4cido,

Numa comparagao mais detalhada entre as
estirpes, baseada na variagio do nimero de
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TABELA 2. Crescimento de estirpes de rizébio de trevo-vermelho repicados em meio de cultura If-

quidoe segundo Keyser & Munns (1979), em dois nfveis de pH (4.8 e 4.5) e trés nfveis de
AL (0, 75 e 150 p.M).

pH 4,8 pH 4,5

Estirpes Al

0uM 75 1M 150 pM ouM . 5uM- 150 pM
EEL 887 +4+ (A) ++ (A ++ (A) ++ (A) ++ (A) ++ (A)
EEL 287 ++ (A) ++ A ++ A ++ A) ++ (A) ++ (A)
SEMIA 2010 += (A — -_— — — -
EEL 10286 ++ L) ++ @O ++ @ ++ @O ++ L ++ (@)
EEL 7986 +4+ (A — —-_— +4+ (A) —- —
EEL 1387 4= (A) +- (A) — +— (A) - —_
EEL 13386 — -_ - - - _
EEL 15882 ++ (A) - -— +- (A - —_
EEL 13286 +- (A —- - -— _— -_
SEMIA 251 ++ (A — — - - _—
EEL 1287 ++ (A) +- (A +- (A) +- (A) -—- -
EEL 17982 = (A) - - - — _—
EEL 7382 +- (A) - - +- (A) -— -—
EEL 7382 +4+ (A) ++ (AY ++ (A -— - _—
EEL 787 - — - _— —_— _
SEMIA 265 ++ (A) - - _ — _
EEL 11882 +- (A) - _— _— - _—
EEL 17684 +- (A) — - - - _—
SEMIA 235 _— - —_— - — —_
EEL 12086 ++ (A - - - - _—
EEL 3683 +- (A) +- (A) - - _— _—
EEL 12986 ++ - _— _— S _—
EEL 8186 - — —_ _ _ _
EEL 3184 ++ (A - _— _— —_— -
EEL 10382 +- (A — —_ — —_— -_—
EEL 7482 _— —_ _— _ _— —_
EEL 3783 ++ (A) ++ A ++ @A) ++ (A +- (A) —
EEL 12386 ++ (A - - ++ A -— - —
EEL 1285 ++ (A) ++ (A ++ (A +- (A) += (A) -~
EEL 18082 = (A) - —_ - _— —_—
EEL 12186 ++ (@L) ++ Ly ++ @O ++ w ++ @ ++ @
EEL 18184 = (A) - _— - - _—
EEL 8086 +- (A) -- — = (A) -— _—
EEL 1385 ++ (A) - — ++ (A) — _—
EEL 11982 +- (A) - _— +- (A — -
EEL 17784 ++ (A - - ++ (A) - —
EEL 3084 ‘ +- (A) - -_— — _— _—
EEL 7982 - (A -— _— += (A) - _—
SEMIA 222 +=- (A) - —_— - - -
% esti
m;dirg:s 87 26 21 45 13 10

+ + crescimento pleno; + - crescimento regular; + = crescimento mfnimo; — sem crescimento; A reagio
fcida do meio; L reagdo alcalina do meio,
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nddulos grandes e produgfio de MS nos trata-
mentos de pH e Al, observa-se o seguinte: (a)

com as estirpes EEL 11982, 3084, 7482,

12986, 3683 e SEMIA 222 houve uma redu-
¢fio no niimero de nddulos e produgio de MS
nos dois tratamentos com pH 4cido, compara-
das com o pH 6,5; (b) com as estirpes EEL
13286 e 15882 ndo houve muita redugio no

nimero de ndédulos grandes, mas a produgdo
de MS foi baixa nos trés tratamentos e () com
as estirpes EEL 12086, 8186, 7882, 7886,
18184 e 12186 houve a melhor producio de
MS no tratamento pH 4,7+ Al, 22 a 43% aci-
ma das duas melhores testernunhas, SEMIA
222 e 235; entretanto o mimero de nddulos
grandes néo foi 0 maior em todas.

TABELA 3. Nimero médio de nédulos (total e nédulos grandes) de trevo-vermelho infectados com
27 estirpes de rizébio em solugfio nutritiva com pH 6,5, pH 4,7 ¢ pH 4,7+ Al (50 pM).

Médias de 6 repetices,
N2 total de nddulos/tubo N? de nédulos grandes/tubo
Estirpes
pH 6,5 pH 4,7 pH 4,7+ Al pH 6,5 pH 4,7 pH 4,7+Al
EEL 8086 104 A 6,2B 3,5B 3,5A 33A 1,0B
EEL 1385 109 A 33B 348 35A 1,8 A 2,1A
EEL 11982 11,2A 48B 1,8C 50A 25B 1,8B
EEL 17784 93 A 2,1B 24B 40A 12B 01B
SEMIA 265 79 A 3,5B 1L3A 39A 1,2B 0,0B
SEMIA 235 104 A 30B 2,78 60A 2,7B 1,7B
SEMIA 222 83A 24B 32B 4,7 A 1,8B 2,2 AB
EEL 3084 10,0 A 22B 31B 59A 1,2B 26B
EEL 7982 44 A 29B 2,7B 57A 28B 2,0B
EEL 1387 14,1 A 54B 4,7B 94 A 49B 32B
EEL 15882 104 A 3,2B 42 B 44 A 1,6B 1,8B
EEL. 13286 17,5 A 54B 4,2 B 10,8 A 48B 39B
EEL 1285 9,1A 5,6 AB 39B 4,7A 30A 24 A
EEL 3783 10,3 A 22B 4,2B 40A 22A 36A
EEL 12386 12,8 A 39B 59B 58A 39AB 26B
EEL 7482 128 A 1,8B 1,7B 76 A 6B 1,8B
EEL 8186 9,4 A 33B 57AB 52A 2,71A | 42 A
EEL 12986 16,9 A 34B 28B 6,4 A 34B 28B
EEL 3683 13,8 A 36B 32B 5,7 A 32A 32A
EEL 12086 14,9 A 43B 48B 7,7 A 37B 44B
EEL 787 172 A 35B 3,2B 95 A 26B 29B
EEL 7882 128A 56B 52B 46A 35A 40 A
EEL 7886 89A 40B 388 38A 3,7A 3,8A
EEL 15982 97 A 388 34B 40A 3,2A 34A
EEL 1387 12,7 A 3s5C 76B 5,6 AB 3,5B 7.0A
EEL 18184 10,5 A 33B 37B 4,5 A 24 A 33A
EEL 12186 148 A 38B 38B 39A 24 A 38A
Test. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Test. + N 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Mé&dias seguidas da mesma letra no diferem estatisticamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de proba-
bilidade na comparagfo dos trés tratamentos. As testemunhas niio entraram no célculo estatfstico.
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Experimento 2

Os resultados da producio de MS, da no-
dulagfio e do N total no tecido da parte aérea
de trevo-vermelho testadas em casa de vegeta-
¢io, com dez estirpes de rizdbio, estio res-
pectivamente nas Tabelas 6, 7 ¢ 8. A produgfio

E. BROSE

de MS e do N total foram avaliados em trés
cortes, e o peso de nddulos frescos, no dltimo
corte.

No primeiro corte nio houve diferenga sig-
nificativa entre as estirpes de rizdbio, tanto na
produgio de MS como no N total (Tabelas 6

"TABELA 4. Comprimento médio de rafzes e peso de matéria seca da parte aérea de trevo-vermelho
infectado com 27 estirpes de riz6bio em solugfio nutritiva com pH 6,5, pH 4,7 e pH 4,7

+ Al (pM). Mé&dias de 6 repetiges.

Comprimento de raiz Peso de matéria seca
Estirpes
pH 6,5 pH 4,7 pH 4,7+ Al pH 6,5 pH 4,7 pH 4,7+ Al
-------------- cm/planta ---=--=memcees secmceeccceews MgAUbO  memmmmemmmmeeae
EEL 8086 129 A 7,7B 8,7B 234 A 24,6 A 27,0 A
EEL 1385 13,5A 94B 92B 24,6 A 256 A 294 A
EEL 11982 108 A 83B 8,0B 31,8A 299 A 20,2B
EEL 17784 11,8A B8 A 79B 26,8 A 159B 26,1 A
SEMIA 265 13,1 A 8,7B 88B 250 A 20,5 AB 155B
SEMIA 235 11,6 A 9,8 AB 86B 276 A 23,6 A 251A
SEMIA 222 10,1 A 80A 89A 28,1 A 19,5B 24,1 AB
EEL 3084 124 A 83B 86B 27,1 A 248 A 24,6 A
EEL 7982 129 A 8,7B 32B 25,1 A 256 A 204 A
EEL 1387 IL7A 93B 89B 280A 26,3 A 253 A
EEL 15882 12,5A 87B 91B 224 A 17,3 A 193 A
EEL 13286 11,7A 9,9 AB 83B 19,6 A 21,7A 194 A
EEL. 1285 133 A 83B 92B 31,2A 320A 295A
EEL 3783 122 A 10,7 A 85B 323A 243 B 26,8 AB
EEL 12386 123 A 8,7B 9,7B 27T0A 228B 229 AB
EEL 7482 11,6 A 8§4B 9,7 AB 28,6 A 143B 190B
EEL 8186 10,7A 89A 9,8 A 316 A 1898 300A
EEL 12986 122 A 85B 96 B 26,6 A 19,1 A 20,6 A
EEL 3683 11,7A 6,1 B 89B 29,0 A 222A 24,1 A
EEL 12086 10,8 A 9,0 AB 8,7B 32,8A 257A 320A
EEL 787 1,8 A 838B 94B 244 A 23,4 A 276 A
EEL 73882 11,7A 84B 10,1 AB 23,0B 27,9 AB 31,7A
EEL 7886 I1,2A 83A 87A M45A 293 A 30,2A
EEL 15982 10,1 A 81A 97A 23,7A 225A 256 A
EEL 1387 9,1A 94 A 94 A 24,7 A 228A 28,5 A
EEL 18184 1,5A 82B 82B 289 AB 24,18 322A
EEL 12186 123 A 83B 87B 304 AB 26,1 B 352A
Test. 13,3A 10,5B 11,7 AB 6,1A 6,7A 6,4 A
Test. + N 83A 10,1 A 96 A 319A 374 A 385A
-Médias 11,7A 88B 9,1B 26,8 A 23,2C 254B
Desvio padriio 1,2 0,9 0,7 52 5,6 6,3

As médias seguidas da mesma letra nfio diferem estatisticamente pelo teste de Duncan ao nfvel de 5% de pro-

babilidade nos tratamentos de pH ¢ AL
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e 8). Nos cortes seguintes j4 foi possfvel detec-
tar diferencas significativas entre as estirpes.

Na comparagdo entre os nfveis de pH, a
média da produgio de MS e aciimulo de N to-
tal foi maior ne pH 6; no entanto, o0 maior pe-
so de néduios foi no pH 5 (Tabela 7). A me-
nor nodulagio ocorrida no pH 6,0 foi causada,
talvez, por uma maior mineralizagio do N,
inibindo, desta forma, a nodulagfio.

TABELA 5, Coeficientes de correlagéio entre o
nfimero de nédulos ¢ comprimento
de rafzes com produgiio de matéria
seca de trevo-vermetho em solugiio
nutritiva com pH 6,5; pH 4,7 e pH
4,7+ Al Vinte e sete pares de ob-

servagdes.
Interagdes pH6,5 pH4,7 pH4,7 + Al
M.S, x n? nédulos totais -0,277 0,576** 0,551 **
M.S. x n? nédulos grandes  -0,203 0,250 0,521 **
M.S. x comprimento da raiz -0,129 -0,018 0,060

M.S. = produgBo de matéria seca.
** = correlacdo significativa ao nfvel de 1%.
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As estirpes SEMIA 235 e 265, recomenda-
das para produgio de inoculantes comerciais,
apresentaram bom rendimente de MS no pH 6,
na soma de trés cortes. Apenas a estirpe EEL
7882 superou em 11% a SEMIA 265, e em 6%
a SEMIA 235. No pH 5, entretanto, a SEMIA
235 apresentou o menor rendimento de MS e,
da mesma forma, a estirpe EEL 7882 baixou o-
rendimento, e ambas foram superadas por ou-
tras duas estirpes, a EEL 1285 e 8186 (Tabe-
la 5). Em relacgéo ao N total acumulado no te-
cido da parte aérea, os resultados foram se-
melhantes aos da producio de MS na soma
dos trés cortes, ou seja, no pH 6 a estirpe EEL
7882 foi a melhor, e no pH 5 as estirpes EEL
1285 e 8186 foram as melhores. Neste dltimo

. pH, a estirpe EEL 1285 apresentou um rendi-

mento de MS de 10% e 34% superior 3s tes-
temunhas SEMIA 265 e 235, respectivamente,
e a EEL 81 86 foi, respectivamente, superior a
estas testemunhas em 13% e 38%. .

No peso de ndduios frescos (Tabela 6), ndo
foram constatadas diferencas significativas
entre as estirpes,

TABELA 6, Produgiio de matéria seca de trevo-vermelho infestado com 10 estirpes de rizébio em
solo com dois nfveis de pH (6 e 5), Médias de 5 repetiches.

] 12 corte 22 corte 32 corte Soma

Estirpes

pHé pHS pH6 pH5 pH6 pH5 pH6 pHS

-------- - - B

EEL 12186 0,64a 080a 143bc 1,36 bcde 4,44b 3,65b 6,51 be 581bc
EEL 1387 091a 093a 1,58abc 1,31bcde 4,53Db 3,54 b 7,02abc  579bc
SEMIA 265 0,84a 092a 1,51abc 1,50abcd 4,74abc  4,19ab  7,09abc 6,62 abc
SEMIA 235 0,80a 069a 1,63ab 1,24 de 4,97 abc 3,50b 7,39abc  543c¢
EEL 7886 0,78a 0,86a 1,53abc 128cde  4,21bc 3,72b 6,52 be 5,86 be
EEL 12086 0,65a 085a 1,38bc 1,56ab¢  4,37bc 4,22ab 640c 6,63 abc
EEL. 7882 1,04a 088a 165ab 1,57 ab 5,15 ab 447ab 785ab 6,92 ab
EEL 1385 094a 0,77a 1,62ab 1,30cde  4,78abc  3,73b 7.34abc 5,80 bc
EEL 1285 1,03a 1,08a 1,52ab¢ 1,70a 4,63 be 448ab 7,04abc 7,27a
EEL 8186 0,74 a 1,00a 1,40bc 1,67a 4,67 be 4,80a 6,75 be 747 a
Test. 046a 071a 1,33c¢ 1,16e 4,09 ¢ 1,88¢ 6,07c . 3754d
Test. + N 09a 0,60 a 1,77a 1,36bcde 5,66 a 4,37 ab 8,33a 6,33 abe
Médias 081A 0844 1,53A 1,42B 4,69 A 3,86 B 6,98 A 6,14B

Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de proba-

bilidade.
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/

A nodulagéo idéntica na testemunha sem
inoculagfio ¢ sem N indicou que o solo ji con-
tinha estirpes nativas; no entanto, estas estir-
pes foram de eficiéncia bem inferior, tomando-
se por base a produgfio de MS e N total (Ta-
belas 5¢ 7).

DISCUSSAOQ

A falta de correlagio entre o niimero de nd-
dulos (totais ou nédulos grandes) com a pro-
ducéo de matéria seca no pH neutro, foi ob-
servada nos dois testes (Fig. 1 e Tabela 5),
bem como em outros testes realizados nestas
condi¢des de pH, o que indica que quando néio
houve nenhum fator limitante para a planta e

bactéria, o que determinou a variagdo na pro- .

du¢io de matfria seca foi unicamente a efi-
ciéncia da estirpe. No entanto, quando o pHe
0 Al se tornaram fatores limitantes, o mimero
de nddulos passou a ser importante (Tabela 5).
Esta correlagfio positiva nestas condigGes estd
aliada as afinmagOes j4 feitas por Vincent

TABELA 7. Peso de n6dulos de trevo-vermelho
infectado com 10 estirpes de rizé-
bio em solo com dois nfveis de pH

{6 e 5). Médias de 5 repeticdes.
Estirpes pH6 pHS
.......... £/Vas0 ~ememeea--
EEL 12186 0,17b 0,25b
EEL 1387 0,28 ab 042a
SEMIA 265 0,25 ab 0,40 ab
SEMIA 235 0,23 ab 04d5a
EEL 7886 0,22 ab 0,40 ab
EEL 12086 0,23 ab 0,37 ab
EEL 7882 0,26 ab 0,37 ab
EEL 1385 0,22 ab 0,52a
EEL 1285 - 0,25ab 046a
EEL 8186 : 0,21 ab 049a
Test, 0,35a 04l a
Test, + N - 0,22 ab 0,00 ¢
Médias 024 B 0,38 A

Médiag seguidas da mesma letra nfio diferem estatis-
ticamente pelo teste de Duncan a6 unfvel de 5% de
probabilidade.
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{1963), Munns (1968) e Munns & Keyser
(1981), de que o pH e Al causam efeito dano-
50 ao crescimento do rizébio e limitam a for-
machao do nddulo. Desta forma, quando o mi-
mero de nddulos passa a ser inferior ao ndme-
ro capaz de fornecer a quantidade de N exigi-
do pelo planta, este passa a ser o fator mais
limitante, por mais eficiente que scja a estirpe
bacteriana.

Com relagio & tolerfincia das estirpes ao pH
e Al, verificou-se que as estirpes que foram
tolerantes. a Al no pH 4,5 toleraram até ao nf-
vel méximo usado (150 pM) neste trabalho
(Tabela 2), cujos nfveis estio superiores aos ja
reportados por alguns pesquisadores (Keyser
& Munns 1979, Munns & Keyser 1981, Wood
et al, 1984).

Por outro lado, também }4 tem sido de-
monstrado, por outros pesquisadores (De
Manzi et al. 1984), que algumas estirpes che-
gam a tolerar niveis de até 19 ppm de Al (pr§-
ximo de 600 pM) em meio solidificado com
dgar.

O uso de meios sintéticos em laboratdrio
apresentarn uma dificuldade de manter um
bom tamponamento do meio, alterando facil-
mente o pH deste meio, devido & decomposi-
¢do seletiva de alguns substratos pelo rizébio
(Munro 1970). No entanto, as experiéncias em
nosso laboratdrioc tém demonstrado que as
maiores dificuldades t8ém sido com o Al, no
sentido de se estabelecer um limite de con-
centragéo deste elemento que fosse ideal, ao
passo que na comparagio entre as diferentes
estirpes bacterianas quanto & tolerfncia ou
suscetibilidade a pH e Al, as mesmas tém
apresentado grande estabilidade, mesmo em
diferentes meios, como, por exemplo, meios
com alto nfvel de P (meio segundo Vincent
1975) ou baixo P com presenca de glutamato
(meio de Keyser & Munns 1979); isto &, as
estirpes bacterianas que foram suscetiveis a Al
mantiveram esta caracterfstica em todos os
testes em pH abaixo de 4,7, nos dois meios, 0
mesmo acontecendo com as tolerantes. As res-
postas diferentes na capacidade de tolerfincia
das estirpes, acima j4 referidas e em fungho
dos resultados também encontrados por John-
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TABELA 8. Nitrogénio total acumulado no tecido da parte aérea de trevo-vermelho inoculado com
10 estirpes de rizébio em solo com dois nfveis de pH (6 e 5). Médias de 5 repetigdes.

12 corte 29 corte 32 corte Soma

Estirpes

. pH6 pHS pH6 pHS5 pHé6 pHS5 pH6 pH5

--------------------------------------- ME/VASO ==memmmm e e e ceaa e

EEL 12186 252a 31,2a 48,0a 43,6bcd 128,60 1114b 201,8cd 1864 cd
EEL 1387 352a 33,8a 504a 43,2bed 126,20 110,25 211,8bcd 1872 ¢d
SEMIA 265 34,0a 356a 48,6a 52,8ab 143,0ab  135,0ab 225,6 abed 223,4 abc
SEMIA 235 30,8a 278a 578a 364d 146,6ab 1144b 2352abc 178,6cd
EEL 7886 29,6 a 31,2a 53,0a 42,0cd 125,06 120,26 . 209,0bcd  193,4 bed
EEL 12086 26,8 a 334a 498a S544a 1246 b 144,6 ab 201,0cd 232,44 ad
EEL 7882 394 a 30,4a 56,2a 51,2abc 162,8a 143,4ab 259,0a 225,0 abc
EEL 1285 344a 404 a 50,0a 584a 143,4ab 1444 ab 227.8abcd 243,2a
EEL 8186 264a 33,6a 50,0a 504abc 142,2ab 160,62 2194 abcd 244,62
Test. - 194a 296a 51,0a 35,2d 1204 b 554c  190,8d 120,2 ¢
Test. + N 36,4 a 2d46a 540a 53,6a 164,6 a 129,8ab 255,0ab  208,0 abcd
Médias 32,1A 319A 52,0A 47,0B 139,6 A 1240B 2268 A 202,6 B

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan ao nfvel de 5% de proba-

bilidade.

son & Wood (1987), indicam que o valor ab-
soluto do Al poder4 ser diferente para cada ti-
po de meio a ser usado, isto &, a concentragéo
do Al limitante para uma estirpe de rizdbio
num meic poderd nio ser limitante em outro, e
desta forma, diferentes concentragdes do Al
talvez devam ser estabelecidas em fungdo de
cada meio.

Com relacio i produgéic de MS apresentada
na Tabela 4, as estirpes EEL 11982, 1285,
12386, 8186, 12086, 7886 ¢ 12186 foram de
13% (EEL 12186) a 28% (EEL 7882) superio-
res 4 media das trés testemunhas SEMIA 222,
235 e 265 no pH 6,5. Estas mesmas estirpes
variaram de -18% (EEL 11982) a +43% (EEL
12186) em relagio A média das duas melhores
testemunhas (SEMIA 235 e 222) no pH
4,7+Al, Estes resultados indicam que o pH &
.0 Al produziram um efeito seletivo sobre estas
estirpes. Resultados semelhantes ocorreram
também no solo (Tabelas 6 e 8) entre as estir-
pes EEL 7882, 1285 e 8186, sendo que a pri-
meira estirpe foi a melhor no pH 6, e as duas
tltimas foram as melhores no pH 5. No caso
da estirpe SEMIA 235, que apresentou a me-

nor produgdo de MS e N total no pH 5,0, em-
bora a nodulagio tenha sido igual & da teste-
munha sem inoculagio, € possivel que neste
tratamento esta estirpe tepha sofrido uma
competi¢io com as estirpes nativas que foram
ineficientes, uma vez que esta estirpe mostrou-
se suscetivel a baixo pH (Tabela 2). Por
exemplo, Jones & Morley (1981), ao estuda-
rem o efeito do pH na preferéncia de duas es-
tirpes de rizébio para trevo-branco, encontra-
ram que a estirpe CP3B produziu 86% do ni-
mero de nddulos no pH 5, e a R4 apenas 16%,
porém no pH 7 a R4 aumentou para 66% na
formagiao dos nédulos. Quanto a este efeito do
pH sobre a competicdo e sobrevivéncia das
estirpes, serd objeto de préximos estudos.

CONCLUSOES

1. As estirpes EEL 287, 887, 10286 e
12186 foram tolerantes a Al no pH 4,5 em
solugio nutritiva,

2. As estirpes EEL 1285 e 8186 foram as
mais eficientes em solo com pH 5.
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3. A correlagio entre o mimero de nédulos
e proedugfio de matéria seca somente foi signi-
ficativa no pH 4cido, com ou sem Al em solu-
¢d0 nutritiva, '
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