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1. IiTuoDUGEO

A importéncia da alfafa do :ordeste  (Stylosanthes

. _ . ' _ -
guyanenglg) como forrageira, ja real¢adsc em muitos trabalhos

de pesquisa, foi cenfirmada por observagoes feitas en nossa
regifo, localizada no liunicipie de Itaguaf. ilos solos sob ve-
getagdo de cerrado do Brasil-Central, a alfafe do Nordeste pa
rece ser a leguminosa mais promissora devide & sua grande to-
lerdneic o solos de baixu fertilidade (Buller et 21.1970),

Em nossa regifio, sob condigdes de campo, a8 espde
cies de leguwainosas que apresentaram problemas de estabeleci-
mente foram principalmente Styloganthes guyanensis, Pueraria

Javauica e Jlycine wightii, enquanto as demals especies estu~

dedas, gengroscria pubescens e liscroptiliwe atropurpureum ndo

apresentarim problewas na fase indicial de crescimento {Soute

& Tuvcas 1972), Eatre os virios fatores que determinaram o

¢ ;egeimento lento i fase inicial de wna cultivar de §.guya——
00828 Leilelel022, Lol salientudo o problema da "espeoificidg
de” d-sta hospeleira en relagio A estirpe de Rhizobiwm (Souto

euv 41s1972)4 Eu trubolho recente, fol observado aindéique wna

i—



cstirpe de Rhizobiun inefetiva, sob condigdes controladas em
ziglo agurizado, foil mals competitiva do que as efetivas,na ng

dulaqﬁo de Stylosanthes guyanensis (Franco 1974).

. * : L . . .
Devido a imporvancia deste fubo para o estabeleci—-

mentbe G leguminosa, objetivou—se cow & presente tese estudar

. competicfo das estirpes de Rhizobiwnm iuioculadas, waa inefe-

ag cultivoares de S.guyaiensise Duntretanto, para atingir este

objetivo Lol necessario desenvolver pesquisags para ajustar a
. ~ . N . .

metodologia de reduguo de Cyli, as finalidades do trabalhoyben
. s ; . .

couo verificar o comnoritomento das nutautes resistentes a es-

Fl

s . C o n ¢
treptomicing, usadas na ddentificacao dos nodulos,



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1, Metodologia pura avaliagdo du atividade da Iy-ase, pela

redugdo de CoHye

2.1.1. Deficiencia de wmidade

Sae muitos os fatores que afetam & atividade da N,=
ase dos diferentes sistemas., A influencia da umidade de solo
na periferia des néiulos foi amplamente discutida por Sprent
(1971, 1972, 1972a), Em nddulos de soje anual, = queda da umi
dade pare 80% do teer de Agua necessirio & plena turgidez cau
gou declinio preporecional na atividade da'N2-ase. Abaixo des—
te teor de umidade a estrutura do nbédule sofreu danos irrever
siveis, com a perda da atividade da citocroma-oxidage e da a-
tividade do ﬁz—ﬁse.

Jo cuupo, u néxina fixagdo de dp, por Vicie faba

{Sprent +972) e Lupinus arboreus(Sprent & Silvester 1973)'foi

obtida com a umidede do solo na capacidade de campo. Acima e
- xo depgte Hivel, a utividade da Ne—ase foi reduzida. Ooor-
rou progrecsive perda da atividade da Hz-ase ne solo seco.Com

o ’ '
n trevo br.uice, a recuperagao dos nodulos apos ressecamento
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parcilcl dependeu do intensidade e do tempo do ressecomento, e
foi sugerido uinda por Sprent & Silvester {(1973), que o teci-
do meristemdtico dos nbddulos de trevo tolerou melhor taig reg
secamentos do que do nédulo do tipo esfirico,

Sorent (1903) :ichou que 1ddulos destecudos de Ghy-
cine max foram capazges de suprir redudores e esqgueletos de car
teno necessirios o manubencso de atividade da Hz—ase por & ho

’ F4 . » . o
e Entretauto om nodulos destucados og efeitos diretos (o

I3

regsec.ue to nu otividade dos ndGulos poderiam ter sido AT e
vodou pele interrupg@o qo foruaecimento de produtos fotossinté
Ticos.

Kuo ¢ Boersm: (1971) coustuvor.m interacfo altamen—
te gig.ificative eutre o ﬁgua ¢ a tauperaturs do solo, sendo

Gue cbos wfeteran o fixagdo de Hz-em Glycine meix. Hag bteupo-

raturas baixzs (10 o 1500), o} ressecaménﬁo devido 2 deficidn-
cin deo wddade teve efelto wmeis pronunciado do que‘a 24 ou
52%. Segucdo og nmesnons autores, tal efeito poderia ser rela-
cionado com « balxe chaorglo de igua pelas rafzes das piantas
aas heoner o Rras mais baixos,

fecenbes dodos Qe Sprent (1973) mostraram que, ewm

Phaseolus vulg.ris com 44 dias de idade, & redugio de T75% o

ltmero de LaduLus, le 30% no peso seco de nddulos e de 90% 1w
Tividzde o Mz—de, forum relacionados coi o ponto de wmurcihc
mel s. It dudicouv que & deficieucia de unidade, atraves de
“wod o oaodiagfo e mals diretomente na atividade da Ns-ase,

. .l . e -~ ) ) ¢
coormense oimile o fixaglo de .. Sloger gt al. (1973) tanmben

.
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obuervoram, e campo onde plunios sofreras deflclencia de u~
nidude, que &« atividade da H,-use diminuiu quando a turgidoz

relitiva das folhes decresceu abaixo de 304,

2¢l.2s Excesso de umidade

Efeitos devidos wo excesso de umidade, ou Lnmdagdo,
~ A~ . ™ ., .
sio geralmente counscouencii da deficieicla de oxigeinio.

3 l'v g ™ -
0 desenvolviitento de ncdulos enm Glyecine max {Dond

1950), Trifoliim subierrancwi (Loveday 1965),-Phaseolus VULL—

guris (Sprent 1973), Centrogei: pubescens, E.atropurpursus a

S.guyerensis (De Polli g wl.1973) foi marcadamente reduzido

N ~ - . bag . 0 - -
sob condigoes de baixe prescio perciael de oxlgenio no solo,
Obnervanco plooibas inmwdndas, Loveday {1963) achou nodulagdo

doficiente e Trifolium subterrarigun, crescendo em solos coin

tom de difusTo de oxigenio de 8 x iO_Bg/cme/hin. En soloxg
con baxes de 20 ¥ 10 9g/en®/mina, ¢ nodulaglo foi sutiafatd-
riice.

4 dnwndocto ou lavagem da roiz nodulada pade dixi--
nuiv fortemente o wiifidade de il,~use GOS nédulos(Hardy et al.
197, Spreat 1769, Schwinghomer gf ©1.1970, luzue & Burris
1972) e ;o eavo do inwadagfo, guando prolongada, provogou o
aned.y doo 2bdnlos. & priuneipal frce pura troca de guses &

grnerfeic de  da lo (Sprent 1972), 08 ndautos de Glyeine max

-~ . L - - ‘ . -
ooten 1. ltou 2spogos interceluluras  (Bergersen & Coodehild
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1973) que se interconectuwn desde o ilnterior LEe o superf{cie
dos nddulos e que purecan adequados para promover a difusio
do oxigénio ¢ nmanter a nressio parcial do zon: com vacterdi~
des, sinilor hquela do atmosfery do solo, Obstrugde destes es
pagos na cértéx doc nddulos interfere na difusfo do oxigenio
dentro do nddulo. Bergerserl cb a1.(1973) salientaram que o pa
nel do oxigeunio na fixugfo de Ngékniku@dugao de ATP nos bag
teréides, enquito gue o papel do leghemoglobllic no nédulq
confirmudo de nuneirs conclusiva, cm trabaliles recantes, por

~ 4 P . M
Sergersen ¢ Turier (1975), e savisl.zer o exigencia de oxige

o~

nio do silstens de fixaglo d

-

I,y 80b sedlxn coucentragio de U,

[a)

0 decrésecimo do poteneial de sucgdo de égua do so-
lo de 2 para 0,35atm resultou en declinio de 55 do atividae
de de N2-ase dos nddulos do sistewa intucto de soja{l'ishbeck
et 71e1975)e Xuo e Boersma (1971) nostrarwi que o redugfo do
vot: neicl de sucglo de égua tove marcado efeito no fixaglo de
Hpy it VOE que 2 difusfo de 0255 aproximada@ente 10,000 veo~
Zeg ..als ripidw através do ar do que i ﬁgu@.

Condigdes cerdbias pura redugio do acetileno sdo ¢
xigidas poelos sSdulos de leguninosas, e o rnivel &timo situo~
se e.tre 1.0, do (,2-0,5 atmosferas (Hurdy et ale.1973). Reced

tos svuios (Gloson 1975) indicoran que o aumento na fixagdo

de .. poelo Irifoliwl subterraneum e por Glyecine wax sc ind—
. . A ~ ) N - A
ci efotivamenbte & presso purcial de oxigenio entre 0,05 ¢

g



: . '
0,00atn, enguanto gue pars Trifolium repelis e « cerca de

0,10at0.

. - . . .
dowvaliogaoe de atividade ae KBy-ase dos nodulos de

. . . ' . ~ ~ s
wae pleste legwal ose e objetivo e obter informagoes t2o pro

xiads guaito vossivel ac sistemn intacto.

03 unddulos destoacados de soju anual tem menor oti-
vidade do liy=use do que os nfo desbiondos (flardy ¢t al.1968,
Ognoghorie & Pute 1971, FPishbeck eb ul l1973), e ndédulos enm
planta inteir. da nesna espécie teém rwior utividade da b -
coe do que e rufces destacadas (Hardy et 21.1973, Hardy &
lavellt 1973), Entretanto, Durt et 8l.,(1972) observoram gue
wguclmente o remoco da parte aérea da rlanta nio afeta de
aonolrs umensurdvel o avalicgfo da atividade da Ny-ase, se eg
to leterainagio for feita en ripido intervalo de tempe, As-
sin, seguado licrdy el als(1973), o sistema radiculoar com oS
5O L0S soderia ser usaco pars avuliquO d2 atividade da ni-
Troreratv.

A ctivid.de do Hy-use 108 addulos de plantas de 80
ja oawl, en .50 i.toctos e om perfode de incubsgio de 1/2
hor, foi est.tisvicomente igual % de rulzes noduladus (Pish

L4

. B . - ’ ) _ . . .
boae.o et . 141970 orerl, uenor que & de plantos inteiras re-
ST ’ ’

an

oLl o BOLGa



2.2, Idcutificecgo das estirpes

Boutirves lsoladas de ndéaulosn pode:: zer identificoe
dog através de testes sorolagicos e de imunofluorescencia
(Viacent « Waters 1953, 1954, Joikins ei 21.1954, Dudman &
Breclwell 1963, Triunick 19064, Jones & lussel 1972), ou por
marcadoreg convenleutes tels como o capacldade de induzir clo
rogse na hospedeirs (lieans et E&.1961, Johnson & HMeans 1964),
. resisténcic o antibidticos (Chator 1971), & produgio de né
dulog pretos (Cloo.an 1965, Cloonan & Viuncout 1967, D#bereiw
ner 1364, 1970), « norfologiu dus colonias (Brockwell et al.
1971), & especificid-de & fagos (Steniewski 1970), ou a ine-
fetividade no fixagfo de Ny

A resistércia o crbibidticos & ideal para uso  en
expoeriiientons e condigaes controladas(ﬁarques Pinto et Al
1974) o pode também ser gipregads: N0 CHMpO, CONMO demonétrédo
vor Jbatoi (1971)e A resistencis L streptonicing mostra-se
fbin iwe o genético, pois este‘antibiético atua a0 sintee
se ¢ sretoli inibindo corpletcuente ou nio afetando o cres
cinc.to do orgeaduno, A wutacio para esti resigtencic tem o
sraide esbabilidace; aprescenta relotive vorichilidade para
resiuvboncia crused . e, 0 uioria das vezes, nio fol encone—
trod s quelquer epreciaghio du siubiose(Brockwell et all.1971).

Tincewt &+ Waters (1953), lleuns gt al.(1961) e Ro-

. - I . . ' . s
bircon (L959) usaran nodulo "uicis proeminente” na identificu
) L s I - - .
¢es Ao eullirpe 0 noduldo, poren, Dudnan & Brockwell (1964)



e . 4
nostroram que o representiacao dias csotirpes entre os nodulosg
ne . - £ -
deowae blent. wto fol bomesua quando gomentce o nodulo proend
L \ . . . . .
neate en varics plarndas fol considerado. Por outro ludo, fol

ebscrvado em Yeifoliuvm glomeratum, .repons, Le.subterraneun,

seddcago xinina (Hughes & Vincent 1942, Vincent 1954, Dudmun

& Brockwell 1963) ¢ en Zlycine max (Bushnell & Sarles 1939,

Skrdlet.. 1969}, aque cade nbddulo & geralreate formado por uma
{nica estirpe de Rhizobium :iesmo que nédulos adjacentes na

aosme pliite Lossam ser foruados por difereiites cstirpes quan
do expostos ¢ wax migtura de estirpes. Contudo, com iledicago

sutiva (Kresilodkov & Ielkwzova 1963) e (lyeine nmux(Skrdleta

1569, 1970), ceree de 109 dos nddulos contiﬂham Rhizobiwa do
aode do wn sorotipc. .sior incidéuneis de nddulos produzidos
por mdo de wy. estirpe ocorreu principalmente e condigOes
consrolodas, quendo was alta concentragio de tubas as estir-

N X . N
pes estoove presente na superficic da rais ((lurques Pinto et

g : 'R . _|_".. . a o . . . . . ? ; . .
Jede llvsrsuencly dws esgvirpes de Rhizobiun spe 4 estrepiomises.
R ... r
ol
. ; -- 1 . ] . o~ b .
O conport-liento do Rhigobiwm em relegido u  planta
- . . . . s ~ ‘..
hog wuwelr . pode ser alterudo por medificacio geneticuw de u
0.4 0 DUTro. wlerosas observagdes tem sido registradas  en

e “~ . -~ n -~ N .
rel 2o o varligac natursl, con baixe frequencia, e habili-

dovoode codulor (infectividode) ou s habilidade de fixuglo
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dc nitrogsoaio i (efetividade) de estirpes de Rhizobiwz, gob

condigOey adversus ou de @ibientes seletivos,'cémo en cudtu-
ras consorvedas por longo tempo, coiservecfo e baixe teuwpe—
riatura, desmececio 0 golo, ¢ por vérius bagsagens por um hog
vodeiro (Allen 2 Allenn 1940). Entretonto, significativo aué
wento dc frequonci: do varicedo gohética pode ser conseguido,
rtificicluerte, por tronsferencin de material genétioo atra

vés da transformacSo (Irasilaikov 1945, 1953, Bulassc 1960,

-

963, Ljw.ggren 1961, 1969 areckhova 1970), da GOﬂjugagﬁo

(iligeshi 1967) e do trensdugio (Kleczkowsk: 1957}, ou por mu.
~ . L . - .

sanio atraves do uso de rolos & ou luz dtraviolets  (Jordun

1952, Scluring hwuer 1962), Alguwics mutwintes resistentes a an-—

tibiéticos, de Relezuminesgarun ¢ Retrifoliwi mostraran perda
G efetividade na hospéaéirﬁwhoméiogd,‘seﬁdd que a fraqﬂén-—
cli e o grouw de iunefetividade varicram com o antibidtico usd
do (Schrlighimer 1967), tiodi (1973) achou que Rejaponicum e
Retwdloll na Toram transforiamdos em forus resistontes 3 eowe
Lo vbualeline cow frequéncin multo balxte Schinghoamer (1954,
1CE7 ) whooervow nerds de efebividado cm estirpes de Releguni—

108 run, [etrifolitir e R,uelilotug, resictentes « canamicino

o polindxdrye, s soodiad alﬁérigﬁo da efetividade ncs estir
ner esistentes o wstrepsomicina, sspiramicina, clorofenicol
.
au Sotooiclin.
£ mito diffeil associar mudangas nas caructerist;

. " I - . . '
oo e Loeterd. com perdi. da efetividade da sinbiosc, Entre—

t-a, .o alberacoes na parade celular for..a Foeridas  conto
’
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£ . 4 . - s oo
nossiveis causas do decrescimo Ao efetividade de wutuntes re

“

N Yo .
pigteonves a antibioticos, notadamente & D=ciclosering,a qual

[4

= FRNEN

/ ' [ 4 L
¢ conheclde cowo indibhidora da gintese da parede celular (SQQ

vinghamer 1967).

Weicblwa & Davies (1968) observarai que a estrepﬁg—_
wicina nlo pode ser removida com was eventual lavegenm das qé
lLulus, indicando isso ume vintagen nara este antibiﬁtico,pois
nd absorciio pelo organismo e nJo simples adercncis externd,
por outro lado, Schwinghomer (1G67) e Weisblun e Davies(1968)
demonstroeram que & estreptomicing pertence ao grupo de anti-
nidticos cujo neceiismo de =glo & prircipaluente inibidor da
sintege proteicu,. B

Schwingiwaer (1962), trabslhondo com duas estirpes
resisterntes nora cade leguminosa, uostrou que a nutaglo para
rasistencic - cstroptomiciua fol acompanhada de perdo de efg

-,

tividade ew Pisum suativus, Vicio spe. ¢ Latiyrus odoratus en—

que Lo ana ndo houve alteragao ne efetiVidee 1.3 eéfifﬁes
er. fyiiclium pratense. Levin & lontgomery (1973) mogtraran
gue . soja wnual nfo houve perdwe de efetividade com a muba—
250 pur: resistencin 4 estreptomicine,

Frioico (1974) observou apemes perde poarcial da ofi

.~ + 1 . i - = - "
cicrclia, ou neninuwe. perda em Stylosinthes guyaitensis cve IxI,
- AT A ! u - EE] s .- - i .‘I o . . ,": .. '. " .

10024 Acnow wi. mubtante registente & estreploanicing menos =
I

ficiento ¢ euwtid %0 eficiente gquanto a sua originel, Alves

{1.715), wiilisiado o estivpe C3=-1809 de Rhizobium japeniciu

a0 inoo 1o¢gfo de soja anuzl, en experiliicito de cosu de vede—
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LY

tuglo, verificou que ag uutuntbes resistentes 2 estreptomicina

verderun v cupacidade de nodular, enguanto o estirpe original
continruou altunente eficiente. Eutretanto, nos cugos em  que
aflo Toi wvaliada o nodwlagfo & dificil comprovar que o nate
rizl obbtiuo € Rhizobius,

Cu cleitos du mutagfo para resistencic & estreptonmi
cii s virias propricdades de diversas espécies.de Rhigo=~
bium +6. sido descritos contraditoriamente., Trocas na morfolg
i dog colahi;s, de liscs para enrugadas, {Zelazna—Kowalska
1971), & wverd: da habilidude para « infecgﬁo nas rafzes de le
suminosas (Alves 1975), e & perda da efetividade na simbiose
ven sido observadas. Intretunto, Gollobin & Levii {1973) reo~
liguray estudo coir 92 nutuntes e mostraras resultados distin-
tog dog acimu citados.

Aldel~Wahab et ul.(1973) observarwa que mutantes de
Selyifolii resistentes o 50 pg/ml de estreptomiciaa foram mais
aficiestos ne fixegfio de nitrogonio do que as estirpes origi—
coin. Con exceclo deste trubalho, entretbanto, nerdiwm acrésci-
10 ae 2ietividoede de fixugio de Hzﬁfoi obtido pelo uso de mu—
fautes vuoistentes . enbibilticos. 0 méximo até entfo congo—
suiito fol a iruuddradle na efetividede entre us esiirpes resis-
Yot boas o osws orisinais, Por outro lado, o4 aulor pdric das peg
idads rolaclonedo s b gciétic& do Rhizobiwa foran feitas con

esbirpes de leguminosus de clina temperados



2e4s Competigdo cnire estirpes de Rhizobium SPe

A compctigfio entre estirpes de Rhizobium na nodula-
;50 da leguminosa & fenomeno complexos O sucecsso de uma estir
pc & determinado pela compatibilidade gcnética com o hospedei
ro ¢ com us eondigles ecoldgicas locais.

0 ndmero dv nddulcs formado por uma estirpe, muitas
veges, nlo pode ser relacionado diretamente com o densidade
desta no inoculunte (Johnson & Mcans 1964, Holland 1970), Ese
te foto & explicado pela mittiplicagfo dc Rhigobium em torno
da rolz (Tuzinura & Watanabe 1962) e pela diferenca ne capaci
dude de nodulnr que ocorre cntre us cstirpes(Moans et 2l.1961,
fam 1967, Culdwell 1969, Skrdleta & Kurimove 1969, Junsen van
Rencburg & Strijdon 1969, Skrdleta 1970, llarques Pinto ct al,
1974, Yranco 1974}« Interferem ainda fatores do meio ambicnte
que tenham aglo seletive o favor de was cstirpe, tois como fa
aos (Kleexzkowsk: 1950), desscecagfio do solo(Allené& Allen 1940)
3oantagonisnoe de outros moeroorgunismos (Hely et ull1957, Hol
Lond Porker 196€, Chitcl £t alel968), Também foi constatido
201 Vincont & Waters (195%) que o prOporgﬁo de nédulos produs=-

zidns por ostirpes do Rhizobium trifolii nRo catove nocessoe-

' . . ~ f .
riamcate relacl. aad: o sua representoglio noa superfiecic dn ro-
3 . ~

1z, algumes cstirpes incfetivas de Retrifelii slo altomente

~ ’ . .
celpovitives pors o formagho de nodulos em Trifoliuws praten-

se (icel » Thernten 1941), wos Robinson (1969, 1969a) obscre

veu gque o estirpe cfetive fol scmpre mais gompetitive na for-
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negfo ds nddulos do que o estirpe inefebtiva, Em trabalbos nuis
recentes, ilarques Pinto et 21.(1974), observaran diferenca na
competitividade para formagfo de nddulos entre estirpes efeti
vi.s, mostrando assin gque aguela diferenga ndo pode ser relaci
onede, em todos os casos, com efetividade do simbiose, Means
el 21,(1961), trabalhando com una estirpe de soja indutora de
clorose, observaran que 85% dos nédulos provinhaia dela, cnbo-—
ro. reprecsontasse apenas 1,19 da nisturc inicial 1o inoculante.
Por outro lado, em varios solog a populagio native de Rhizow
bium dominou & formagio de nddulos cu s0ja e apenas 5% dos né
dulos formcdos forum devidos - estirpe do inoculante (Damirgi
et 2l.1967, Hai ¢t 21.1971). '

Entretunto, coun leguminesaes tropicais, mnmuite pouco
ten sido estudado o religllc h conpeti¢iio do Rhizobium, Cloonan

c_finﬁbnt (1967} acharon gue Lablab purpureus e Vigna sinen-

. ’ .
sis estabeleceramn=~se melhor em solo basaltico vermelho com o
auwuento ¢ densidade de Rhizobiwa no inoculante. Pranco et al,

(1970) . wrande revestimento das seientes de Centrosema pubes—

’ . ’ s .
ceng conl carbonato de calcic, em solo acido com toxidez de

-

aangancs, cbscrvaran diferengas entre estirpes inoculadas na
competicfo con as nenos efetivas do solo, Lopes et ¢l.(1970)
a2charuii gue as estirpes de Rhigobiuwm nutivus do solo, en al-

guns solos em S3o Paulo,ndo foram efetivas en Glyecine wightii,

’ , . . '
pore.i, nenhunn diferenga fol encontrada com o Siratro., White

nan (1972), estudando o estabelecimento de Siratro no campo,



15

] ‘ - ~
achou gque o malor nlvel de iunoculagag, 100 vezes maior do que
a normal (1,54 de inoculante/150; de sementes) ndo afetou o
Ld £ .
numero de nodulos por planto quando conparado ¢om o controle

afo inoculados Date (1972, 1973) achou que a proporgio de ad=

b

dulos devidos 4 estirpe inoculada variou com o localy, anoc e

L3

s s . - - . .
hospedeira, porem fol geralmente wuls alto com Desmodium in-

tortum 4o que com Macroptiliun atropurpureum e Glycine wighe-

S - . . ' - ’ .
tii. f0 Desmodium intortwi, a proporgao de nodulos produzidos

- . . £ -
pelo Rhizobium inoculadoy o perlodc de tres anes decresceu Mo
. ' . . ,
gregsivanente em um local, ficou estaclionario en outro e auvw

nenteu num terceliro.

2.5« Probleuus relucionados com a simblose do S.guyanensgis
Alndl, Swurtz
- . . . e ,
o111 (1958) e dorris (1965) clussificaram o espew

civ ey anensis no grupo de leguminosas de inocuwlagao cruza-

o S

s A
do nroulscua,. Em ensclos ewm vasos na liigeria, Afegbola e
=3 i (1965) achoran que o crescimento e & nodulacao de

.

slertas de Seguzancugsis inoculadas con as estilrpes CEB=44 e

3 G—4 3 10 foreua apreciavelnmente melhores do que nas plantas
180 ioculades ou naquelas inoculadas com estirpes de Rhizo—
biw do pr‘priq local,

orris (1967) recomendou um inoculante especifico

poer & varledaede de Sepguyonensis que chamou de “"Oxley-fine-—

Stem=;trlo?, Thomas (1973) encontrou bou estabelecimento do



vir, "Oxley-flae=Stem" quando foi dunoculada com a estirpe
C=~1522. tWemnetje {(1969) em estudo dz relaglo de estirpes
de Rhizobium para diferentes espécies e variedades do,género

S5t losanthes, recomeridou & estirpe CB-52 pars o variedade Sein

fliid e CB—EBO par:: a vi.riedide "Oxley-finewSten, D#bersiner

(1970) clussificou Centrosema pubegcens e algumas culbivares

de S.guyaneisis colo de "éspecificidéde intermediéria",
bate & Norris (1972, 1973) testaram 306 introdugdes

de Stylos.uithes sppe con w estirpe CB=756 o achuranm que 96 13

nnngensg produziram menos do que a metade do controle fertili-
zi.do coum nitrato, Destas 96 linhugens, 63 foram testadas com

22 e¢stirpes de Rhizolium de diferenies erigens, sendo que 17

N ) +$ 0, ~
Linhegong pertencentes & 4 especiles de Shylosanthes nao forua

ri.. .ssoclagfo ofetiva com nenhwna das estidpes estudadas, En

tre glns, 9 lirhagens foram de Stylosanthes gsuyanensgis,

avory & Thomas (1971), em,Malawi,'ﬁfrica, acharan

[42]

aue as planv..s da vars Sehofield de S.guyanensis nodularan e
esivelocerdimse col SUCESSO B0 apés & iﬁoculaqﬁo com estir—
pes coserecleis introduzidas. Souto et al.(1972) encontraran

oroazicisda especificidide para a cultivar IRIL1022 de SRYALN b
snensic. Este cultiver no nodulou com varias estirpes do_gfﬁ
go-”cowpea“, tidas como as melhiores para as leguminosas @rog;
cais da regifo. & nodulagio com & populagie de Rhizobium do
sole rol ol cefetiva do que com algumas estirpes homélogas

. ’ Y I ) ) -
testatas. Tombem na JJigeria(idegbola 1964), en Uganda(ilorrell
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e . . ¢ .
Court 1965) ¢ ua .laldsiu (Chandzpillei 1972), nodulos efeti
vos foral achados ew plantes 1fo incculadins de Siylosanthes

. . . . ‘
guvinensils, lodicandd que oo regioes tropicids ocorrens riGhuwms:

ralmente entirpes de Rhizobiwa capuzes de nodular effiplente—

. - A [ . L o~
mente Sl.guyonensis. Devido <& imwortancil pratice do S eZUyIIEn—

*

sis pafa as condigles tropiciais e as dificuldades de noduldQ
gﬁo ¢ estubelecimes:to de clpwaas c&ltivares aue apresentun pg
tencial como forrugeiras, Prance (1974) estudou en condigaeé
controladas, eu meio agzrizado, & capacidade de colonizacio
des raizes e de produgfo de ndduwlos na cultivar IRILL02: de

o . L .
Styloganthes guyanensis, usundo varios pares de estirpes com

difarantas efeatividales; os resultados wmostraran naier eompe-
titividade no nodulag@o, de :1d estirpe inefetive, e  eviden-
cirrin: wessing, o risco do uco de nistira de cstirpes na prepa—
roglie de inoceuwlantes, o que poderia resuldor ea falha de  una

apodilago elotiva nesno que estivesse presente nesta mistura

gl
" £ - . . \ . b .
i eseirpe viocelflea o eetiva. Ernuretwito, devido a implie

. ‘o - . | . . -
cigac nrotice que iste poderia acurretar o estabelecimentoda -
g ‘1(‘!‘ g . .".- fogl
cultivires de Se.guyoneasis, faz-ge necessaria a comprovagao de
que nag condigles meis complexas do s0lo estes resultados sSee

rian confirmados,



18

%o VATERIAIS E 1ifronos

Jels Metodologia para daveliagdo da olbividade da iiy~ase pela
reduglo do Ootise

- ~ -~ . . 4 o

241els Influencia da lava;en de rafzes cou nddulos ua ativida

de da 152-356 .

EBete ensuio fol feito con plantas colhidas no camn=

pe, ysuido-se Stylosunthes guyanensis cve Schofield e Letorro-

. - o ; ! £ .,
ais bednesiioeve CPL 16835, As plantas de embas as especies a

prese toviiese com het desenvolvimente e bou nodulagie. A cul
tivir Sciiofield, couercicl i Austrélia, e cuju origem fol w
Ludric: do Sud, foi introduzida na Austrili. em 1930 e rece-
be 0 nimero de introduglo CPI 5630 (Stonurd 1968). Esta cul-
tivar foi iutreduzids d= iustrélic para o IPEACS (atualmente
EHBRAPA=RS o ) em 1970 (Souto e iionteiro 1972). £ tida ceme #oro
aiscul" enl relagio & nodulagfo con estirpe de Rhizobium (trilan
netje 1969), Sua deécriqﬂo votlric: sucinta & encontrada  no
{roialho de t'Hannetie (1969).

Lotoanonis bainesll cve GPI 168335 foi introduzidc do.
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sul du ffrica para o Austrdlia ew 1952 (Bryen 1961), e deste
pgis para o atualmente extintoe IPEACS em 1962 {Souto & ilonted
ro 1972), Horris (1958) considerou a espécie lighainesil couo
"o ltanente capecifica cu relogdo @ sua simbiose com a estire—
pe de Ridzobiws. Deseriglo botinic.. detulhude desta cultivar
& encontradu no trobalho de Bryan (1Yy6l).

A finalidude do enseio foi verificar o efeito da la
vagen na atividade da hg—ase dos nddulos e raizes destacadas
das duas culbivares mencionadas, Pura isso, fez—se o detormie-
fagdo das.atividadas du y=ese enl duss fases de incubagOes con
psecutivag,

le tose de ducubaghos

: i ’

4 = Rulges c¢on nodulos lavados;
. . 4 I e

B = Rolzes con ncdulos noo luvados;

H

a8 L oue de licubagaod

a = rudzes com ubaulos do tratamento A foram relava
dugg

b - rafzes com nbdulos do tratamento B foram Lluvae
duass

¢ - rafses con 1ddules do tratacento I nfo foram la
vadas.

Foran usudus 8 repetigdes pard cudu trutamento.

Poram colctadas no campo plantas bem noduladas ¢ sg

lecionades ralzes com nodulagio abundante, as quais foram co-

. . , ’ . . ..
locodas em vidros de 120ml, sendo 4 ralzes inteiras por vidro
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(ume. repetigdo); cada vidro foi fochado com tampa de borraem
cha, substituindo imediatamente 12% do ar cvelo acetilenc. A~
pés 1 hora de incubagfo L temporatura ambiente foi determinae
da « quantidade de 02H4 éroduzido. 0 etileno produzido foi a-
valiado iujetando=se 0,5ml da nigtura do gés produzido na ine
cubagfo nuu eromatdgrafo de gis Perkin Elier (P~11), com colu
ne Poropule . de 21 x Bma (de dilmetro), & temperatura de 100%
tendo o nitrogénio coto gés de arruste, éum fluxo de 25ml/min
e io.izugfo de chaa de hidrogeénios

Apds retirada d. amostra pura leitura da 18 fase,os
vidros forum obertos, e us ruizes com nbddulos relavadas ou
nfo, conforne o trotiuento, e novemente colocadas para ingubar
couo woterlornente,

Was duas fases de incubagfo houve testemunhas con
subnvituiefo de 124 do wr por CoH, de um vidro vazio, para cor

rigiir o Impurezo de C,}H4 presente no acetileno usado, -
[
T L. ) N L4 .
Sela2a Efedtu da luvagen de ralzes com nodulos e da planta in
teire o1 ativid de da Ho=idsee

Este ensuio fol feito com pluntas colhidas no cam—

po, usando Stylosanthes guyanensis cve IRT,1022, Esta cultivar

& nutiva no Brasil, e suu primeira coleta fol feita em 1962
pelo Instituto de Pesquisas I.R.l., nas proximidades de ilatlo,
Tutado de S&u Paulo {Hymowitz 1971). Esta cultivar foi intro-

duzide o entlo IPEACS e 1964 (Souto & Monteiro 1972). £ con
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glderada como "especifica" em relaqﬁo )1 estirpe de Rhigobium
(Souto et al.1972). Sua descrigfo botanice sumarizada & encon
trada em Ilymowitz (19T1).

A finalidade deste cnsaio fol pesquisar o efeito da
luvagen no atividade de E2-use dos nodulos de rafzes destaca-
ds da planta ¢ do aodulos cm plantas inteiras retiradas do so
lo, ¢ purs 1§80 soquemctizaran-se duws determinagfes conse——
cutivas do atividade dao Nz—ase conforme o esquenma abaixo:

12 . gs¢ de incubagiod

f ’,
- Ralzes com 1nodulos lavadues

e

- Plusiturn inteirus lavadas;
[y & -~
-~ Ralzai com nodulos nao Livadas;

-~ Plantus inteirus nfo lavadag;

o o

22 r.pe de 1ncUbaclol

[4 ,
o= ralzes do tratuamento A foram relavidas
h o= plantus inteiras do tratamento B foruum relavae
das;

4 \
ralzes do tratamente C foran lavadasy

e
I

d - ralzes do trutamento ¢ nio foram lavadas;

¢ =~ plai:sus inbeirus do tratamento D foram lavadas;

f - plantas isteiras do tratamente D nfo foram lava
(as,

Forsi usadas 6 repetiqﬁes para cada tratamento.

0 tratamento "relavada" na 28 fase de incubuglo foi

iwito colocando papel de filtro umedecido dentro do vidro du-



rente & incubacdo cou Coliyy com o intuito de promover um ambi
¢.te suficientomente tmido ¢ assim evitur o dessccaglo dos né
duloz duxciite o incubaglio,

a coleta o a duterminagac de Ny—ase foram feitas cg

¢ ..
o 1o 1t Jelele

. . . - . . &£

Jele3e pDiTerencus cntre pleitas inteiras e ralzes senm parte
rd N . .- s .

narod, no atividade do kpmase dos nodulos de duas cul=

tivores de Se.guydliensis

Este eunsaio fol feito com plantas colhidus no campo
< owrleelosades gepwedo o wniforuidade da noduluqﬁo, em  duug

cuitivares do Styvlosanthes ~uyanensis, IRL.4022 o Sehafiald.

oo Fldddade deste ensajo foi verificar as diferengas das ati

I T T
Vil 2138 4 i

Hons Labodras das duds cultivores menclonadls.

.. -, f
~as¢e dus nodulos de ralzes destacaduas e de plan~

Bate erwadlo cowpreendeouw gsomente uma foase de lncubuie
¢cie. Poran oadas 8 repeiigées para cade trotailento, obedecen
do wo wegul Lo esguenk::

A = Rals com abdulos - ov, IRT,1022;

% - Rafs con nddules ~ cv. Schofield;

¢ - Plarta isteira - ev. IRIL1022;

L= Plocte inteire = cve Schofield;

A colete s evaliacglo da atividade de L y=age fogxam

. [1 ‘-
Toibas como o 1ten Sel.l.
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3¢eledes Efeito da lavagen da plante inteira e dua raiz com HSQE

loz na stividade da li,~ase, compurado cou o sistena in

2

LAcTo,.

Egte ensiio fol feito em potes, em cuasa de vegeta—
¢ho, usando o ¢nltiver IR1,1022, A finaelidade do ensalo fol
posoulsiy o efeito du lavagem na atividade da hz—ase de nddu=
Log de ralzes dest.cadus e dos nddulos de plantas inteirus re
tiradas do 30lo, codparadns com o atividade da Ny=ase dos nd=-
dulos do sistena intacto (planta + cclo).

Este ensaio compreendeu‘duus foges de incubagdo, o
ran usadas § repeticOes pary cada trotumento, obedecendo o
sexrinte esquemas

1f 1 .5e de ducubacBol

. e LA .
Vaota fuse foi adotado como tratamento unico o sis—

22 {isc Qo d..oubuglol
f ’
- ralzes comw nodulos lavedas;
[4 s ~
~ ralzes com nodulos nao lavadas;
c ~ plastas iuntelras lavadas;
A = plew.uus inteiras ndo lavadas.

. - . . o . s .
ol ugado golo podzolico vermelho~umorelo acondicl-
. . 4 .
oiodo em Lutan con capacidade para 600z. Apos o desbaste ded-

copris—se diees plaatas/loati.

b

W 18 fase de inecubaglo as lotas com as plantas fo-

colocades dentro dc wn vidro com capacidade para 34600mi,
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substituindo—se el sezuida 1 5 de ~x por 02H2; apés 1 hor2 de
incubagdic foi medido o CoHg produzido,

Apbds .. leitur: da 12 fase, as plantas foram retira-
Aes do L e postus pard incubar segundo o esquend delineddos
colet: e determinaglo du atividpde de Lig~ase fo=

i

e i { -
ol Feitos coto o 1touw 3elels

5.2. Selecao e testes com estirpes mutantes de Rhizoblur Ieg-

: ‘ - -
gistentes & cotreptomicing,

fusl

- - - - ~ . . » . b ) -
7,2, 1. Resistéucic das estirpes de Rhizobium sp. o estreptomi

cliriie

4 finalid.de deste casaio fol obter cstirpes mutan—

[

taer de Rhiszobiws resistentes A estreptonicina para usé~las na
—_— .
identific o dos nHdulos do experimento de competigfo de es-—
tirees lacculados com o ndativas do solo (Ltew 343)
;i 2obirpe de Rhizobium spe BR~11 foi originalnente

. - . . L4
igolad: de Salcopozoniunl nucunovides e esta catalogada na cole—

~

oo du ELRAPA=I com & notagiao Gie=T. Aprescenti, 4 dias apés

o repicugen, colouias visivein ew neio de culture égar—79@&@d
N

5 Walksnon 1928) ) BOOC. O daifmetro das colﬁnias, rnedida | no

102 dia, varia de'l ¢ 3mm. Sfo colonias redondas, brilhantes

¢ GonveXas, BgTo ¢3tirpe produul ;Odnlos inefetivos nas culti-

vores de Stylosanthes guyanensis usadas.




A estirpe de Rhizobium BR=-23 fol isoluda de Siguyam

ensis ¢ correspondce a CB=32 du coleglo da C.S.I.R.O.-Austrﬁ—

2 . . ~e . 4 . . -,
liw, As eolonias suo vislveis em nelo de culturs agar=79 o
o . 4 : . .
3C~C, 5 dioc apos o repicugen, Elas weden, no 102 dia, aproxi
L T ". L 2
weddoments 2mm de dlametro. 8o colonics uniformes, redondas,

. . . 4 .
aspeeto leitoso e copessic. Este cotirpe produz nodulos efeti

vou nes cultivareo ue Stylosantihes gganensis ugudas.

¢ meio de culivurn utilizado nestes ensaios fol o
79-{ﬁ¢r coi. rawnlbol, ajuet.do o seu po pard T{(Fred & VWalksmall
1928)

Foi prep.rads wna solugfo "stock" de 107 o de sul-
fate de cotreptomdicine furmegoitiea/ml, a qual foi esteriliza
da, usando=se f£iltro Seitz. Este solugio concentrada foi colg
cadi o1 vidroos previamente esterilizados e conservadi ) tempe
ratur. de 4°C, Apds esterilizagfo, o meio de cultura 7é foi
rosfriode ¢ mantido o 50°C, Foi entfo edicionads ume guantida
de de solugio "stock" de estreptomlcine suficiente pura se o)
terem 150 y; de sulfato e estreptomicina/nl de meio de cultu
i, Apés a7i6 e bem o nielo de culbura com uw estreptomicine,fal
Teita o distrivuicio em placus de Petri,

As culturas das estirpes de Rhizobium BR=1)l e BR~23%
pari inoculuagfo crescerwl en “453r inclinado®(10ml meio 79 ew
frascos de 25ml) e foruw colhidas e suspensas en soluglo sull
na (Jensen, 1942).

A suspensfo com Rhigobium fol aplicada seb w forma
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de pcl{cula em todi u placa Petri "sem", e posteriormente na
Moon" esbreptomicinag cssa uplicagéo foi feita por meio de un
LastTo coin ume extreaidade envolvida por algod@o previamente

seterilizudo o seco ¢ cubebido na suspeasio. Procurou—se fuo-
zer wunme distrituigiio densa e wiforme por todo a superficie

dv pluct, Ac plucas foram incubadas Y 30% por 10 dias. Apés
edte periodo de  iucubaglo, obteve—ée crescimento denso nud
placas scu estreptoualcine ¢ colonias isoladus nas placas “com"
estreptomicin., Fez—se o mdtiplica¢do de uwma mutunte de cadu
estirpe, 4.5 duas csbirpes usudus, em melo com estreptomicine

dondo~lhes w8 rotugles BR-llr ¢ BR=-23r, respectivamente.

%e2¢2. Varificoglo do waiformidade das mutantes BR-1lr e

L o - -~ - b - -
BR-2%r quuitto o resistencia & estreptomieina.

swlturas crescendo e nelo 79 s6lido foram colhidas
con solugdeo salina, prep.rando~sc diluigOes de 10 a 109. En
sepuida foi pipetade lml de eada una das diluigoes 107, lO8 e
lO9 ein placi.s e Petri, preparadas com neio de cultura manti-
do & 50°C con ¢ sew estreptomicine ¢ agitandowse de modo & ob
ter.uma distribuigilo wiiforme das colonias nus placass Puara
cod. diluigfo foram feitas 3 placas com e 3 sen estreptomici-~
na; apos incubaglo % 30% por 10 dias foi feita a contagem dus

colonius,
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r ] . ) [} \ -
35250 Bicito de estirpes resisftentes < cstreptomicina no no-

dulagdo e cficiencia de fixaglo de Ez, em Se.guyanencis

A findlidede do ensaio fol verificar o comportanci-
Lo dos estirpes nutuntes resistentes l. estreptomicina na nodu
.
lugfo, na oficiéncia de fixagdo de 1, ¢ no desenvolvimento da
plainta, en relggﬁo s cotirpes originais,
Tor.ul usaéos 5 duas cultivares de S.guyanensis,
IRTI.1022 ¢ Schoficld. & vasos "Leonard" com vermiculité gsteo-

rilisada foram adicionados 400ul/vaso da solugo nubritive se

Zguinte:
H,0, 400,000mn1
KC1, 59, 600ms;
K2MP04, 20,000mg ;
KI., PO,y 120,000ng;
Jg80¢. THQO, 197, 20Ung;

FeSOﬁ.7H20 & 5% om sol,

L 4 .
con ccido eltrico & 5, 0,400111 3

Cuso4;5u20, 0,035mg;
Z080 1 o TH,O, 0,088m3;
nnso4;2n2o, 0,080mg 3
(NH 4) 6:_-.'19702 4.45120 . 0,004mn7;
H..BO 0,572mg;

b



Esta soluglo foi fervida par 60 minutos e na hora
¢o uso forwmm adicioucedos 137,6000mg de CaSO4.2H20.
Foi feitc wm futoriul 2 x 4, com 4 repebigoes, Sor-

tcudo em hlocos ao acaso com o5 sepuintes tratumentoss:

Culitivares Estirpes
10T,1022 BR 11;
1RI, 1022 BR 1lr;
IRT.1022 BR 23;
IRI. L1022 BR 23r;
Schofield BR11;
Schofiel:dl BRllr;
Schofield BR23%;
Schofield BR23r.

A sementes das leguminosas foraaw escarificadas con
4 . w . IS
Gelde suwiturico concentrads por 5 mdnutes, lavadas 6 a 8 ve-

4 +
;6o eon dAgus, btratadas cod etancl por 1 minuto, seguldo por

o

HgCl, (1:500) por 3% minutos ¢ cntde levadas 5 vezes com Soua
esteriliczada. as genmentes {oram distribuidas uniformemente emn
placas de Petri com igar (0,75%) enm igua ¢ postus para germi-
aar na estufa o 3090, o dia seguinte, O plantulus uniforye—
mente selecion-dos formm transplientados para cada vaso. Ime=
diatamente apés o plantiov inocwlaram—se a3 estirpes de Rhigo-

biu, adicionundo-~se 2 107 cliulas ae Rhizobiwy/plantula.

Trés dics apdu o plantio foi feito o desbaste para 2 plantas/
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A colets deste encuio foi feite 60 dius apds o plan
tic. |

A etivid.ido dea Mz-nse nos nédulos foi medida sepi-
rindo=se o purte aéreu do sistena radicular, que foi coloecado
iredintanc.te @ vidros com capucidade do 380ml, Estes foron
foehndon, ovacwd 1245 de ar do ianterior de cadu vidro e ine
jetindo irual volwas de 02“2‘ Apés incubgqﬁo;nr 1 horu, a pro
duglo de Cpily Lol rmedide no cromitdgrafo, Além du atividade da
L omaise deberminou=ce o nimero e peso seco dos nddulos, Apés
retirados os réﬁulsa, as raizes com parte aére. forum secom
der o 60%C soudo o nitrog%nio determinado pelo método semimi-

cro de Kjosldahl,

3e2e4. Verificaglo du ocorroncia du resisténciz natural i ese
troptomnicina, du populag@o autbctone de thizobiué do

5010,
Foru pluantadus sementes escarificadas e esteriliza

A de duas culbivares de Siylosanthes guyanensis, 1RIL1022 e

schofield, en vosoc com solove Sen inbcﬁlaéﬁo, con & finalida
le de verificar a ocorvencia da resisteéncia natural da popula
¢80 nativa de Rhigobium do solo.

Aos 40 dias Torem coletadas plontas, para identifi-
cagilo dos ndavlos formados, cm placas com melo 79 + manitol,

aenl e con estreptornicina (150 yg/ml de meio),

f . .
Pedugos de ralzes nodwladas foran fixadas com fita
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adesiva nwaa lamine de vidroe tratada com ctanol por 30 segiun—
4o, seguido de chlg 1:100G por 1 minuto e posteriorumente 1i
vedas 2 veuzes coul {guu estorilizada, A lamina de vidro com as
rofzey foi wntfo eolocad. em place de Petri com papel de file
tro previcaente esterilizado, pare erxugur a 5gua retida en
torie dos Lodwlos o da refz, Bu serulda, cada 16dulo foi poer-
Turado con Lliinetc esterilizado, inoculando-—se wie place com
¢ outr. sot estrepilomiciua, Ou riscos forwa feitos de tul Lor
nLoque se acomodaran 16 enm cada placu. Peaniou~sc isolanerto de
Rhizobiuwm do 200 nédulos, sendo 100 pary cada cultivar.As pla

N _ 0 . , . e
cas foruw Licubedus o 307C por 10 dius ¢ observadas periodice

n’ -~ o
nmente ate o 155 ddo,

3e%a Compotigiio de cuvirpes de Rhizobium sp. inoculadas com

oo activas do solo, na nodulaglo de Stylosanthes puyaliene

sl

e~

[®}

L
Fsbe cxperinento foi feito er caso Ge vegetaglo, onm

L. 5 ., \ 4
vasons conl s0le hodzolico vermelhow-iuicielo serie Iivagual, conmt

duas cultivares de o.guyanensis, IR1,1022 ¢ Schofield. Foranm

usadas g nusentes daw estirpes de Rhigobium, inefetive BR-Llr
> x - L] ) - ) . + -
¢ « efetiva BR=23r, umbis resistentes o estreptonicinu,
[
0 cxperimento foi feito em blocos zo ucaso com 4 re

petigoes, duds cultivares, duas estirpes de Rhizobium sp. ing

culadas e um tratamento sem inoculugfo ¢ ainde com colheitos
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el seis idaded, gue foraa combinadas de acordo com o fatorial
2 x 3 % 6 obtendo=ve assinm 36 difercentes tratanmeritos.

¢ solo uswde fol c¢oihildo nes proximidades do Setor
de NutrigTo anducl ¢ Agrostolosia do EMBRAPA-RJ e sua sndlise
quinica oo ndo os wotbodos desenvolvidos por Vettori (1969 reve
lou o oo uiste coupouigfo: 1, 0,06%; P, 3ppm; K, 52ppm;0uff +
AsT, 1,80nE/100ee; A1YTY, 0, 60uE/100ce; pH, 5,0. Todos os vg
sos foram precnchidos cow 1,8kg de solo. Determinoumse & QU
vi. do neutralizacdo do solo e fus~se calagen de 500mg de cal-
clric dolonitiuo (G0, 29,2243 =30, 16,37%) por kg de 50lo,pa
ri eluvar o pll de 5,0 para 5,6,

Fuz—se aduba,do basica misturando wniformemente os
nutric.des eori o sole, ¢ comprecadendo por kg de solo: 47,8mg
do Py T0,ug de Kp 150ng de AgSO4.7H2O; 0,5z de huél004.7H2O;
15,0m7 d o CVSO4.5K20; 1,0n: de H3503; 2,0ug de FeSO4.7H20;

8, 900ng o ZnSe .2H20.

4
Ao sementes dos cultivares usadas forun escarific.i-—

das, o desintestadas, pré»germinadds e plantadas como no ften

GeCede ¢ delxariege apés o deshaste 4 pluntas por vaso,

A inoculichio com as estirpes BR~llr e BR-23r foi fei
te dmediatamente apéa o plantio, usando 2 x 109 celulas de
Rhizobiwg/plantul.

Por vcasifo do plantio (10/7/74) também foi feitu
contagen do ulwiero mais provivel de células do Rhigobium n&fi

iy Uusando o nétodo de diluiqﬁo com plantus (Vineent 1970).
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Em cade colheits ws plantas foram retiradas dos voe
o, com todo o cuidado possivcl, gseparando a parte atrea das
r&izes, ¢ eotas Lacdictonente foram colocadas dentro de wm vi
dro com cup.cidide de 380ml,., substituindo=se 12% do ar por
0252. Deberminou=se o atividude da L2-use pelo netodo de redu
¢lo de wcetilens como deserito o ftem 3.1.1. Ea seguida to=-
dus av refzes com addulos foran retiradas dos vidros e foi fel
oA identificwqﬁo dog nmesmos, como descrito no {tem 3e244s O
totul de nodulos ideuatificudos fol de 30 pura cada VviisCe

Detoouinou-se, o purtir dos 20 ¢ 40 dias de idade,o
ntiierc ¢ o naud 8SE8Co uu n5dulos, respectivimmentes O material
nlate fol secodo v wutbufa 3 6000, g posteriormente pesado,

I3 - - - -~ . ‘ L] k) []
determiiin. lo=ac 0 nitrogenic pelo metodo semimiero de Kjeldahle
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4. RESULPADOS E DISCUSSAO

141 sietodologin do wtividiade da liy=use, pela reducic do 02 e

Aelesle Efeito d. lovagen doe raizes na ctividade da hz—ase.

Os resultadou deste experimeato sdo upresentados no
o 1o ny Pigel.

Os efeltos da loavagem, na atividade de Nz-ase de né
Qulos, volen ser vistos i Pige.l, uw qual se considerou 100 a
abividad.: ao ig-asc apresentada ne 18 fasg de incubat;ao. Quan

‘ . ’ . .
Ao o relzes de anbas as especlesS, SegUuyanensis CV. Schofield

¢ Lotonounig buinesii ev, CPI.1683%3, forwn lavadas na 18 2

28 fuses de incubuagio, houve decréscimo du atividade c?alz—ase.
0s nodules do cultivar Schofield nio lavados na 12
fase tiveram su. atividads de MQ—ase deerescida quando lavoe—
dos no 28 fase de incubagiio, wmostrande outra vez o efeito ne-
cativos poréa, difereng: nmcnos acentuada foi observada entre
5 18 e a 28 faseg de¢ incubagdo, quando nfo foraom lavados. Ree

sultados diferentes foram encontrados para o Lotononig baine-

.. . ’ & ~ )
Lili, cujos nodulos de ralzes nuo lavados nu 18 fase, quando
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7o lavados na 28 fose de incubaclo, btiveran sua utividade do
3 Al diminuiaa, ufo epresentundo nenhuns diferengs em rele=
Lo wo lavedo na 28 Tase de incubugios

Totes resultaedos indicw. crelto negutivo da lavagen
no atividoade do H2—¢se, eu ambas ao leguninosas, Segrdo Sprent
(1972), - rupurLicic do nédulo & o prineipal drca para  troca
G805y w Lorgerser o zoodchild (14973) mostraran gque o trans—
porte de G, su af bravis dos espagos intur-celulsares disponi
vois ¢ taaldm dos intrecelidares, bendo como vefeulo o legne—
no,slobins . Eeso resultados confixmcu observagtes de Hardy et
all. (1968}, ‘pr.ub (1553), o schiughancr et 21,(1970) segundo

. el : ¢ 8 ¢
aropeede 0 aeividade o pTREY 8 dimiruida guando uma pelleula

£ . ’ . /
de o a permaiece i superflele dos nodulos apos o lavagem.

”

Aelefe BEfoito @i lova e da plante luteira o raizes.sen & par

/’ . . - ’
to wuGren ne atividaedo da n2-a3e dos nodulos,

0 wieito do lavagen de refzes e du planta inteira da
ctltiver IRILL022 = atividade da L2-ase & visto no Quadro ¢
Pisea

Fol atribuido o valor 100 para a atividade da lij—ase
v 18 fase de incubuqﬁo (Fige2)s Quando us raizes o plantus in
teirus Q. cultivar IRI.1022 foram lavades noe 12 fase e e soe-
sudds foran manbtides enm .wabiente {mido com papel de filtro u-

. .- . ~ , . .
sedeeido e 28 fuse de incubugio, os nodulos de ambas as fa-



35

ses tiveriwd sus atividade de 52-ase cuwaentada, [ato mostra que
¢ eaubeueTo A widude do er obtide com papel de filiro ume-
deoido im0 tove efeito negativo de lavegen dos nddulos na ati
vidade i 'Z-MSC.

Foi observado decroscimo ne atividade da Nz-ase Glim
tre nod los de rofoes 0170 lovades na 12 fuse e luvadas na 28
TLoe de incubagfio, confirmcndo og resultados unteriores quan-
to ao cfeito .aogativo d.o Lave el Porém, quundo se2 compara @
utividode da - y=RB dos nodulos e rafzes com dos nddulos en
plintas indeir.w nto levadas na 12 ¢ no 28 fages de incubaglq
LOGemse ol oonte de woividade da ;2-ase dos nddulos au ambos os
ciros de  .0utiies, oomcis, que o wtividade da nz—ase de nbddu—
Lot 4 o luizer destocadis foi uproximadanente durs vezes maior
do o . cos de pluntes inteiras. Segundo lurdy et al.(1973),
Saulos o ploatas irteires tem wmedor atividade de Rg—ase do
Q1 08 .l rulzes destac. dis. Eldretwnto, os resultados obti-
dog (Pipe?) mogeram gue o .tividade dos nddulos de rajzes ada
cultivar IRI.1l022 foi maior do que z dus de plautas inteiras,.
Tateressatte uotar que o cultivar Schofield, no ensaio anteri
or, mostrou difvreigas estatisticas pouco acentuadas quanto A

I

. B s i B [ 4 ~
stividade de L,—asc dos nodulos, quando suas ralzes nao foranm

2
Lovedos na 18 ¢ 22 fases de incubaglus
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GalaBde Diferencus entre pluntas intelras e rolzmes Sem & parto
’ . . a N - .
Loree a Gtividede de ﬂg—ase de duss cultivures de

Sefuyunelisis.

Og resultados deocte  cuselo csgtac dpresentados no
1 b 1% A, . . - - Loty + P - - !,
Quudro %, o mostro. difercngus da oivividade de Homase dOoS 110=

PR} : - . . 4
dulos, c.tre cultiv.res, Assim, ue cullivar Schofield, nodu-

log do plecstas inteiras costraram mailor atividade da L pminse
do quu ¢ visten. rodiculur, caquantc que o cultivar IRI.1WZ2
S0 orescoton diforeng.s.

Bel. uifcrence cutre cultivercs sugere gque a [ixo—
I PETO A RY H2 i o dtivar schoficld ¢ muic diretamente dependeite
de oproduecs Tuvossi tisicos do que < de. cridtiver IRIL1022,

N [ . ’ . ) . . ~
Spre:n. 1:59)  ehon gque unedwlos destoecados de Glyelhne max 3o

QU Sy o suprir sau Wrépriu redutor ¢ cvauueleto de carbono
por B oo 3; estd aclue fuborud (1072}, 20 cugo do pluantu  dne
telr ., o uLro. que vs efcitos diretos do ressecwnento na atie
A e dous ndculos devel ser coravudos pela reduqﬁo dé¢ fotog-

f
agluvose do plici
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Adlyd, Aatividode da $pmise dos nodulog Ao gsicteua intacto, on
o~ A £ r . . .
rologTo ode ralz e 4o plante intelre, oob efeito A
IRERIR i e
o Quoedre 4 o ig. 3, podent ger conp.rados 05 afai-
Loee. ol bivicode do Nz-unu el Nnodulos do sistenmi
Golomplect o dibocto ol 06 des placten latelras e ralzes des-
tacades otires 8 da golo,
Fora . oboervad-s difercig.s Ledis ccentundas entre o
\ - .. . . Lo ’ Ly
sisbone iovacco (18 fage de neubagio} o nodulos de railzes deg
s . ‘ - - : g o
tocadag e plo s 1oseires lovedos hee 2B Liase de incubacao, e
Coren diferen; o for o encoutradas cutre o sistena sclo-plan—
L il Lacte @ ploant..s inteiro.s o lavadous, o entre sistema 1n
< “ ~ ERT H
tooby oo lzes dest.cad.s .o o Lovadas, Pishbeck et al.

I ’ 1] - e - - - p_— > q - .
(1375, . owin wehore  en Glyeine aoax que @ «tividade da Nj-esc

2

, . N . . . ' . P T R <
de . Odus oo do oister. iunticto fol significativanente malor do

slantbe dnteire destocada do solo,

h

que . i

A viloiloridade do. tividade da Nz—use dog nddulos
o rils dustoooda ¢ plenta iteirs, aibas nio lavadas nu 28
Coge du incubooo, purd .o culiivar IRIL1022,  coaliruma outra
ven que - adividadoe da LE—NSU s nédulos, 110 periodo do e~
snio (L hora), nfo foi wistuds pela presengu da parte séred
donte cultivir.

Os resulbacos deste cnsaio s.eobrwl « viabilidade de
Lor rodulos e raiz sem luvigem ¢ sem = powrbe abreu da plilii-

. ~ . . - - . 4 .
Cononre. wvaliacdo dn atividade da N.—-2se, pols tambem fol ©
! G 2 y I



ve apresentou uenor coefliciente de verdagioc entre as sues re

cobdgoes (400, coutr 65% do plunte iunteira alo lavada).

. .-~ . . - . . - . .
rede Resistencic dun estirpes de¢ khiszoblui spe o cstreptomici
*

Yl o

A citenglo de castirpes rosistentes 2 cotreptomicis.
bove ol il 0 owso delas e identifiecacdo de éadulos A0 Cabie—
riiaento de conetle o de csoirpes de Raisobium sp.(itum 47,
poparandoe s Ll provendluesies doag estifpcs inoculadus (re
sistenter) degueles devidos s cobirpes do uoleo (nfo resicteil

tiet)e

4424¢Lls Creocine:to de uvstirpes resistentes em weio de cultur:
-

gail -ooomn eosyeerbondeina,

A estobilidade d.. resistineis das nutantes selecio-
nadas & coacelraghio de 150 o de estreptomicina/ml demeio de
cultura pode ser vista o Quadro 5. Hao foi observada diferen
i N0 almero du coldnias de tabus as ¢stirpes nos meios com e
sem untibidtice, Como oo cultuws foram repicudas anteriornen
t¢ pare melo sew estreptomicinc e ui cresceran, os resultados
indicam estobilidade nu coracteristica du resisténciu & eu—

.

ftreplonicina,
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tele2e LElfoito deo cotirpeo resistentes &« estrepfomlelint na ug

-

~ - . . - . . .
dulaelo, o desenvolviuento ¢ nu eficiencic de fixagoo

de ay G SaUyeusitis.

Bote exporimento foi efetu.do par. observur se & nu

-~ . - . Y .. i |
Vg par.. resistencic o estreptomicing moedificavi o couports

. -+ ~ ~ N 4. ™ K .. = x . .
ceuite wn relog o worodrdagdo ¢ 4 efleienciu da simdlose con o
» L4

ol o.merv.d.. difercace {P<0,01) cittre cultivurcs

DoSC Lugo Lo 004 d00 © s wbividade i L2—asc, e bunbon foi

acheda difcre.; . si, o dficative (P<0,01) cutre estirpes pure

1ointeracTo o WEAeYc e pesd 5eso de a6dulos ¢ no atividade
do Lomane (Quodro 2) .

a ctlbtivir Schofield nrodusziuw reds tecido nodular e
teve nmalor wtividade de Lo=ate do que o cvleliver Iudl.1022, 1n
tercssacto colur que, .10 presente experiucento, L nutugio para
@ resistCoicia u cabtreptoriieiae nio dininuiu o capacidade de
nodulacio ¢ rixacZo de oy Db pelo contr&rio, 4 incentivou,
ad cultivaor lii.1022,

A iuteragto cultivar x estirpe observads noe nodula-—
¢ito e na atividade da Hamase 10stre que nio houve diferengas
gignificativas eatre as cstirpes efctivas (original e resis-
tente) ne cultivar Schoficld, boem como entre as estirpes iune-—
fetivas (Queudro 6). Entretanto, ac cultivar IRI L1022 os efei-
tou da esbirpe incfebivee 88 se nanifestoran ne ulmero de nédg

log, con difcreingus sigiificativas (P< 0,01) u favor du esiip



40

ccoteefovive origlaclds penhuwne atividode da ﬂ2“&80 fol detetu
R f . - - . .
tooocos awodudoes destes estirpes Laefetiv.oy oo wnboes o5 culti-
. 4 ’l
oy e do woade siwtero de o nodulos apreseiitedos, todos

creal ines civeo, confiraedo oo osua totel ildeletividade en re-

. —~ by . -~ . oo . . . . .
Lo u riugue de . A diferenga sigiificuativa euntre a4 ou-

2.

Giroe oril inwl SR=11 e o nubaate resistonte 4o estirpe inefe—

- . ’ ’ . - , N
vivo P11l nno wnero de nodulos du cultivar Tal.1022 em fow-
SOr s wdidrpe saneivel, aoener de o experineanto ter sido el
. . a0 o P . . . . !
co e werodeudiva, reprosecv.. evidoeneio odilcilonud inals copecl
TiC. e vossibilidede do iuclusiio de organismos produtorcs de
esbrepvonicin.. corn <o birpes efoetivus rosistentes, compor ino=

culunite 3 ori .o culiivir II.1022.

b3 3 * - 2 ] » - 1
A eullirpe eifetlve reslotenie o estreptonlicing prouu

. . ’ - oo : 4 - s .
Ziu nalor  wilere de nodulos, peno seco de nodulos @ atividics
de fpmiB TPt 3,01) du oqgque o oestivpe eletive. original  pura .

cultivar L:1.1022 (Qu.udvs 8). Coa sxeegldo «o trabulho de Ab

del=Woli b et _1.(1972) co. peirifolii, snenhun wumento di nodu

> b
—_— —
-

Togoro ow wlotivid oo ol e isireao gue poss. ser oltribuido o

. -~ + A ' . . . N — -
resicteinci. o usireptosdcda . {Sehvi.gshawaer 1982, 1984, 19067,

1971; Tevin 4 Jontpouery 1373). Pramco (1974), trabalhundo cal
culturas proveuientes d.o Licsoas estirpes deste experinmento,
footbéil 100 encontrou diferengag, ido nodulucio e na efetivida-
de, sutre .5 evtirpes orijincis ¢ s resistentes W estreptond

. p . . . . ) i ’
clia (5O i cstreptonicing/ul neio). Bste nesmo wutor, porou

> - - - b - . .
colr outrya c¢svirpe, « EBl=lie, recsistente o cotreptomicing, (-

*



AL

coaon que ectoe outirpe fol nmenog coficlerte do que @ original

Sredeiy quedids lnoculoada en Shylosanthes guyur.cinsis cve IRI,

BRVIIEN
citkbimue diferetigw fol cicontrada no desenvolvimento

plant. Catre estirpe originual e autante resilstents pard

i3 s estirpoen, incfetive ¢ cfetiva, no cultivur Schofieldpg
v, o oculviver IRL.LO2Z inoculid.. corn estirpe cfetive resis—
torbe prodeaic ado D00 e abérie meea ¢ Vo botal do gue o

cobivpe erotiv . oriinad, cogvrando o3 reflexos dus diferers
JiasoeneoLacdl s 00 wamleavo dn tizugce de ;2 proporcionudo pe-
1o sabunte oo tiva resistesbe o estreptonicine (Quudre 7).

.

- . . ~ > ‘_ PR ' . -a -~ -
beZade Moot ol abwrsl o entreptomiciigy i populagiio au-

’

tocLo .z Jde hdzoblwe o $50Llo.
h . ‘ ™ - ’ "
Wit ae isolacenton de 200 nowudlos, sende 100 de

cultivaer IRY.1022 ¢ 100 Jd. cultivar Schofield, wwibas colhldos

- A I3 . - -
no ¢amnpo, nelive. . cvatirpz de Rhigobiw. resistente a estrepto—

\

micina (150 Pg/:l toi cneouatrwde, indicando  tol fate oue .
Cad ] . » - - 3 . e
populagas riawtiv. de ddidsoliun do solo, easpeclfles para estas

. ’ 3 .
legwiainonas, ¢ censivel L esbreptomilcinG,

v



N

&

ieSe Compotigde de cotirpes dz ghizoblum spe inoculudas e

nativ.s do sole, e noduligio de Sswyeuiensis.

—

Tevelae ot LawslO,

. hY oL - . . f,_‘
o orestdtados refercitec o nodudlagoo e sulr analise
L

S S e . -
sonoslobic s 8o clien. il o o Quudro G,

da

A A ’ B ..l".
de3alal, . lunwru ¢ peso seco total dos noauldou.

R . . . ; . ~ . ~ -~
indciclme se seri. fedito wiw avaliagao 4o nodulaglio
] Y B L LI . 3 .
totnl, includ do oo swduwlos produzidos pelas estirpes ivoculy
R - e 4
dos e pel.: popudag.i: cuvoctone do solo.
Vores. relotrodas diferengas significativas ertre 4
. . ~ . . ’
dades ¢ culiicees; . intorig.oo idede x cultbivar, perda O NUNg
. ’ . ’ . . AP .
To e 0 poL seew totol do¢ codulos tamben fol significativa.
Y PR R 4 . 4 e
O oioiodo de o rod doagos so fol olservido zpos 10 dias
. - . . £ ’
de idado,. fowyv . aunonbo progroosive do nwlero e peso dos nodu
. . / g r v
los com o idecw o plurte, porum, o difcrengas so foram sig-—
nificutivas o purtiyr dos 49 die uwe ldwde., Fol tamben nesta

colets que pel.. priscira ves fol obscrvads aliwan  atividade

. - - . s . ’
A culpivir Schofield produziuv naic 3 ¢ 21% de nuue—
' . . .
ro 2 pese de nodulos, respecltivamecate, moslrwide umalor capuct
s .. - o - o
dode geunvtica duguela pars nodulagio, Estes resultudos contlr

mam ox do expeorimento onterior,



o . . ! S
denunun efelto das cestirpes ¢ suas rogslveis interae-

~ L3 - . P L - < -] "
o fol eacontrido neate experiuentc parsw. o miicro doe nodu—

Lo,y e iuto codoric ser cxplicndos(l) pelo tempo de atraso pa

voonoduli "o e Seogancusic, ow (2) pel: coupetigfo da popu~

. ~ . . . L3
LogdO Netdiv., cufdeicate por.. coleondzur on  realzes e anulaer
R . . \ - . Fa i
geddguer croeliloan do 1oocidag o quanto o ranero ¢ peso de nodu
. . _ ~ AT C
Lise Frooies (LU74) observou que populigio nmaxime fol wbingi

- -4

. J— ’ . . ~ ) N \ .
doocons T dlag wpos s liocuwdlagho, aa superdlele da redz do cwl
. R R - v - [ . L~ - .
blwvor 14,0020, 2 o cwero do aododlos 1o pode ger wumlentado
’ . ~ . . .

colo acreaclio wld cwlcCnurwgv (e becberies  como mostrado em
trove por Drrehose Ll tacn (1LUST7).

ivacio idade x eultivr (Quadro 9) mostra cue,
apcoar lan dilresy ws gipnificetives regiotrodas para o culti

N ’ . ey A .
var Scohel'l L3 fo osnnare de nododos oo 20 dion e 1o peso seco
’ - . - o~
de nodulos . 4w by ddas, Lol observuda recuperagao nd nodula-
gao du crdodiv o IRILLG22, que cos TO dics readeuw sijnificati-
, . ’ L4 . . -~ .
vancnte o.lor Lviero de sodulose Houve wlitde uma tenderedi, el
bore ndo signilicative, do esta cultiver produzir muaior peso
£ L h] - 4 - s 3 -

de nodulog/di. do gue & cultiver Schoficld. Parece que ¢ pro-
blena do wau estabelecine.ibn relacionedo coun: 4 culvivar IRI.

. . L - . . .
1022 {(Souto ¢ Luecus 1972) & neis aconbuado e fuse inieial de
crescinento da plant., ¢ cestreitumentce ligado ao problema  de

~ N Id . . ~ .
nodulagnoy ioto sers verdode, sc¢ for admitido que noao foi o
tamesho de veso que limitouw o cumento de nodwlagfe da culti-

A n bl .|’ ’ L] - " . : .
v Sehofdiceld cte o uwlbing coleta aog 70 dius de idade,



s’ . ~ . .
1.3.1426 Porcentacen de nodulos devideoa as eslivpes inocula-

Fl ’

d.s.

Uy discutbidos, até o womento, ou aspectos relati
RS nod . Legiio dag plentos inocudedas, coutudo, sem a preo—
cupaéﬁo con o contribuielec individu.l, .. nodulagio, das eo-
tirpes inocwdo g {(OR=llr-inefetivi., M=23r-cfetiva), quands
o compebiclic ol e ewuirpes 4o soloe A estirpes usadas o
iceulibe er .. resiste. tes o estreptomicine e destn maneira

»

4 . , . 4 .
tornoirese sosclvel Jistinguir oo nodulos produzidos pelas cs-—

[

-

Lirpes ivoowd dos don produzidos pelu populaqﬁo autbctone,
oY wu vbservados diferengus altanmente significati-
vig enbre idoles, cultivires e estiypes; todas us interagles
foro oo sliamente gic dricotivess A interpretagio esta—
tistic, Jru orleites siuwples ucstrow ¢ie, con u idude, houve
decrisoine o de nddulos Jevidos as estirpes incculadas. A
cultivar Schelicld odulouw el médiu’u4% nuis com as  estirpes
incculadas d¢ (ue .« cultivar IRIL1ICZ2Z. A recistencia da culti
var IR1L,1022 . nodulaglio, mesmo com estirpes homdlogas, jé ha
via sido ubseévudu por 3oeubo el 3;.(1972). ttlannetje (1964),

‘ W . - Ce .
e estudo de selecfo de enbirpes pard s especleus e varieda—

des do cenerov Sbtylosanthes, consideron o varicedoide Schofield
2 L

N ~y - - ‘ ‘. B
(Seguranensic CPI 5650) como de netureze promluscua, tal nao &

contecendo com variedade denoudnude "Oxley" (S.guyeaensis CPI

11493), tida como de alt. especificidade em relughio wo Rhizo-

biume Entre oo estirpes inocuwladas, a esgiirpe ofetiva BR-ZOr

————



sodulou 315 o modis do que a2 estirpe inefetiva BR-11lr. Franco
(LJ74), eu melo de culbura agurizado, achou gue & estirpe ing
Cotive dundlwon o efetive no nodulagio de Seguyenensis ove IRI.
1022, Rovicar (1969), e condicles controladas (meio aguriza
10), num. cdstura em difereutes properceles de estirpes de R,

srifoliw., efevivas e iucfetivas, inoculudas ew Irifolium gub-

terr.aewil, .chou gque en: bodos os casos s estirpes  efetivas
formorua 1 .ic nddulos do Gl i dnelevivis mesm0uquanéo o ni-
serc do ellulos Jde Ruizobiun ra nisturs foBee weior nara o ;

cfetiva, o postulo que o hougpedeire distinsue, entre estir-
sen efetdy o oo Inefetivios., Entretonto cwarques Pinto gt al,
(1274) e = boerdera o viceet (1975) demoistruram que o coupo—
titiviiclc de wie estirpe ado & nocessariamente relacionade
co o e efolivicoade,

A cultivar Schofield noduwlouw muds com o estirpe ing
culad . ereciv:. BR=23r, e v cugo da cultivar IRI.1022, houve
difereugn . ziorulagio com & idade entre o estirpes inocula-—
das, moatriad: gque wog 40 dias de idade o estirpe inefetiva
IR=llr fol :tai. gompetitive pure o nodulagio com as estirpes
do solo do gque . estirpe clobtiva, e que o conbririo foi oboer
v w08 T0 Gies de idode (Quidro 8 o 10). A estirpe BR-235r &
tide 010 wiks dad medis efcetivas para clgunas cultivares de

Stylosanthes suvanensis, que apresentan maior dificuldade de

nodulaglio (Prii.co, comunicagho pessoal), lo experimento ante-
rior (Qu.dro 0} estd estirpe teve aumentada a sua capucidade

pure nodulelo, ne cultiver IRIL1022, pela nutaglo para resig



sBrecic w cstreptonmicine. Apesar disso, ela aprescutou  poder

N

(%

h)
competitivoe igual wo das estirpes do solu, wesllo (Ue essas g

tirpes Hivessen inicialmeste um.. desvantugem rombricia, Une a-—
~aliacio de populacio native de Rhizobium pelofplant dilubion
sastb {(Vincent 197¢) mostrou cer ncls IUAGTOSh-(1400—9464 Rhi-
zooiwn/ . le solc) puara w cultiver Schofield do que para o c@i
tivar IRI.1022 (90-953 Rhigobiwi/ de selo), zmbas e¢om a pro-
Lebilidivis esvutisvica de Dioe

4 proporg o de nbédutos produzidos por estirpes nuwd:
d e mistora ane ¢ aceessaricmente relacionade com & sud pro-
sorefo o inceulunue (Vinceut o Woters 1953, Johnson & iieans
1954, Hell ad 1970, warques Pinto et ol 1971). Além disso,
Currow (1971) obteve grumnde recupcragﬁo das estirpes de R.tri-
£olii incculudos em trevo crescende no selo, com populugic i-
riieind ¢o adzobiwnm buixo. Entretanto, o r{zero de Retrifolidi
inocwdlado &écliMOu,com o teupo, tendo aljumes estirpes persips
tide .ielhor duv que outras, A persisténciu das estirpes ino-
culedy fol e or quando w populagao inieial de Rhigobium do
solo fol gron.a. |

A anflisc da recressio idade x % nbdulos devidos a3
estirpes inoculudus dus difereites combinagGes entre cultivé—
res e cotirpes (Pig.4) mostre que com o aumento da idade a
proporgio de nédulos produzidos pelas estirpes do inoculante
dintinuiu ne cultivar IR1.1022, mais acentuadanente para (i es—
tirpe inefetiva Br-llr, enquanto ¢ contririo foi observado pa

ri& o culbtivar Schofield, em que a estirpe efetiva BR-23r domd



rou gudsce completamente wi estirpes dou solo, 0lém de ser sig-
“dficotivamente mais competitiva pare nodulacgio do que & es~
sivoe iunefesiv. BR=lly em relaglo us estirpes do solc, c¢ounl o
acorrer (o {elnO. ‘

€ ovortwio fris.r que se u coleta do presente expe—
timent y fouse orcerrade oo 40 dias de ddade, 00 caso da cul-
civar i.T.1022 (Quadro 10) & conclusio seriu diferente da que

foi alewnc d¢ nor Robilrson (1969) com Trifoliuw subterrunew.

@ oondigﬁgs comorolid.s, oL 5eje, w conpetitividude seguado

osbe ubor @ correl:cior.da coil it efetividude. Os resultados
Lo Liesents experiloentoe denoosiurws que «os 40 dius . competli-
tivid.wde U1 codor coaw o estirpe dncefetivae e cultivar IRLIOZZ
concordend. cun Fruneo {(1974), quendo fes coupetirem em condi
gOec cultreladis en meio wgarizado, difercites wisturas de es
tizpes ofebivis com irefetivas, nu cultivar IRIL1022, As con~
clugton seriwi inversas se oo colet: degbe experimento fossc

foilt: sonente «os 70 dics de idudes 08 resuwliudos obtidos uos
troam o complexdaade do problema, Como a 18 coleta s6 foi fedn
Toodco 40 dias e sl desde entio & gque houve uul decréscimo da
7 Qe uddulos produzidos seli estirpe ilaeretiva, h4 concuréii-
cia com os resultados de Pranco (1974) indicundo que esta es—
tirpe tem grimde ofinidade com esta cultuver. A diminuigfo re
lativae da nodulacldo com a idade poderia ser atribuida =2 dois

P ’
foutoresy cumento da populago autoctone na presenga da plante

; ’ . . . R L
ou decrescino du estirpe inoculada nas condigoes de solo., Tam

, . - + . ] [ g
ber fol ovservido por Iusrie {(1973-1974) que nzzo houve corre—

ac
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- ~ e . s L
oo endre o nodulagao cu neilc agorizado e el varios  solos.

vy

e ’ . ~ . .
tededeve wicro de nodules devidos as estirpes iwoculadas,

I

. . A 4
Cem og dudos onteriores, relativos o Yde nodulos dg

vidos ds estirpes inoculudas, pode=se eutho caleular do nte-
re tut&l Ge nodules o aumero de nodulos devidos & cada estir—
e (BR=11r, Bi=23%r ou wus eslbirpes do solou). Foran encontrados

resultados cltamente significatives para todas as observagles.
& ounflize estatioticn dos cfeitogs simples, parc idade, culti-

wor o estirnes, mostrou que houve cumentc progressivo do nﬂ@g
ro de ndd Llun Cevidos be estirpes, cou o aumento do idade, A

cultivar wehwfield pruéuziu ar: média 54,5 a nwis de nédulos do

que - edlivivar JRILI022 nera todzs as idades. As estirpes do

solo, ca comsetigie com wo inoculadas, produzivan malor ntute=

o de addulos do gue «s8 estirpes incculadas, ¢ entre estas, o

efetiva produzin uais aowlos do que a inefetiva, sendo  que,

ac inoculaclo, o8 concentragdes delas, inefetivus e efetivas,

foraw idertic o (2 x 10 ¢céilulas/ml) .

. ~ b .
C couportamentc de cadu estirpe em relagao as culil
[

vares nas difereates idades {(Quadroe 8 e 10) indicou que as eg
tirves do sgolo noduloran sinil.rnente ambas as cultivares, el
quanbo o eastirpe efetiva BR=23r foi o« que nodulou umelhor
cultivarlﬁchoficld, A0 pusso que & estirpe inefetiva BR-11x

sé evidenciou diferengas nu nodulaglo 4 favor du cultivar

rl

Schofield, o5 70 dias de idade,



cerdiuma diferengu fol observiada o nicaero de nddu~
los ontr: as estirpes pora o ¢ve Schofield, independente das
idudes, porém, 4 pertir dos 50 dias, as estirpes do solo dond
derian o nodulugfo de ove IRILI022 (Quadro 8 ¢ 10). Isto cou=
fPirma o welor Sfinddosdo genéticu pare noduluagado do culbivar

IRT L1022 co: .3 estirpes do solo (Souto s 21.1972),

4]

H

L regressao entre ldeude X nfmerc de uddulos devidos
Y3 estirnou, pora as aiferentes cowbinagOes eirlre as cultiva
Les ¢ cibirpes Jig.5), wostri gue « estirpe gque n@o  feve &
s nodilogXo cwaestade fol e dnefetiva BR-11ly pars a culti-
var 131.l0 22, e isto & deo Teal importﬁncia prﬁtica, poig ela
Jo apresert . acior competitividode par . nodulagdo com o au-

¢ - R ~ “ A
wento Az idade, em relucio ag estirpes do solo, que foraw efg

Pives oare a4 cultivar IRIL1022, e o fato pode explicar,em

e

L,
. ’ . ~
te, porgu. euta culiivar, apos estabelecida, ndo apresenta g

blemas groves do desenvolvimento xmesme sow adiqﬁo de N.

he3els Desenvolvinents do planta e eficicneie do sinbioses
Pora. ohservades diferengas entre idades,cultivares
¢ interacfo idade X cultivar pur. matéria S5€CL, ﬁitroganio to
tel e otividude de li,-ose (Quadro 11).
O aoréscimo co wuatéris secn ¢ ¥ ototal independente
dag oultivarcos, fol observido o partir dos 40 dius de idade, o

3
v

. . . Y S \
uo foi coincidente com o inleio da atividade da @i ,=ase ue
! 2

se deu entre on 30-40 dias de idades Segundo Hardy & Holsten

(1971), u fase iniecial dua atividade du Lij—use varia com as es
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hipogeng aocs 35 dius. C infcic da fixacto de d, N0 presente
s¥perinento mostra teaabon gue as plantas, até este idade, se
gupriven do .. das sementes (G¥b = 5,50) ¢ do T do solo (I =
J,06%), o gque revelou pouca exigencic ne alimentagdo nitroge—
dada destn QSpécie, que crescic¢ sem sintomas de deficiencia de
ateé oo 30 diag de idude, sem aeuhuma aplicaglc de N wmineral,

A cultivar INI.1022, que teve sua atividade da hz—g
e uenor (o que o Schwoficld, wos 40 ¢ 50 dias, recuperou suu
Jlxeglo de 6., e ne coleba «ovs 70 dios de idade ela wltrapas—
sol o cultivaer Schefield (Quudro 12). Esta {0tina produsiu en
Dfdde wsin 330w 325 do eteria seca e o totul do que IkIL1o22,
resvestiveneante; porém .o diferengas de produgdo de matéris 58
cL e $.tl eatre as cuitiveres, deutro de cuda idede, & fa—
vor d. cultivur Schofield, tiveram tsnudenei: a decrescer a
portir des 50 dias de idade, wostrando, cumo fol observado en
beriormerte pora nodulaghc, wid recuperagio du cve IRIL1022
com o idade.

A oidce diferenga encontrada paru o teoxr de N fol
eubre g idadcsy o D de uitrogénio, decrescendo com a idade,
indicou gque o alimentagio nitrogenadua das plantas em todo o
experimento fol gutisfotirie,

0 peso seco das senentes da cultivar Schofield foi
165 wuior do que o do cultivar IRL.1022, e apesar de ndc sig—
nificativo o ganho difric uté os 30 dias de idade, houve ten—

~ . N . L
dencia de cultivar Schofield produzir nmils uateria seca do que



cultiver IRILL022; eut-. tend%noia, porém, Tol invertid. o
partir dugueln idade, a favor da cve IRIL102Z, ¢  isto & 105
br.do nas direrengus ewtre os coeficlentes deo resraosao (Quom-
dro 12). Alguns trabalhos afirman que o peso seco das senegh=—
oo e correilaocivnedo com o peso seco das plﬁntulas ne fago i=
pieic) do aoterelecinento{Whitensn 1903, Twdlow < Wilson 1972).
Lxcluinde o protloaa prineipal do estabeleciluaentc de algumés
cultivare., que & relucionado com o sue simbiose, was siedidu
dequad « poers gbtor-se meliior crescimento indeial duas cwltiva
vey de wlfefo do tordeste seriue 4 seleglo ou melhoromento das
clbivires wo sentldo de produzirem sementes nalores. Resulty
Con de excerinentes renslizoados no Setor de Solus di EBRAPA=——
R0, ndnd . vAc publicados, moshrarws que o lres cotiledonar &
ups aporsiste superrioie de fotnasintese 20 gstabelecinento
il a0 e ordeste, podendo também ser fator limitemte 1o

sou eutabolocimenta,



5e COHCLUSOES

1) A amouitze Jdo tipo mpafz 1o lavada" mostrou-se como o meto,
do . 4. adeguado pare wvaliar o atividade da Hz-ase dac
cultiv re; estuludas de S.guyanensis. llouve similaridade
de ablvidide dn Ng-ase dos nddulos na raiz sen parte aéreu
¢ Cogueles e ralz com parte wérew, no cultivar IRIL1022.

b)
o]

2) Fei ontidte uma nutante de Rhizobium resistente & estrepto-

L3

»

nici.n. guu Lol significuntemente muis oficiente de que a

estirpe criginal,

3) A cultivar Scnofizld produziu maior nlmero e peso de nddue
los, udior atividade do N2—ase dos nddulos e mais materia sec
seca ¢ & totsl do que 4 culbivar IRIL1022, sendo gque esta
vantegem fol aais pronunciada na flase inlcial de estabeleo—

cimento e diminui eou u idade da planta,

4) Comparundo as duas estirpes usudas, o efetiva foi a mais

competitiva ea nodulur as duas cultiveres de S.guyanensis,




. » . « . .
A percentugen de nodulco formudos pela estirpe inefetiva

decrescel com 4 idade ds planta,



6. AESULO

sorun feitos varioo experiancutos mi casa de vegeho—
s o finulidede de estudurs 1) tipos de coostrus (ruiz,
1o detoir. u sistews intecto) com lavasen ou ndeo con 5gu4
o eadd o do ;Z-use;Z):auﬁugﬁo paru resistencia L egtrep

”

Sordcine e eotirpe efetive e inefetiva de Lhizobium, e 3) cou

sollicle do eobirpes de Ruizobiww, inefetiva ¢ efetiva, com .
~ .. . ' ’ . -~
sopulec o rootiva de uw sole podzolico na codulaguao, ne desen—

N - - . - . . = 2 . bed . - 2
srolviice: o do plante e no eficiencia de fixugao de nilirogenio

do duan cultivares de S.guyanensis.

4 netodologia desenvolvida para estudar a atividade
da Nz—ase mostrou o efeito negativoe du lavajem dos nédulos,na
dbividade du iz—ase destes, Os resultados lndicarwa ainde que,
56 1 hora apés a colheita, a determinagéc da atividade da
je-ase em nodulos iiades ao sistema redicular sen parte aérea
ou en planta inteira deram resultados similares na cultivar
InI,1022.

Observaram—-se diferengas significativas (p<0,01) no
nodulagiio, no desenvolvimento do planta ¢ nw eficiéncia de fi

zaglo de L, nie cultivar IRIW1022, a favor du estirpe de Rhizo-



bium efetiva resistente Y eotrepvomicing, gquando comparads can
a originil,

Houve diferencus sia nodulugdo ¢ no desenvelvimento
de. plantoe entre as cultivires, A cultivor Schofield produziu
daior ntmero c peso de nddulos e mais mutériu ceca e N total
do que o cve IRIL1V2Z. A cve IRILI0Z22, gue produziu menor nﬁ
nmero de nodulos no infeio do crescimente, teve recuperada o ou
sua nodulucao ni moturidado,

A cultivear Schofield apreseutou wmaior afinidade de
nodulagﬁo com as estirves incculadas do que o cultivar IRIL.
1022, A estirpe efetive nodulou mais a eve Schofield d@o pus—
no que as estirpes do sclo noduluram meils o cultivar IRIL1022,
A eutirpe inefetiva 56 mpresentou muior nodulagio do que ws es
tirpes de Rhizobiuww do sclo, ne fase iudeladl de crescimento
da planta e decresceu posteriormente mostrande desvantagen em

~ L ~ .
relagso a populagao nutiva,

»



e ABOIRACT

Several green-hnuse esperiments were cuarriced out

with two Stylesanthes guyanensis Aubl. cultivars to studys

(1) Sumpling methods for best evaluatlon of wo=auc
activity from the nodules (roots,whole plant and intact sys—
bem); with and without wushings with water.

(2) Selection of atreptomycin resist:int mutants fron
affective and ineffective Rhizobiuwm strains and;

{3) Competition belween one effective and one inef-
fective Rhizcbium 8pe. struin with the natural populaetion in o
red yellow podzolic soil, fox ..odulation, nitrogen fixation

and plont srowth of two S.guyunensis ecultivars,

Woashings of the nodules ﬁrior to acetilene ineubu-—
tion showed & decrewse 1l the Lz-ase (02H4) activity. Up to
one hour «fter harvest, thoere was no difference in the Nz—dse
(02H4) activity in the cultiver IRI 1022, betwcen nodules o4
roots with tops and nodules on roots detached from the tops.

The combination of the streptomyein resistant strain

and the cultivar IRI 1022 showed & significant increase



(P« 0,0L) in nodwlation, nitrogen fixation and plant growbl
in relation to the vare.:t streptomycin sensitive strain.

fle cwltivar schofield shoved uore plant dry welght
cmd toted nitrocern than the cultivar IRI 1022 (P<0,01). lhe
cultivar IRI 1022 sauvwed less nodules thair the cultiver Scho-—
field ot the ezrly stagze of stublishment, but there was neo
difference lotexr ol

The Schofield cultivar showed Letter performance
vith che Railzobiws strai.cs used thwan the cultivar IRI 1022.
‘he cultivey Sclhiofield showed higher proportion of nodudes
nroduced by the effective strain used whilst the cultivar IRI
1022 showed & hizher proportion of nodules produced by the
strains from the soil,

The proportion of nodules produced by tie ineffccti
ve strain was higher thun the proportion produced by the nati
ve gtriing, ot the ecrlier stage, buv reversed with time indi

co.tins o voor stablisheme:t of the inocculated strilna
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QUADRO 1. DPLuficIA DA LAVAGHI DE RAfZES coM NODULOS DE Stylosenthes fuyanensis cve SCHOFIELD ﬁ_'
. . - ‘ nt - ~ o . -
E I:o-bo*‘lonia balnesid ove c:e:. 16833 WA ARIVIDADE DA i,~ose (médias de 8 repotigSes) ! -
. Umsepp T T N ATIVIDADE DA Wiy-age DE B6UTO3 Loz e
B . TRATAENTO . o ‘ (moles 0211 /pla.nta/h) ppT
I1cunAGiO : SR : _ 4 . oo
- SR : STYLOSANTHES ~ LOTONGHIS |
S A IR Ao SRR E e S e E } .
12 S mAvAGEE L. R T 1,125%(a) R . 11,904%(a) | |
. S . T S - L : o B
28 . RELAVAGBY . © . . 504 (e) . 483 (a) B g
V- - ‘. . o ‘t: - ~ . . ; . . . ! L i e,
Sre sre e CoL [ -‘.'.‘o .""-"f‘“;, A..I'- - :4.‘3.'.-. LIEI R T . . ‘-.‘ - .,.‘. .‘. .

1o, BBUTAVAGEA, - il T L33 (W) 104349 (-“)
20 7 SBi DAVAGEII P el Le062 (b) TR 5,959 (e)

1
I
i

{ . [IREE VR T
* . . 1 - o "o
I . Ced )

s
. A

18 S “: . SEI TAVAGEL I VT 24310 o) o 12,256 (f) po-

28 ‘ IAVABER ¢ s . o 613 (0) o 6.ea3 () Fadnilee

(=}yatlor0n com letras igueis cdo provanientes 2o nesnos pedagos de rafzes contendo varios |
rddulos, aseim cada repetiglo na 18 fese de inowbagio, ' en cada tratmmento, foi a nesma i
. ‘lr . nwe ot . - S i N ;I‘- ' e . o )

P _ ugada na 28 fase, i, P Wb cemedw AR L ;_';'.];... IR ;._\:’.’.;; R

ey
-I’&&%‘fﬁ R ' o 4

R ) L T . ' H

Jimaeg ety :(:—.f,g-—_r 3 B - t. r
S .i‘;;;,_a.':r_f;‘._._ . e

b il . oy i
PETR N [ 4 . -
. .
L N ) ' .
[ ey e 1, k| ] ! ' 1 a =
S p i ' ' h



- : ¢ : " | il. :
- . ! ' ",' ' * /“) ¥
* * ' - .."
* N ) ‘
» . '
. * T B - M -
Frasividsde da Uy ase na 18 Isae}
rd
8o . * : -
-t .
Bl sod * . . .
L) ' B
g o
- .
< '&: '.".‘
b= . .
- : ] -]
E E E E ’ = ?— A
. 204 = - 3 S A g "
i~ > .
g i | . | % 8| i .
k23 zase) {28 tase) . kze saeezs fane I(z- ase )| (25 fase) .
}=Stylo—i f—Lo o= ’ p———Stylo——r{ p———Tiat oreemsn—l o
3! ¥, wA 1* . =} (] ¥, »
¥I0.1. IPYIGESCIA Di UNIDADE %A JIVIDADE A Bz-sse DE FODULOS COM RAXZ D3 Stylesanthes garanensiy
sv. Sohefisld E Lotonouin 3aiaemil ev. GPL 16,833
Cs dpdea purs ssdlise entat{sties forsa trzasforusdos em ard. sa Ve %
in diferengas sotre 10 o 2P fases de iasubegies ferum altsmeabs sigaifimiivei. _ "
: L > 1} 4 T
COSTMITEY e Lota
LAVAOML (10 Tuse) = RILAVAOEM (28 Tase) 1,00 51,00%" 7
SE ZANAGES (16 faee) — BTN TATIGMK (10 fase) 6,00 &0,00™" ; .
BB TAVAGHE (18 Tese) - Tavasmt {29 faes) §1,00%% 43,00 ’ . : S
. " . ]



QUADRO 2. IFFIUMKGTA DA TAVAGEE DA RAfz col 10puzs B DA PLAUTA LITEIRA DE Stylosanthes

furanensig cve IRIL1022, HA ATIVIDADE DA W

5686 fnedias de 6 Tepetigden)

FASE DE

~ ATIVIDADE DA NITRCGEVASE DE 16DULOS

TRATALIFIITO (nneles 021i4/pla.nta/h)
IXCUBAGEO . RATZ - © PLAUTA INTEIRA
1s LAVAGHI 154™*(a) 25 (a)
28 fiizpo'®) 272 (a) 43 ()
18 SHi LAVAGHI 172 (D) 119 (e)
o8 SHI TAVAGIHI 581 () 188 (o)
i SHI LAVAGE 174 {o) 145 (1)
28 TAVAGE! 67 {o) 44 (£)

‘ (i)ﬁmidadé do 'ard"mmltiti‘a ‘usando -,pa'xpel de fii‘i;ro funid.o.

.......

(ii)Va.lores cori letras imials sao provenilentes de mesmosm pedagos de r_ai,zea ow de plantas

oontendo néduloa, assin oada repetigio na 18 fase de incubagdo, em cada tratamento,

foi a nesna usadsa na 28 fago,

-n

an

08

A




VARIACXO DA ATIVIDADE DA Np-nse DA 2% FASE («),

B RETLACKO A 13 FASE TOMADA CGOMO 100.

51

Ly
MK

£00—
300~
200—
100- ﬁ i E f—At:Lv:ld.udq da lz-u na 18 fage
o ™
cllic s 2
2 2 b 3
[
g1 8 g g
{ataae)i(afam] [22 famed LAVAGEM s fase)
0 {2vfane) (]fl?.:.‘sa
it - . i
BATZ FLANTA RALZ PLANTA INTEIRA
INTEIRA - .

COM LAVACIM NA 18 FASE - 'SEM LAVAGEK WA 18 FASE
FIG.2, INFLUERCIA Di UMIDADE Ni ATIVIDARE Di Nz-a.l. DR NODULOS COM EATZ B

coM PLANTA INTEIRL EM Stylosanthea guyansnesis cv. IRY,.1022.
(x)gpidade mantida ussodo papel de filtre ¥mido.
Os dados para sndlise estatistica foram tranwformados & Ve +1 '

: CONTRASTES . ' Takey

BATZ x UMIDO (28 fase) = RATZ x LAVAGEM {18 fame) T 3,30%F

PLANTA INTEIRA x UMIDO (28 fase) ~ FLANTA INTEIRA X LAVAGEM (18 fase) 3,60%%
BATZ x SEM LAVAGEM (14 fass) — BATZ x TLAVASHEM (20 fape) 3,90
HAIZ x SEM LAVAGEM (28 faee) -~PLARTA INTEIRA X SEX LAVAGEM {21.fass) 5.60‘"‘
BATZ x SEM LAVAGEX (2% famse) ~ BAIZ x SEM LAVAGEM (10 fase) 8,20%%

FLANTA INTELRA x SEM LAVAGEM (20 fase) ~PLANTA INTEIRA x SER LAVAGEM (1 fase) 2,60%

A"

g



QUADRO 3. DIFERENGAS EWIRE PLAITAS INTEIRAS E RAfZES SEI PARTE AENaA, MA ATIVIDADE DA I,~ase

10S ¥ODULOS DE DUAS CULTIVARES DE S.;uyanensis (uédiaw de 8 repetigdes)

'ATIVIDADE DA ¥ ~ese DOS 6DULCs

TRATAL IO (unoles 0 gl /planta/h)
' cve Schofield 77 ove IRIL1022
PLANTA INTEIRA 194 112
mfz 136 ' 120
1
CONTRASTE TUKEY |

Planta intelra (Schofield) - Ralz (Schofield) 58,00%%

‘Plants inteira ( IRI ) - Rale ( IRT ) 8,00

R [P AP — P e R—

SO



Qumw 44 ATIVIDADE DA N,-ase DE Lénum., B SISTEiA INTAGTO, I RETAGXO l DA mafz

E PLANTA I;J““Ilu%., SOB EFEITO DA UiIDADE (media de 6 1epetigoes)

FASE DE | ' ngmum DA liy~zse DOS i:0DULOS

IRCURAGAO TIM?AI.IEIITO (zmoles Coll 4/plan’ca./1-1)
T stsrmu INmaeTo 0 1.585%a)
28 - Rafz w0 TAVADA - e 972 {a)
1a : SISTEIA INTACTOQ?Y _ . 1.590 ()
28 Rafz TavaDA T 266 (D)
18 77 sisemia mwmacro T 10086 (o)
28 | PLANTA TiTEIRA 0O RAfz uXo TavaDA ' 651 (c)
18 SISTEIA THPACTO - 827 (4)
28 . PLAKTA IUTZIRA CO miz LAVADA | 143 (a)

CE)Vﬂlores com 1etras 15uais sao provenienteq doa meauos nedag.os da raizea, plnntas :Ln..e:.ra.s
con raizes e de pistenas solo con plantas oon‘bendo noduloa, aspin, cada repstigao na 18

fase de incuba.g.ao, el cada 't:ra:t;mento y fol a nesma usada no 2% fase,

—

L ,,..#"‘ Camn [V

N
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- . . :
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TAVAGEM LavacEl | -
e e e - p - (28 fase) (m} s, e - {28 200e) (1T 277% | S -
. L_._,,-.__J [ —— ' N
RALZ FLARTA INTETEL .-
¥I0.3. ATIVIDADE DA D -sse DE NODULOS DG SISTEMA IRTACTO (10 faas) B ERELAGEO 1 Da
2117 & FLANZA ISZEIZA, SOB EPEITO DA UIIDADE (2° fase)., ATIVIDADE Di Ny-wae {
£OS FOINLOS DO SISTEX4 INTZCTO (13 PASE DE IRCOBACIO} TOMADA OO 100, - .
Ow dedas para aniiise petatfstica foram traoefornados s arc. sen. ¥n . ‘ : .
. CORTRASTES Tuxsy .
SISTDIA IATA0T0 (A% fame) = RAIZ x  LAVAGKN {20 fusa) £6,00%% ' -
SISTOL INTACTO (1% fame) - PLARTA INTZIRA x LAVAOEM {24 fuse) 66,50%F
' 7 SISTOL INTACTO (18 fase) - RALZ x SEN IAVAGEX  {2¢ fese) 39,00%F
. SISTIMA INTACTO {14 fase) - PLANTA INTEIRA x SEM LAVAGEN{ 21 fase) 40,00%%
2ALZ x SDM LAVAGDM (29 fase) = FLANTA INTRIBAZSEM LAVAGEN(2Y fesa) - 1,00
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QUADROC 5, CTDSCI":EL'TO DE BSTIMPES RESISTENTIES NULL LIBIO DD CULTURA 79,
S@1 E COU ESTHEPGE IGINA.(I) (uedias de 6 repetigles)

E3TIRPES

Rhizobiw.i 5Pe STREPTOLTICTEA '. ITﬁ]..ERO D

NRhizmohiw:

nl

BR-llr | 0 . 18 x 1077
(inefetiva) ‘
150 ye/nl 15 x 2077
=23z 0 - 20 x 1077
(efe'tliva.) ' | |
150 je/ul 28 x 1077

(i')l"a analise es’cat{stica, os dados foram transfornados em 103.1011

e —rm gm N | cmemees

e
PRt g # TR

SO

63




QUATRC &, ITZITO DE ESTIRPES 1UDARTES RESISTENTIS )L ISTREPTCNICINA LA HODUTAGXC B FINAGKO D2 ¥

R L S

‘2

Il WAS CULTIVARTS LE S:-tglos:"ltbcu -mﬂ"monsis {egdias de 4 ropetigles)

" PESO $BCO DE ubmuLos -

s . 6"' NS A?IVIDADE DA I-ase
esrInpeste) ULERQ DB MODULOS/VAS0™ ™ {me/vano) (mioles €gf,/plante/h)

Schofiold IRI.1022 Schofield IRI.1022 Sctofield  IRT,1022
SR-11 120 190 32 10 0 0
BR-117 i25 99 32 1 ¥ ° o
BR-23 192 Q‘Gg 51 12 21323 314
BR-23r 170 45 44 1746 2040

Fantpa de VarizcHe

CULTIVAR

ESTIRPE

CULTIVAR x ESIITPE

CeValt

Desdobradente &a interanio

CULTIVAR

IRl
IRI

IAX ( BR=23r+Eit-23)~({ BR-11r+38=11)
(DRe25r = Bli-23)

Schofield
Schofield

Schofield (nn—zsnm-zz)-cm-nmn.“-u)

COLTRASIE

{ BR-231-BR~23)
( BR-11xwT0-11)

{E1-11r -« BR-11)

pfuero de nddulos
1,67
9,75%%
13,30
10

wliteno bR 3:6muTos
LB .

44,00%F
14,65
0,03
0,53
0,09
9, ez*“

Adilvidztie Ao is-nga

Leoo do nddulos
- ¥

P
60,25 45,252
13,89%% ' 35,65%F
T,65%= 64,555
24 13

PESO SECO DE OUWIOS  ATIVIDADE DA No-ice
: ¥ : 7

27,827 97,55
0,36

20,65%%

2,02 2,10

. 0 0
13,625 '

(a}"'li..u @ Ba~23 erisinaie ncma;{voin' Hﬂ-llr 8 Bll=23r mutantes runistenten s es‘traptonicinu.

(®)pagos para anflise estatistica forau transformados para [/~ n +.17

» -
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QUADRO 7. LXEITO DE ESTIRPES MUTAITE] RESISIENIES \ ISTIGPTGIICINA NO DESENVOLVIIET0
DE DUAS CULTIVARES DE Stylosanthes ruyanensis ('m;dian de 4 ropetigden)

pATERTA STEOA ' w8 IL_TDTAL
ESTIRPES {ve/vaoe) - {iv/vaoo)
Schofield IRY,1022 Schofield . IRL,1022 Schoficld  IRI,I022
Pesterunba 180 a2 Co1,22 1,26 2,18 2,16
BR-11 : 185 140 1,25 1,36 2,31 1,90
BR-11r 174 58 1,71 2,10 2,37 1,24
ERe2% 2500 S0y 2,10 2,40 52,50 13,12
ER-23r ' 2,450 2.245 ° 2,15 2,20 53,60 49,39
Fontes_de VariacSo - Hntﬁr’i}}; phea !'rﬁ I Teta
CULTIVAR (C) 12,6070 . 5,567 _ 10, 72%*
E30IPE  (E) _ '49,351:? 20,417 65,52%%
¢ xE 8,27% 0,34 8,75 %
DoV B 41 : 15 37
Dasdobramente da intaragfo .
CUTLYVAR COUTRASTES 1.4..3;;_@1 2 s
IRI (BR-27T - 5W=23) 34,19%F . o 43,01%F
IR (RD~11r — BR=11) 0,08 0,01
IRI {BR-11r + B@-11 - 2T} ~ 0,08 . 0,01
Schofiold ( (BR-23r = BR=23) .’ 0,02 o
Sehofiold  (ER-1lr = BR-11) 0 . ' 0,01
Schefield {Bi-1llr + BEx=11 - 27} 0 0,01

- {8)pagos para anilise estatlstica forem transforiandes em [ 3



QUADEOD ‘8. COMPETICXO ENTRE DUAS ESTIRPES DE Ehizeblum op. § A POPULACKO NATIVA DO 50L0, NA NODULLGXO DE IUAS CULTIVARES DE 8.guyonensis

(mdaian 8o & repeticies)

(o) % maogrostd? Woushy DB N9purogted P30 £520 DE Mubetogte!
IDapg  ESTIRPES D2 FUMERD DR NOLALOS/VaSQ DEVIDO ‘A CATA ESTTRPE BEVITO L CAD4 gSTIRPE/¥ASO (zg/vaa0)
(d3se)  Enizobive 0p-. gy, 12,2022 ov. Sohofisld  ov. IRI.1022 oV, Schofield  av. JKI.1022. ov. Bcbofiedd  ov. INI.1022 cv. Schefisld
20 BE-11r 2 28 - - - .- - -
BE-2)F 1 21 - - - C - - -
Sole 1 10 - - - - . - -
. \ -
30 m-1T 40 70 - q - - - - -
BE-23r 28 61 - L - Co- . - -
Sale 30 111 - - - - - -
4U BE-117 g2 103 73 7 5 '3 3 5
: ER-237 56 85 49 100 - H 2 4
Solo 56 13 100 . 160 . 50 73 2 3
50 Ba-11r 298 341 BT 63 116 21 18 32
BR~23r 213 M 45 9 \ 96 M8 4 . 41
Sole ) 283 o 296 100 100 283 294 ) 18 35
70 ¢ BE-1lr 501 553 M4 54 10 304 51 34
B2-23r 723 464 11 100 201 464 93 7%
Sole : 624 465 . 100 100 624 465 .83 T2
Forteo d9 Varl;g"gg FLl !\'OWLOS‘V&SD % REDULOS DEVIDC A ESTIRPE F21 DB NODULOS DEVIDD 1 ESTIRPZ EESD 9300 D3 NOOULOS
¥ ¥ b ¥
IDDE (I} ©o251,13%F 33,63%F §o4,50%F C 230,65%%
CoLTIVAR {0} ' 7,89%% T 261, 50%% 21¢,7¢%* 5,46
ESTIRPE (F) LN _ 148,86%% ' 168,90%% a,55
Ix0 3,78%% ) 18,00%% | 15, 0** 4,365
Ixt2 ' 0,28 12,06 ' ‘ 77,10%F ' 0,41
0x3E 0,58 102,80 ' 1n6,10%% 1,62
1z0x% 1.2 R TH-T 27408 1,34
0.V.5 . . 21,84 1g,82 - 16,73 . 34,58

(“’a‘.t‘ ow 10 diae ae plantas 830 produrivam nddulss. Ow Aados pars anfliss sotatfetica forasm trunsforsados em Vp ¢ 1 *
oy dados pera andlise sstotfetlon Poram transforzadon o3 aro ssns Vg * (Segundo Miae, 1937)
{o)oa psaunlos fovam pecadgs & JaTeir dos 40 dias de Sdads, - '

T——

o oy s gy

89

EEE o o 1 v i - g




QUADRO 9. IRTERAGXO IDADE x CULTIVAR, N0 KUMERC E PESC SECO DE NODULOS DE DUAS CULTIVARES DE S.guyonensis

(médias de 4 repetigles)

PESO 5ECO DE NOpuLos'®)

IDADE RUWERQ DE NOBULOS/VASO o (ng/vas0)
{diae) ov. IR1.1022 ov. Schofield ov. 1BI.1l022 oY, Schofield
20 1 22 - -
30 3] 58 - -
40 56 87 o 2 4
50 265 337 17 kY
70 615 454 <E 79 79

(0)9s néaulos 86 foram pewados & partir doa 40 dias.

Desdobramento da interagio:

KU¥ERO DE_RODULOS

PE50 sECC DE RODULOS

VALORES ACUEULADOS VALORES NXO ACUMULADOS VALORES . ACUMULABOS VALORES N0 ACTNULADOS
b z L2
IDADE CONTRASTES ¥  INTERVALOS IDADE CONTRASTES ¥  INTERVALOS

 ax IRI Scho T3 IRT  Sche
20  (Scho-IRI) 9,90%" IDADES _ IDATES -
10 (Scho-IEI) 3,25  20-30 0,426 0,3030 1,57 - 40 (Scho-IRI) 0,11
40 (Bcho-IRI} 2,59 30-40  0,2016 0,2100 0,10 50  (8cho-IRI) 14,10%° 40-50 1,5160 3,2160 3,69%%
70  (I8X-Scho} 4,24% :

T 50-70 ©,3979 0,1954 1,65

b = oceficiente de regressdo entre

% = %oate "$" enire "b"

nodulagao x 1dade



f ) S W T

QUADEC 10. DESDOBRAMENTO DO EPEITC DA INTERAGEO CULTIVAR x ESTIAPE PiRi CADA IDADE,
DA PERCENTAGEY £ DO NOUYERO DE KSDULOS DEVIDO AS ESTIRPES DB Mhizobium ap.

D0 _RUMERQ DX NODULOS ()
1DADE i;;;;;;‘i;‘gg;;;;ggrET NUMERQ DE WGDULOS DPEVIDO A5 ESTIRPES
(d1as) ESTTIRYES DENTRO DA COULTIVAR . ESPIBTES DENTRO DA _CULTIVAR CDLTIVARES DENTRO Di ESTIRPE
' CULTIVAE CONTRASTE ¥ CULTIVAR -  CORTRASIE ¥ ESTIRPE  COKTRASTE ?
40 1RY {ER-1lr - BR-23r) 14,80%F IR nio desdobrade 2,13 BE-11r  (Scho-IRI) - 2,10
(Solo - BR-11r) 63,265 " BE-23r  (Scho-IRT) 11,50%F
1 . . .
Sohofield  (BR-23r - BB-1lr) 50,51%F Scthgld nio desdobrade 1,17 .
: S . Solo {Scho=-IEI) 2,00
50 IEX (BR-23r - BR-11r) 0,39' IRI (BR~llr - ER=237) 0,23 BR-11r  (Scho-IRI) 2,30
(8olo - BR-gir)  98,04™% _ (Solo ~ BB11-r) 5,23% .
o BR-23r  (Scho-IRI}  10,23"*
Schofield  (BR-23r ~ ER-lir} 2,61 Schofield ndo desdobrade 2,08 .
{Scio « ER-23r) 98,04%% _ . Solo {IRT-Scha) ~ 0,60
70 Ix (BR-23r = BB-11r)}  5,27% . IRI {BB~23r - BR-1lr) 4,55% ; ER-air  (Sche-IRI)  8,24%
{Solo - ER-23r) 113,45 {5010 = ER=23r) 7,80% - BR-23r  (Soho-IRL}  4,57°
Schofield (BR-23r - BR-11r) 59,49 Schofield nHo dcedobrade 2,04 Solo (IRI-Scho} 0,50

(‘")Os dados para andlise estatistica foram traneformades em are asen [ m !

(h)OB dados para andlise eotatfstica foram tranaformedos am B+ 1
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g2

;

¢

! et e — <
40 EEr-. S &0 70
IDALE (DIAS)
FIC.4. HECRESSXO DA £ D2 NULULGS DEVIDO AS ESTIRPES SOBRE AS IDADES, EX DUAS COLTIVARIS
DE Stylosanthes m nenala INOCULADAS COM ESTIRPES DS Rhizobiun ap,

% _FODULOS DEYIDO AS ESTIRPES (DADOS REATS)

[»]
=
.

a y --107,6 -1,2820 x; = = 0,93%% Legvics entre "b® (teate t)

-11x e
2,9)"7(8B-23r x HR-ilr)

BR-23T =X  F = 62,8 = 0,4350 x5 = 0,79%%

—IRI

“llr == ¥y = 70,7 = 0,3246 3} * = 0,66%
BE~231 we——y r=0,11
Tados para andliss de regressis foram transformados ea ard. aen. Va v

—Sghe

et B S



b .

FUMERO DE RODULOS DEVIDO 4 CADA ESTIRFPE/YASO (DADOS REAIS)

BOG~
600-1
400~}
200~
ol .. ... } — : } -]
40 - - - 50 60 i
IDADE (DIAS)

7I¢.5. REGRESSIC DO NUNERO DE 3CDULOS DEVIDC AS ESTIRPES SOBHE AS IDADES EM DUAS
CULTIVARES DE Stylosanthes guymnensis INOCULADAS COM ESTIRPES DE Rhiszobiua sp.,

- . Desviocs antrs *b"
~lly ———p ¥ = 9,52~ 0,0264x) T

= 0,095 or £ .
e IRT{ BR-23¥ x y= 4,42 + 0,2667 3 r = 0,870 2,00 (BE-2)r x Solo)
Sole ——=q ¥y = 12,40 + 0,5303 x3 r = 0,820% -
w]if ~———o y = 0,90 + 0,2667 x; T = 0,970%% :
— Scho{ER=2)r ———x ¥y = 3,65 4+ 0,3706 x3 T = 0,78¢** 1,73 (BR-11lr z Solo)
Solo T = 7,37 + 0,4156 x; r = 0,850%F '

Dados parn andlise do regreusﬁ'o foram traneforumdos em [ n + 3 Y



QUADEO 11, EPEITO DR ESTIRPES DE Ehizobium ep. EM DIPERENTES IDADES, NO DESETVOLMTO E RA ATIVIDADE DA lz—aas
DE DUAS CULTIVARES DE S.zuyanensis (médiae de 4 repatigles)

IDADE £STTRPES DE MATERIA scale) (a) x_romse) ATIVIDADE Di Ho-ase'?’
(aias) Hhigobiug ;;_ (=g/veeq) L% 3 {mg/veuo) {nmoles C ¥, /vaso/h)
ov. IRT.1022 eov. Schofield ov. IRL,1022 e¢v. Schofield ov. IBI.1022 ov. 8Schofield ov, IRI.1022 ¢ov. Schofield
1 Ellr 26 32 4,50 4105 119 . . 1,32 0 0
BE~23T 24 34 4,60 4,40 1,10 1,50 o 0
Salo 24 28 4140 4,40 1,60 L2 0 o
20 BR-1ir 92 111 3,90 4,20 | 3.60 L aeT e o
BR-23r 83 122 3,85 3,45 2,45 4,66 ] ]
Salo 7 95 3,85 Q. 4,20 2,80 3,9 0 °
10 2B-11r 183 kY5 4,00 4415 7,35 14,15 0 0
BR-23r 162 292 3,95 4,15 6,41 12,14 0 o
Solo 73 289 4,10 4,35, 8,09 12,59 0 o
40 BR-11r 521 846 4,00 3,70 20,86 31,30 46 225
BR-21r 417 715 ‘3,60 3,90 17,19 30,23 65 247
Solo 476 832 3,85 3,70 18,33 30,81 33 195
50 Bi-11r 1.558 2,470 3,00 2,55 46,76 63,00 1.153 2,842
BE~23r 1.577 2,642 2,90 : 2,80 45,75 68,69 1.313 5.717
Solo 1,769 2:52) 2,95 2,45 52,20 61,83 1.900 4.241
10 Bi-11r 6,360 8,941 2,60 2,50 165,36 223,53 8.125 5,687
BE-237 T 443 9,218 2,60 2,50 193,53 230,46 5,395 5,850
Solo 7-313 9-730 2’60 2!50 191171 . 244,50 9.343 4.225
Fontes dg_Variegio  MATERTA SRCA Eg ¥_TOT4L ATIVIDADE DA Fo-ase
, 7 i3 ] T
1DADE 8.080,25" 18,37%% 390,75%* 237,17
CULTIVAR (0) 424,33°" 0,36 - 22,00%* 20,44%
Ix¢ 6,42%% 0,48 2,50% 10,22%%
C.V.% 1n 12 17 25

(2)0g dados pava andlise estatfotica forsm transformados em VI
(5) avividede aa H,-ace foi detatada pels primeira ves aca 40 diaw de idads,

{(9)o4 dados pars ankliise estatfstica forsm traneformados em logyg @

6




QUADRC 12. INTERAGXO IDADE x CULTIVAR, NA MATERIA SECA, N TOTAL £ ATIVIDADE Di Ha-ase DE_IUAS CULTIVARES DE S.guyanensia
(médiae ds 4 repetigles) '

1ADE MATERTA SECA N TOTAL ATIVIDADE D4 K -sse
{ng/ve.e0) (ng/vaso) o {zmoles C,H,/b/vaec)
{dias) ov. IRI.1022  ov. Schofield : ov. IRI.1022  ov. Schofield cv. IRT,1022  ov. Schofield
10 24 n - 1,11 1,35 ¢
20 76 : 109 2,96 4,44 0 0
30 _ 181 307 7,28 v. 12,86 o
40 433 817 _ w79 20,78 50 222
50 1.635 2.545 48,23 64,50 - 1.423 4.266
70 7.059 19,313 . 183,53 232,83 7.621 5.254
Desdobranento da interagBos
MATERIA SECA _ F_SDTAL " ATIVIDADE DA Kp-see
VALORES ACUMTLADOS YALORES FXO ACUMULADOS VALORES ACUMULADOS VALORES FKO ACUMULADOS
blmg/dla) % bimg/aia) £ .
IDADE CORTMSTES ¥ IRTERVALOS IDADE CONTRASTES F INTFRVALODS 7 IDADE CONTRASTES z
= EATiE  IRI  Scho : - NG IRT  Scho - -
10  {(Scho-IEI) 29,16 Wil ~ T 10° (Soho-IRI) 3,25  IDADES 40 {Scho-IRT} 25,44%%
20 (Scho~IRY) 58,33%F 10-20 0,0472°0,0542 1,46 20 (Scho-IRI) 4_,75‘ 10-20 ©0,0417 0,0507 0,21 50 {Sche-IRI) 14,44%%
30 (Seno-IRI)120,63%F  20-30 0,0356 0,0420 1,33 30 (Scho-IRI) 8,75%F 20~30 0,0388 0,0451 0,98
40 {Scho-IXI)116,87%F  30-40 ©,0450 0,0433 0,23 40 (Scho~IRI) §,50%  30-40 0,0416 0,0385 0,48 70 (IRI-Scho) 0,59
50  (Scho-IEY) 87,50  40-50 0,0587 0,0517 1,46 50  {Scho-IRI} 2,50 40-50 0,0413) 0,032% 1,98
70 (Seho-IRI) 33,33%F  s50-70 0,03.28 0,0282 1,9 70 (Scho-IRX} 1,50 50~70 0,0288 0,0279 0,47

b = poeficlente de Tegreasio entre os parametros {matéris edom, N total e atividsde da na—ue) T idede

+ = toate “t* anire "b"



