Competicdo de estirpes de Rhizobium sp. resistentes
a estreptomicina com as nativas do solo na nodulacédo e
desenvolvimento de Stylosanthes guyanensis; Aubl. Swartz e
avaliacdo da fixacdo de Nz pela reducdao de CzHz

TESE

apresentada a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
para o grau de Magister Scientiae

Orientadores:
Johanna DObereiner
Adam Drozdowicz

Walter Augusto Gross Braun

SEBASTIAO MANHAES SOUTO
Fevereiro de 1976



A minha familia

aos professores

J. DObereiner

A. A. Franco

minha homenagem



AGRADECIMENTOS

Externamos nossos agradecimentos a todos aqueles que
direta ou indiretamente contribuiram para este trabalho,
principalmente as segulntes pessoas:

- Pesquisadores Dra. JOHANNA DOBEREINER e Dr. AVILIO
ANTONIO FRANCO, pelas orientacdes.

- Prof. OSWALDO DUARTE GONCALVES, pela revisao do
manuscrito.

- Auxiliar Administrativo PORSINA TEIXEIRA, pela
confeccdo da tese.

- Funcionarios do Setor de Solos da UEPAE/Itaguai.

- Funcionarios do Setor de Agrostologia da

UEPAE/Itaguai.



BIOGRAFIA DO AUTOR

Natural do Estado do Rio de Janeiro, Engenheiro
Agrénomo diplomado pela Escola :acional de Agronomia em
outubro de 1964.

No periodo de 1965-1967 realizou trabalho de
pesquisa em agrostologia no convénio USAID x IRI.

No periodo de 1967-1969 desenvolveu pesquisas em
agrostologia e em microbiologia do solo, como bolsista do
CNPg, sob orientacdo da Dra. DOBEREINER.

De 1970-1971, fez pesquisas em agrostologia, como
bolsista pesquisador do CNPg.

Atualmente é pesquisador da Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).



INDICE

INTRODUCAO
REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metodologia para avaliacdo da atividade
da Nx-ase, pela reducao do CyH»

2.1.1. Deficiéncia de umidade
2.1.2. Excesso de umidade
2.1.3. Tipos de amostras

2.2. Identificacao das estirpes

2.3. Resisténcia das estirpes de Rhizobium sp.
a estreptomicina

2.4. Competicdo entre estirpes de Rhizobium
sp .

2.5. Problemas relacionados com a simbiose do
S. guyanensis Aubl. Swartz

Pagina

12

15



MATERIAIS E METODOS

3.1. Metodologia para avaliacdo da atividade
da Nz-ase, pela reducao do CzH»

3.1.1. Influéncia da lavagem de raizes com
nédulos na atividade da Nz-ase

3.1.2. Efeito da lavagem de raizes com ndédulos
e da planta inteira u atividade da Nz-ase

3.1.3. Diferencas entre plantas inteiras e
raizes sem a parte na atividade da Nz-ase de
duas cultivares de S. guyanensis

3.1.4. Efeito da lavagem da planta inteira e
da raiz com ndédulos na atividade da Nz-ase
comparado com O sistema intacto

3.2. Selecdo e testes com estirpes mutantes de
Rhizobium para resisténcia a estreptomicina

3.2.1. Resisténcia das estirpes de Rhizobium
a estreptomicina

3.2.2. Verificacéao da uniformidade das
mutantes BR-11lr e BR-23r quanto a resisténcia
a estreptomicina

3.2.3. Efeito de estirpes resistentes a
estreptomicina, na nodulacdo e eficiéncia de
fixacdo de Nz, em S. guyanensis

3.2.4. Verificacéao da ocorréncia da
resisténcia natural a estreptomicina, da
populacdo autdctone de Rhizobium do solo

3.3. Competicdo de estirpes de Rhizobium sp.
inoculadas com as nativas do solo, na
modulacdo de S. guyanensis

18

18

18

20

22

23

24

24

26

27

29

30



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Metodologia da atividade da N;-ase, pela
reducdo do C2H2

4.1.1. Efeito da lavagem de raizes na
atividade da Nz-ase

4.1.2. Efeito da lavagem da planta inteira e
raizes sem a parte aérea na atividade da Nz-
ase dos noédulos

4.1.3. Diferencas entre planta 1inteira e
raizes sem a parte aérea na atividade da Nz—
ase de duas cultivares de S. guyanensis

4.1.4. Atividade da Nz—ase dos nddulos do
sistema intacto em relacdo a da raiz e da
planta inteira, sob efeito da lavagem

4.2. Resisténcia das estirpes de Rhizobium sp.
a estreptomicina

4.2.1. Crescimento de estirpes resistentes em
meio de cultura, sem e com estreptomicina

4.2.2. Efeito das estirpes resistentes a
estreptomicina na nodulacéo, no
desenvolvimento e na eficiéncia da fixacédo de
N2, em S. guyanensis

4.2.3. Resisténcia natural a estreptomicina da
populacdo autdctone de Rhizobium do solo

4.3. Competicdo de estirpes de Rhizobium sp.
inoculados com as nativas do solo, na
nodulacdo de S. guyanensis

4.3.1. Nodulacéo

4.3.1.1. Namero e peso seco total dos ndéddulos

33

33

33

34

36

36

38

38

39

41

42

42

42



4.3.1.2. Percentagem de ndbébdulos devidos as
estirpes inoculadas

4.3.1.3. Numero de ndédulos devidos as estirpes
inoculadas

4.3.2. Desenvolvimento da planta e eficiéncia
da simbiose

CONCLUSOES
RESUMO
ABSTRACT

BIBLTIOGRAFIAS CITADAS

44

48

49

52

53

55

57



QUADRO
NO
1.

INDICE DE QUADROS

INFLUENCIA DA LAVAGEM DE RAIZES COM NODULOS
DE S. guyanensis cv. Schofield E Lotononis
bainesii cv. CPI 16.833 NA ATIVIDADE DA Ho—
ase

INFLUENCIA DA LAVAGEM DE RAIZES COM NODULOS
DE PLANTA INTEIRA DE S. guyanensis cv.
IRI.1022 NA ATIVIDADE DA N,—ase

DIFERENCAS ENTRE PLANTAS INTEIRAS E RAIZES
SEM PARTE AEREA, NA ATIVIDADE DA Ny—ase DOS
NODULOS DE DUAS CULTIVARES DE S. guyanensis

ATIVIDADE DA Ny—ase DE NODULOS EM SISTEMA
INTACTO, EM RELACAO A DA RAIZ E PLANTA
INTEIRA SOB EFEITO DA UMIDADE

CRESCIMENTO DE ESTIRPES RESISTENTES NUM
MEIO DE CULTURA 79, SEM E COM
ESTREPTOMICINA

EFEITO DE ESTIRPES MUTANTES RESISTENTES A
ESTREPTOMICINA, NODULACAO E FIXACAO DE Ny,
EM DUAS CULTIVARES DE S. guyanensis

Pagina

76

18

80

81

83

84



10.

11.

12.

EFEITO DE ESTIRPES MUTANTES RESISTENTES A
ESTREPTOMICINA NO DESENVOLVIMENTO DE DUAS
CULTIVARES DE S. guyanensis

COMPETICAO ENTRE DUAS ESTIRPES DE
Rhizobium sp. E A POPULACAO NATIVA DO SOLO,
NA NODULACAO DE DUAS CULTIVARES DE S.
guyanensis

INTERACAO IDADE x CULTIVAR, NO NUMERO E
PESO SECO DE NODULOS DE DUAS CULTIVARES DE
S. guyanensis

DESDOBRAMENTO DO EFEITO DA  INTERACAO
CULTIVAR x ESTIRPE PARA CADA IDADE, DA
PERCENTAGEM E DO NUMERO DE NODULOS DEVIDO
AS ESTIRPES DE Rhizobium sp.

EFEITO DE ESTIRPES DE Rhizobium sp. EM
DIFERENTES IDADES, NO DESENVOLVIMENTO E
ATIVIDADE DA Hzy—ase DE DUAS CULTIVARES DE
S. guyanensis

EFEITO DA INTERACAO IDADE x CULTIVAR, NA
MATERIA SECA, N TOTAL E ATIVIDADE DA Ny—
ase DE DUAS CULTIVARES DE S. guyanensis

85

86

87

88

91

92



INDICE DE FIGURAS

INFLUENCIA DA UMIDADE NA ATIVIDADE DA Ny—ase
DE NODULOS COM RAIZ DE S. guyanensis cv.
Schofield E Lotononis bainesii cv. CPI 16.833

INFLUENCIA DA UMIDADE NA ATIVIDADE DA N;—ase
DE NODULOS COM RAIS E COM PLANTA INTEIRA EM S.
guyanensis cv. IRI.1022

ATIVIDADE DA Ny,—ase DE NODULOS DO SISTEMA
INTACTO EM RELACAO A DA RAIZ E PLANTA INTEIRA,
SOB EFEITO DA UMIDADE

REGRESSAO DA % DE NODULOS DEVIDOS AS ESTIRPES
SOBRE AS IDADES EM DUAS CULTIVARES DE S.
guyanensis INOCULADAS COM ESTIRPES DE
Rhizobium sp.

REGRESSAO DO NUMERO DE NODULOS DEVIDO AS
ESTIRPES SOBRE AS IDADES EM DUAS CULTIVARES DE
S. guyanensis INOCULADAS COM ESTIRPES DE
Rhizobium sp.

Pagina

17

79

82

89

90



1. INTRODUCAO

A importancia da alfafa do Nordeste (Stylosanthes

guyanensis) como forrageira, ja realcada em muitos

trabalhos de pesquisa, foi confirmada por observacgdes
feitas em nossa regido, localizada no Municipio de Itaguai.
Nos solos sob vegetacdo do cerrado do Brasil—Central, a
alfafa do Nordeste parece ser a leguminosa mais promissora
devido a sua grande tolerédncia a solos de baixa fertilidade
(Buller et al., 1970).

Em nossa regido, sob condicdes de campo, as
espécies de leguminosas que apresentaram problemas de

estabelecimento foram principalmente Stylosanthes

guyanensis, Pueraria javanica e Glycine wightii, enquanto

as demais espécies estudadas, Centrosema pubescens e

Macroptilium atropurpureum ndo apresentaram problemas na

fase inicial de crescimento (Souto & Lucas, 1972). Entre os
varios fatores que determinaram o crescimento lento na fase

inicial de uma cultivar de S. guyanensis IRI.1022, foi

salientado o problema da “especificidade” desta hospedeira
em relacdo a estirpe de Rhizobium (Souto e al., 1972). Em

trabalho recente, foili observado ainda que uma estirpe de



Rhizobium inefetiva, sob condig¢cdes controladas em meio
agarizado, foili mais competitiva do que as efetivas, na

nodulacdo de Stylosanthes guyanensis (Franco, 1974).

Devido a importancia deste fato para o)
estabelecimento da leguminosa, objetivou—se, com a presente
tese, estudar a competicdao das estirpes de Rhizobium
inoculadas, uma inefetiva e outra efetiva, com as estirpes

nativas do solo, em duas cultivares de S. guyanensis.

Entretanto, para atingir este objetivo, foili necessario
desenvolver pesquisas para ajustar a metodologia da reducao
de C2H, as finalidades do trabalho, bem como verificar o
comportamento das mutantes resistentes a estreptomicina,

usadas na identificacdo dos ndéddulos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metodologia para avaliacdo da atividade da Nz-ase, pela

reducao de CzH».

2.1.1. Deficiéncia de umidade

Sdo muitos os fatores que afetam a atividade da
N;-ase dos diferentes sistemas. A influéncia da umidade do
solo na periferia dos ndédulos foi amplamente discutida por
Sprent (1071, 1972, 1972a). Em ndbédulos de soja anual, a
queda da umidade para 80% do tear de adgua necessario a plena
turgidez causou declinio proporcional na atividade da Nz-
ase. Abaixo deste teor de umidade a estrutura do ndédulo
sofreu danos irreversiveis, com a perda da atividade da
citocroma—oxidase e da atividade da Nz—ase.

No campo, a maxima fixacdo de Nz por Vicia faba

(Sprent, 1972) e Lupinus arboreus (Sprent & Silvester, 1976)

foi obtida com a umidade do solo na capacidade de campo.
Acima e abaixo deste nivel, a atividade da Nz-ase foi
reduzida. Ocorreu progressiva perda da atividade da Nz-ase

no solo seco. Com o trevo branco, a recuperacdo dos nddulos



apds ressecamento parcial dependeu da intensidade e do tempo
do ressecamento, e foli sugerido ainda por Sprent & Silvester
(1973), que o tecido meristemadtico dos nddulos de trevo
tolerou melhor tais ressecamentos do que do ndédulo do tipo
esférico.

Sprent (1969) achou que ndbébdulos destacados de

Glycine max foram capazes de suprir redutores e esqueletos

de carbono necessarios a manutencdo da atividade da Nz-ase
por 8 horas. Entretanto, em ndédulos destacados, os efeitos
diretos do ressecamento na atividade dos ndédulos poderiam
ter sido agravados pela interrupcdo do fornecimento de
produtos fotossintéticos.

Kuo e Boersma (1971) constataram interacéo
altamente significativa entre a agua e a temperatura do

solo, sendo que ambos afetaram fixacdo de Nz em Glycine max.

Nas temperaturas baixas (10 a 15°C), o ressecamento devido
a deficiéncia de umidade teve efeito mais pronunciado do
que a 24 ou 32°C. Segundo os mesmos autores, tal efeito
poderia ser relacionado com a baixa absorcdo de agua pelas
raizes das plantas nas temperaturas mais baixas.

Recentes dados de Sprent (1973) mostraram que, em
Phaseolus wvulgaris com 44 dias de idade, a reducdo de 75%
no numero de ndédulos, de 30% no peso seco de nddulos e de
90% na atividade da Nz—ase, foram relacionados com o ponto
de murchamento. Isto indicou que a deficiéncia de umidade,
através de efeitos na nodulacdo e mails diretamente na
atividade da Nz-ase, comumente limita a fixacdo de Ny.

Sloger et al. (1073) também observaram, num campo onde



plantas sofreram deficiéncia de umidade, que a atividade da
Nyo—ase diminuiu quando a turgidez relativa das folhas

decresceu abaixo de 80%.

2.1.2. Excesso de umidade

Efeitos devidos ao excesso de umidade, ou
inundacao, sdo geralmente consequéncias da deficiéncia de
oxigénio.

O desenvolvimento de nédulos em Glycine max (Bond

1950), Trifolium subterraneum (Loveday 1963), Phaseolus

vulgaris (Sprent 1973), Centrosema pubescens, P.

atropurpureus e S. guyanensis (De Polli et al. 1973) foi

marcadamente reduzido sob condicdes de baixa pressao
parcial de oxigénio no solo. Observando plantas inundadas,
Loveday (1963) achou nodulacdo deficiente em Trifolium
subterraneum, crescendo em solos com taxa de difusdo de
oxigénio de 8 x 10-8g/cm?/min. Em solos com taxas de 20 x
10-8g/cm?/min., a nodulacdo foi satisfatéria.

A inundacdo ou lavagem da raiz nodulada pode
diminuir fortemente a atividade da Nz-ase dos ndédulos (Hardy
et al. 1968, Sprent 1969, Schwinghamer et al. 1970, Wague
& Burris 1972) e no caso de inundacao, quando prolongada,
provocou queda dos ndéddulos. A principal area para troca de
gases é a superficie do nédulo (Sprent 1972). Os nddulos de

Glycine max contém muitos espacos intercelulares (Bergersen

& Goodchild 1973) que se interconectam desde o interior até



a superficie dos ndédulos e que parecem adequados para
promover a difusdo do oxigénio e manter a pressdo parcial
da zona com bacterdides, similar aquela da atmosfera do
solo. Obstrucdo destes espacos no cédrtex dos nddulos
interfere na difusdo do oxigénio dentro do néddulo. Bergersen
et al. (1973) salientaram gque o papel do oxigénio na fixacao
de N2 e na producdo de ATP nos bacterdides, enquanto que o
papel da leghemoglobina no nédulo, confirmando de maneira
conclusiva, em trabalhos recentes, por Bergersen e Turner
(1975), é satisfazer a exigéncia de oxigénio do sistema de
fixacdo de N, sob baixa concentracdo de 02 livre.

O decréscimo do potencial de sucgdo de agua do solo
de 2 para 0,35atm resultou em declinio de 55% da atividade
de Ny—ase dos ndédulos do sistema intacto de soja (Fishbeck
et al. 1973). Kuo e Boersma (1971) mostraram que a reducao
do potencial de succdo de &agua teve marcado efeito na
fixacdo de Nz, uma vez que a difusdo de 02, é& aproximadamente
10.000 vezes mais rapida através do ar do gque na agua.

Condicdes aerdbias para reducdo do acetileno séao
exigidas pelos ndédulos de leguminosas, e o nivel o6timo
situa—se entre pO, de 0,2-0,5 atmosferas (Hardy et al.
1973). Recentes estudos (Gibson 1975) indicaram gque o
aumento na fixacdo de Nz pelo Trifolium subterraneum e por

Glycine max se 1inicia efetivamente a pressdo parcial de

oxigénio entre 0,05 e 0,08atm, enquanto que para Trifolium

repens é de cerca de 0,10 atm.



2.1.3. Tipo de amostras

Na avaliacdo da atividade de Nz—ase dos ndédulos de
uma leguminosa o objetivo e obter informacdes tdo prdximas
quanto possivel ao sistema intacto.

Os ndédulos destacados de soja anual tém menor
atividade da Nz—ase do que os nao destacados (Hardy et al.
1968, Oghoghorie & Pate 1971, Fishbeck et al. 1973), e
nédulos em planta inteira da mesma espécie tém maior
atividade da Nz;-ase do que em raizes destacadas (Hardy et
al. 1973, Hardy & Havelk 1973), Entretanto, Dart et
al. (1972) observaram que usualmente a remoc¢do da parte aérea
da planta ndo afeta de maneira mensuravel a avaliacgdo da
atividade da Ny—ase, se esta determinacdo for feita em
rapido intervalo de tempo. Assim, segundo Hardy et al.
(1973), o sistema radicular com os ndédulos poderia ser usado
para avaliacdo da atividade da nitrogenase.

A atividade da Nz—ase nos nddulos de plantas de
soja anual, em vasos intactos e em periodos de incubacdo de
1/2 hora, foi estatisticamente igual a de raizes noduladas
(Fishbeck et al. 1973), porém, menor que a de plantas

inteiras retiradas do solo.

2.2. Identificacdo das estirpes

Estirpes isoladas de néddulos podem ser

identificadas através de testes soroldbgicos e de

imunofluorescéncia (Vincent & Waters 1953, 1954, Jellkins



et al. 1954), Dudman & Brockwell 1968, Trinick 1969, Jones
& Russel 1972), ou por marcadores convenientes tais como a
capacidade de induzir clorose na hospedeira (Means et al.
1961, Johnson & Means 1964), a resisténcia a antibidticos

(Obaton 1971), a producdo de ndédulos pretos (Cloonan 1963,

Cloonan & Vincent 1967, Dobereiner 1964, 1970), e.
morfologia das coldnias (Brockwell et al. 1971), a
especificidade a fagos (Staniewski 1970), ou a

inefetividade na fixacdo de Na».

A resisténcia a antibidéticos é ideal para uso em
experimentos em condicdes controladas (Marques Pinto et al.
1974) e pode também ser empregada no campo, como demonstrado
por Obaton, (1971). A resisténcia a estreptomicina mostra—
se Util marcador genético, pois este antibidético atua na
sintese de proteina inibindo completamente ou ndo afetando
O crescimento do organismo. A mutacdo para esta resisténcia
tem grande estabilidade; apresenta relativa variabilidade
para resisténcia cruzada, e, na maioria das vezes, ndo foi
encontrada qualquer depreciacdo da simbiose (Brockwell et
al. 1971).

Vincent & Waters (1953), Means et al. (1961l) e
Robinson (1959) usaram nédulo “mais proeminente” na
identificacdo da estirpe no nédulo, porém, Dudman &
Brockwell (1968) mostraram que a representacdo das estirpes
entre os noédulos de uma planta ndo foi a mesma quando
somente o ndédulo proeminente em varias plantas foi
considerado. Por outro lado, foi observado em Trifolium

glomeratum, T. repens, T. subterraneum, Medicago minima




(Hughes Vincent 1942, Vincent 1954, Dudman & Brockwell 1968)
e em Glycine max (Bushnell & Sarles 1939, Skrdleta 1969),

que cada nédulo é geralmente formado por uma Unica estirpe
de Rhizobium mesmo que ndédulos adjacentes na mesma planta
possam ser formados por diferentes estirpes gquando expostos
a uma mistura do estirpes. Contudo, com Medicago sativa

(Krasilnikov & Melkumova 1963) e Glycine max (Skrdleta 1969,

1970), cerca de 10 dos nédulos continham Rhizobium de mais
de um sorotipo. Maior incidéncia de ndédulos produzidos por
mais de una estirpe ocorreu principalmente em condicdes
controladas, quando uma alta concentracdo de ambas as
estirpes estava presente na superficie da raiz (Marques

Pinto et al. 1974).

2.3. Resisténcia das estirpes de Rhizobium sp. a

estreptomicina.

O comportamento de Rhizobium em relacdo a planta
hospedeira pode ser alterado por modificacdo genética de um
ou do outro. Numerosas observacdes tém sido registradas em
relacdo a variacdo natural, com baixa frequéncia, na
habilidade de nodular (infectividade) ou na habilidade de
fixacéao de nitrogénio (efetividade) de estirpes de
Rhizobium, sob condicdes adversas ou de ambientes
seletivos, como em culturas conservadas por longo tempo,
conservacgdo em baixa temperatura, dessecagdo no solo, e por

varias passagens por um hospedeiro (Allen & Allen 1940).
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Entretanto, significativo aumento da frequéncia da variacéao
genética pode ser conseguido, artificialmente, por
transferéncia de material genético através da transformacao
(Krasilnikov 1945, 1953, Balassa 1960, 1963, Ljunggren,
1961, 1969, Mareckhova 1970), da conjugacdo (Higashi 1967)
e da transducdo (Kleczkowska 1957), ou por mutacdo através
do uso de raios X ou 1luz ultravioleta (Jordan 1952,
Schwinghamer 1962) . Algumas mutantes resistentes a

antibidéticos, de R. leguminosarum e R. trifolium mostraram

perda da efetividade na hospedeira hombéloga, sendo que a
freqiéncia e o grau de inefetividade variaram com O
antibidético usado (Schwinghamer 1967). Rodi (1973) achou

que R. japonicum e R. trifolium foram transformados em

formas resistentes a estreptomicina com freqgliéncia muito
baixa. Schwinghamer (1964, 1957) observou perda de

efetividade em estirpes de R. leguminosarum, R. trifolium

e R. melilotus, resistentes a canamicina e polimixina, mas

nenhuma alteracdo da efetividade nas estirpes resistentes

a estreptomicina, aspiramicina, clorofenicol ou
tetraciclina.
E muito dificil associar mudancas nas

caracteristicas da bactéria com perda da efetividade da
simbiose. Entretanto, as alteracdes na parede celular foram
sugeridas como possiveis causas do decréscimo da
efetividade de mutantes resistentes a antibiodéticos,
notadamente a D-cicloserina, a qual ¢é conhecida como
inibidora da sintese da parede celular (Schwinghamer 1967).

Weisblum & Davies (1568) observaram que a
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estreptomicina ndo pdde ser removida com uma eventual
lavagem das células, indicando isso uma vantagem para este
antibidético, pois ha absorcédo pelo organismo e ndo simples
aderéncia externa. Por outro lado, Schwinghamer (1967) e
Weisblum e Davies (1968) demonstraram que a estreptomicina
pertence ao grupo de antibidéticos cujo mecanismo de acdo é
principalmente inibidor da sintese proteica.

Schwinghamer (1962), trabalhando com duas estirpes
resistentes para cada leguminosa, demonstrou que a mutacao
para resisténcia a estreptomicina foi acompanhada de perda

de efetividade em Pisum sativum, Vicia sp. e Lathyrus

odoratus enquanto gque ndo houve alteracdao na efetividade

das estirpes Trifolium pratense. Levin & Montgomery (1973)

mostraram que na soja anual ndo houve perda da efetividade
com a mutacgdo para resisténcia a estreptomicina.
Franco (1974) observou apenas perda parcial da

eficiéncia, ou de nenhuma perda ema Stylosanthes guyanensis

cv. IRI.1022. Achou uma mutante resistente a estreptomicina
menos eficiente e outra tdo eficiente quanto a sua original.
Alves (1975), wutilizando estirpe CB-1809 de Rhizobium
Japonicum na inoculacdo de soja anual, em experimento de
casa de vegetacdo, verificou que as mutantes resistentes a
estreptomicina perderam a capacidade de nodular, enquanto
a estirpe original continuou altamente eficiente.
Entretanto, nos casos em que irdo foi avaliada. a nodulacao,
é dificil comprovar que o material obtido é Rhizobium.

Os efeitos da mutacdo para resisténcia a

estreptomicina nas varias propriedades de diversas espécies
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de Rhizobium tém sido descritos contraditoriamente. Trocas
na morfologia das coldnias, de lisas para enrugadas,
(Zelazna-Kowalska 1971), a perda da habilidade para a
infeccdo nas raizes de leguminosas (Alves 1975), e a perda
da efetividade na simbiose tem sido observadas. Entretanto,
Gollobin &, Levin (1973) realizaram estudo com 92 mutantes
e mostraram resultados distintos dos acima citados.
Abdel—Wahab et al. (1973) observaram que mutantes

de R. trifolii resistentes a 50 upg/ml de estreptomicina

foram mais eficientes na fixacdo de nitrogénio do que as
estirpes originals. Com excecdo deste trabalho, entretanto,
nenhum acréscimo na efetividade de fixacdo de Ny;— foi obtido
pelo uso de mutantes resistentes a antibidéticos. O maximo
até entdo conseqguido foi a igualdade na efetividade entre
as estirpes resistentes e suas originais. Por outro lado,
a maior parte das pesquisas relacionadas a genética do
Rhizobium foram feitas com estirpes de leguminosas de clima

temperado.

2.4. Competicdo entre estirpes de Rhizobium sp.

A competicdo entre estirpes de Rhizobium na
nodulacdo da leguminosa é fendmeno complexo. O sucesso de
uma estirpe é determinado pela compatibilidade genética com
0 hospedeiro e com as condigdes ecoldbgicas locais.

O numero de ndédulos formado por uma estirpe, muitas
vezes, ndo pode ser relacionado diretamente com a densidade

desta no inoculante (Johnson & Means 1964, Holland 1970).
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Este fato é explicado pela multiplicacdo do Rhizobium em
torno da raiz (Tuzimura & Watanabe 1962) e pela diferenca
na capacidade de nodular gque ocorre entre as estirpes (Means
et al. 1961, Ham 1967, Caldwell 1969, Skrdleta & Karimova
1969, Junsen van Rensburg & Strijdon 1969, Skrdleta 1970,
Marques Pinto et al. 1974, Franco 1974). Interferem ainda
fatores do meio ambiente que tenham acdo seletiva a favor
de uma estirpe, tals como fagos (Kleczkowska 1950),
dessecacao do solo (Allen & Allen 1940) e antagonismo de
outros microorganismos (Hely et al. 1957, Holland Parker
1966, Chatel et al. 1968). Também foi constatado por Vincent
& Waters (1953) que a proporcdo de ndédulos produzidos por

estirpes do Rhizobium trifolii ndo estava necessariamente

relacionada a sua representacdo na superficie da raiz.

Algumas estirpes 1inefetivas de R. trifolii sao altamente

competitivas para a formacdo de ndédulos em Trifolium
pratense (Nico] & Thornton 1941), mas Robinson (1969, 1969a)
observou que a estirpe efetiva fol sempre mais competitiva
na formacdo de ndédulos do que a estirpe inefetiva. Em
trabalhos mais recentes, Marques Pinto et al. (1974)
observaram diferenca na competitividade para formacdao de
nédulos entre estirpes efetivas, mostrando assim que aquela
diferenca ndo pode ser relacionada, em todos os casos, com
efetividade da simbiose. Means et al. (196l1), trabalhando
com una estirpe de soja indutora de clorose, observaram gque
85% dos ndédulos provinham dela, embora representasse apenas
1,1% da mistura inicial no inoculante. Por outro lado, em

varios solos a populacdo nativa de Rhizobium dominou a
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formacdo de ndédulos em soja e apenas 5% dos ndéddulos formados
foram devidos a estirpe do inoculante (Damirgi et al. 1967,
Ham et al. 1971).

Entretanto, com leguminosas tropicais, muito pouca
tem sido estudado em relacdo a competicdo do Rhizobium.

Cloonan & Vincent (1967) acharam que Lablab purpureus e

Vigna sinensis estabeleceram-se melhor em solo baséaltico

vermelho com o aumento da densidade de Rhizobium no
inoculante. Franco et al. (1970), usando revestimento das

sementes de Centrosema pubescens com carbonato de céalcio,

em solo acido com toxidez de manganés, observaram diferencas
entre estirpes 1noculadas na competicdo com as menos
efetivas do solo. Lopes et al. (1970) acharam gque as
estirpes de Rhizobium nativas do solo, em alguns solos em

Sao Paulo, ndo foram efetivas em Glycine wightii, porém,

nenhuma diferenca foi encontrada com o Siratro. Whiteman
(1972), estudando o estabelecimento de Siratro no campo,
achou que o maior nivel de inoculacdo, 100 vezes maior do
que a normal (1,59 de inoculante/150g de sementes) néo
afetou o numero de ndédulos por planta quando comparado com
o controle ndo inoculado. Date (1972, 1975) achou que a
proporcdo de ndédulos devidos a estirpe inoculada variou com
o local, ano e hospedeira, porém foi geralmente mais alto

com Desmodium intortum do que com Macroptilium

atropurpureum, e Glycine wightii. No Desmodium intortum, a

proporcao de nddulos produzidos pele Rhizobium inoculado,
no periodo de trés anos decresceu progressivamente em um

local, ficou estaciondrio em outro e aumentou num terceiro.
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2.5. Problemas relacionados com a simbiose do S. guyanensis

Aubl. Swartz

Galli (1958) e Norris (1965) classificaram a

espécie S. guyanensis no grupo de leguminosas de inoculacdo

cruzada promiscua. Em ensaios em vasos na Nigéria, Adegbola
e Onayiaka (1966) acharam que o crescimento e a nodulacao

de plantas de S. guyanensis inoculadas com as estirpes CB-

44 e 3 G-4 B 10 foram apreciavelmente melhores do que nas
plantas ndo inoculadas ou naquelas i1noculadas com estirpes
de Rhizobium do prdéprio local.

Norris (1967) recomendou um inoculante especifico

para a variedade de S. guyanensis que chamou de "Oxley—

fine—Stem—Stylo". Thomas (1973) encontrou bom
estabelecimento da wvar. "Oxley—fine—Stem" quando foi
inoculada com a estirpe CB-1522. t’Mannetije (1969), em
estudo da relacdo de estirpes de Rhizobium para diferentes

espécies e variedades do género Stylosanthes, recomendou a

estirpe CB-52 para a variedade Schofield e CB-550 para a
variedade "Oxley-fine-Stem" Dobereiner (1970) classificou

Centrosema pubescens e algumas cultivares de S. guyanensis

como de "especificidade intermedidria".
Date & Norris (1972, 1975) testaram 306 introducgdes

de Stylosanthes spp. com a estirpe CB-756 e acharam que 96

linhagens produziram menos do que a metade do controle
fertilizado com nitrato. Destas 96 linhagens, 65 foram
testadas com 22 estirpes de Rhizobium de diferentes origens,

sendo que 17 1linhagens pertencentes a 4 espécies de
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Stylosanthes ndo formaram associacdo efetiva com nenhuma

das estirpes estudadas. Entre elas, 9 linhagens foram de

Stylosanthes guyanensis.

Savory & Thomas (1971), em Malawi, Africa, acharam

que as plantas da var. Schofield de S. guyanensis nodularam

e estabeleceram-se com sucesso s6 apds a inoculacdo com
estirpes comerciais introduzidas. Souto et al. (1972)
encontraram pronunciada especificidade pura a cultivar

IRT.1022 de S. guyanensis. Esta cultivar ndo nodulou com

varias estirpes do grupo "cowpea", tidas como as melhores
para as leguminosas tropicais da regido. A nodulacao com a
populacao de Rhizobium do solo foi mais efetiva do gque com
algumas estirpes homélogas testadas. Também na Nigéria
(Adegbola 1964), em Uganda (Horrell & Court 1965) e na
Malasia (Chandapillai 1972), ndédulos efetivos foram achados

em plantas ndo 1inoculadas de Stylosanthes guyanensis,

indicando que as regides tropicais ocorrem naturalmente
estirpes de Rhizobium capazes de nodular eficientemente S.

guyanensis. Devido a importédncia pratica. do S. guyanensis

para as condig¢des tropicais e as dificuldades de nodulacéo
e estabelecimento de algumas cultivares que apresentam
potencial como forrageiras, Franco (1974) estudou em
condicdes controladas, em meio agarizado, a capacidade de
colonizacdo das raizes e de producdo de ndédulos na cultivar

IRI.1022 de Stylosanthes guyanensis, usando varios pares de

estirpes com diferentes efetividades; os resultados
mostraram maior competitividade na nodulacdo, de uma

estirpe inefetiva, e evidenciaram, assim, o risco do uso de
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mistura de estirpes na preparacdao de inoculantes, o que
poderia resultar em falha de uma nodulacdo efetiva mesmo
que estivesse presente nesta mistura uma estirpe especifica
e efetiva. Entretanto, devido a implicacdo que isto poderia

acarretar no estabelecimento de cultivares de S.

guyanensis, faz-se necessaria a comprovacgdo da gque, nas

condicdes mais complexas do solo, estes resultados seriam

confirmados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Metodologia. para avaliacdo da atividade da Nz-ase pela

reducdo do C2H2.

3.1.1. Influéncia da lavagem de raizes com ndbdulos na

atividade da Ny—ase.

Est.: ensaio foi feito com plantas colhidas no

campo usando—se Stylosanthes guyanensis cv. Schofield e

Latononis bainesii cv. CPI 16833. As plantas de ambas as
espécies se apresentaram com bom desenvolvimento e Dboa
nodulacdo. A cultivar Schofield, comercial na Australia, e
cuja origem foi a América do Sul, foi introduzida na
Austradlia em 1930 e recebeu o numero de introducdo CPI 5630
(Stonard 1968). Esta cultivar foi introduzida da Austrélia
para o IPEACS (atualmente EMBRAPA-RJ.) em 1970 (Souto e
Monteiro 1972). E; tida como "promiscua" com relacdo a
nodulacdo com estirpe de Rhizobium (t’Mannetje 1969). Sua
descricdo botédnica sucinta é encontrada no trabalho de

t’Mannetje (1969).
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Lotononis bainesii c¢cv. CPI 16833 foi introduzida

do Sul da Africa para a Australia em 1952 (Bryan 1961), e
deste pais para o atualmente extinto IPEACS em 1962 (Souto
& Monteiro 1972). Norris (1958) considerou a espécie L.
bainesii como "altamente especifica" em relacdo a sua
simbiose com a estirpe de Rhizobium. Descricdo botéanica
detalhada desta cultivar é encontrada no trabalho de Bryan
(1961) .

A finalidade do ensaio foi verificar o efeito da
lavagem na atividade da Nz-ase dos ndédulos em raizes
destacadas das duas cultivares mencionadas. Para isso, fez-
se a determinacdo das atividades da Nz—-ase em duas fases de

incubacdes consecutivas.

1% fase de incubacéo:

A - Raizes com ndédulos lavados;
B - Railzes com ndédulos ndo lavados;

2% fase de incubacéo:

a - raizes com nédulos do tratamento A foram
relavadas;

b - raizes com noédulos do tratamento B foram
lavadas;

¢ — raizes com nddulos do tratamento B ndo foram

lavadas.

Foram usadas 8 repeticdes para cada tratamento.
Foram coletadas no campo plantas bem noduladas e

selecionadas raizes com nodulacdo abundante, as quais foram
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colocadas em vidros de 120ml, sendo 4 raizes inteiras por
vidro (uma repeticado); cada vidro foi fechado com tampa de
borracha, substituindo imediatamente 12% do ar pelo
acetileno. Apds 1 hora de incubacédo a temperatura ambiente,
foi determinada a quantidade de C2Hs produzido. O etileno
produzido foi avaliado injetando—se 0, 5ml da mistura do
gas produzido na incubacdo num cromatdégrafo de gas Perkin
Elmer (F-11), com <coluna Poropak N de 2m x 5bmm (de
didmetro), a temperatura de 100°C tendo o nitrogénio como
gés de arraste, num fluxo de 25ml/min e ionizagdo de chama
de hidrogénio.

Apbs retirada da amostra para leitura da 1° fase,
os vidros foram abertos, e as raizes com nédulos relavadas
ou ndo, conforme o tratamento, e novamente colocadas para
incubar como anteriormente.

Nas duas fases de incubacdo houve testemunhas com
substituicdo de 12% do ar por CzHr de um vidro vazio, para

corrigir a impureza de CyHs presente no acetileno usado.

3.1.2. Efeito da lavagem de raizes com ndédulos e da planta

inteira na atividade da Nz;-ase

Este ensaio foi feito com plantas colhidas no

campo, usando Stylosanthes guyanensis cv. IRI.1022. Esta

cultivar é nativa no Brasil, e sua primeira coleta foi feita
em 1962 pelo Instituto de Pesquisas I.R.I., nas proximidades

de Matdo, Estado de Sdao Paulo (Hymowitz 1971). Esta cultivar
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foi introduzida no entdo IPEACS em 1964 (Souto & Monteiro
1972) . E considerada como "especifica" em relacdo a estirpe
de Rhizobium (Souto et al. 1972). Sua descricdo botédnica
sumarizada é encontrada em Hymowitz (1971).

A finalidade deste ensaio fol pesquisar o efeito
da lavagem na atividade de Nz-ase dos ndédulos de raizes
destacadas da planta e de ndbédulos em plantas inteiras
retiradas do solo, e para. 1sso esquematizaram-se duas
determinacdes consecutivas da atividade da Nz—-ase conforme

O esquema abaixo:

1% fase de incubacéo:

A - Raizes com ndédulos lavadas;

B - Plantas inteiras lavadas;
C - Ralzes com ndédulos ndo lavadas;
D - Plantas inteiras ndo lavadas;

2% fase de incubacéo:

A - raizes do tratamento A foram relavadas

b - plantas inteiras do tratamento B foram
relavadas;

c - raizes do tratamento C foram lavadas;

d - raizes do tratamento C ndo foram lavadas;

— plantas inteiras do tratamento D foram lavadas;

()

f - plantas inteiras do tratamento D ndo foram

lavadas,

Foram usadas 6 repeticdes para cada tratamento.

O tratamento "relavada" na 2% fase de incubacéao



22

foi feito colocando papel de filtro umedecido dentro do
vidro durante a incubacdo com CyHz, com o intuito de promover
um ambiente suficientemente Umido e assim evitar a
dessecacdo dos nédulos durante a incubacéo.

A coleta e a determinacdo de Nzy—ase foram feitas

como no item 3.1.1.

3.1.3. Diferencas entro placas inteiras e raizes sem parte
aérea, na atividade da Nzy—ase dos nédulos de duas

cultivares de S. guyanensis

Este ensaio foi feito com as plantas colhidas no
campo e selecionadas segundo a uniformidade da nodulacdo,

em duas cultivares de Stylosanthes guyanensis, IRI.1022, e

Schofield. A finalidade deste ensaio foi verificar as
diferencas das atividades da Nz;—ase dos noédulos de raizes
destacadas e de plantas inteiras das duas cultivares
mencionadas.

Este ensaio compreendeu somente uma fase de
incubacdo. Foram usadas 8 repeticdes para cada tratamento,

obedecendo ao seguinte esquema:

A - Raizes com nédulos - cv. IRI.1022;
B - Raiz com nédulos — cv. Schofield;
C - Planta inteira - cv. IRI.1022;
D - Planta inteira - cv. Schofield;

A coleta e avaliacdo da atividade de Nzy—ase foram

feitas como no item 3.1.1.
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3.1.4. Efeito da lavagem da planta inteira e da raiz com
nédulos na atividade da Nz—ase, comparado com O

sistema intacto.

Este ensaio foli feito em potes, em casa de
vegetacao, usando a cultivar IRI.1022. A finalidade do
ensaio foi pesquisar o efeito da lavagem na atividade da
No—ase de noédulos de raizes destacadas e dos ndéddulos de
plantas inteira retiradas do solo, comparadas com a
atividade da Nz—ase dos ndédulos do sistema intacto (planta
+ solo).

Este ensaio compreendeu duas fases de incubacédo.
Foram usadas repeticdes para cada tratamento, obedecendo-

se ao seguinte esquema:

1% fase de incubacéo:

Nesta fase foi adotado como tratamento uUnico o
sistema intacto;

2% fase de incubacéo:

a — ralzes com ndédulos lavadas;

b - raizes com ndédulos ndo lavadas;

c - plantas inteiras lavadas;

d - inteiras ndo lavadas.

Foi usado solo podzdlico vermelho—amarelo

acondicionado em latas com capacidade para 600g. Apds o
desbaste deixaram—se duas plantas/lata.

Na 1% fase de incubacdo as latas com as plantas
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foram colocadas dentro de um vidro com capacidade para
3.600ml, substituindo-se em seguida 12 % de ar por C2HZ;
apdés 1 hora de incubacédo foi medido o C2H4 produzido.

Apbs a leitura da 1% fase, as plantas foram
retiradas da lata e postas para incubar segundo o esquema
delineado.

A coleta e determinacdo da atividade de Nz—ase

foram feitas como no item 3.1.1.

3.2. Selecdo e testes com estirpes mutantes do Rhizobium

resistentes a estreptomicina

3.2.1. Resistencia das estirpes de Rhizobium sp. a

estreptomicina

A finalidade deste ensaio foli obter estirpes
mutantes de Rhizobium resiste a estreptomicina para usa-las
na identificacdo dos ndédulos do experimento de competicdo
de estirpes inoculadas com as nativas do solo (item 3.3).

A estirpe de Rhizobium sp. BR-11 foi originalmente

isolada de Calopogonium mucunoides e estd catalogada na

colecdo da EMBRAPA-RJ com a notacdo CM-7. Apresenta, 4 dias
apbs a repicagem, coldnias visiveis em meio de cultura agar-
79 (Fred & Walksman 1928) a 30°C. O diédmetro das coldnias,
medido no 10° dia, wvaria de 1 a 3mm. Sdo0 coldnias redondas,
brilhantes e convexas. Esta estirpe produz nédulos inefetivos

nas cultivares de Stylosanthes guyanensis usadas.
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A estirpe de Rhizobium BR-23 foil isolada de S.

guyanensis e corresponde a CB-82 da colecdo da C.S.I.R.O.-

Austrédlia. As coldnias sédo visiveis em meio de cultura agar-
79 a 30°C, 5 dias apds a repicagem. Elas medem, no 10° dia,
aproximadamente Z2mm de diametro. Sdao coldnias uniformes,
redondas, aspecto leitoso e espessas. Esta estirpe produz

nédulos efetivos nas cultivares. de Stylosanthes guyanensis

usadas.

O meio de cultura utilizado nestes ensaios foi o
79-4gar com. manitol, ajustado o seu pH para 7 (Fred 1928).

Foi preparada uma solucdo "stock"™ de 10° ug de
sulfato de estreptomicina farmacéutica/ml, a qual foi
esterilizada, usando-se filtro Seitz. Esta solucéao
concentrada foi colocada em vidros previamente
esterilizados e conservada a temperatura de 4°C. Apods
esterilizacdo, o meio de cultura 79 foi resfriado e mantido
a 50°C. Foi entdo adicionada uma quantidade da solucdo
"stock" de estreptomicina suficiente para se obterem 150 ug
de sulfato da estreptomicina/ml de meio de cultura. Apds
agitar bem o meio de cultura com a estreptomicina, foi feita
a distribuicdo em placas de Petri.

As culturas das estirpes de Rhizobium BR-11 e BR-
23 para inoculacdo cresceram em "dgar inclinado" (10ml meio
79 em frascos de 25ml) e foram colhidas e suspensas em
solugdo salina (Jensen, 1942).

A suspensdo com Rhizobium foi aplicada sob a forma

de pelicula em toda a placa Petri "sem", e posteriormente

na "com" estreptomicina; essa aplicacdo foi feita por meio
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de um bastdo com uma extremidade envolvida por algodao
previamente esterilizado a seco e embebido na suspensao.
Procurou—se fazer uma distribuicdo densa e uniforme por
toda a superficie da placa. As placas foram incubadas a
30°C por 10 dias. Apds este periodo de incubacédo, obteve—
se crescimento denso nas placas sem estreptomicina e
coldébnias isoladas nas placas "com" estreptomicina. Fez-se
a multiplicacdo de uma mutante de cada estirpe, das duas
estirpes usadas, em meio com estreptomicina dando—lhes as

notacdes BR-11lr e BR-25r, respectivamente.

3.2.2. Verificacdo da. uniformidade das mutantes BR-1lr e

BR-23r quanto a resisténcia a estreptomicina

Culturas crescendo em meio 79 s6lido foram colhidas
cora solucdo salina, preparando—se diluicdes de 10 a 10°.
Em seguida foi pipetado 1ml de cada uma das diluicdes 107,
108 e 10° em placas de Petri, preparadas com meio de cultura
mantido a 50°C com e sem estreptomicina e agitando—se de
modo a obter uma distribuicdo uniforme das coldnias nas
placas. Para cada diluicdo foram feitas 3 placas com e 3
sem estreptomicina; apdés incubacdo a 30°C por 10 dias foi

feita a contagem das coldnias.
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3.2.3. Efeito de estirpes resistentes a estreptomicina na

nodulacdo e eficiéncia da fixacdao de Nz, em S.

guyanensis
A finalidade do ensaio foi verificar o
comportamento das estirpes mutantes resistentes a

estreptomicina na nodulacdo, na eficiéncia de fixacdao de Ny
e no desenvolvimento da planta, em relacdo as estirpes
originais.

Foram usadas as duas cultivares de S. guyanensis,

IRI.1022 e Schofield. A vasos "Leonard" com vermiculita
esterilizada foram adicionados 400ml/vaso da seguinte

solucdo nutritiva:

H2>0 400,000ml;
KC1 59, 600mg;
KoHPO4! 20,000mg;
KH2POg4 120,000mg;
MgSOas. 7H20 197,200mg;

FeS0O4.7H20 a 5% em sol. com

acido citrico a 5% 0,400ml;
CuS04.5H20 0,036mg;
ZnS04.7TH20, 0,088mg;
MnSO4.2H20, 0,080mg;
(NHs4) 6M07024 . 4H20 0,004mg;

H3BOs3 0,572mg.
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Esta solucdo foi fervida por 60 minutos e na hora
do uso foram adicionados 137,600mg de CaSO4.2H20.
Foi feito um fatorial 2 x 4, com 4 repeticdes,

sorteado em blocos ao acaso com 0Ss seguintes tratamentos:

Cultivares Estirpes
IRI.1022 BR 11;
IRI.1022 BR 1lr;
IRI.1022 BR 23;
IRI.1022 BR 23r;
Schofield BR11;
Schofield BR1llr;
Schofield BR23;
Schofield BR23r.

As sementes das leguminosas foram escarificadas
com acido sulfurico concentrado por 5 minutos, lavadas 6 a
8 vezes com agua, tratadas com etanol por 1 minuto, seguido
por HgCl, (1:500) por 3 minutos e entdo lavadas 5 vezes com
agua esterilizada. As sementes foram distribuidas
uniformemente em placas de Petri com &gar (0,75%) em agua
e postas para germinar na estufa a 30°C. No dia seguinte,
6 plantulas uniformemente selecionadas foram transplantadas
para cada vaso. Imediatamente apds o plantio inocularam—se
as estirpes de Rhizobium, adicionando—se 2 x 10% células de
Rhizobium/plantula. Trés dias apds o plantio foi feito o

desbaste para 2 plantas/vaso.



29

A coleta deste ensaio foi feita. 60 dias apds o
plantio.

A atividade da Nz—ase nos nédulos foi medida
separando—se a parte aérea do sistema radicular, que foi
colocado imediatamente em vidros com capacidade de 380ml.
Estes foram fechados, evacuando 12% do ar do interior de
cada vidro e injetando igual volume de C2H2. Apds incubacdo
por 1 hora, a producdo de C2H2 foi medida no cromatdgrafo.
Além da atividade da Nz-ase determinou-se o numero € peso
seco dos nédulos. Apds retirados os ndbdulos, as raizes com
a parte aérea foram secadas a 60°C sendo o nitrogénio

determinado pelo método semimicro de Kjeldahl.

3.2.4. Verificacdo da ocorréncia da resisténcia natural a
estreptomicina da populacdo autdctone de Rhizobium

do solo.

Foram plantadas sementes escarificadas e

esterilizas de duas cultivares de Stylosanthes guyanensis,

IRI.1022 e Schofield, em vasos com solo e sem inoculacéo,
com a finalidade de verificar a ocorréncia da resisténcia
natural da populacdo nativa de Rhizobium do solo.

Aos 40 dias foram <coletadas ©plantas, para
identificacdo dos ndédulos formados, em placas com meio 79
+ manitol, sem e com estreptomicina (150ug/ml de meio).

Pedacos de raizes noduladas foram fixadas com fita

adesiva numa lamina do vidro tratada com etanol por 30
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segundos, seguido de HgCl, 1:1000 por 1 minuto e
posteriormente lavadas 2 vezes com Aagua esterilizada. A
ldmina de vidro com as raizes foi entdo colocada em placa
de Petri com papel de filtro previamente esterilizado, para
enxugar a agua retida em torno dos ndédulos e da raiz. Em
seguida, cada nédulo foi perfurado com alfinete
esterilizado, inoculando—se uma placa com e outra sem
estreptomicina. Os riscos foram feitos de tal forma que se
acomodaram 16 em cada placa. Tentou—se isolamento de
Rhizobium de 200 ndédulos, sendo 100 para cada cultivar. As
placas foral incubadas a 30°C por 10 dias e observadas

periodicamente até o 15° dia.

3.3. Competicdo de estirpes de Rhizobium sp. inoculadas com

as nativas do solo, na nodulacdo de Stylosanthes

guyanensis

Este experimento foi feito ema casa de vegetacao,
em vasos com solo podzdlico vermelho—amarelo série Itaguai,

com duas cultivares de S. guyanensis, IRI.1022 e Schofield.

Foram wusadas as mutantes das estirpes de Rhizobium,
inefetivas BR-1lr e efetiva BR-23r, ambas resistentes a
estreptomicina.

O experimento foi feito em blocos ao acaso com 4
repetic¢cdes, duas cultivares, duas estirpes de Rhizobium sp.
inoculadas e um tratamento sem inoculacdo e ainda com

colheitas em seis idades, que foram combinadas de acordo
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com o fatorial 2 x 5 x 6 obtendo—se assim 36 diferentes
tratamentos.

O solo usado foi colhido nas proximidades do Setor
de Nutricdao Animal e Agrostologia da EMBRAPA-RJ e sua
andlise quimica segundo os métodos desenvolvidos por
Vettori (1969) revelou a seguinte composicdo: N, 0,06%; P,
3ppm; K, 52ppm; Ca*t + Na'*f, 1,80mE/100cc; Al*HT,
0,60mE/100cc; pH, 5,0. Todos os vasos foram preenchidos com
1,8kg de solo. Determinou—se a curva de neutralizacdo do
solo e fez—se calagem de 500mg de calcario dolomitico (CaO,
29,22%; MgO, 16,37%) por kg de solo, para elevar o pH de 5
para 5, 6.

Fez—se adubacdo basica misturando uniformemente os
nutrientes com o solo, e compreendendo por kg de solo:
47,8mg de P; 60,0mg de K; 150mg de MgS04.7H20; 0,5mg de
Na2Mo0O4.7H20; 15,8mg de CuS04.5H20; 1,0mg de H3BO3; 2,0mg
de FeS04.7H20; 8,90mg de ZnS04.2H20.

As sementes das cultivares usadas foram
escarificadas, e desinfestadas, pré-germinadas e plantadas
como no item 3.2.3. e deixaram-se apds o desbaste 4 plantas
por vaso.

A inoculacdo com as estirpes BR-11lr e BR-23r foi
feita imediatamente apdés o plantio, usando 2 x 10° células
de Rhizobium/pléantula.

Por ocasido do plantio (10/07/74) também foi feita
contagem do numero mais provavel de células do Rhizobium
nativo, usando o método da diluicdo com plantas (Vincent

1970) .
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Em cada colheita as plantas foram retiradas dos
vasos, com todo o cuidado possivel, separando a parte aérea
das raizes, e estas imediatamente foram colocadas dentro de
um vidro com capacidade de 380ml, substituindo-se 12% do ar
por C2H2. Determinou-se a atividade da Nz-ase pelo método
de reducdo de acetileno como descrito no item 3.1.1. Em
seguida todas as raizes com ndbédulos foram retiradas dos
vidros e fol feita a identificacdo dos mesmos, como descrito
no item 3.2.4. O total de ndédulos identificados foi de 30
para cada vaso.

Determinou-se, a partir dos 20 e 40 dias de idade,
O numero e O peso seco dos nbddulos, respectivamente. O
material planta foli secado em estufa a 60°C, e
posteriormente pesado, determinando-se o nitrogénio pelo

método semimicro de Kjeldahl.
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4., RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Metodologia da atividade da Nz-ase, pela reducao do

C2H2.

4.1.1. Efeito da lavagem de raizes na atividade da Nz-ase.

Os resultados deste experimento sdo apresentados
no Quadro 1 e na Fig. 1.

Os efeitos da lavagem, na atividade de Nz-ase de
nédulos, podem ser vistos na Fig. 1, na qual se considerou
100 a atividade da Nz-ase apresentada na 1% fase de
incubacdo. Quando as raizes de ambas as espécies, S.

guyanensis CcVv. Schofield e Lotononis Dbainesii cv.

CPI.16833, foram lavadas na 1% e 22 fases de incubacéao,
houve decréscimo da atividade da Nz-ase.

Os nédulos da cultivar Schofield ndo lavados na 1°
fase tiveram atividade de Ny—ase decrescida quando lavados
na 2% fase de incubacdo, mostrando outra vez o efeito
negativo; porém, diferenca menos acentuada foi observada

entre a 1% e a 22 fases de incubacdo, quando ndo foram
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lavados. Resultados diferentes foram encontrados para o

Lotononis bainesii, cujos ndédulos de raizes ndo lavados na

1% fase, quando ndo lavados na 22 fase de incubacdo, tiveram
sua atividade da Nz-ase diminuida, ndo apresentando nenhuma
diferenca em relacdo ao lavado na 22 fase de incubacéo.
Estes resultados indicam efeito negativo da
lavagem na atividade da Nz-ase, em ambas as leguminosas.
Segundo Sprent (1972), a superficie do ndédulo é a principal
adrea para troca gasosa, e Bergensen & Goodchild (1973)
mostraram que o transporte de O se da através dos espacos
intercelulares disponiveis e também dos intracelulares,
tendo como veiculo a leghemoglobina. Estes resultados
confirmam as observacdes de Hardy et al. (1968), Sprent
(1969), e Schinghamer et al. (1970), segundo os dgquais a
atividade da Nz-ase é diminuida quando uma pelicula de agua

permanece na superficie dos ndédulos apds a lavagem.

4.1.2. Efeito da lavagem da planta inteira e raizes sem a

parte aérea na atividade da Nz-ase dos ndéddulos.

O efeito da lavagem das raizes e da planta inteira
da cultivar IRI.1022 na atividade da Nz-ase e visto no
Quadro e Fig. 2.

Foi atribuido o valor 100 para a atividade da Nz-
ase na 1% fase de incubacdo (Fig. 2). Quando as raizes e
plantas inteiras da cultivar IRI.1022 foram lavadas na 1°

fase e em seguida foram mantidas em ambiente Utmido com papel
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de filtro umedecido na 2% fase de incubacdo, os ndédulos de
ambas as fases tiveram sua atividade da Nz-ase aumentada.
Isto mostra que a manutencdo da umidade do ar obtida com
papel de filtro umedecido ndo teve efeito negativo da
lavagem dos ndédulos na atividade da Nz-ase.

Foi observado decréscimo na atividade da Nz-ase
entre nédulos de raizes ndo lavadas na 12 fase e lavadas na
2% fase de incubacdo, confirmando os resultados anteriores
quanto ao efeito negativo d lavagem. Porém, gquando se
compara atividade da Nz-ase dos ndéddulos em raizes com a dos
nédulos em plantas inteiras ndo lavadas na 1% e na 2° fases
de incubacdo, nota—se aumento da atividade da Nz—-ase dos
nédulos em ambos os tipos de amostras, e mais, que atividade
da Nz-ase de nédulos de raizes destacadas foi
aproximadamente duas vezes maior do que a dos de plantas
inteiras. Segundo Hardy et al. (1973), ndédulos em plantas
inteiras tém maior atividade de Nz-ase do que os das raizes
destacadas. Entretanto, os resultados obtidos (Fig. 2)
mostram que atividade dos ndédulos de raizes da cultivar
IRTI.1022 foi maior do gque a das de plantas inteiras.
Interessante notar que a cultivar Schofield, no ensaio
anterior, mostrou diferencas estatisticas pouco acentuadas
quanto a atividade de Nz-ase dos ndédulos, quando suas raizes

ndo foram lavadas na 1% e 2% fases de incubacéo.
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4.1.3. Diferencas entre plantas inteiras e raizes sem a
parte aérea na atividade da Nz-ase de duas cultivares

de S. guyanensis.

Os resultados deste ensaio estdo apresentados no
Quadro 3, e mostram diferencas da atividade de Nz;—-ase dos
nédulos, entre cultivares. Assim, na cultivar Schofield,
nédulos de plantas inteiras mostraram maior atividade da
Nz2-ase do gque o sistema radicular, enquanto que a cultivar
IRTI.1022 nao apresentou diferencas.

Esta diferenca entre cultivares sugere que a
fixacdo de Nz da cultivar Schofield é mais diretamente
dependente dos produtos fotossintéticos do que a da cultivar
IRTI.1022. Sprent (1969) achou que ndébdulos destacados de

Glycine max sdo capazes de suprir seu proéprio redutor e

esqueleto de carbono por 8 horas; esta mesma autora (1972),
no caso da planta inteira, mostrou que os efeitos diretos
do ressecamento na atividade dos ndédulos devem ser agravados

pela reducdo da fotossintese da planta.

4.1.4. Atividade da Nz-ase dos ndédulos do sistema intacto,
em: relacdo a da raiz e da planta inteira, sob efeito

da lavagem.

No Quadro 4 e Fig. 3, podem ser comparados OS
efeitos da lavagem na atividade da Nz-ase em ndédulos do

sistema solo-planta intacto com os das plantas inteiras e
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raizes destacadas retiradas do solo.

Foram observadas diferencas mais acentuadas entre
O sistema intacto (12 fase de incubacdo) e ndédulos de raizes
destacadas e plantas inteiras lavadas na 22 fase de
incubacdo. Menores diferencas foram encontradas entre o
sistema solo-planta intacto e plantas inteiras ndo lavadas,
e entre sistema intacto e raizes destacadas, mas néao

lavadas. Fishbeck et al. (1975) acharam em Glycine max que

a atividade da Nz-ase de ndébdulos do sistema intacto foi
significativamente maior do que a da planta 1inteira
destacada do solo.

A similaridade da atividade da Nz-ase dos ndédulos
em raiz destacada e planta inteira, ambas ndo lavadas na 2°¢
fase de incubacédo, para a cultivar IRI.1022, confirma outra
vez que a atividade da N:-ase nos ndédulos, no periodo do
ensaio (1 hora), ndo foi afetada pela presenca da parte
aérea desta cultivar.

Os resultados deste ensaio mostram a viabilidade
de usar ndédulos em raiz sem lavagem e sem a parte aérea da
planta para avaliacdo da atividade da Nz-ase, pois também
foi o que apresentou menor coeficiente de variagdo entre as
suas repeticdes (40%, contra 65% da planta inteira néo

lavada) .



38

4.2. Resisténcia das estirpes de Rhizobium sp. a
estreptomicina.
A obtencao de estirpes resistentes a

estreptomicina teve em mira o uso delas na identificacdo de
nédulos do experimento de competicdo de estirpes de
Rhizobium Sp. (item 4.3), separando 0os n nédulos
provenientes das estirpes inoculadas (resistentes) daquelas

devidos as estirpes de solo (ndo resistentes).

4.2.1. Crescimento de estirpes resistentes em meio de

cultura, com e sem estreptomicina.

A estabilidade da resisténcia das mutantes
selecionadas a concentracdo de 150 ug de estreptomicina/ml
de meio de cultura pode ser vista no Quadro 5. Nado foi
observada diferenca no numero de coldnias de ambas as
estirpes nos meios com e sem antibidético. Como as culturas
foram repicadas anteriormente para meio sem estreptomicina
e al cresceram, o0s resultados indicam estabilidade na

caracteristica da resisténcia a estreptomicina.
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4.2.2. Efeito das estirpes resistentes a estreptomicina na
nodulacdo, no desenvolvimento e na eficiéncia de

fixacdo de Nz, em S. guyanensis.

Este experimento foi efetuado para observar se a
mutacdo para resisténcia a estreptomicina modificava o
comportamento em relacdo a nodulacdo e a eficiéncia da

simbiose com o S. guyanensis.

Foi observada diferenca (P < 0,01) entre cultivares
no peso seco e na atividade da N:-ase, e também foi achada
diferenca significativa (P < 0,01) entre estirpes para a
interacdo no numero e peso seco de ndédulos e na atividade
da Nz—-ase (Quadro ©0).

A cultivar Schofield produziu mais tecido nodular
e teve maior atividade da N:-ase do que a cultivar IRI.1022.
Interessante notar que, no presente experimento, a mutacédo
para a resisténcia a estreptomicina ndo diminuiu a
capacidade de nodulacdo e fixacdo de Ny, pelo contrario, a
incentivou, na cultivar IRI.1022.

A interacdo cultivar x estirpe observada na
nodulacdo e na atividade da Nz-ase mostra que ndo houve
diferencas significativas entre as estirpes efetivas
(original e resistente) na cultivar Schofield, bem como
entre as estirpes inefetivas (Quadro 6). Entretanto, na
cultivar IRI.1022, os efeitos da estirpe inefetiva sé se
manifestaram no numero de nbédulos, com diferencas
significativas (P < 0,01) a favor da estirpe inefetiva

original. Nenhuma atividade da Nz-ase foil detectada nos
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ndédulos destas estirpes inefetivas, em ambas as cultivares,
apesar do grande numero de ndédulos apresentados, todos eram
inefetivos, confirmando a sua total inefetividade em
relacdo a fixacdo de Nz. A diferenca significativa entre a
estirpe original BR-11 e a mutante resistente da estirpe
inefetiva BR-11lr no numero de ndédulos da cultivar IRI.1022
em favor da estirpe sensivel, apesar de o experimento ter
sido feito em vermiculita representa evidéncia adicional
mais especifica da possibilidade da inclusdo de organismos
produtores de estreptomicina com estirpes efetivas
resistentes, compor inoculante para a cultivar IRI.1022.

A estirpe efetiva resistente a estreptomicina
produziu maior numero de ndédulos, peso seco de ndédulos e
atividade de Nz-ase do que a estirpe efetiva original para
a cultivar IRI.1022 (Quadro 6). Com excecdo do trabalho de

Abdel-Wahab et al. (1973) com R. trifolii, nenhum aumento

da nodulacdo ou efetividade foi registrado que possa ser
atribuido a resisténcia a estreptomicina (Schwinghamer
1962, 1964, 1967, 1971; Levin & Montgomery 1973). Franco
(1974), trabalhando com culturas provenientes das mesmas
estirpes deste experimento, também ndo encontrou diferencas
na nodulacdo e na efetividade, entre as estirpes originais
e as resistentes a estreptomicina (50 pg estreptomicina/ml
meio) . Este mesmo autor, porém, com outra estirpe, a BR-
lae, resistente a estreptomicina, achou que esta estirpe
foi menos eficiente do que a original BR-1lca, quando

inoculada em Stylosanthes guyanensis cv. IRI.1022.
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Nenhuma diferenca foi encontrada no
desenvolvimento da planta entre estirpe original e mutante
resistente para ambas as estirpes, inefetiva e efetiva, na
cultivar Schofield. Porém, a cultivar IRI.1022 inoculada
com estirpe efetiva resistente produziu mais 300% de matéria
seca e N total do que a estirpe efetiva original, mostrando
os reflexos das diferencas encontradas no aumento da fixacéao
de Nz proporcionado pela mutante efetiva resistente a

estreptomicina (Quadro 7).

4.2.3. Resisténcia natural a estreptomicina na populacéao

autdctone de Rhizobium do solo.

Entre os isolamentos de 200 nédulos, sendo 100 da
cultivar 1IRI.1022 e 100 da cultivar Schofield, ambas
colhidas no campo, nenhuma estirpe da Rhizobium resistente
a estreptomicina (150 ug/ml foi encontrada, indicando tal
fato que a populaca nativa de Rhizobium do solo, especifica

para estas leguminosas, é sensivel a estreptomicina.
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4.3. Competicdo de estirpes de Rhizobium sp. inoculadas e

as nativas do solo, na nodulacdo de S. guyanensis.

4.3.1. Nodulacéo

Os resultados referentes a nodulacdo e sua analise

sdo encontrados no Quadro 8.

4.3.1.1. Namero e peso seco total dos ndédulos.

Inicialmente serada feita uma avaliacdo da nodulacéao
total, incluindo os ndédulos produzidos pelas estirpes
inoculadas e pela populacdo autdédctone do solo.

Foram registradas diferencas significativas entre
idades e cultivares; a interacdo idade x cultivar, para o
nimero e O ©peso seco total de ndbdulos, também foi
significativa.

O inicio da nodulacédo sé foi observado apdés 10 dias
de idade. Houve aumento progressivo do numero e peso dos
nédulos com a idade da planta, porém, as diferencas sé foram
significativas a partir dos 40 dias de idade. Foi também
nesta coleta que, pela primeira vez, foil observada alguma
atividade da N:—ase.

A cultiva Schofield produziu mais 3 e 21% de nUmero
e peso de nbdulos, respectivamente, mostrando maior
capacidade genética daquela para nodulacdo. Estes
resultados confirmam os do experimento anterior.

Nenhum efeito das estirpes e suas possiveis
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interacdes foi encontrado neste experimento para o numero
de nédulos, e isto poderia ser explicado: (1) pelo tempo do

atraso para nodulacdo em S. guyanensis, ou (2) pela

competicdo da populacao nativa, suficiente para colonizar
as raizes e anular qualquer efeito da inoculacdo quanto ao
numero e peso de ndéddulos. Franco (1974) observou que a
populacdo maxima foi atingida com 8 dias apds a inoculacéo,
na superficie da raiz da cultivar IRI.1022, e o numero de
nédulos pode se ser aumentado pelo aumento da concentracdo
de bactérias como mostrado em trevo por Purchase & Nutman
(1957) .

A interacdo idade x cultivar (Quadro 9) mostra que,
apesar das diferencas significativas registradas para a
cultivar Schofield no numero de ndédulos aos 20 dias e no
peso seco de ndédulos aos 50 dias, foil observada recuperacao
na nodulacdo da cultivar IRI.1022 que, aos 70 dias, rendeu
significativamente maior numero de ndédulos. Houve ainda una
tendencia, embora ndo significativa, de esta cultivar
produzir maior peso de nddulos/dia do que a cultivar
Schofield. Parece que o problema do mau estabelecimento
relacionado com a cultivar IRI.1022 (Souto & Lucas 1972) é
mais acentuado na fase inicial de crescimento da planta, e
estreitamente ligado ao problema de nodulacdo; isto seréa
verdade, se for admitido que ndo foi o tamanho do vaso que
limitou o aumento de nodulacdo da cultivar Schofield até a

Ultima coleta aos 70 dias de idade.
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4.3.1.2. Percentagem de ndédulos devidos as estirpes

inoculadas.

Foram discutidos, até o momento, os aspectos
relativos a nodulacdo das plantas inoculadas, contudo, sem
a preocupacao com a contribuicdo individual, na nodulacéao,
das estirpes inoculadas (BR-1llr—inefetiva, BR-23r—efetiva),
quando em competicao com as estirpes do solo. As estirpes
usadas no inoculante eram resistentes a estreptomicina e,
desta maneira, tornou—se possivel distinguir os nddulos
produzidos pelas estirpes 1inoculadas dos produzidos pela
populacdao autdctone.

Foram observadas diferencas altamente
significativas entre idades, cultivares e estirpes; todas
as 1interacgdes foram também altamente significativas. A
interpretacdo estatistica dos efeitos simples mostrou que,
com a idade, houve decréscimo na de nddulos devidos as
estirpes inoculadas. A cultivar Schofield nodulou em média
54% mais com as estirpes inoculadas do que a cultivar
IRI.1022. A resisténcia da cultivar IRI.1022 a nodulacéo,
mesmo com estirpes hombdélogas, ja havia sido observada por
Souto et al. (1072). T'’Mannetije (1969), em estudo de selecédo
de estirpes para as espécies e variedades do género

Stylosanthes, considerou a variedade Schofield (S.

guyanensis CPI 5630) como de natureza promiscua, tal ndo

acontecendo com a variedade denominada "Oxley" (S.

guyanensis CPI 11493), tida como de alta especificidade em

relacdo ao Rhizobium. Entre as estirpes 1inoculadas, a
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estirpe afetiva BR-23r nodulou 31% a mais do que a estirpe
inefetiva BR-1lr. Franco (1974), em meio de cultura
agarizado, achou que a estirpe inefetiva dominou a efetiva

na nodulacao de S. guyanensis cv. IRI.1022. Robinson (1969),

em condic¢des controladas (meio agarizado), numa mistura em

diferentes proporc¢cdes de estirpes de R. trifolium, efetivas

e inefetivas, inoculadas em Trifolium subterraneum, achou

que em todos o0s casos as estirpes efetivas formaram mais
nédulos do que as inefetivas, mesmo quando o numero de
células de Rhizobium na mistura fosse maior para a
inefetiva, e postulou gque hospedeira distingue, entre
estirpes efetivas e 1nefetivas. Entretanto, Marques Pinto
et al. (1974) e Labandera & Vincent (1975) demonstraram que
a competitividade de uma estirpe ndo é necessariamente
relacionada com a sua efetividade.

A cultivar Schofield nodulou mais com a estirpe
inoculada efetiva BR-23r, e no caso da cultivar IRI.1022,
houve diferenca na nodulacdo com idade entre estirpes
inoculadas, mostrando que nos 40 dias de idade a estirpe
inefetiva BR-1lr foi mais competitiva para a nodulacdo com
as estirpes do solo do que estirpe efetiva, e que o
contrario foi observado aos 70 dias de idade (Quadro 8 e
10). A estirpe BR-23r é tida como uma das mais efetivas

para algumas cultivares de Stylosanthes guyanensis, que

apresentam maior dificuldade de nodulacédo (Franco,
comunicacdo pessoal). No experimento anterior (Quadro 6)
esta estirpe teve aumentada a sua capacidade para nodulacao,

na cultivar 1IRI.1022, pela mutacdo para resisténcia a
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estreptomicina. Apesar disso, ela apresentou poder
competitivo igual ao das estirpes do solo, mesmo que essas
estirpes tivessem inicialmente uma desvantagem numérica.
Uma avaliacdo da populacdo nativa de Rhizobium pelo "plant
dilution test" (Vincent 1970) mostrou ser mails numerosa
(1400-9464 Rhizobium/g de solo) para a cultivar Schofield
do que para a cultivar IRI.1022 (90-958 Rhizobium/g de
solo), ambas com a probabilidade estatistica de 5%.

A proporcédo de ndédulos produzidos por estirpes numa
dada mistura ndo é necessariamente relacionada com a sua
proporcao no 1inoculante (Vincent Waters 1953, Johnson &
Means 1954, Holland 1970, Marques Pinto et al. 1971). Além
disso, Curnow (1971) obteve grande recuperacdo das estirpes

de R. trifolii inoculadas em trevo crescendo no solo, com

populacdo inicial de Rhizobium baixa. Entretanto, o numero

de R. trifolii inoculado declinou com o tempo, tendo algumas

estirpes persistido melhor do que outras. A persisténcia
das estirpes inoculadas foil menor quando a populacdo inicial
de Rhizobium do solo foi grande.

A andlise da regressédo idade x % de ndéddulos devidos
as estirpes inoculadas das diferentes combinacdes entre
cultivares e estirpes (Fig. 4) mostra que, com o aumento da
idade, a proporcdo de ndéddulos produzidos pelas estirpes do
inoculante diminuiu na cultivar IRI.1022, mais
acentuadamente para a estirpe 1inefetiva enquanto o
contradrio foi observado para a cultivar Schofield, em que
a estirpe efetiva BR-23r dominou quase completamente as

estirpes do solo, além de ser significativamente mais
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competitiva para nodulacdo do que a estirpe inefetiva BR-
1lr em relacédo as estirpes do solo, com o decorrer do tempo.

E oportuno frisar que, se a coleta do presente
experimento fosse encerrada aos 40 dias de idade, no caso
da cultivar IRI.1022 (Quadro 10) a conclusdo seria diferente
da que foili alcancada por Robison (1969) com Trifolium

subterraneum em condicdes controladas, ou seja, a

competitividade segundo este autor é correlacionada com a
efetividade. Os resultados do presente experimente
demonstram que aos 40 dias a competitividade fol maior com
estirpe 1inefetiva na cultivar IRI.1022, concordando com
Franco (1974), quando fez competirem em condicdes
controladas em meio agarizado, diferentes misturas de
estirpes efetivas com inefetivas, na cultivar IRI.1022. As
conclusdes seriam 1inversas se a coleta deste experimento
fosse feita somente aos 70 dias de idade. Os resultados
obtidos mostram a complexidade do problema. Como a 1% coleta
s6 foi feita aos 40 dias e sb6 desde entdo é gque houve um
decréscimo da % de ndédulos produzidos pela estirpe
inefetiva, hé& concordédncia com os resultados de Franco
(1974) indicando que esta estirpe tem grande afinidade com
esta cultivar. A diminuicdo relativa da nodulacdo com a
idade poderia ser atribuida a dois fatores; aumento da
populacdo autdctone na presenca da planta ou decréscimo da
estirpe inoculada nas condicgcdes de solo. Também foi
observado por Insrie (1573-1974) que ndo houve correlacao

entre a nodulacdo em meio agarizado e em varios solos.
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4.3.1.3. Namero de ndéddulos devidos as estirpes inoculadas.

Com os dados anteriores, relativos a % de ndédulos
devidos as estirpes inoculadas, pode—se entdo calcular do
numero total de ndédulos o numero de ndéddulos devidos a cada
estirpe (BR-11lr, BR-23r ou as estirpes do solo). Foram
encontrados resultados altamente significativos para todas
as observacgdes. A analise estatistica dos efeitos simples,
para idade, cultivar e estirpes, mostrou que houve aumento
progressivo do numero de ndédulos devidos as estirpes, com
o aumento da idade. A cultivar Schofield produziu em média
54% a mais de ndébdulos do que a cultivar IRI.1022 para todas
as 1dades. As estirpes do solo, em competicdo com as
inoculadas, produziram maior numero de ndbdulos do que as
estirpes inoculadas, e entre estas, a efetiva produziu mais
nédulos do que a inefetiva, sendo que, na inoculacdo, as
concentracdes delas, inefetivas e efetivas, foram idénticas
(2 x 102 células/ml).

O comportamento de cada estirpe em relacdo as
cultivares nas diferentes idades (Quadro 8 e 10) indicou
que as estirpes do solo nodularam similarmente ambas as
cultivares, enquanto a estirpe efetiva BR-23r foi que
nodulou melhor a cultivar Schofield, ao passo que a estirpe
inefetiva BR-1lr s6 evidenciou diferencas na nodulacdo a
favor da cultivar Schofield, aos 70 dias de idade.

Nenhuma diferenca foi observada no numero de
nédulos entre as estirpes para a cv. Schofield, independente

das idades, porei, a partir dos 50 dias, as estirpes do
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solo dominaram a nodulacdo da cv. IRI.1022 (Quadro 8 e 10).
Isto confirma a maior afinidade genética para nodulacédo da
cultivar IRI.1022 com as estirpes do solo (Souto et al.
1972) .

A regressdo entre idade x nUmero de ndédulos devidos
as estirpes, para as diferentes combinacdes entre as
cultivares e estirpes (Fig. 5), mostra que a estirpe que
ndo teve a sua nodulacdo aumentada foli a inefetiva BR-1lr
para a cultivar IRI.1022, e isto é de real importdancia
pratica, pois ela ndo apresenta maior competitividade para
nodulacdo com o aumento da idade, em relacdo as estirpes do
solo, que foram efetivas para a cultivar IRI.1022, e o fato
pode explicar, em parte, porque esta cultivar, apos
estabelecida, nao apresenta problemas graves de

desenvolvimento mesmo sem adicdo de N.

4.3.2. Desenvolvimento da planta e eficiéncia da simbiose.

Foram observadas diferencas entre idades,
cultivares e interacdo idade x cultivar para matéria seca,
nitrogénio total e atividade da Nz—ase (Quadro 11).

O acréscimo da matéria seca e N total independente
das cultivares, foil observado a partir dos 40 dias de idade,
o que foi coincidente com o inicio da atividade da Nz;—ase
que se deu entre os 30-40 dias de idade. Segundo Hardy &
Holsten (1971), a fase inicial da atividade da Nz—ase varia

com as espécies; para Glycine max foi aos 20-30 dias, e
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para Arachis hipogea aos 35 dias. O inicio da fixacdo de N»

no presente experimento mostra também que as plantas, até

esta idade, se supriram do N das sementes (N$ = 5,50) e do
N do solo (N = 0,06%), o que revelou pouca exigéncia na

alimentacdo nitrogenada desta espécie, que crescia sem
sintomas de deficiéncia de N até os 30 dias de idade, sem
nenhuma aplicacdo de N mineral. A cultivar IRI.1022, que
teve sua atividade da Nz;—ase menor do que a Schofield, aos
40 e 50 dias, recuperou sua fixacdo de Nz, e na coleta aos
70 dias de 1idade ela wultrapassou a cultivar Schofield
(Quadro 12). Esta Gltima produziu em média mais 38 e 32% de
matéria seca e N total do que IRI.1022, respectivamente,
porém as diferencas de producdo de matéria seca e N total
entre as cultivares, dentro de cada idade, a favor da
cultivar Schofield, tiveram tendéncia a decrescer a partir
dos 30 dias de idade, mostrando, como foil observado
anteriormente para nodulacdo, uma recuperacdo da cv.
IRI.1022 com a idade.

A Unica diferenca encontrada para o teor de N foi
entre as idades; a % de nitrogénio, decrescendo com a idade,
indicou que a alimentacdo nitrogenada das plantas em todo
o experimento foi satisfatodria.

O peso seco das sementes da cultivar Schofield foi
16% maior do que o da cultivar IRI.1022, e apesar de néao
significativo o ganho didrio até os 30 dias de idade, houve
tendéncia da cultivar Schofield produzir mais matéria seca
do que a cultivar IRI.1022; esta tendéncia, porém, foi

invertida a partir daquela idade, a favor da cv. IRI.1022,



51

e i1sto é mostrado nas diferencas entre os coeficientes de
regressao (Quadro 12). Alguns trabalhos afirmam gque o peso
seco das sementes é correlacionado com o peso seco das
plantulas na fase 1inicial de estabelecimento (Whiteman
1968, Ludlow & Wilson 1972). Excluindo problema principal
do estabelecimento de algumas cultivares, que é relacionado
com a sua simbiose, uma medida adequada para obter-se melhor
crescimento 1inicial das cultivares de alfafa do Nordeste
seria a selecdo ou melhoramento das cultivares no sentido
de produzirem sementes maiores. Resultados de experimentos
realizados no Setor de Solos da EMBRAPA-RJ, ainda néo
publicados, mostraram que a area cotiledonar ¢é uma
importante superficie de fotossintese no estabelecimento
alfafa do Nordeste, podendo também ser fator limitante no

seu estabelecimento.
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5. CONCLUSOES

1) A amostra do tipo "raiz nao lavada" mostrou-se como ©O
método mais adequado para avaliar a atividade da Nz—ase das
cultivares estudadas de S. guyanensis. Houve similaridade
de atividade da Nz—ase dos ndédulos na raiz sem parte aérea
e daqueles na raiz com parte aérea, na cultivar IRI.1022.
2) Foli obtida wuma mutante de Rhizobium resistente a
estreptomicina que foi significantemente mais eficiente do
que a estirpe original.

3) A cultivar Schofield produziu maior numero e peso de
nédulos, maior atividade da Nz—ase dos nddulos e mais
matéria seca e N total do que a cultivar IRI.1022, sendo
que esta vantagem foi mais pronunciada na fase inicial de
estabelecimento e diminui com a idade da planta.

4) Comparando as duas estirpes usadas, a efetiva fol a mais

competitiva em nodular as duas cultivares de S. guyanensis.

A percentagem de ndédulos formados pela estirpe inefetiva

decresceu com a idade da planta.
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6. RESUMO

Foram feitos varios experimentos em casa de
vegetacdo, com a finalidade de estudar: 1) tipos de amostras
(raiz, planta inteira e sistema intacto) com lavagem ou nao
com Aagua, para avaliacdo do Nz—ase; 2) mutacdo para
resisténcia a estreptomicina em estirpe efetiva e inefetiva
de Rhizobium, e 3) competicdo de estirpes do Rhizobium,
inefetiva e efetiva, com a populacdo nativa de um solo
podzdélico na nodulacdo, no desenvolvimento da planta e na
eficiéncia de fixacdo de nitrogénio de duas cultivares de

S. guyanensis.

A metodologia desenvolvida  para estudar a
atividade da Npy—ase mostrou o efeito negativo da lavagem
dos nédulos, na atividade da Nz—ase destes. Os resultados
indicaram ainda que, até 1 hora apdés a colheita, a
determinacdo da atividade da Nz;—ase em ndbdulos ligados ao
sistema radicular sem parte aérea ou em planta inteira deram
resultados similares na cultivar IRI.1022.

Observaram—se diferencas significativas (p < 0,01)
na nodulacdao, no desenvolvimento da planta e na eficiéncia

de fixacdo de Nz na cultivar IRI.1022, a favor da estirpe
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de Rhizobium efetiva resistente a estreptomicina, quando
comparada com a original.

Houve diferencas na nodulacdo e no desenvolvimento
da planta entre as cultivares. A cultivar Schofield produziu
maior numero e peso de ndédulos e mais matéria seca e N total
do que a cv. IRI.1022, A cv. IRI.1022, que produziu menor
numero de ndédulos no inicia de crescimento, teve recuperada
a sua nodulacdo na maturidade.

A cultivar Schofield apresentou maior afinidade de
nodulacdo com as estirpes 1inoculadas do que a cultivar
IRI.1022. A estirpe efetiva nodulou mals a cv. Schofield ao
passo que as estirpes do solo nodularam mais a cultivar
TRI.1022. A estirpe inefetiva sé apresentou maior nodulacao
do que as estirpes de Rhizobium do solo na fase inicial de
crescimento da planta e decresceu posteriormente, mostrando

desvantagem em relacdo a populacdo nativa.
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7. ABSTRACT

Severall greenhouse esperiments were carried out

with two Stylosanthes guyanensis Aubl. cultivars to study:

(1) Sampling methods for best evaluation of N:—ase
activity from the nodules (roots, whole plant and intact
system); with and without washings with water.

(2) Selection of streptomycin resistant mutants
from effective and ineffective Rhizobium strains and;

(3) Competition between one effective and one
ineffective Rhizobium sp. strain with the natural
population in a red yellow podzolic soil, for nodulation,

nitrogen fixation and plant growth of two S. guyanensis

cultivars.

Washings o0of the nodules ©prior to acetilene
incubation showed a decrease in the Nz;—ase (CzHs) activity.
Up to one hour after harvest, there was no difference in
the Ny—ase (C2H4) activity in the cultivar IRI.1022, between
nodules on roots with tops and nodules on roots detached
from the tops. The combination of the streptomycin resistant
strain and the cultivar IRI.1022 showed a significant

increase (P < 0,01) in nodulation, nitrogen fixation and
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plant growth 1in relation to the parent streptomycin
sensitive strain.

The cultivar Schofield showed more plant dry weight
and total nitrogen than the cultivar IRI.1022 (P < 0,01).
The cultivar IRI.1022 showed less nodules than the cultivar
Schofield at the early stage of establishment, but there
was no difference later on.

The Schofield cultivar showed better performance
with the Rhizobium strains used than the cultivar IRI.1022.
The cultivar Schofield showed higher proportion of nodules
produced by the effective strain used whilst the cultivar
IRT.1022 showed a higher proportion of nodules produced by
the strains from the soil.

The proportion of nodules ©produced by the
ineffective strain was higher than the proportion produced
by the native strains, at the earlier stage, but reversed
with time indicating -poor establishment of the inoculated

strain.
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QUADRO 1. INFLUENCIA DA LAVAGEM DE RAIZES COM NODULOS DE Stylosanthes guyanensis cv.
SCHOFIELD E Lotononis bainesii cv. CPI.16833 NA ATIVIDADE DA Ny-ase (médias
de 8 repetigdes)

ATIVIDADE DA Ny-ase DE NODULOS

FASE DE
INCUBAGAO TRATAMENTO (nmoles CyHs/planta/h)
STYLOSANTHES LOTONONIS

12 LAVAGEM 1.123* (a) 11.904~* (d)
22 RELAVAGEM 504 (a) 4.839 (d)
12 SEM LAVAGEM 1.330 (b) 10.349 (e)
22 SEM LAVAGEM 1.062 (b) 5.959 (e)
1= SEM LAVAGEM 2.310 (c) 12.256 (f)
22 LAVAGEM 673 (c) 6.843 (f)

(*)Valores com letras iguais sdo provenientes de mesmos pedacos de raizes contendo varios noédulos.
Assim cada repetigdo na 1% fase de incubagdo, em cada tratamento, foi a mesma usada na 22 fase.
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F(atividalae ca Y,-ase na 12 fase)
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K23 fame) (2% fass) {20 tllo)i(zl fame) (2% faac){ (20 Tass)
—Stylo—i F—Lotom—{ } Styla { ; Loto- 4
BJCCLSS LAVADOI Wa 1v PASE NILOS XXIC LAVADOS HA 1 FASE

¥IG.1l. INYLUERCIA DA UMIDADE 53 ATIVIDADE Di Ny~ase DE FODULOS COM 341% D3 Stylosanthes guysnsaalw
or. Schofisld E Lotoponia »ainegit cov. CPL 16.833.

Oa dados pars andliso estatimtics forna trannforuadoc e» aro. sen ¥p O,
4s diferwngos antre 14 o 20 fasoo Q4 Inoubogoes forsm slimsente signifiowtivas,

Tukey
COSTRASTES 3ty Lote

TAVAGEM (1% faso) = RELAVAGEN (2% fase) 47,00%% 51,00%*
SEX LAVAGKN (1% fasa) = SON LAVAGAM (20 fase) 26,00 40,00%F
S2¢ LAVAGEN (10 fase) = LAVACHN (20 faas) 67,00°* 43,00™°
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QUADRO 2. INFLUENCIA DA LAVAGEM DA RAIZ COM NODULOS E DA PLANTA INTEIRA DE Stylosanthes

guyanensis cv. IRI.1022,

NA ATIVIDADE DA N,-ase

(médias de 6 repeticgdes)

ATIVIDADE DA NITROGENASE DE NODULOS

FASE DE
INCUBACAO TRATAMENTO (nmoles CyHs/planta/h)
RATZ PLANTA INTEIRA
12 LAVAGEM 154%* (a) 25 (d)
2 OMIDO (*) 272 (a) 48 (d)
12 SEM LAVAGEM 172 (b) 119 (e)
22 SEM LAVAGEM 581 (b) 188 (e)
12 SEM LAVAGEM 174 (c) 145 (f)
22 LAVAGEM 67 (c) 44 (f)

(*) Umidade do ar mantida usando papel de filtro umido.

(**) Valores com letras iguais sdo provenientes de mesmos pedacos de raizes ou de plantas contendo

nédulos.

na 2%

fase.

Assim cada repeticdo na 1% fase de incubac¢do, em cada tratamento, foi a mesma usada



VARIAGXO DA ATIVIDADE DA No-nse DA 23 PASE (£),
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400~

300—-

200-
ritiv:ldade da Nz—nu na 18 fase
100~ 5| a
— —~ 2 ©
s | & % >
2 | 8 A A
= = 7 &
8 8 & “
(afnoe)|(Afase ] [ face)l LAVAGEM fase)
8 \ |(20 fase) (43%noe
Jt = l v v
RAIZ TFLANTA BAIZ PLANTA INTEIRA
IRTEIRA
cOM LAVAGEM KA 18 FASE SEM LAVAGEM NA 18 PASE

PIG.2. INPLUZNCIA DA UMIDADE NA ATIVIDADE DA Hz—-nn DE NODULOS COM BAIZ E
CcOM PLANTA INTEIRA EM Stylosantheo guyaneasis cv. IRI.1022.

(’)Gmidadt mantida usando papel de filtro dmido.
0s dados para endlise estat{stica foras transformados em /m + 1 '

CONTRASTES Zukey

BAIZ x UMIDO (28 fase) — RAIZ x LAVAGEX (18 fase) 3,30%%

PLANTA INTEIRA x TMIDO (28 fase) ~ PLANTA INTEIRA x LAVAGEA (18 fase) 3,60"%
BATZ x SEM LAVAGEM (16 fase) ~ RATZ x LAVASEM (20 fase) 3,90%%
BALZ x SDf LAVAGEE (28 fase) —PLANTA INTEIRA x SEM LAVAGEM (28 fase) 5,60%F
BATZ x S2M LAVAGEM (2% fase) = RATZ x SE{ LAVAGEM (18 faso) 8,20%*

PLANTA INTEIRA x S24 LAVAGEM (2¢ fase) -PLANTA INTEIRA x S2M LAVAGEM (18 fase) 2,60'
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QUADRO 3. DIFERENCAS ENTRE PLANTAS INTEIRAS E RAIZES SEM PARTE AEREA NA ATIVIDADE DA

N,-ase DOS NODULOS DE DUAS CULTIVARES DE S. guyanensis (médias de 8 repeticdes)

ATIVIDADE DA N;—-ase DE NODULOS
TRATAMENTO (nmoles CyHs/planta/h)

cv. Schofield cv. IRI.1022

PLANTA INTEIRA 194 112

RATZ 136 120

CONTRASTE TUKEY

Planta inteira (Schofield) - Raiz (Schofield) 58,00

Planta inteira ( IRI ) — Raiz ( IRI ) 8,00



QUADRO 4. ATIVIDADE DA N,-ase DE NODULOS EM SISTEMA INTACTO,

81

PLANTA INTEIRA, SOB EFEITO DA UMIDADE (médias de 6 repeticgdes)

EM RELACAO A DA RAIZ E

FASE DE ATIVIDADE DA Ns-ase DOS NODULOS
INCUBACAO TRATAMENTO (nmoles CyHs/planta/h)

12 SISTEMA INTACTO 1.585* (a)

2@ RAIZ NAO LAVADA 972 (a)

12 SISTEMA INTACTO (*) 1.590 (b)

2@ Rafz LAVADA 286 (b)

12 SISTEMA INTACTO 1.086 (c)

22 PLANTA INTEIRA COM RAIZ NAO LAVADA 651 (c)

12 SISTEMA INTACTO 827 (d)

22 PLANTA INTEIRA COM RAIZ LAVADA 143 (d)

(*) Valores com letras iguais sdo provenientes de mesmos pedacos de raizes,
raizes e de sistemas solo com plantas contendo ndédulos.
incubacéo,

em cada tratamento, foi a mesma usada na 22 fase.

plantas inteiras com
Assim cada repetigdo na 1°?

fase de
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El RELACXO A 18 FASE TCYVADA COMO 100.

i

ATIVIDADE DA Wo-aee DA 20 PASE (€),

82

r—-(atiﬂ.dndt da ¥,-a00 da 1% fase)

LAVAGEM LAVAGENM

(23 fase) [ (29fnse) (23face) | (21 £a8e)

| . ] l v J
RALZ FLANTA INTZIBA

PIG.3. ATIVIDADE DA T, -soe D2 HODULOS DO SISTEMA INTACTO (1* fape) EM RELAGIO L DA
RAIZ & FLANTA INTEIRA, SOB E?3ITO DA UMIDADE (2% fase). ATIVIDADZ DA Hz—nac
pos KODOLOS DO SISTEXA INTECTO (18 PASE D2 INCUBAGX0) TOMADA <OXO 100.

Oo dados para aniliae estatfotica foran trapeforzados em erc. eea. Vm %
CONTRASTES Tukey
SISTOMA INTACTO (1d fase) = EATZ x  LAVAGEM (20 fase) 66,00%%
SISTAA INTACTO (18 fase) — PLANTA INTEIRA x LAVAGEM (20 fase) 66,50%F
SISTEMA INTACTO (18 fase) = [EAIZ x SEL LAVAGEM (21 fase) 39,00°%
SISTEMIA INTACTO (18 fase) = FLANTA IRTEIRA x SEX LAVACEM(2% fase) 40,00%*

BALZ x SEM LAVAGEM (2% faeo) = FLANTA INTZIBA x SEA LAVACES(29 fase) 1,00
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QUADRO 5. CRESCIMENTO DE ESTIRPES RESISTENTES NUM MEIO DE CULTURA 79, SEM E COM
ESTREPTOMICINA(*) (médias de 6 repeticgdes)

ESTIRPES DE ESTREPTOMICINA NUMERO DE Rhizobium/ml
Rhizobium sp.
BR-11r 0 18 x 10-7
(inefetiva) 150 pg/ml 15 x 10-7
0 29 x 107
BR-23r
(efetiva) 150 pg/ml 28 x 107

(*) Na andlise estatistica, os dados foram transformados em log.10".
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QUADRO 6. E?ZITO DE ESTIVPES I'UTANTES MIESISTEITES by ESTREPTCIITCINA KA IEO'JUTMxO E PTL‘-&?IO DE !":,

Bl IUAS CULLIVARES DB Stylenonthon ;yanensis (mgaias do 4 ropetides)

—— st 12 douso®) T G S T e
Schofiold IRIL1022 Schofield IRIL1022 Scioficld  IRIL1022
BER=11 120 190 32 10 0 ]
Di-1lr 125 59 32 1 0 0
BR-23 192 69 51 12 2132 314
ER=-23r 170 206 45 44 1746 2040

Fontes do Vorissfio

CULTIVAR

ESTIIPE

CULTIVAR x ESTISPE
0.Ve5r

Dacdnbranento da _interacio

ydmoro do_nddulos
e e
1,67
9,77

13, 30%%
10

CULTIVAR COLTRASTE b1 o) 13;-: 16ouros

IRT {BR-23r-1n-23) 44,003

InI (IR=11x=Di=11) 14,66

IRI (NR=23r+D0-23)~( DR=-11r41R-11) 0,03
Schofield (ni-23r = Dit-23) 0,53
Schoficld (Ea-11r - Dit-11) 0,09
Schofield (mit-23r+IN-23%)-{R-11r+DN-11) 9,82%*

tividade Ao la—sn

630 _do nodulos
¥

6o, 25%*
13,89%%

7,69%
24

PESO smo pe rfinros

27,82%*
0,36
20,65™%
2,02
0
13,62*%

P
45,25
35,65TF
64,35%F

13

ATTVIDADE DA Yo—:no
¥

97,30%*

2,10

(8)33-11 o BR-23 originaio oonofveis; DBR-llr o DR-23r mutantes rooiotontes b cotroptonicina.

(h>5adou para anflioe estatiotica foran transformados para

n+l
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QUADRO 7, LEPEIT0 DE ESTIKPES MUTANTES RESISTENTES A ESTREPTGIICINA NO DESENVOLVIIETO
DE DUAS CULTIVARES DE Stsloganthes muynnensis (nodias de 4 ropotigSes)

APORTA SHOA

s mAm s

ESPIRES (s1=/vaco) ng( o /m;:)
Schoficld  INI,1022 Schoficld . IRI,1022 Schofield IRIL1022
Testenunha 180 172 1,22 1,26 2,15 2,16
IR-11 185 140 1,25 1,36 2,31 1,9
BR-11r 174 50 1,7 2,10 2,97 1,21
ER-23 2,500 547 2,10 2,40 52,50 13,12
IR=-23r 2,450 2,245 2,15 2,20 53,60 49,39
Fonten do Veriasfo Materia shea Ng 1T Total
P ¥ R
cuzTIvAR (€) 12,60°= 5,56% 10,72%%
s2Imes (%) 49,357 20, 0% 65,52%%
CxE 8,27 0,34 8,75%"
CoVe® 41 15 37
Daadobranento dn intaracio
CUTRIVAR COLTRASCES nanfnra sha L TORAL
F1) ¥
mr (BR-27r = 10-23) 34,10%% 43,01
IRI (ER-11r - BER-11) 0,08 0,01
IRI (ER-11r + BR=11 = 2T) 0,08 0,01
Sckofield ( (BR=23r = BR-23) 0,02 0
Sohofield  (ER-1lr - BR-11) 0 0,01
Schofiold (ER=-1llr 4+ BR-11 = 27) 0 0,01

{a)nadou para anilioo estatiotica foren tranoforuados o3 V n
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& NODULOS DEVIDO AS ESTIRPES (DADOS REAIS)
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PIC.4. RZGRESSXO DA £ DE NODULOS DESVIDO AS ESTIRPES SOBRE AS IDADES, ZX DUAS CULTIVARZS

DR-23r =——x y = 62,8 - 0,4350 x5 r = 0,79

Dados para andllice do regressio foram transformados em are. ssn, Y3

DE Stylosanthes guyenanuis INOCULADAS CCM ESTIRPES D3 Rhizobiun sp,

=== TBT [
—-------Stzl:url{E
22

2211 ——x r=0,11

o ¥ = 107,6 =1,2820 x; © = 0'93x; Bauv-l.o: entre "b™ (teate t)
2,93%%(23-23r x PR-11lr)

-1lr ——o0 y = 70,7 - 0,3246 xj T = 0,56



PE/VASO (DADOS REAIS)

NUMERO DE RODULOS DEVIDO A CADA ESTIR
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FIC.5. BEGRESSXO DO KULERO D2 NODULOS DEVIDC AS ESTIRPES SOERE AS IDADES BEM DUAS

CULTIVARES DE Stylosanthes guyaneasis INOCULADAS COM ESTIRPES DE Rhizobium ap.
Desvios entre "b"

-1lr —=o0 ¥y = 9,52 - 0,0264 x3 r = 0,095 or ©

——— IBI ( BR-23T x y= 4,42 + 0,2667 x; r = 0,670™" 2,00 (BR-23r x Solo)
Solo —-< ¥ = 12,40+ 0,5303 %3 T = 0,610%*
-11r —o y = 0,90 + 0,2667 x; r = 0,970"*

—Scho(BR-2)r —x ¥y = 3,65 + 0,3706 xj r= 0,76¢** 1,73 (BR-l1lr x Solo)
Solo y = 7,37 + 0,4156 x5 r = 0,840%*

Dadon parn andlise de regressio foraz traneforzados ea Vm + 1
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