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CARACTERIZAGAO E SELECAO DE Rhizobium phaseols PARA//

A PRODUCAO DE INOCULANTES COMERCIAILS

Autora: /AMALIA DEL ROSARIO BARAIBAR LUCAS

Orientadora: SIU MUI TSAI SAITO

RESUNO

Foram conduzidos estudos de antagonismo entre
Streptomyces isolados de turfas e estirpes de R. phaseoli a
partir dos quais obtivéram-se variantes das estirpes C05, §E
MIA 487 e CIAT 255 que cresciam nos halos de inibigcao forma-
dos. Com estas variantes, as culturas matrizes e outras es-
tirpes de R. phaseoli, foi proposta uma sequéncia de testes
que inclue: resisténcia a antibioticos e fungicidas, produ-
¢ao de bacteriocinas, tolerancia a acidez, eficiéncia simbio

tica, competigéo nodular e sobrevivéncia na turfa.

O0s isolados CO5 I, CO5 Il e CO5 111, SEMIA

4L87-2 e a estirpe 1899 apresentaram altos niveis de resistén

cia a estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina e tetraci-
clina assim como benomyl, thiram e captan e cresceram em
meio acido (pH = 4,3). Nenhuma das estirpes testadas apre-

sentou atividade bacteriocinogénica.
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As estirpes C05 e SEMIA 487 foram ineficien-
tes; onisolado CO5 Il demonstrou superioridade nos parame-
tros simbioticos estudados apresentando a maior eficiencia
nodular, foi altamente competitivo para a formagcao de nodu-
los na presenca de estirpes de Rhizﬁbium nativas e frente a
CO5 matriz, e igualmente competitivo em relacao '~ a estirpe
1899. As estirpes matrizes CO5 e-SEMIA 487 nodularam tar-
diamente com nodulos pequenos e escassos, 1899 e SEMIA 487-2
foram de nodulacgao precoce e ciclo curto (ate floracao) en-
quanto que, CO05 Il destacou-se pelo ciclo de nodulagao mais
prolongado. Discute-se a validez da persistencia nédular co

mo critério de selecao de estirpes para Phaseolus vulgaris.

A estirpe CO5 nao sobreviveu satisfatoriamen-
te nas turfas nao irradiadas, seﬁdo superada pelos isolados
CO5 I, CO5 Il e CO5 Ill e pela estirpe 1899. A irradiacao da
turfa com radiacoes gama (2,5 Mrad) controlou o crescimento
do's contaminantes remanescentes e permitiu boa sobrevivéncia
do R. phaseoli durante os 60 dias de armazenamento dos inocu

lantes a 28°C.

Recomenda-se o isolado CO05 Il para a producgao
de inoculantes para feijoeiro. Para certos casos, a estlr-
pe 1899 podera ser incluida junto a C05 Il em inoculantes po
livalentes porque a primeira apresenta um ciclo de nodulagE;

precoce.



Discute-se a possibilidade de irradiacao da

turfa com doses acima de 2,5 Mrad e uso de estirpes com re

sisténcia a antibioticos e fungicidas como alternativa para

a producao de inoculantes de maior qualidade no Brasil.
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CHARACTER!ZATION AND SELECTIOR OF Rhizobium phaseold

FOR COHHERCIAL {MOCULANT PRODUCTION

Author: AMALIA DEL ROSARIO BARAIBAR LUCAS

Adviser: SIU MUl TSAI SAITO

SUMMARY

Antagonism interaction studies between

Stneptomyce$ from peat and Rhizobium phaseoli strains were
conducted in agar medium. Colonies from strain§ C05, SEMIA
4L87 and CIAT 255, growing in the zone of inhibition formed
in presence of actinomycetes (St&gptomyceé) isolates, were
picked up and cultured. A sequenée of tests was proposed
with those isolates with the aim to select‘bé;ter strains.
Intrinsic antibiotic and fungicide resistance, bacteriocin
production, acid tolerance, effectiveness, competitiveness
for nodule formation and survival in the peat were

considered as the main properties for the screening.

Isolates CO5 I, CO5 {1, CO5 111, SEMIA 487-2
and the strain 1899 presented high resistance level to
streptomycin, chloranphenicol, eritromycin and tetracyclin
as well as to benomy, thiram or captan, with normal growth

in acid media (pH = 4.3). Mother strains C05 and SEMIA 487
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were inefficient and isolate CO5 Il was superior for all the
studied parameters, with the highest nodular efficiency. It
was highly competitive for nodule formation in presence of
the native strains from soil or the mofher strain CO05 and

was a competitive as strain 1899.

The pattern of nodulation (nitrogenase
activity and nodule sizq) was dif%erent among strains.
Strains CO5 and SEMIA 487 formed their nodules mostly:in a
later period and they were very small and sparse. Strain
1899 and the isolate SEMIA 487-2 nodulated earlier, with a
short period of acfivity (until flowering); isolates CO5 II
presented a longer period of nodule activity. The
importance of the nodule persistance as an strain selection

parameter for R. phaseoli is discussed.

The mother culture C05 showed a low survival
a?ility in the unsterilized carrier. |Irradiation of the
peat with gamma rays at rates of 2.5 Mrad controlled the
growth of the remaining contaminants and allowed a good
survival of R. phaseolL during the period of sixty days of

storage at 28°cC.

Due to those intrinsic characteristics,
isolate CO05 Il is recommended for the inoculant production -
for Phaseolus vulganis L. Mixtures in equal parts of 1899

and CO05 Il are recommended for some specific ecological
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situations. The use of irradiated peat associated to the
use of antibiotic and fungicide resistant strains is
discussed as an alternative to improve the quality of

Brazilian inoculants,



1. INTRODUCAO

A inoculagao de leguminosas com culturas de
bactérias do género Rhizobium comegou ha quase um século. Em
bora os conhécimentos tenham se desenvolvidos vagarosamente,
ninguém pode duvidar do impacto produzido por esta pratica
agronomica na produgao de alimentos do mundo (BURTON, 1980).
Constitul alias, um dos poucos exemplos de sucesso conseguli-

do pelo homem na exploracao de microrganismos com fins prati

cos (BROCKWELL et alii, 1982).

A decisao de inocular surge de um estudo pré-
vio do solo, onde nao sejam detectados rizébios nativos espe
clflcos para a leguminosa que se deseja introduzir, ou no ca
so de existirem, que eles sejam ineficientes ou pobremente

eficientes (DATE, 1976).

Um programa de inoculacao de leguminosas V-

sando obter as maximas respostas de fixacao biologica de ni-



trogénio devera atingir pelo menos trés premissas ‘b3sicas:
19) produgao de inoculantes de alta qualidade; 29) uma tecno
logia de utilizacao do inoculante adequada e 39) um programa
de extensao que permita uma rapida transferéncia da tecnolo-

gia gerada ao produtor- (FAO, 1978; LABANDERA, 1986).

A tecnologia de produgao de Phaseolus vulga-
his, L. em toda América Latina € extremamente simples, ja
que raramente se aplica inoculagao ou fertilizacao nitrogena

da, o que resulta em rendimentos muito baixos (DUQUE et alii

1985) .

Segundo ..IBGE (1983), a média de produtividade bra

sileira de feijao, por hectare para esse periodo foi de 329

kg, porém incrementos de produtividade de até 1.600 kg = se-
riam possiveis de atingir sem fertilizagao nitrogenada ..adi-
cional, mediante a utilizacao de sistemas simbioticos mais

eficientes em condicdes de campo e o desenvolvimento de tec-
nologias de inocula¢50 mais adequadas (DYUBEREINER e DUQUE,
1980).

No Brasil, apesar de existirem varios centros
de pesquisa em fixacao biologica de nitrogénio, poucos tém
podido atender especificamente aspectos relacionados a produ
¢ao e utilizacao de inoculantes de alta qualidade para . uso
no pais. As respostas a inoculacao do feijoeiro sao muito

variaveis, seja por fatores climaticos ou edaficos, seja de-
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vido as diferengas existentes entre os componentes da simbio

sc¢ (DUQUE et alii, 1985).

A maioria dos solos brasileiros apreséntam
uma populacao nativa de Rhizobium phaseoli principalmente em
areas onde a cultura se desenvolve ha muito tempo. Esta po-
pulacao é medianamente eficiente e com grande adaptébilidade

e sobrevivéncia nos solos (SAITO e RUSCHEL, 1980).

A obtencao de estirpes de R. phaseoli de ele-
vada eficiencia tem sido a meta principa} dos programas de
selecao, desenvolvidos principalmente eﬁ casa ae vegetacao e
com resultados satisfatérios quanto a niveis de fixacgao atin
gidos‘(FRElRE e KSLLING, 1986). Porém, a inoculang da se-
mente em condicoes de campo nao garantiu até agora o desen-
volvimento de simbioses efetivas (SAITO et alii, 1982), indi

cadas pela baixa.nodulagao da estirpe introduzida.

Béixa qualidade dos inoculantes devido a es-
cassa sobrevivéncia da bacteria no suporte e ao uso de estir
pes nao competitivas e nao adaptadas as condigoes ecoldgicas
do ambiente onde sao introduzidas, tém sido sugeriaas como
algumas das causas das baixas respostas a inoculagao no cam-

po (VIDOR, 1981; BROCKWELL et alii, 1982).

Como hipotese de trabalho estabeleceu-se que

€ possivel obter beneficios da inoculagao no feijoeiro (Pha-



b

seo0lus vulganis L.) através da producao de inoculamtes quan-
titativa e qualitativamente superiores mediante a introdu-
¢ao de estirpes mais eficientes e competitivas que sobrevi-

vam melhor na turfa e no solo.

As etapas sugeridas para incrementar essa qua

]l idade seriam:

a. a selegcao de estirpes mais agressivas atraves da introdu-
¢ao de caracteristicas tais como resisténcia a antibioti-

cos, nesisténcia a fungicidas, producao de bacteriocinas,

tolerantes a acidez;
b. a selecao de estirpes mais eficientes e persistentes;

c. o uso de irradiacao gama para esterilizacao da turfa que
garanta uma maior sobrevivéncia e adequado estado fisiolé

gico do Rhizobium durante o armazenamento e distribuicao

do inoculante.



2. REVISAO DA LITERATURA

2,1, INOCULANTES. DEFINICAG. ETAPAS DE PRODUCAO

0 inoculante € um cultivo de rizobios previa-

mente selecionados e introduzidos num suporte que facilite
sua manipulagdo e confira protecao (ROUGHLEY, 1970). Exis-
tem portanto, dois aspectos que determinam a qualidade do

inoculante e o sucesso de sua aplicagéo: a bacteria, que de-
fine seu potencial qualitativo e o suporte, que define seu
potencial quantitativo (LABANDERA, 1986). Dependendo das
condigcoes de uso, existem inoculantes de diversos tipos como
cultivos puros em agar, liofilizados, em oleo, em-turfa, ém

turfa granulada , etc. (BURTON, 1980).

A produgcao de inoculantes de alta qualidade
pode ser dividida em quatro fases principais (DATE e ROU-

GHLEY, 1977), que sao: 19) selegcao das estirpes de Rhizebdium,



29) selecao e preparo do suporte; 39) multiplicacao da bacté
ria em meio liquido (caldo) e impregnagcao do suporte; e. 49)
cont;ole de qualidade do produto final (ROUGHLEY, 1975). Em
fungao da cultura, de sua problematica e do nivel tecnologi-
co disponivel, nem sempre todas estas etapas apresentam o
mesmo nivel .de desenvolvimento. Pesquisas nesta area para
soja no Brasil (FREIRE e KBLLING,?1986) garantem o . forneci-
mento a indistria de.inoculantes de estirpes de B. japonicum
eficientes e competitivas (OLIVERA e VIDOR, 198ka, 1984b,
1984c), com concentracoes satisfatorias no indculo conferi -
das por um controle oficial nao. regulamentado na saida do
produto a venda (FREIRE. e KaLLING, 1986). Para o feijao, a
etapa de selecao de estirpes continua sendo limitante e ndo
permite ainda recomendar a substituicao total do adubo nitrg

genado (RUSCHEL et alii, 1979; SAITO, 1982).

A seguir serao abordados aspectos relaciona-
dos aos critérios de selecao de estirpes de Rhizobium com es
pecial énfase para critérios ecologicos em atencao a proble-

matica da simbiose R. phaseofL - Phaseolus vulfgaris no Bra-

sil.



2.2, CRITERIOS PARA A SELECAO DE ESTIRPES DE Rhizobium

VINCENT (1956) estabeleceu os critérios basi-
cos para a selecao de estirpes destacando como prioritarios
a habilidade de formar nodulos eficientes na fixacao de N,
com todos os hospedeiros para os quais a cultura e recomenda
da e capacidade de funcionar numa larga variedade de .condi-
¢oes de solo. BROCKWELL et alii (1968) acrescentaram crité-
rios de velocidade na nodulacao, competitividade com outras
estirpes de Rhizobium e capacidade de persistir nosolo. FREI
RE e VIDOR (1978) complementam estabelecendo que a estirpe
de Rhizobium a ser recomendada para a produgcao de inoculan-
tes devera apresentar 66mprovada eficiéencia em experimentagao
de campo, largo espectro de nodulacao e eficiéencia ou seja
baixa especificidade, boa capacidade de colonizar e sobrevi-
ver no solo, e alta capacidade de competicao por sitios de
infeccao nodular. Satisfazendo estas caracteristicas,seriam
e§perados aumentos do beneficio da fixagcao, evitando riscos

de invasao de estirpes menos-eficientes, porém, com alta ca-

pacidade de colonizar a raiz e formar nodulos.

Caracteristicas industriais tais como habili-
dade para se multiplicar em cultura liquida e adaptabilidade
ao suporte (RUIZ ARGUESO et alii, 1979), assim como estabili
dade genética das estirpes (LABANDERA e VINCENT, 1975, BARAI

BAR et alii, 1982), também sao sugeridos.



2.2,1, ESPECIFICIDADE HOSPEDEIRA E EFICIENCIA

A elevada capacidade de fixar nitrogéniol tem
sido ate ha pouco tempo o Unico critério de selegao conside-
rado para a estirpe de inoculante. Hoje, os termos eficién-
cia ou ineficiéncia carecem de validez se nao for levada em
consideragao a especificidade hospedeira (FREIRE e VIDOR,
1979; HUNGRIA, 1981; PACOVSKY et élii, 1984; FREIRE e KBL-
LING, 1986). Seria desejavel que a estirpe de Rhizobium usa
da no inoculante formasse uma simbiose eficiente com a maio-
ria dos cultivares da especie hospedeira para a qual foi se-
lecionada (PERES e SUHET, 1986). Para a simbiose Phaseolus
vulganis - R. phasedli ha muitas evidéncias de variabilidade
de respostas para estirpes num mesmo cultivar (SAITO e RUS-
CHEL , 19765 RUSCHEL e SAITO, 1977; SAITO e CARDOSO, 1977;
SAITO et alii, 1978; SAITO, 1980; SAITO et alii, 1980; CASS1
NI, 1980; HUNGRIA, 1981; V0SS et alii, 1983; PEREIRA, 1983),
tanto como entre cultivares de P. vulgaris inoculados com a
mesma estirpe (FRANCO e DBBEREINER, 1967; LOPES et alii,
1976; HUNGRIA, 1981; RUSCHEL et alii, 1982; SAITO e FREI-
TAS, 1982; PEREIRA, 1983; GRAHAM, 198L4; PACOVSKY ‘et \2
1984; DUQUE et alii, 1985; HUNGRIA et alii, 1986; HUNGRIA e
NEVES, 1986), o que foi manifestado em diferengas significa-
tivas nos parametros de rendimento da parte aérea e nodula-

cao.



Esta variabilidade supoe um trabalho inesgota
vel de selecao de novos materiais da planta e da bactéria pa
ra consequir maximizar os beneficios da simbiose (FREIRE e
KBLLING, 1986). Avaliacoes do comportamento de isolados 'de
R. phaseoli de zonas produtoras de feijao, permitiram obter
estirpes mais eficientes, com nodulagao precoce que aumenta-
ram o periodo de fixagao (V0SS et alii, 1983). A retencao e
transporte do nitrogénid fixado, tem sido sugerida como uma
caracteristica intrinseca das estirpes de Rhizobdiun factivel
de selegcao para uma maior eficiéncia no uso do N2 fixado (Hﬁ
VELKA e HARDY, 1976; HUNGRIA et alii, 1985a, b; HUNGRIA e NE

VES, 1986).

E discutivel a validade do peso da matéria se
ca dos nodulos e da atividade da nitrogenase como parametros
de avaliacao da eficiéncia das estirpes (HUNGRIA, 1981; SAIl-
TO, 1982 ; PEREIRA, 1983; HUNGRIA et alii, 1985; HUNGRIA e
NEVES, 1986). Estirpes de R. phaseoli com massa nodular me-
nor, acumularam mais nitrogénio na parte aérea e nas vagens.
Embora a massa nodular seja atributo da estirpe (DBBEREINER
et alii, 1970) poderia estar associada a outras céracterfsti
cas como a remobilizacao do nitrogénio acumulado nos tecidos
foliares e indice de colheita (NEVES, 1986). Estudos que re
lacionem eficiéncia nodular (mg N fixado/g de nodulo), taxas
de transiocagéo do nitrogénio fixado, nitrogénio total . nas

vagens entre outros, com produgéo e protel'na nas sementes
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sao os mais recomendados quando se trata de culturas para
producao de graos. Existe variabilidade de comportamento das
estirpes nos parametros produtivos (NEVES et alii, 1985; HUN
GRIA, 1985). Experimentos conduzidos em casa de vegetacao
(HUNGRIA et alii, 1985b) reportaram contribuigoes da fixagao
de N, de 60 a 70% do nitrogenio da semente para as melhores
combinagoes cultivar-estirpe, senqo 0os sistemas mais eficiéﬂ'
tes aqueles que remobilizaram mais rapidamente o nitrogénio

a semente.

0 método de reducao de acetileno (ARA) para
medir atividade da nitrogenase (SCHBLLHORN e BURRIS, 1967
DILWORTH, 1966) é rapido, sensivel, econdmico, de valor semi
quantitativo. Porem, apresenta limitacoes extremamente sé-
rias como as de ser uma medida espontanea, que nao considera
a evolugao de H, (SCHUBERT e EVANS, 1977), sendo recentemen-
te demonstrado (MINCHIN et afii, 1983) que o acetileno pode-
ri? inibir a nitrogenase por mecanismos ainda pouco elucida-
dos. Apesar destas limitacoes, a técnica de ARA .. .¢ontinua
sendo de grande validade, em estudos comparativos e quando se
deseja de forma rapida; testar grande volume .de . material
(MASTERSON e MURPHY, 1980). PERES et alii (1984) seleciona-
ram estirpes mais eficientes dentro de uma populagao de nédg
los da raiz de soja inoculadas com uma estirpe de B. japoni;“
cum e encontraram alta correlacao entre a eficiéencia do iso-

lado e o valor do ARA registrado no nodulo que deu origem.
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Existem resultados contraditorios quanto a
correlacao entre valores do ARA e Ntotal na parte aérea.REﬂ
NIE e KEMP (1980), SAITO et alii (1980), HUNGRIA (1981) e
SAITO (1982) nao encontraram boa correlacao em Phaseolus uu£
garis, provavelmente devido a evolugao do H, que ocorre nor-
malmente na redugao do NZ’ que o«'CzH2 bloqueia. Porém, para
outras situagSeslaltas correlagoes foram registradas entre
ARA e Ntotal da parte aérea no florescimento (HUNGRIA e NE-
VES, 1986). Por este motivo, € sugerida a utilizagao do pa-
rametro ER (eficiencia relativa) (SCHUBERT e EVANS, 1977)
que representaria em forma real o custo de elétrons da redu-

cao de N2.

0 sistema Rhizobium phaseoli - Phaseolus vul-
garis tem sido considerado inferior ao sistema  Bradyrhdizo-
bium faponicum - Gﬂycine max (Freire et alii, 1953, citados
por SAITO e RUSCHEL, 1980) quanto a fixagéo.de nitrogénio,
parem atraves de estudos conduzidos principalmente em casa
de vegetacao e condigoes controladas, tem se conseguido con-
tribuigoes de até'75% do nitrogénio total das sementes, pro-
venientes dessa fonte o -que indica {éghltados ‘promissorios
(HUNGRIA et alii, 1985b). Por outro lado, as diferencas ob-
servadas nas respostas a inoculacao de cultivares em campo,
indicam que a obtencao de genotipos para fixagao de N, elgvi

da € um caminho a sequir (DUQUE et alii, 1985).

A contribuicao das estirpes de inoculante em
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condigoes de campo significou incrementos de 43 a L48% nos
rendimentos e 20 a 30% no teor de nitrogénio nos graos nas
melhores situagoes, porém, as respostas nao foram tao eviden
tes em solos que apresentavam altas populacoes de rizobios

nativos (SAITO, 1982).

0s resultados pouco alentadores com feijoeiro
inoculado no campo sugerem a necessidade de determinar quais
fatores influem negativamente na expressao do potencial sim-

biotico das estirpes.

2.2.2. SOBREVIVENCIA E COMPETICAO SAPROFITICA

A capacidade de persistir no solo na auséncia
ou na presenca do hospedeiro € considerada uma .propriedade
essencial para uma estirpe de Rhizobium recomendada nos ino-
culantes (BROCKWELL .et alii, 1968; van RENSBURG e STRIDJOM,
1982). No solo, a estirpe introduzida no inoculo & submeti-
da aos efeitos de numerosos fatores bioticos e abioticos (FREL
RE e VIDOR, 1978; HAM, 1980; VIDOR, 1981; TRINICK, 1982) mui
tos dos quais poderiam atuar induzindo mudancas quantitativas
e qualitativas na populacao introduzida (SCOTTI et alii, 1981;

PITARD et alii, 1982; van RESBURG e STR[DJOM, 1982).

0 termo 'competigcao saprofitica' foi sugerido

por CHATEL et alii (1968), para definir a propriedade de uma
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estirpe de incursionar, sobreviver no solo e colonizar a ri-
zosfera como um saprofita ate promover a infecgao da raiz do
hospedeiro. Estas caracteristicas dependem exclusivamente
da estirpe de Rhizoibum; de sua agressividade e capacidade de
adaptacdo as condigdes flsico-quimicas e biolégicas do solo
onde foi introduzida (IRELAND e VINCENT, 1968). Este crité-
rio de selegao, embora impréscindfvel para rizobios que nodu
lam leguminosas perenes ou de ciclo bianual, nao deve ser
subestimado para culturas anuais de forma a garantir que a

maioria dos nodulos formados pertengam a estirpe do inoculan

te (VIDOR, 1981).

Varios autores tém correlacionado baixos nume
ros de rizobios na rizosfera com falhas de nodulagao (RICE
et alii, 1977), sendo sugeridas as interagoes antagonicas e-
xercidas pela microflora do solo como as responséveis da
baixa sobrevivéncia das estirpes de Rhizobium (PARKER e GRO

VE, 1970; CHATEL e PARKER, 1972; PATEL, 1974).

VIDOR e MILLER (1980) observaram relagao dire
ta entre o declinio populacional de estirpes de B. japondicum
no solo e incrementos numéricos de um organismo I%tico tipo
bacteriofago. RAMIREZ e ALEXANDER (1980) nao encontraram
evidéncias do efeito de bactérias competidoras, microrganis-
mos liticos ou produtores de antibidoticos, bacteriofagos ou

Bdellovibrnio que explicassem a queda numérica brusca de R.

phaseoli na espermosfera e rizosfera imediatamente apos ger-
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minacao. Estes autores atribuiram os declinios a presencga
de protozoarios tipo flagelados que aumentavam uma unidade
logaritmica apos introdugao e germinagcao da semente inocula-
da. Similares resultados reportam LENNOX e ALEXANDER (1981),
HOSSAIN e ALEXANDER (1984) e JONES e GIDDENS (1984). ‘VIDOR
e MILLER (1980), sugerem que es mudancas genéticas produzidas
pelos fagos e organismos liticos seriam mais importantes que

sua representagao quantitativa.

A maioria dos fungos rizosféricos sao inibido
res do Rhizobium sendo, Penicilfum e Asperngillfus os géneros
que se destacam (CHOWDHURY, 1977; PARKER e CHATEL, & 1981).
Choukar e Subba Rao, c{}ados por ANUSUYA e SULLIA (1984) des
tacam o genero Fusarium como o mais antagonista e encontra-
ram respostas diferentes entre espécies de Rhizobium. Entre
as bacterias, citam-se Pseudomonas e Baciflus como os gé€ne-

ros mais antagGgicos (PARKER e GROVE, 1970).

Exiétem controvérsias quanto ao verdadeiro e-
feito antagonico dos actinomicetos principalmente do género
Strheptomyces frente ao Rhizobium. As respostas variam em
funcao do solo e seu manejo (PATEL, 1974; MARTYNIUCK e WAG-
NER, 1978; COELHO e DROZDOWICZ, 1979; SCOTTI et alii, 1981;
DBBEREINER et alii, 1981), do tipo de actinomiceto (DAMIRG!
e JOHNSON, 1966; PATEL, 1974; KOSSLACK e BOHLOOL, 1985; SAIl-

TO et alii, 1985) e das condicoes de estudo (TRINICK e PAR-



.15,

KER, 1382; KOSSLACK e BOHLOOL, 1985). Em solos de cerrado
brasileiro submetido a praticas de calagem, foi reportado
que a populagao de actinomicetos constituia de Z§ a 95% da
populagEoAmicrobiana total (COELHO e DROZDOWICZ, 1979). PA-
TEL (1974) reportou valores de 20 até 30% nos cinco solos es
tudados. A @élagem févoreceu incrementos na densidade dos
actinomicetos de 105 para 106 cel/g de solo assim como a ati

vidade da propria toxina.

A maioria dos estudos de antagonismo sao de-
senvolvidos "in vitro'" em meio de cultura agarizado o que po
deria nao representar as verdadeiras condicoes que existem
no solo (TRINICK e PARKER, 1982). KOSSLACK e BOHLOOL (1985)
nao consiguiram reproduzir na nodulagao da soja, efeitos an-
tagonicos de quatro actinomicetos.que inibiam duas estirpes
de B. japonicum em meio de cultura. Similares resultados re
latam Smith e Miller (1974) citados por HAM (1980) com isola
d&s bacterianos. A turfa, contrariamente, por ser um .solo
organico, com valorés de pﬁhgérrigidos, apresenta condigaeé
ideais para o desenvolvimento de actinomicetos e portanto,
producao de antibidticos que podem reduzir sensivelmente a
populagao de Rhizobium (FONSECA et alii, 1985). Sendo po-
bres competidores, os actinomicetos nao predominam na ri-
zosfera (ROVIRA, 1965; RAMIREZ e ALEXANDER, 1980) por tan=
to seus efeitos antibioticos na maioria dos solos sao expres

sos a nivel de micrositios (TRINICK, 1982). A presenga de
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argilas tipo caolinita ou montmori lonita foi sugerida como
responsavel pela inativagao das toxinas excretadas .exercendo

desta forma protegcao ao Rhizobium (HABTE e BARRION, 1984).

A resisténcia natural (80 ug/ml de sulfato de
estreptomicina) que apresentaram as estirpes de B. japonicum
(SCOTT!I et alii, 1981) e as estirpes de R. phaseofi (PITARD
et alii, 1982) seria uma manifesf;géo do grau de antibiotis-
mo presente nos solos e explicaria a razao das estirpes do
inoculante, cuja resisténcia natural era de 5 a 10 ug/ml do
antibiotico, apresentarem problemas de sobrevivéncia e compe

ticao.

A resisténcia a antibioticos (SCOTTI et alii,
1981; SA et alii, 1983; FONSECA et alii, 1985) e a resistén-
cia a fungicidas da semente (RAMIREZ e ALEXANDER, 1980; LEN-
NOX e ALEXANDER{‘ISBI; HOSSAIN e ALEXANDER, 1984; JOEL e GID
DENS, 1984) tem sido sugeridas como caracteristicas que in-
cfementariam as vantagens competitivas das estirpes de Rhizg
bium quando introduzidasem ambientes com forte antibiotismo,
turfa ou solo, permitindo maior sobrevivéncia, rapida coloni

zacao da rizosfera e pronta nodulagao.

A resisténcia a fungicidas foi indicada como
atributo ecoldogico importante de incluir nas estirpes dos i-
noculantes (BROCKWELL, 1981). Indiretamente, permitiria a-

plicar produtos quimicos na sementes em contato com o indcu-
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lo que alem de controlar patogenos e permitir plantas mais sadias,
controlariam a microflora rizosferica antagonista ao Rhizo-
bium , principalmente os protozoarios, ativos predadores (HOSSAIN
e ALEXANDER, 1984; JOEL e GIDDENS, 1984). ODEYEMI e ALEXANDER
(1977) desenvolveram uma técnica pafa a obtencao de estirpes
resistentes a fungicidas, utilizada amplamente em R. phaseols,
B. fjapondicum e outras espécies. Existe comportamento diferencial
dentro de espécies como entre estirpes dentro de uma especie

(demonstrado para R. phaseoli por PEREIRA, 1983).

Existe um vasto numero de publicagoes que re-
ferem o efeito de fungicidas no Rhi{zobium. Resumidamente,
depéndendo da estirpe de Rhizobium e da concentragao do pro-
duto, icaptan € considerado em geral como o mais toxico (GRA-
HAM et alii, 1980) seguido por thiram e PCNB. 'Benomyl seria
o menos inibitorio (FAIZAH et alii, 1980) com efeito intra-
especifico. R. phaseocfi apresenta certa tolerancia intrinse
ca ao benomyl, sendo sensivel ao captam e totalmente inibido

pelo thiram (HABTE, 1985).

LENNOX e ALEXANDER (1981) encontraram resulta
dos positivos na céionizagéo da rizosfera pela i&oculagEo de
feijao com estirpes resistentes a estreptomicina e espectino
micina a niveis de 500 ug/ml e thiram a nivel de 100 pg/ml e

com sementes tratadas. Similares resultados sao sugeridos

por BUSHBY (1981a, b).
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As marcas de resisténcia a antibioticos e fun
gicidas tem sido utilizadas com relativo sucesso para a. iden
tificacao de bacterias no solo (VIDOR, 1981; PEREIRA, 1983).
Elas se constituem numa poderosa ferramenta sempre que seja
garantida a integridade das propriédades simbioticas das es-
tirpes. Porém, a proposta de varios autores (GIBSON, 1981;
BROCKWELL, 1981) seria de usa-las para "armar' a estirpe do
inoculante, tornando-a mais agressiva para que seja capaz de

competir vantajosamente.

A resisténcia a fagos seria outra caracteristi
ca proposta (BROCKWELL, 1981). A respeito, VIDOR e MILLER
(1980), isolaram indlvf&bos do mesmo serogrupo da estirpe
123 de B. japondicum sensivel a Bdellovibrio, que eram capa-
zes de sobreviver na presenca de fagos, tendo sido sugerido

que mudangas na superficie celular, configuracao ou lisoge-

nia seri am responsaveis pela aquisi¢cdo de tal resisténcia.

Tem sido observado que as estirpes de Rhizo-
bium introduzidas em solos de baixas populacoes de rizobios

nativos, normalmente se estabelecem sendo assumido que os. me

canismos antagdnicos exercidos pela populacao tellrica nao
limitam o estabelecimento da estirpe do inoculante (VIDOR,
1981). Ainda em solos onde a cultura se cultiva ha varios

anos, € provavel que os fatores antagonicos sejam de impor-
tancia secundaria frente a competicao existente entre estir-

pes nativas e introduzidas pelos sitios de infecgao nodular.
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(TRINICK, 1982).

A competicao exercida pelos rizobios nativos
ou naturalizados poderia afetar a velocidade e nivel de colo
nizacao do Rhizobium introduzido no solo pela agcao de diver-
sos fatores. A autoinibi¢ao ou produgao de bacteriocinas -
foi sugerido como um mecanismo pelo qual toxinas produzidas
por determinadas estirpes de Rhizobium (ROSCLYCKY, 1967) cau
sariam antagonismo:contra outras estreitamente correlaciona-
das. Ja foi observada atividade bacteriocinogénica em estir
pes de R. trifolii (BERGERSEN et alii, 1971), R. kapzni e
R 4p (ROSCLYCKY, 1967), R. Leguminosarum (SCHWINGHAMER e RE-
INHART, 1963; TICHY e L0TZ, 1981) e R. phaseoli (GROSS e VI-
DAVER, 1978). CASSINI (1980) detectou forte atividade bacte
riocinogénica em 25% da populagao de R. phaseoli estudada
sendo que em alguns casos era altamente especifica de uma es

tirpe para outra.

BERGERSEN et alii (1971) verificaram ativida-
de bacteriocinogénica em 24 atée 65% das populagoes nativas
de R. tnifolii e sugeriram que esta poderia ser a causa da
competi¢ao saprofitica que elas apresentavam, portanto, foi
aventada como fator incrementador da competitividade das es-
tirpes (SCHWINGHAMER, 1971, 1975). O0s resultados sao coﬁtri
ditérios e pouco convincentes (SCHWINGHAMER ' e BROCKWELL;
1978; GROSS e VIDAVER, 1978; CASSINI, 1980). SCHWINGHAMER e

BELKENGREN (1968) sugeriram trés alternativas para o uso de
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estirpes produtoras de bacteriocinas como ferramenta ecolégi
ca: a) em mistura no inoculante com uma estirpe eficiente e
resistente a bacteriocina, b) uma tnica estirpe que reuna
todas as caracteristicas e c) transferir.os genes para produ
cao de bacteriocinas a estirpes altamente eficientes. HODG-
SON et alii (1985) examinaram a primeira sugestao e consegui
ram mudar o padrao de competigéo.a favor da estirpe do inocu

lante (90%).

Outros exemplos de autoinibicao sao reporta-
dos tanto em condigoes de laboratorio (TRINICK e PARKER,
1982) como no solo (JOSEPH et alii, 1985). Foram descritas
es%ruturas tipo fagos,-denominadas SAM (substancia antimicro
biana) produzidas por R.tanifolid contra'RhizobLum sp do cau-

pi, e sendo responsaveis pela queda populacional, diminuigao

"na nodulacao e atraso no crescimento das plantas.

Entre os fatores abioticos do solo que in-
fluem na sobrevivéncia e competigcao saprofitica do Rhizo-
bium (LIE, 1974), a acidez, associada ou nao a toxidez de a-
luminio e manganés, as altas temperaturas e a desSecacao tém
sido indicadas.como de efeito mais drastico (CALDwELL e VEST,
1970; HAM, 1980; DART, 1981). As propriedades do solo podem
marcar grandes diferengas na nodulagao (BUSHBY, 1984), atra-
vés de um efeito direto na'estirpe de Rhizobium ou na simbio
se alem da formagcao dos nodulos, sendo dificil abordar os

efeitos em forma separada. Existem evidéncias de que a aci-
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dez afeta a sobrevivencia e colonizagao da rizosfera (VFDOK
et alil, 1981; LOVATO et alii, 1985) tanto como as etapas de
infecgcao do tecido do hospedeiro e desenvolvimento dos nodu-

los (BUSHBY, 1981a, b) e funcionamento da simbiose.

Por estas}rnges € sugerida a selegcao de es-
tirpes pela Eapééidade.dé crescer em condigdes de baixos va-
loreéude pH (4 a 4,5). O0s testes prévios dé'laboratSrio for
necem informagao primér{a de grande utilidade (DATE, 1981);
THORNTON e DAVEY (1984) encontraram relacao direta entre ha-

bilidade de crescer em meio acido e persisténcia no solo sob

condicoes similares.

0s efeitos da acidez do solo na fixacao de ni

trogéenio estao associados as vezes aos efeitos das concentra
coes toxicas de aluminio e/ou manganés. (THORNTON e DAVEY,
1984), tanto como da inadequada suplementagao de fosforo,cal

cio ou molibdén{o (BUSHBY, 1981b; DATE, 1981; LOVATO et alii

1985). 0 excesso de alquéio e manganés reduz a nodulagao pe
la deformacgao dos pélos radiculares e/ou redugao no ndmero
de sitios de infeccao (DATE, 1981). Porém, existe concordSE
cia em afirmar que seria um problema mais ligado'é planta,
ja que niveis considerados toxicos para o hospedeiro . esta-

riam dentro da faixa de tolerancia para o genero Rhdizobium.

Niveis minimos de tolerancia a pH para Rhizo-

bium 4p variam entre 4,5 e 5,7 (VALARINI, 1981). Para R.pha
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4e0f4i sao citados valores.de 5,5, existindo grande variabili
dade que nao permite estabelecer uma regra geral. (VALARINI,
1981). Para niveis de resisténcia a Al*3 e Mn*t'2 no meio, es
ta mesma autora cita valores de 1,7 ppm e 300 ppm res

pectivamente.para as dez estirpes de R. phaseoli testadas,

com escassas variacoes entre estirpes.

Existem dificuldadés para distinguir os efei-
tos das altas temperaturas e da dessecacao na sobrevivéncia
e competicao saprofitica das estirpes de Rhizobium no solo.
A data de plantio associada a altas temperaturas determinou
falhas na nodulagao de B. japonic@m (CALDWELL e VEST, 1970).
0 tipo de solo e seu teor de argilas teria influéncia na via
bilidade pela protecao exercida em contraposi¢gao ao que ocor
re em solos arenosos (DANSO e AL@XANDER, 1974; OSA-AFIANA e
ALEXANDER, 1982). O inicio da infeccao e formagéo dos nodu-
los sao consideradas as etapas mais sensiveis as altas tempe
raturas do solo (BARRIOS et alii, 1963). MUNEVAR e WOLLUM
(1981), relataram redugao na atividade da nitrogenase e nos
parametros de rendimento. Estirpes de B. japonicum diferi-
ram quanto a tolerancia a temperatura quando era ‘incrementa-

da de 27°C para 54,1°C no meio liquido de crescimento.

Baixa sobrevivéncia de rizobios nos inoculan-
tes  (LABANDERA et alii, 1982), na superficie da semente (SA-
LEMA et alii, 1982) e no solo (DANSO e ALEXANDER, 1974) e

causada por condigoes de perdas de umidade ou dessecacao. A
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tolerancia das estirpes a tais condigoes poder-se-ia consti
tuir num critério de selegcao para aumentar sua persisténcia
(MARY et alii, 1985). BUSHBY e MARSHALL (1977) demonstraram
que os rizobios de crescimento rapido sao mais suscetiveis a
dessecacao que os de cresclmento lento. As diferengas quali
tativas entre estirpes parecem ser suficientemente grandes
para sugerir selecao por este atributo (MAHLER e . WOLLUM,
1980; ALRASHIDI et alii, 1982). BUSHBY e MARSHALL (1977) su
geriram que o menor conteudo de agua nas células das -estir-
pes de crescimento lento protegeria da dessecagao extrema
porque ha reducao na atividade das enzimas que funcionam nor
malmente com baixas disponibilidades de agua. Porem, exis-
tem relatos de que o inQerso aconteceria em condigoes de per
das de umidade sem atingir completa dessecacao (van RENSBURG
e STRIDJOM, 1980) onde as estirpes de crescimento rapido,por
apresentarem maior capacidade de reter agua internamente, as

seguraram o funcionamento de enzimas vitais.

Com referéncia a dessecacao que ocorre na su-
perficie da semente inoculada, uma série de publicagoes (NOR
RIS, 1971; HALE et alii, 1979; MANGUIAT et alii, 1981; AHMED
e QUILT, 1981; SALEMA et alii, ‘1982; VINCENT e SCOTT, 1982;
ELEGBA e RENNIE, 1984) sugerem a selegcao de estirpes que so-
brevivam melhor nessas condigoes junto com o uso de métodos
de inoculagao que protejam a bactéria. A utilizacao de ade-

rentes e aglucares conseguiram diminuir a mortalidade bacte -



2k,

teriana significativamente e favoreceram o estado fisiologi-
co da populagao remanescente com referéncia aos metodos sim-

ples de inoculacao em seco (SALEMA et alii, 1982).

Finalmente, sao sugeridas outras caracterfsti
cas adicionais que auxiliaram as estirpes na sua sobreviven-
cia como saprofita: menores necessidades nutricionais ou ca-
pacidade de armazenar e reutilizar fosforo (CASSMAN et alii,
1981), motilidade quimiastética (ALEXANDER, 1977), producgao
de polissacarideos extracelulares (EPS) que poderia conferir

3

. - . - . ~ +2
maior tolerancia a acidez, quelagao de Al+ e/ou Mn + . do
meio, protecao frente a predadores e/ou virus, atuando como
reservatorio de nutrientes em situacoes limitantes (CUNNING=-

HAM e MUNNS, 1984 a, b).

2.2.3, COMPETICAO PELOS SITIOS DE INFECCAO NODULAR

0 inoculo introduzido no solo ou na semente
devera competir pelos sitios de infeccao nodular com os rizo
bios ja estabelecidos e conseguir predominar nos nodulos for
mados (MOAWAD e BOHLOOL, 1984), somente assim sekéo de espe-
rar beneficios da inoculagcao e incrementos na producao - da

cultura (VIDOR et alii, 1979).

Fatores proprios da estirpe (LABANDERA e VIN-

CENT, 1975; VIDOR et alii, 1979; SAITO e RUSCHEL, 1980;VO0SS
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et alii, 1983), do hospedeiro (MARQUES PINTO et alii, 1974;
VIDOR, 1977; PEREIRA, 1983; OLIVERA e VIDOR, 1984a, b, <¢),
do solo (ROUGHLEY et alii, 1976; GHAI et alii, 1982; van
RENSBURG e STRIDJOM;11985) e suas interagoes, teém sido suge-
ridas como influindo no comportamento competitivo das estir-

pes de Rhizobiun.

Varios autores conseguiram demonstrar que,mes
mo em condigoes de inferioridade numérica no inoculo, na su-
perficie da semente ou da raiz, estirpes consideradas compe-
tit}vas formavam. a maioria dos nodulos (SKRLEDTA e KARIMOVA,
1969; FRANCO e VINCENT, 1974; REYES e SCHMIDT, 1981; JOSEPH-
SON e PEPPER, 1984; OLIVERA e ViIDOR, 1984b). Foi proposto,

que a competitividade pela formagcao dos ndédulos seria uma ca

racteristica intrinseca da associagao simbiotica, enquanto
que a competicao saprofitica seria atributo da estirpe de
Rhizobium.

0 hospedeiro expressa sua preferéncia indepen
dentemente do nimero de rizobios (ROBINSON, 1969). Espécies,
cultivares e linhagens podem influenciar a habilidade compe-
titiva das estirpes para nodular (PANKHURST, 1981; MATERON e
HAGEDORN, 1982; OLIVERA. e VIDOR, 198L4a, b: KOSSLACK e BOH-
LooL, 1985; Mc LOUGHLIN e DUNICAN, 1985). 0Os mecanismos en=
volvidos nessa seletividade permanecem ainda sem esclareci -
mento. O0s exudados radiculares tém sido sugeridos como im-

portantes fatores preinvasivos, responsaveis pela quimiota-
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xia, porém, em variedades de Cicer arietinum nao explicaram

as diferencas marcantes na nodulacao.

A capacidade de adesao dos rizobios a superf]
cie radicular poderia explicar diferencas na especificidade
hospedeira e na capacidade competitiva:(VIDOR, 1977; AMARGER
e LOBREAy, 1982). CAETANO et alii (1986) estabeleceram para
a simbiose alfafa - R. melifoti, que a adesdo a sitios espe
cificos estaria geneticaﬁente determinada nas espécies do
género Rhizobium. Os polisacaridios extracelulares partici-

pariam no reconhecimento inicial de ambos os simbiontes.

A seletividade hospedeira se manifesta ja em
etapas iniciais da asséciagéo e ate a penetracao na raiz e
formacao do cordao de infecgao (L! e HUBBEL, 1969; .DAZZ0 et
alii, 1976; STACEY et alii, 1980; CAETANO et alii, 1986). Al
guns pesquisadores atribuiram as (lectinas presentes na semen
te ou raiz (HEPEkE et alii, 1978) a funcao de reconhecimento
enfre os simbiontes através de ligagoes com -polisacarideos
bacterianos (DAZZO et alii, 1976; CAETANO et alii, 1986). Wl
NARNO e LIE (1979) determinaram que as primeiras 24 horas
ap6s inoculacao seria o periodo critico de competigao quando
duas estirpes sao inoculadas conjuntamente sejam homologas
ou heterélogas: Outras evidencias apresentadas por BHUVANES
WARI et alii (1980) e KOSSLACK e BOHLOOL (1984) deémonstraram

que o controle do hospedeiro €.exercido nas primeiras horas

apos inoculacao da radicula, que a infectividade constitui
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uma propriedade transitoria, ressaltando com istoca importan
cia das chances que permite uma localizagao oportuna do ino-
culo no momento critico da infec¢ao. Dificuldades metoaolé-
gicas para esses tipos de estudo, tém atrasado os avancos
nesta area (BUSHBY, 1984) principalmente porque as unioes
bactéria-raiz tém sido estudadas em tempos de pos-inoculagao

muito tardios (CAETANO et alii, 1986).

A competfgéo demonstrada pelas estirpes nao
homologas, representa uma grande significancia ecoldogica por
que embora exista certo nivel de reacao especifica com o
hospedeifo estas nao nodulam, mas reduzem as chances da estirpe
nodulante, o que ficou demonstrado tanto na diminuicao do nE
mero de ndodulos como da atividade da nitrogenase (WINARNO e

LIE, 1979).

Parametros como velocidade de nodulacaoe ideﬂ
tificacao do prfmeiro'nédulo formado seriam indicadores do
relativo sucesso de uma estirpe na competicao (LABANDERA e
VINCENT, 1975). O chamado ''Tndice competitivo'" (MARQUES PIN
TO et alii, 1974; AMARGER e LOBREAU, 1982) expressaria a pro
porcao de nodulos formados pelos respectivos componentes do
par competidor em condigoes de igual representacao na super-
ficie radicular, sendo Util para quantificar o sucesso da
estirpe e a especificidade hospedeira. Ate certos limites
de inferioridade numérica no inoculo ou na superficie radicu

lar, que poderia se situar segundo os autores entre 10:1 ateé
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100:1 a estirpe introduzida assegurou a nodulacao quando era
competitiva (LABANDERA e VINCENT, 1975; REYES e SCHMIiDT,
1981, ROBERT e SCHMIDT., 1983; JOSEPHSON e PEPPER, 1984; MOA-

WAD e BOHLOOL, 1984).

Existe controvérsia quanto a natureza competi
tiva das estirpes eficientes (TRINICK, 1982). Para alguns
autores (ROBINSON, 1969; MARQUES PINTO et alii, 1974; LABAN-
DERA e VINCENT, 1975; FRANCO e VINCENT, 1976) os .simbiontes
efetivos sao também os mais competitivos. PERES e VIDOR
(1980a) nao encontraram relagao para B. japonicum, assim co-
mo VIDOR et alii (1979) e AMARGER (1981a, b).. FRANCO e VIN-
CENT (1976) relataram nodulacao pobre :de estirpes eficientes
na presenca de bacterias ineficientes do solo. Isto indica~
ria que as estirpes de Rhizobium selecionados pela eficien
cia apresentam variabilidade no parametro de competitividade
pelos sitios de .nodulacao e nao podem ser feitas previsoes

a, respeito (TRINICK, 1982).

Como ja foi dito, a colonizacao da rizosfera
expressa como nimero de rizobios na superficie radicular
ou efeito rizosferico R/S (LOVATO et alii, 1985).n§o estaria
associada a competicao pela nodulagao. 0 efeito irizosférico
foi irrelevante nas primeiras semanas ap6s germinacgao, nao
superando valores de 5 a 15 para B. japonicum (REYES e SCH-
MIDT, 1981; MOAWAD et alii, 1984), R. phaseofi (ROBERT e SCH

MIDT, 1984; LOVATO et -alii, 1985), R. Leguminosarum (MEADE
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et alii, 1985) e Rhizobium sp (BUSHBY, 1984). 0 crescimento
radicular foi explosivo para soja entre 9 e 30 dias do ciclo,
porém nao foram observados estimulos para a populagao de B.

faponicum (REYES e SCHMIDT, 1981).

Poucos estudos teém sido conduzidos sobre a e-
cologia do Rhizobium na rizosfera. Porém, alguns que tenta-
ram conhecer a dinamica pdpula¢ional desde semeadura até no-
dulagao (RAMIREZ e ALEXANDER, 1980; HOSSAIN . e . ALEXANDER,
1984) tém evidenciado que o efeito rizosférico seria exerci-
do pelo hqspedeiro muito mais cedo. Na simbiose B. japoni-
cum - soja tanto como R. phaseoli - feijao esse periodo se-
ria nos primeiros quatro dias que incluem germinagao das se-
mentes. Posteriormente ocorria uma queda drastica, . somente
em parte justificada por efeitos antagonicos de outros mi-
crorganismos (LENNOX e ALEXANDER, 1981). A maioria dos es-
tudos que tentaram relacionar a colonizacao da rizosfera com
a podulagéo foram realizados fora do periodo antes iindicado
(LABANDERA e VINCENT, 1975; FRANCO e VINCENT, 1976; 0LOVATO
et alii, 1985), quando o efeito rizosférico ja teria ocorri-
do. Isto explicaria as altas correlagoes encontradas entre
nivel de inoculagcao na semente e porcentagem de nédulos for-
mados pela estirpe introduzida (GAUR e LOWTHER, 1982; - AMAR-
GER e LOBREAU, 1982; BUSHBY, 1984; BROCKWELL et alii, 1985).
Uma dose de inoculacao maior seria capaz de solucionar em

parte, a queda populacional registrada nas prineiras semanas
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do ciclo da cultura (BUSHBY, 1981ta, b).

Incrementos na dose de inoculacao tém sido su
geridos e recomendados para maximizar os resultados da inocu
lagao com estirpes eficientes e competitivas (KHLLING e FREI
RE, 1986), com influéncias diretas na produgéo de matéria se
ca, de sementes e conteldo de nitrogénio (BROCKWELL et alii,
1985) e prolongando o ciclo da fixacdo (PERES e VIDOR,1980a).
Quando o solo esta densamente populado com rizobios nativos
de eficiéncia inferior, incrementos nas doses de inoculagao
de 10 (MEADE et alii, 1985), 100 (BOONKERD, 1978) ate 1000
(WEAVER e FREDERICK, 1974) vezes foram recomendados para ga-
rantir a nodulacao pela“estirpe do inoculante. |IRELAND e
VINCENT (1968) estabeleceram que pelo menos 10° a 106 celu-
1a5'viéggis por semente seriam necessarias em condigdes pou-
co favoraveis. Entretanto, ELEGBA e RENNIE (1984) relatam
que resultados satisfatorios foram obtidos somente quando se
aumentava de 10° para 106 o numero de Rhizobium em sementes
de soja. A dose de inoculagao nao exercera efeito significa
tivo se a estirpe nao for previamente selecionada por efici-

éncia, e. competitividade (MC LOUGHLIN e DUNICAN, 1985).

0s estudos de dinamica populacional revelaram

tambem um incremento rizosferico significativo desde flora-
¢ao, enchimento de graos e as vezes até o final do ciclo em
soja (MOAWAD et alii, 1984), fei jao (LOVATO et alii, 1985) e

caupi (BUSHBY, 1981a, b). Se desconhecem os fatores envolvi
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dos que poderiam estar associados a excrecao de produtos re-
sultantes de estagios muito ativos de desenvolvimento | da
planta. HUNGRIA et alii (1985b) em Phaseoclus vulgaris deter
minaram entre floracao e formacao das vagens, um periodo de
maxima atividade da nitrogenase, crescimento significativo da
cultura com maxima translocacao e metabolizacao do nitrogé-
nio a nivel das vagens. LOVATO et alii (1985) para esta mes
ma cultura atribuem as altas relagoes R/S a senescéncia nodu

lar e a liberagao e multiplicagcao de rizobios na rizosfera.

Poucas referéncias da literatura avaliam os
efeitos da senescencia nodular (MOAWAD et alii, 198%4), BUSH

BY (1981a,b) relata que a populagao de Rhizobium na rizosfe-

ra incrementaria pelo menos dez vezes a partir dessa libera-
¢ao. Embora se tratando de culturas anuais, como feijao e
saja, as flutuacoes populacionais que provocam mudangas na

composicao dos nodulos, exigem que as estirpes do inoculante
apresentem boa sébrevivéncia no rizoplano durante o ciclo da
cuitura, colonizando o tempo que seja necessario para contro
lar o avanco das nativas (PERES e VIDOR, 1980). KOSSLACK e
BOHLOOL (1985) relataram diferencas entre estirpes na capaci
dade de continuar produzindo nodulos durante o ciclo da cul-
tura. NUTMAN (1981) cita que em estudos fisioldgicos ficou
demonstrado que nodulagoes esparsas,com poucos e grandes no-
dulos controlam melhor novas infecgcoes, mediante bloqueio, o

que nao aconteceria com nodulagoes mais _abundantes.
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0 pronunciado efeito rizosférico do hospedei-
ro nas etapas posteriores a floragao poderia significar um
mecanismo pelo qual as estirpes de Rhi;obium nativas mmante-
riam uma populagao basal na rizosfera embora nao fossem capa
zes no infcio de superar as vantagens numéricas e estrategi-
cas do inoculo (MOAWAD et alif, 1984). Estas observagoes con
tribuem para se compreender a razao das estirpes nativas pre
dominarem nos nodulos em periodo avangcado do ciclo da cultu-
ra (SAITO e RUSCHEL, 1980) quando ocorre senescéncia nodular
das estirpes inoculadas e ressaltam a importancia de se con-
siderar a persisténcia nodular tanto como a velocidade de no
dulacao como atributos”Qa.competktividade para formagao de

nodulos.

Os estudos classicos de competigao analisam a
composigao nodular entre 4 a 7 semanas apos inoculagao, reve
lando assim so parcialmente os fenomenos competitivos, ja
que ocorrem mudancas na proporcao de nodulos formados pelas
estirpes do inoculo tanto quanto com as estirpes do solo.Nao
necessariamente a porcentagem de nodulos de uma determinada
estirpe na primeira amostragem sera a mesma nas - seguintes
(MOAWAD et alii, 1984), ocorrendo as vezes completa inversao
nas posicoes relativas das duas estirpes combinadas no inécg
lo (TRUJILLO e FREIRE, 1986) ou avango das estirpes nativas

que deslocam as estirpes introduzidas (SAITO e RUSCHEL,1980).

Isto reveste grande importancia ecoldogica e agronomica quan-
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do tais reversoes implicam mudancas na efetividade simbioti-

ca afetando o rendimento final da cultura.

2.2.4, SOBREVIVENCIA NA TURFA

Qualquer suporte de inoculante devera pos-
suir as seguintes propriedades: a. ser atoxico para o Rhizo-
bium; b. fornecer nutrientes e protecao fisica; c. granula-
¢do que permita maxima aderéncia as sementes inoculadas; d.
possuir uma boa retencao de agua e capacidade ‘tampao ; e.
ser econdmico e de facil manipulacao (RANDRUP, 1981). Uma
avaliacao .da literatura leva a considerar a turfa como prin-
cipal e mais completo suporte para a produgao de inoculan-
tes (ROUGHLEY, 1975). Porém, rigorosos testes devem ser con
duzidos para sélecionar previamente as turfas mais adequadas
(ROUGHLEY, 1970;”RUIZiARGUESO et alii, 1979). Analises ffsi
co-quimicas para determinacao da porcentagem de matéria orga
niva, relagao C/N dos componentes nitrogenados, alcatrao,den
sidade aparente, pH tanto como.anélises biologicas que deter
minam o nivel de contaminantes aerobicos, microaerofilicos

bl

protozoarios e actinomicetos (RANDRUP, 1981).

Existem diferencas marcantes na sobrevivéencia
de estirpes de Rhizobium em varias turfas (ROUGHLEY e  VIN-
CENT, 1967; DATE e ROUGHLEY, 1977). Portanto, sao imprescin

diveis e definitivos os estudos de viabilidade durante o ar-
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mazenamento e distribuicao dos inoculantes (SICARDI et alii,

1969) .

Baixa sobrewivéncia de Rhizobium nas turfas
comerciais nao esterilizadas poderia ser atribuida: as pro-

prias estirpes (VAN SHREVEN, 1970; LOPES e GIARDINI, 1977;

MORETTI e SAITO, 1978; RUIZ ARGUESO et alii, 1979; .STRIDJOM
e van RENSBURG, 1981) que nao possuem capacidade competitiva
frente aos microrganismos habitantes da turfa, no uso dos nu
trientes disponiveis.,ou pela sensibilidade aos antimetaboli-
cos produzidos, ao tipo de turfa, origem e propr}edades(Rour
GHLEY, 1970; RUIZ ARGUESO et alii, 1979; SAITO et alii, 1985),
assim como a fatores relacionados ao manuseio do inoculante
durante o armazenamento e a distribuicao como ser alta tempe
ratura e perda de umidade (DATE e ROUGHLEY, 1977; LABANDERA

et alii, 1982; SOMASEGARAN et alii, 1984).

No Brasil, o material usado como veiculo no
preparo de inoculantes € um solo turfoso, com valores de pH
corrigidos para 7, niveis consideraveis de matéria organica
e possuindo uma intensa atividade microbioldgica. Tem sido
determinados valores de 8 x IOA ate 5 x 108 ractinomicetos
por grama de turfa, do genero Streptomyces provavelmente da
serie cinza, assim como protozoarios do tipo das amebas (5 x
th/g), flagelados (1 x 103/9) e cistos (105/9 de turfa) (FON

SECA et alii, 1985), Estes microrganismos pelos seus efei-

tos antagonicos e predadores tém sido sugeridos como 0S res-
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ponsaveis pela reducao das concentragoes de R. phaseoli e B.ja
ponicum nos inoculantes (MORETTI e SAITO, 1978; FONSECA et

alii, 1985).

A populagao de actinomicetos da turfa tanto
como do solo seria heterogénia no nivel de antibiotismo ex-
pressado frente ao Rhizobium (SCOTTI et alii, 1981; SAITO et
alii, 1985). Em solos de cerrado, a resisténcia natural a
estreptomicina e outros antibioticos foi responsavel ! da
maior sobrevivencia apresentada por estirpes de B. japonicum
(SCOTTI et alii, 1981; SA et alii, 1983) e por estirpes de
R. phaseoli (PITARD et alii, 1982), sendo esta uma :.caracte-
ristica desejavel a introduzir nas estirpes dos inoculantes.
FONSECA e SAITO (1982) estudaram a sobrevivéncia de estirpes
de R. phaseoli resistentes a estreptomicina, espectinomicina
e noVobiocinq. Citam vantagens competitivas para os mutan-
tes resistentes a 150 pg/ml de sulfato de estnéptomicina em
turfa nao esterilizada, provavelmente por apresentarem menor

sensibilidade aos antimetabolitos presentes.

Resultados de diversas pesquisas indicam que
a irradiacao da turfa é o procedimento mais recomendavel pa-
ra a reducao dos contaminantes antagdnicos ao Rhizobium pro-
longando sua sob?evivéncia tanto quantitativamente como favo
recendo a viabilidade das célalas . (van SCHREVAN, 1970,
DATE e ROUCHLEY, 1977; SOMASEGARAN, 1985). A esterilizacao

da turfa com radiacoes gama nao elimina completamente os con
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taminantes (PARKER e VINCENT, 1981; STRIDJOM e van RENSBURG,
1981), porém assegura um nivel de contaminagao que nao inter
fere com o inoculo de Rhizebium impregnado. A esterilizacao
por autoclavagem 4 horas a 121°¢ poderia ser prejudicial pa-
ra o crescimento posterior da bacté}ia (ROUGHLEY e VINCENT,
1967) e muitas vezes apresenta efeitos toxicos (LOPES e GIAR

DINI, 1977).

Foram registradas diferengcas entre as turfas
quanto a populagao de actinomicetos (SAITO et alii, 1985) e
este, entre outros, sao fatores determinantes da dose de ir-
radiacao a ser recomendada (PARKER e VINCENT, 1981). Doses
de 2,5 Mrad nao foram éaficientes para algumas turfas que a-
presentavam niveis de 2 x 107 actinomicetos por grama de tur
fa (SAITO etlalii, 1985). Outros autores relatam excelentes
resultados na sobrevivéncia de espécies e estirpes de Rhizo-
bium em turfas irradiadas com 2,5 ate 5,0 Mrad (ROUGHLEY e
VfNCENT, 1967; MORETTI e SAITO, 1978; LOPES e GIARDINI,1977).
FONSECA et alii (1985), em turfas irradiadas com 5,0 Mrad e
usando mutantes resistentes a antibioticos conseguiram cres-
cimento e sobrevivéncia de Rhizobium phaseofi além dos 180

dias de incubacao a 4°C.

A respeito da temperatura de armazenamento, a
s s . . . ) N
viabilidade das estirpes varia sob.condigoes de 4 C ou 28°c.

THOMPSON (1980) estabelece que temperaturas de 4°C seriam
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ma%s favoraveis para Rhizobium de crescimento rapido enquan-
to que 26°C o seria para os de crescimento lento. SOMASEGA-
RAN et alii (1984) relataram comportamento diferencial a ni-
vel de estirpe; porem, a maioria dos R. phaseoldi testados so
breviveram melhor a 28°C (SOMASEGARAN, 1985). Considerando
periodos de armazenamento prolongados, as baixas temperatu -
ras (QOC) foram em geral mais favoraveis para a sobrevivén-

cia do Rhizobium que as temperaturas de crescimento ambiente

(28°c).
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3, MATERIAIS E METODOS

3,1, BACTERIAS

3.1.1, ESTIRPES DE Rhizobium phaseoldi

Foram utilizadas 17 estirpes de R. phaseold,
cujo codigo e algumas proprfedades sao apresentadas na Tabe-
la 1. As estirpés sao provenientes da Colegao de Estirpes
da Secao de Microbiologia do Solo, do CENA, Piracicaba, SP,
mantidas em meio de cultura de agar-levedura-manitol (item

3.2.1) com oleo mineral e na geladeira (4°¢c).

3.1.2, ISOLADOS DE Streptomyces

Um total de 13 isolados do género Streptomy-

ces foram utilizados para os testes de antagonismo frente ao
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TABELA 1. Codigo, origem e algumas caracteristicas das estir

pes de R. phaseold utilizadas.

NO CENA  Numero original - Origem Efi- pH Outras
cién (4,5)
cla

co5 co5 Piracicaba/SP

c18 1020 CIAT-Colombia

cho CIAT-255 CIAT-Colombia hup* bac®

c88 SEMIA 487 IPAGRO-RS

€89 CIAT-57 Australia hup™ nif~

€100 1640 (CIAT 640) CIAT-Colombia spc4

€102 1632(CIAT 632) CIAT-Colombia

C138 1166 (CIAT 166) CIAT-Colombia

€179 1049 ‘CIAT-Colombia

C183 1026 CIAT-Colombia

C184 SMS 149 Camp.inas/SP

€353 1899 (CIAT-899) CIAT-Colombia str” clo”

C354 1090 (UMR 492) CIAT-Colombia

€355 1144 (DFH 102) CIAT-Colombia

€356 1135 (UFRGS 196) Posto Al./RS

€357 1024 (CIAT 2526),CIAT-Colombia

€358

V23

CPAC-Goias




cho.

Rhizobium. Todos eles foram obtidos em trabalhos prévios de
senvolvidos na Segao de Microbiologia do Solo, do CENA, Pira
cicaba (SP). O0s isolados denominados Atl, At2, At3, Ath,
At5, At6 e At7 procedem de uma turfa acondicionada para :uso
industrial (seca, moida e neutralizada) e os isolados .AtS8,
At9, At10, At11, At12 e At13, de inoculantes comerciais com
data vencida. Para sua conservagao na geladeira foi utilizi
da o meio de amido-caseina-agar (KUSTER e WILLIAM, 1964) cu-

ja composicao € apresentada - no Ttem 3.2.2.

3.2. MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES UTILIZADAS

3,2,1. MEIO Y.M.A. (YEAST MANLTOL AGAR) (FRED ET
ALII, 1932 MODIFICADO)

Manitol et eeeoreeoeenanoonnes .o 2,5 g

Glutamato de s0dio ...vveen. e 0,5 g
KoHPO) vvvvivviennnnt, e e 0,08 g/ml

Mgsoq.?Hzo ;'l'.O.ﬂ.O'O'i.lo.uc 0,]09

CaCly wuvnrnrneenenenenenenennnnn 0,04 g
FeC]3 ........................... L mg
Extrato de levedura ............. 0,25 g
Agar ...ttt ittt iii e 12,0 g



A

Completar com agua destilada até 1000 ml. Es
terilizar por autoclavagem (1,0 atmosfera por 20 minutos). O
meio Y.M.B. (Yeast Manitol Broth) foi preparado tal como Y.

M.A., exceto o agar.

3,2.2. MEIO AMIDO-CASEINA-AGAR (KUSTER E WILLIAM,

1964)

AMIAO e e e s eme e oo 10,0 g

Caseina (livre de vitaminas) ....... 0,3 g

KNO 3 wvus e eveneianneeeeeeannns 2,0 g

E L 2,0 g

KyHPOL wveeeneeeeneeiineeeiaaeens 2,0 g

MgSOh i HZO e e et et et e ee e ae e 50,0 mg
CaC05 «eteee ettt 20,0 mg
FeSOA 7 HZO ....................... 10,0 mg
Bgar ittt ittt it i e 20,0 g

PH eeeeennnnn. e R 7,0 a 7,2

Completar com agua destilada até 1000 ml e es

terilizar por autoclavagem por 20 minutos a 1,0 atmosfera.



3.2.3.

autoclavagem a

b2,

ME1O BASAL PARA PH (AYANABA E GRAHAM, 1983)

MgSOh .7 H20 ..................... 36 mg
CaCly, wovvivennieniiiiinennn, 32 mg

G .. 0,75 mg
T I T I 0,63 mg
AL I 0,64 mg
CuCl, v, 0,013 mg
NaoMoOy ............. ettt e 0,004 mg
L B 0,0002 mg
Fe EDTA .ttt ittt enonnnnnnns 0,68 mg
KoHPO) eveee i 0,68 mg
Extrato de levedura .............. 1,0 g
GAlactosSe ...veeeoooosoaansonnnsns 5,0 g
Arabinose ........ v e st e s e e e e e 5,0 g
Biotina ... innnnns 0,001 mg
Pantotenato de Ca ....coovveuennns 0,4 mg
Tiamina HCI ....,.; ............... 0,4 mg
Glutamato de Na ....cccviveonennns 1,8 g
Verde Bromo Cresol ............... 125 ml
Rgar vttt et 20,0 g

Agua destilada até 1000 ml

0 pH é acertado para 4,3. Esteriliza-se por

1,0 atmosfera por 20 minutos.

-~

A adicao de aluminio como A1C13 a razao de
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13,33 g por litro deve ser feita apos autoclavagem. . Toma-se
uma aliquota do meio pronto, agrega-se o sal de aluminio em
forma proporcional, ajustando o pH com NaOH ou HCI. Em fun

c¢ao dos dados da aliquota se calcula a adicao ao volume to-

tal. A solugao de AlCT, € agregada ao meio de cultura utili
zando-se filtro bacteriologico (0,45 microns). -Desta forma
+3

consegue~-se uma concentracao final de 2,7 ppm de Al °.

A adicao de Mn2+ e feita usando-se MnS0, . H,0
adicionado ao meio nao esterilizado, sendo que antes da auto
clavagem deve se acertar.o.pH a 4,3. Agregam-se 921,8 mg do

sal para se obter uma concentracao final de 300 ppm.

3.2.4, SOLUCAO DE VERMELHO CONGO

Solugao aquosa 0,25%, utilizada na quantidade

\

de 10 ml/litro de meio YMA.

3.2.5, SOLUCAO SALINA

Solugao aquosa de cloreto de sodio 0,89% e au
toclavada por 20 minutos a 1,0 . atmosfera apos a sua .distri-

buicao em tubos ou Erlenmeyer.
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3,2.6., SOLUCAO NUTRITIVA PARA PLANTAS (MODIFICADA DE
Mc KNIGHT, 1949),

Cas0y 2. Hy0 vuvvniiniviiinuennennnn. 150 g
MgSO, « 7 Hy0 wennininiiiiiiiiat 20 g
S 20 g
KC T teeeeeenseeneeneeeneenneeneannnns 30 g
SOT. A=Z ttiiitiii i, 100 ml
Sol. D ittt it ettt ietettconerannnns 100 ml
H20 destilada ..voverrnnenennnonnnnns 4700 m1
NaOH (1 M) ..ttt orrennnnnnenanansnnns 70 m]

pH final = 6,4

Diluicao em agua destilada na proporgao 1:10.

- Solugao A-Z de micronutrientes

HaBOgy vt 2,86 g
MASO, B Hy0 wetiniai i, 2,03 g
ZnS0y + 7 Hy0 wuviiini i eannannns 0,22 g
CUSOL + 5. Hy0 teneiiininine e, 0,08 g
HyMOO)  Hy0 wvveiniii e, 0,09 g

Diluigcao em 1000 ml de agua destilada
- Solucao D

FeC13. SOl vttt ettt 16,8 ml

EDTA Na .2 H

Diluicao em 1000 ml de agua destilada
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3.2.7. SOLUCAO DE HIPOCLORITO DE SODIO

Solugao aquosa de hipoclorito de sodio 1% es-
terilizado por autoclavagem. por 20 minutos a 1,0 atmosfera de
pressao. Para esterilizacao de nodulos o tempo requerido
foi de 1 a 3 minutos enquanto que para sementes 5 minutos,se
guido de 6 lavagens com agua esterilizada para retirar todo

excesso (SOMASEGARAN e HOBEN, 1985).

3.3, ANTIBIOTICOS E FUNGICIDAS

A Tabela 2 apresenta as drogas antimicrobia-

nas utilizadas, sua composigao guimica, modo de agao e fabricante.

3.4, PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUE

Foi seguido o procedimento descrito por VALA-
RINI (1988). As solucdes de estreptomicina (sulfato) e kana
micina foram preparadas pesando 100 mg da droga e agregando
10 ml de agua. Cloranfenicol, tetraciclina e vreritromicina
foram solubilizados primeiramente em 1 ml de metanol e com-

pletados com 9 ml de agua destilada estéril.

Da mesma forma foram preparadas as solugoes
estoque de fungicidas levando em consideragao a concentragao

de produto ativo presente na formulagao comercial. Foram pe
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sados 143 mg, 200 mg e 200 mg de thiram, captan e benomy
respectivamente, dissolvidos em 1 ml de metanol e completado

o volume com 9 ml de agua destilada esteril.

3.5, TURFA

A turfa procedente da TURFAL, Indastria e Co-
mércio de Curitiba, PR, seca,moida e neutralizadaa pH = 7

foi acondicionada em sacos plasticos e submetida a trés tra-

.tamentos de radiagéeé gaﬁé: 0,'1 é 2,5 Mrad, usando a ‘fonte
de cobalto 60 modelo Gammabeam 650 (Atomic Energy of Canada
Ltd) do CENA. Analises.microbioldgicas efetuadas nas amos-
tras de turfa mediante contagem pelo método de diluigao em
placa no meio amido-caseina-agar indicavam uma populacao de 8 x

> cel/g de actinomicetos tipo Strepfomyces na turfa que

3

10
nao recebeu irradiacao, 2 x 10° cel/g na turfa irradiada com
dose de 1 Mrad e sem contaminante nas placas correspondentes

3

a concentracoes de 10° nos tratamentos com 2,5 Mrad.

3.6, PLANTAS

Foram utili zadas plantas de feijao (Phaseofus
vulgaris L.) do cultivar Carioca-80 nos estudos de eficién-

cia e competitividade realizados.
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3.7. OBTENCAO DE RIZOBIOS MATIVOS

Uma mistura de 5 solos de mediana acidez foi
utilizada para inocular vasos Leonard em estudos de competi-
¢ao com estirpes do inoculante. O0s solos eram procedentes
de areas tradicionalmente produtoras de feijao do Estado de

Sao Paulo.

As analises quimicas e microbiologicas sao

apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3. Analise do solo-inoculo utilizado nos estudos de

competigao.

Propriedades quimicas
pH(H,0)  M.0. (%) N(%) P(ug/cm?) K Ca Mg H+Al v

------ meq/100 cm3----

>

5,47 4,44 0,14 46,8 0,38 3,74..1,31 4,95 51,5

Populagao microbiana/g solo

Bactérias Fungos Actinomicetos Protozoarios R.phaseo
totais L4
17,5 x 10° 34 x 103 11,3 x 10° 1.700 57 x 10/

As contagens da populagao microbiana foram

realizadas segundo metodologia e meios de cultura indicados

por AARONSON. (1970).
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Para as contagens de R. phaseoli nativos foi empregado o mé-

todo de diluicao em plantas pelo numero mais provavel (NMP)

(SOMASEGARAN e HOBEN, 1985).

Na ocasiao da inoculagao, 3 g do solo indculo
suspendidos em agua destilada esteril para facilitar sua dis

tribuicao foram incorporados a cada ¥vaso.

35.8. ESTUDOS DE ANTAGONISMO MICROBIANO

Para gvidenciar a agao antagonista dos Strep-
Lomyces isolados da turfa, foi utilizado o teste bloco de ge
lose agar. Uma su5pen§éo densa de cada isolado de Streptomy
ces foi espalhada em placas de Petri contendo meio de amido-
-caseina-agar (item 3.2.2), incubando por 7 a 8 dias a tempe
ratura de 28 a 30°c; Quando o crescimento estava uniforme
na superficie daqplaca, foi retirado com auxilio de um tubo
de' vidro de 8 mm de diametro, um bloco (disco) de gelose de
cada cultura crescida de Streptomyces. Os discos (ate  4)
foram dispostos simetricamente em placas de Petri onde tinha
sido espalhada previamente uma suspensao densa de 0,1 ml de
celulas das estirpes 1135, 1899, C05, SEMIA 487, CIAT 255,
1144, 1024 de R. phasteoli. As placas assim preparadas foram
incubadas durante trés dias a 26-28°C sendo observada a ocor
réncia de halos em torno do bloco de agar. Foi medido o did

metro do halo e segundo o critério de PATEL (1974) os Strep-
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Zomyces foram classificados como fortemente antagonicos ( >
20 mm), moderadamente antagonicos (> 15 e < 20 mm), pouco an
tagonicos (< 15 mm) e nao antagonicos quando nao apresentai-

ram halos de inibicgao.

3.8.1. OBTENCAO DE ISOLADOS

Foram isoladas colonias que cresciam nos ha-
los de inibicao dos estreptomicetos sendo incluidos em novos
estudos de antagonismo, e caracterizados por resisténcia a
antibioticos, resisténcia a fungicidas para tratamento de se

~ . . - . '|-3 +2
mentes, tolerancia a acidez e niveis altos de Al e Mn no
meio, atividade bacteriocinogénica, sobrevivéncia na turfa e

propriedades simbioticas (eficiéncia e competitividade) (VIN

CENT, 1970; SOMASEGARAN e HOBEN, 1985).

3.9. TESTES PARA COMPETICAO SAPROFITICA

3.9.1, DETERMINACAO DOS NIVEIS DE RESISTENCIA A ANTI
BIGTICOS

Os niveis de resisténcia natural a antibioti-

cos das estirpes 1899, C05, SEMIA 487, 1135, CiAT 255,
1024 e 1144 e dos isolados foram determinados segundo o méto

do de dilui¢ao em placas, descrito por VALARINI (1981), con-
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tendo concentragoes crescentes de cada droga: 0 até 1000 ug/
ml de meio de cultura YMA. A partir das solugoes estoque fi
zeram-se as dilJuicoes adicionando a 20 m] de meio de cultura

o volume desejado.

As estirpes de Rhizobium indicadas e os isola
dos obtidos foram crescidos em tubos de 5 ml de meio YMB por
trés dias. Com replicador multialga (AZEVEDO et alii, 1980)
as culturas foram transferidas as placas contendo as drogas.
Aos 3 e 5 dias de incubacgao a 28°C foram feitas as leituras
e considerou-se nivel de resistencia a concentragao imediata
inferior aquela que impediu o crescimento da cultura (VALAR!

NI, 1981).

3,9.2, DETERMINACAO DOS NIVEIS DE RESISTENCIA A FUN-
GICIDAS

0s niveis de resisténcia natural aos trés fun
gicidas,das estirpes 1899, SEMIA 487,‘C05 e dos isolados fo-
ram obtidos em forma similar a descrita no item anterior. As
concentracoes finais dos fungicidas foram previsfas usando
escala logaritmica crescente: 0, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 e .ajus-
tando finalmente o nfvel’de resisténcia a valores de concen-

tragcao em pug/ml do produto.

Para a caracterizacao das estirpes e isolados
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por multipla resisténcia a antibioticos (estreptomicina ou
cloranfenicol) e fungicidas (benomyl, captan ou thiram) fo-
ram preparadas placas contendo as seguintes combinagoes: Str
(1000 ug/ml1) + thiram (100 ug/m1); Str (1000 pg/ml) + beno-
myl (1000 ug/ml); Str (1000 pg/ml) + Clo (1000 pg/ml) + beno
myl (1000 pg/ml); Clo (1000 ug/ml) + benomyl (1000 pug/ml) e

Str (1000 ug/ml) + captan (100 ug/ml).

3.9.3. ATIVIDADE BACTERIOCINOGENICA

As estirpes apresentadas na Tabela 1 e os iso
lados obtidos dos halos de inibicao foram testados pela sua
capacidade de produzir bacteriocinas para o qual procedeu-se
conforme a técnica descrita por COSTA (1973). ., As estirpes
foram crescidas em tubos com 5 ml de meio YMB por trées dias
e inoculadas com - multialga de 17 unidades em placas contendo
YMA. As placas foram assim incubadas por 3 a 5 dias até se
observar crescimento denso e uniforme. A seguir as placas
foram invertidas e colocado 1 ml de cloroformio na tampa,sen
do fechadas por 15 minutos. Posteriormente foram entre aber
tas em ambiente asséptico durante 30 minutos até completa e-

liminacao do cloroformio residual.

A cada placa inativada adicionou=-se 5 ml de
meio YMA semisolido fundido e esfriado a 30°C, inoculado com

0,17 ml de cada estirpe indicadora que crescia em meio YMB.
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Foi formada uma fina pelicula sobre as coldonias a serem tes-
tadas. As placas foram incubadas por 5 dias a 28°c quando
se realizou a leitura dos halos de inibicao em torno das co-

lonias inativadas.

3.9.4, TOLERANCIA A ACIDEZ E NIVEIS ALTOS DE ALUMI-
NIO E MANGANES

Foi determinada a tolerancia a valores de pH
de 4,3 e niveis de A1*3 e Mn*? de 100 mM e 300 ppm respecti-
vamente nas estirpes 1899, C05, SEMIA 487.e os isolados obti
dos utilizando o meio de AYANABA e GRAHAM (1983) descrito no

item 3.2.3.

3,10, EFICIENCIA DAS ESTIRPES DE R. phaseof4i E DOS I1SOLA-
DOS

A avaliacao da infectividade e capacidade fi-
xadora de N2 das estirpes matrizes e os isolados obtidos nos
estudos de antagonismo foi realizada em casa de vegetacao,
utilizando vasos de Leonard modificado (VINCENT, 1970) com
uma mistura de areia e vermiculita na proporgao 1:2 (v/v)
previamente lavadas em agua corrente e secas ao ar por 48 ho
ras. Os vasos receberam 800 ml de solucao nutritiva de Mc

KNIGHT (1949) (item 3.2.6) e finalmente foram esterilizados
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em autoclave a 121°C por duas horas.

As sementes da variedade Carioca-80‘foram es
terilizadas com alcool e hipoclorito de sodio (SOMASEGARAN
e HOBEN, 1985) e lavadas com agua esterilizada. Foram colo-
cadas em nimero de quatro por vaso a 5 cm de profundidade fe
chando os vasos com metade de placas de Petri esterilizadas
para controle de contaminagao. Oéorrida a germinagéo em to-

dos os vasos, procedeu-se ao desbaste deixando duas plantas

por vaso e a inoculagao dos tratamentos.

As estirpes matrizes C05, SEMIA 487 e 1899 e
os isolados foram crescidos em 50 ml de meio YMB por 3 dias
em agitagao a 28°C. A inoculacao foi feita colocando em ca-
da vaso, com pipeta esteril, 2 ml de cada cultura que repre-
sentava aproximadamente 2 Xx 109 celulas por mililitro. Em se
guida, os vasos receberam uma camada de 1 cm de areia gros
sa lavada e esteriT}zada que serviu para proteger da contami
naééo entre tratamentos assim como das perdas por evaporagao.

Foram incluidos dois tratamentos controle:uma
testemunha com nitrogénio que .recebeu 70 ppm sob a forma
de NHLlNO3 ao inicio do experimento e 35 ppm aos 20 dias
totalizando 105 ppm ,.e.um controle absoluto sem nitroge-

nio de nenhuma fonte externa.

Semanalmente era completado o volume dos va-

sos com'égua destilada ou solugao nutritiva diluida em forma
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alternada.

A temperatura media na casa de vegetagao du-
rante os L2 dias experimentais foi de 3000, com uma minima

de 22°C e uma maxima de 35°C.

0 delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com nove tratamentos correspondentes a trés es-
tirpes matrizes, quatro isolados e duas testemunhas. Foram

empregadas quatro repetigoes para cada tratamento.

A colheita das plantas foi realizada aos 35
dias apo6s emergéncia. Separou-se parte aérea de raizes na
altura do colo. A parte aérea e as raizes sem nodulos foram
colocadas em sacos de papel a secar em estufa a 65-70°C por
72 horas e determinou-se o peso da matéria seca. 0N total
foi avaliado pelo metodo semi-micro Kjeldahl conforme SARRU-
GE e HAAG (1974), determinando-se a %ZN na matéria seca da

parte aerea.

Quarenta nodulos de cada tratamento inoculado
(10 por vaso), foram destacados e utilizados para avaliacoes
individuais de peso e atividade de nitrogenase (ARA). 0s no
dulos restantes foram contados e determinado o peso da massa

nodular seca e o tamanho usando a relagao entre o peso e nl-

mero totais.

A eficiéncia relativa de cada tratamento foi
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calculada segundo a formula:

Ef = m?dla N-total planta inoculada x 100
media N-total planta C/N
adaptada da formula de BERGERSEN et alii (1971).
A eficiéencia nodular foi avaliada segundo a
relacao:
Ef _ mg N fixado - mg N testemunha
nod o

matéria seca nodulos ( g)

3.10.1. PADRAO DE NODULACAO DAS ESTIRPES E ISOLADOS

Na ocasiao da colheita do experimento relata
do no Ttem 3.10, 40 nodulos (10/vaso) foram escolhidos ao
acaso e destacados do sistema radicular com uma porgéo de te
cido suficiente ;ara garantir o fornecimento de fotossintatos
du}ante o periodo de avaliagao (HUNGRIA, 1985). A colheita

foi feita entre 8:30 h e 9:30 h da manha.

Para a determinacao da atividade da nitrogena
se pelo método da redugao do acetileno (ARA), cada nédulo
foi colocado dentro de uma seringa plastica de 3 ml, previa-
ment? identificada, e incubado num volume de 2 ml de ar

(90%) com acetileno (10%) por 30 minutos. O inicio do perio

do de incubacao entre nodulo e nodulo foi de um minuto, tem-
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po requerido para o registro do pico de etileno no cromato -
grafo. Apos o tempo de incubacao em temperatura ambiente,
0,5 ml do volume contido na primeira seringa foram injetados
no cromatografo de gas seguido de minuto em minuto pelas cor

respondentes amostras em forma sequencial.

Foi utilizado.um cromatografo marca Beckman mo
delo GC-65 usando detector de chama de hidrogénio a 50°C e
coluna de vidro de 1/8 polegada (3,2 mm de diametro externo)
por 0,5 m,contendo Porapak N de 100-120 mesh a 110°C. © gas
carregador foi o N2 a um fluxo de 40 ml/min. 0 padrao de

C,H, foi preparado na concentracao de 500 vpm.

0s nodulos identificados foram posteriormente
pesados (peso da materia verde) e determinada a atividade es

pecifica da nitrogenase (nmoles de CZHh/mg nédulo.hora).

0s calculos para a atividade especifica da ni

trogenase de cada nodulo foram realizados seguindo a formu-

la:

CE =L x A x K x R
onde
CE = concentracao de etileno.evoluido
L = leitura do pico (mm) da amostra
A = atenuacao do pico

K = fator de correcao das amostras
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R = fundo de escala do aparelho

0 fator K foi calculado da seguinte maneira:

el L vl de
tempo de volume ¢ mg de cada
incubagao injetado nodulo
sendo K' o fator de correcao para o padrao de CZHh que se

calcula segundo:

concentracao de etileno

K' =
L x A xR
sendo
L eA: leitura e atenuacdo do pico do padrao
R : fundo de escala do aparelho
0 volume de padrao injetado foi de 0,5 x 10-%
ml.

A informacao de peso e atividade individual
de cada nodulo foi organizada em classes de frequéncia para
determinar o padrao de comportamento de cada estirpe de Rh4i-

zobium phaseold.

Para conhecer a estabilidade genetica das ca-
racteristicas de resisténcia a antimetabolitos, os 40 nodu-
los de cada tratamento foram posteriormente esterilizados em
alcool (1 minuto) e solugao de hipoclorito de sodio (3 a5 m i

nutos) e finalmente lavados por 5 vezes em agua estéril sen-
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do mantida a individualidade em todas as etapas. Com aju-
da de alfinete esteril, cada nodulo foi esmagado e colocado

a crescer em placa de Petri com YMA e solucao de vermelho
congo onde previamente tinham sido incorporados os antimicro
bianos. Foram preparadas placas com Str (1000 ug/ml), com
thiram (100 ug/ml), com Str (1000 ug/ml) + thiram (100 ug/
ml) e placas controle. As placas:foram quadriculadas de for

ma a se obter 20 quadrantes por placa.

3,10.2. EvOLUCAO DO PADRAO DE NODULAGCAO NO ISOLADO
CO5 11

A mesma metodologia descrita no item anterior
foi utilizada para estudar a evolucao no ciclo da cultura
dos padroes de tamanho e atividade nodular deste isolado. Pa
ra tal estudo foi montado um pequeno experimento com 18 va-
sos Leonard inoculados com 1 ml de uma cultura de CO5 |l que
apresentaQa 3 x 109 cel/ml e 5 vasos testemunha sem inocular

como controle interno, da mesma forma que o descrito no item

3.10.

Em cada data de amostragem correspondente a
26, 26, 35, 44, 55e 65 dias apos emergéncia foram destacados 150
nodulos ao acaso de 3 vasos (50 por vaso) analisando-os indi
vidualmente segundo tamanho, atividade especifica da nitroge

nase e acompanhando com determinacoes de evolucao da mate-
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ria seca da parte aerea (g/planta).

Na 128, 22 e 53 colheita, 30 nodulos ao acaso
foram esterilizados e colocados a crescer em placas de Petri
com meio seletivo (Str 1000 ug/ml + thiram 100 ug/ml) para
conferir a manutencao das caracteristicas de resisténcia ad-

quiridas.

3,11, AVALIACAO DA CAPACIDADE COMPETITIVA POR SITIOS DE
INFECCAO NODULAR

Um outro experimento foi montado em vasos Leo
nard utilizando a variedade de feijao Carioca-80 sendo que

os procedimentos de preparo e instalacao estao descritos no

item 3.10.

Foram utilizadas as estirpes C05 e 1899 e o
isolado C05 Il crescidas por 5 dias em meio YMB sob agitacao
a 28°C. Para este experimento foi utilizada uma variante da

estirpe CO5 resistente a 300 pg/ml de estreptomicina, da co-
lecao de culturas da Secao de Microbiologia do Solo do CENA
que tinha sido testada por infectividade e eficiéncia em en-

saios prévios.

As contagens das culturas atingiram concentra
coes de 2 a L4 x 109 cel/ml. Num grupo de vasos foi adiciona

do 1 ml total de caldo segundo o seguinte esquema de .trata-
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mentos:

1. C05 (resistente a 300 ug/ml Str)

2. 1899 (resistente a: Str (1000 pg/ml) + thiram (100 pg/ml )
+ benomyl (1000 pg/ml)

3. €05 Il (resistente a: Str(1000 ng/ml) + thiram (100 ug/ml)

L, co5 + €05 11

5. CO5 11 + 1899

Nos tratamentos com misturas a inoculacao do

vaso foi feita com 0,5 ml de cada estirpe separadamente.

Foram incluidos tratamentos controle sem ni-
trogénio e com 70 ppm de N sob a forma de NH,_'NO3 colocado

na ocasiao do desbaste.

Com este mesmo esquema de tratamentos, foi in
cluido um segundo grupo de vasos Leonard nos quais foram a-
gregados 3 gramas de uma mistura de solos cujas caracteristi

cas foram apresentadas na Tabela 3. Da mesma forma foram

preparadas as testemunhas e incorporado o solo-inoculo.

As temperaturas reglstradas na casa de vegeta
~ . . o ‘.
¢ao durante o periodo do experimento foi de 13 C para a mini

o - .
ma e 24°C para a maxima.

A cinco semanas apos emergéncia, periodo no
qual iniciava-se a floragcao, as plantas foram colhidas sendo

avaliados os parametros da parte aérea e nodulagao segundo
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descrigao no item 3.10.

A atividade da nitrogenase pelo método da re-
ducao do acetileno (ARA) foi determinada colocando as rafzes
com nodulos em frascos de vidro de 500 ml fechados com tam-
pas rosqueadas que tinham na sua parte superior rolhas do ti
po "serum cap'. Foram injetados 50 ml de C,H, com prévia re
tirada de um volume igual da atmosfera do frasco. Incubou -

-se por 30 minutos a 28°C e procedeu-se a injecao de 0,5 ml

das amostras no cromatégrafo de gas (item 3.10.1).

Para os calculos o procedimento geral foi si
milar ao descrito no Ttem 3.10.1. Neste caso o volume da se
ringa € substituido pelo volume do frasco (500 ml) e o dado

final referido a uma planta.

0 porcentual de ocorréncia das estirpes nos
nodulos foi estabelecido mediante o uso dos meios seletivos
que as identificam, e isolando 20 nédulos por vaso. Foram
usadas placas controle sem antimicrobianos e as estirpes na-

tivas foram avaliadas por exclusao.

0 delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 12 tratamentos de inoculagao, dois controles

sem inocular e quatro repetigoes.
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3,12, SOBREVIVENCIA NA TURFA

Foram preparados inoculantes com as estirpes
C05, 1899 e os isolados CO5 I, CO5 Il e CO5 11l crescidos em
meio YMB por 5 dias ateé completar concentragoes no caldo de

2 a b x 109

cel/ml segundo contagens realizadas pelo método
de diluicao em placas (VINCENT, 1970). Trinta e cinco ml do
caldo puro de cada cultura foram injetados em cada saquinho
de turfa acondicionado segundo item 3.5, homogeneizando ma-
nualmente o material até completa impregnacao. Um tratamen-
to adicional foi considerado, injetando 5 ml de uma suspen-
sao do isolado At5 em inoculantes preparados em turfas ifra=

diados com doses de 2,5 Mrad e cada uma das culturas em estu-

do.

Os inoculantes foram mantidos durante todo o
periodo em condigoes de 28°C sendo feitas avaliacoes de so-
brevivencia de rizobios aos 3, 15, 30 e 60 dias e do 'nivel
de contaminagcao, pelo método de diluicao em placas com meio
YMA com vermelho Congo. Foram feitas algumas determinacgoes

de porcentagem de umidade durante esse periodo.

0 delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com duas repeticoes e analisado como fatorial de
L x 5 x 4 sendo o primeiro fator o tratamento de irradiacao
da turfa (4 niveis), o segundo fator o nimero de estirpes e

o terceiro fator as datas de contagens.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4,1, ESTUDOS DE ANTAGONISMO

As estirpes de R. phaseoli testadas revelaram
diferentes graus de inibigao quando confrontadas aos 13 iso-
lados de Streptomyces da turfa (Tabela 4). As estirpes 1024
e 1899 nao apresentaram em nenhuma ocasiao halos de inibigao
nas placas de égér. Como indica a Tabela 1, 1899 possui mar
cés de resisténcia a antibioticos (estreptomicina e cloranfg
nicol), que estao justificando esses resultados. Por ordem
de tolerancia seguem as estirpes 1135 e SEMIA 487 com 60 a
70% dos casos sem formacao de halo e finalmente as estirpes
CIAT 255, €05 e 1144 que apresentaram resisténcia a menos de

50% dos Strneptomyces estudados (Figura 1).

Da mesma forma foi observada variabilidade do

comportamento para os isolados de Streptomyces da turfa (Ta-
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bela 4). 0s identificados como Atl, Ath e At12 nao foram an
tagonicos enquanto que At8, Atl10 e Atll somente formaram ha-
lo inibitorio com uma ou duas estirpes sendo considerados de
antagonismo baixo (PATEL, 1974). 0s isolados At3, At9 e Atl13
inibiram o crescimento de duas até quatro das estirpes, apre
sentando antagonismo moderado e finalmente At2, At5, At6 e
At7, fortemente aﬁtaganicos, inibiram o crescimento de mais

de 60% das estirpes (Figura 2).

Nao foi estabelecida uma relagao direta entre
a origem do isolado de Streptomyces e seu grau de antagonis-
mo, porém, os quatro classificados como fortemente antagoni-
cos procedem coincidentemente de turfa seca, onde a competi-
¢ao de outros grupos de microrganismos € quase nula e a pres
sao de selegao poderia ter atuado em favor dos :.componentes

mais agressivos capazes de sobreviver melhor-em condigoes de

estresse.

Sao encontradas citacoes na literatura a res-
peito da variabilidade no comportamento da populacao de acti
nomicetos do solo e turfa frente ao Rhizobfum (DAMIRG! -~ E

JOHNSON, 1966; PATEL, 1974; CHOWDHURY, 1977; KOSSLACK e BOH-
LoOL, 1985; SAITO et alii, 1985) em meio agarizado, porém
poucos teém conseguido reproduzir esses efeitos na sobrevivég
cia no solo, na turfa ou na nodulacao do Rhizebium (KOSSLACK

e BOHLOOL, 1985; FONSECA et alii, 1985).
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TABELA 4. Efeito antagonico do Streptomyced da turfa no cres

cimento de R. phaseoli. Média de quatro repeti-

¢cBes.

Isolados de o Zona de inibicao (mm)
actinomicetos

1135 1024 AT 255 CO5 1144 1899 SEMIA 487

Ati - - - - - - -
At2 15 - 22 25 17 - 20
At3 - - 11 14 23 - -
Ath - - - - nt - -
At5 25 - 25 28 nt - 19
Atb 22 - 23 25 nt - 18
At7 22 - 22 25 nt - 18
At8 - - - - 14 - -
At9 12 - 15 13 14 ; -
At10 - - 8 - - - -
At11 - - 12 18 - - -
At12 - - - - - - -
At13 - - - 18 15 - -

nt = nao testado
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Para os isolados nao antagonicos, Atl, Ath e

At12 nao se descarta a ocorrencia de efeito favoravel pela
excregao de vitaminas ou fatores de crescimento que ja . tém
sido aventada por outros autores (PATEL, 197h4; ALEXANDER,
1977) .

Quando testada a resistencia natural das es-
tirpes de R. phaseoli frente a cdncentragSes crescentes de
sulfato de estreptomicina no meio (item 3.9.1), as estirpes
1024 e 1899 cresceram ate os maximos niveis considerados (1000
ug/ml) sendo que SEMIA 487 ate 10 pg/ml, CIAT 255 cresceu

ate 4 ypg/ml e finalmente C05, 1135 e 1144 somente cresceram

a doses de ate 2 ug/mlnde estreptomicina.

A interpretacao conjunta de todos estes resul
tados demonstrou concordancia e permite concluir que exis-
te variabilidade na resisténcia intrinseca a antibioticos a-
presentada pela populagao de R. phaseoli fato que confirma
as observacoes de BEYNON e JOSEY (1980), CASSINI (1980) e VA
LARINI (1981). Foram citados niveis de resisténcia intrinse
ca a antibioticos (RIA), concretamente estreptomicina, vari-
ando de 1 atée 10 pg/ml, com poucas estirpes apresentando re-
sisténcia natural a mais de 20 pg/ml (CASSINI, 1980; VALARI-
NI, 1981). |Isto indicaria um padrao de comportamento “sensl

vel'" da espécie R. phaseoli frente a antibioticos.

0s resultados de resistencia natural utilizan
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do niveis crescentes de estreptomicina justificam as observa
coes dos testes de antagonismo com Streptomyces, explicando
porque as estirpes C05, CIAT 255 e 1144 apresentavam halos
de inibicao com a maioria dos isolados. A estirpe 1135 po-
rém, embora sensivel a niveis maiores de 2 ug/ml de estrepto
micina somente formou halos em 38% dos casos. Falta informa
cao complementar que explique este fato mas sabe-se que es-
treptomicina nao seria o Unico antibiético produzido pelos
actinomicetos do género Strepitomyces (DBBEREINER et alii,

1981).

SCOTTI et alii (1981) reportaram para B. japo
nicum em solos de cerrado brasileiro, niveis de resisténcia
natural a 20 ug/ml de estreptomicina na populacao nativa,sen
do que a resisténcia aumentava para 150 ug/ml em funcao dos
anos de cultivo e as praticas de calagem do solo (COELHO e
DROZDOWICS, 1979). PITARD et alii (1982) analisando plantas
de feijao em solo virgem, observaram resisténcia intrfn;eca
a 80 ug/ml de estreptomicina (RIA) nas estirpes de R. phaseo
L4 que formavam os nodulos, porém esta populacao representa-
va apenas 6% da populagao nativa. Esta, tinha uma RIA de 5

ug/ml de estreptomicina.

Portanto, sob ponto de vista ecologico e para
determinadas condigoes deve-se admitir que a resisténcia do
RhizobAium ao antibiotismo presente no meio, seja solo, seja

turfa, conferira vantagens competitivas as estirpes que a
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possuam (SCOTTI et alii, 1981; FONSECA e SAITO, 1982),

4,1.1. OBTENCAO DE ISOLADOS

Pequenas colonias com aparéncia de Rhizobium
(VINCENT, 1970), foram observadas crescendo nos halos de ini
bicao das estirpes C05, SEMIA 487 e CIAT 255 quando confron-
tadas aos Streptomyces fortemente antagonicos (At2, AtS5, e
At6). Estas colonias eram circulares, brilhantes, incolores
e quando transferidas para meio YMA cresceram abundantemente
com produgcao de goma consistente. Ao microscopio apresenta-

vam-se como bastonetes curtos, gram negativos.

Foram obtidos os seguintes isolados: CO05I e
CO5 11 do halo que formou At6, e CO5 IIl do halo de At5 rés-
pectivamente com a estirpe C0O5; SEMIA L487-1 e SEMIA 487.- 2
qos halos formados por At2 com a estirpe SEM|p 487; “CIAT
255a, que cresceu na zona de inibicao de At2, CIAT 255b no
halo de At5 e CIAT 255c no halo formado entre Atb6 e a estir-

pe CIAT 255 respectivamente.

As chances de crescimento e recuperagcao poste
rior das colonias crescidas nos halos de inibicao, foram mui
to baixas dentro de cada estirpe matriz o que poderia :indi-
car a ocorréncia de mudangcas no genoma e portanto a necessi-

dade de caracterizar as propriedades culturais e simbidticas
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adquiridas ou perdidas pelos isolados que se recuperaram.

4,2, TESTES PARA COMPETICAO SAPROFITICA

4,2,1, LIMITES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A Tabela’5 resume informagao a respeito dos
niveis de resisténcia apresentados por estirpes de R. phaseo
£4{ e isolados quando confrontados a cinco antibioticos: té-
traciclina (Tcl), cloranfenicol (Clo), estreptomicina (Str),
eritromicina (Eri) e canamicina (Kan). 0s trés isolados per
tencentes a estirpe CIAT 255 nao foram incluidos por apresen
tarem crescimento anomalo no meio YMB. Alguma mudangca meta-
bolica pode ter ocorrido ja que nao foram atingidos niveis
de concentracao celular considerados normais (109 cel/ml) aos
5 dias de crescimento em agitacao a 28°C. Todas as demais

culturas cresceram normalmente.

Foram observados niveis de resisténcia signi-
ficativamente superiores para os isolados, com respeito as
culturas matrizes, principalmente para cloranfenicol, estrep
tomicina e eritromicina, sendo menos evidente para tetraci-
clina. A resisténcia natural das estirpes matrizes a tetra-
ciclina (20 a 50 ug/ml) superou valores medios relatados por
CASSINI (1980) e VALARINI (1981), sendo concordantes para es

treptomicina e eritromicina e inferiores para cloranfenicol.
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TABELA 5. Niveis de resisténcia de estirpes e isolados de

R. phaseoli frente a 5 antibioticos.

Estirpes Antibioticos (ug/ml)

Tcl Clo Str Eri A Kan‘
1899 50 1000 > 1000 50 2
Co5 20 2 < 2 2 < 2
Co5 | 50 500 > 1000 100 2
Co5 11 50 1000 > 1000 100 5
cos5 111 50 500 > 1000 100 .2
SEMIA 487 20 10 10 2 10
SEMIA 4L87-2 50 100 > 1000 | 100 2
Tcl = tetraciclina; Clo = cloranfenicol; Str = estreptomici-

na; Eri = eritromicina; Kan = canamicina.
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A estirpe SEMIA 487 considerada naturalmente resistente a
cloranfenicol (100 pg/ml) por VALARINI (1981) e a canamicina
(50 ug/ml) por PEREIRA (1983)‘n50 manifestou tal comportamen
to no presente trabalho. Este mesmo autor citou niveis supe
riores de resisténcia a estreptomicina para as estirpes CO05
e SEMIA L487. As variagoes poderiam ser explicadas pela ori-
gem das estirpes, as formas de conservagao e manytengao na co
lecao que poderiam promover mudancas nos caracteres ¢cultu-

rais (ROUGHLEY, 1975; GIBSON et alii, 1976).

Elevados niveis de resisténcia a varios anti-
bioticos foram observados nos isolados obtidos, principalmen
te no referente a estréptomicina, cloranfenicol e eritromici
na (Tabela 5). DHBEREINER et alii (1981) citam para iisdla-
dos de B. japonicum e R. sp de solos da Amazdnia, resisténcia
adquirida a estreptomicina, tetraciclina, penicilina, cloran
fenicol e gentamicina, porem com sensibilidade a canamicina.
I'sto estaria indicando a existéncia de uma populacgao mista
de actinomicetos no solo ou a producao de mais de um antibié
tico por parte de um mesmo StZreptomyces. No presente .estu-
do, os isolados At2, At5 e At6 poderiam ter produzido mais
de um antibiotico, como cloranfenicol, estreptomicina ou eri
tromicina, inibidores da sintese proteica. Da mesma forma
que DSBEREINER et alii (1981), nao foi conseguida resistén -
cia a canamicina que pertence ao grupo dos inibidores de sfﬂ

tese da barede e membrana celular, modificando a permeabili-
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dade.

Foi observada variabilidade nos niveis de re-
sisténcia adquirida pelos diferentes isolados, SEMIA  487-2
apresentou resisténcia menor a cloranfenicol (300 ug/ml),seﬂ
do que o isolado CO5 Il e a estirpe mutante 1899 registraram
em média, os niveis mais altos de resistéencia aos antibioti-

cos testados.

Novos testes de antagonismo utilizando os iso
lados e as estirpes matrizes contra At2, At5, At6 e At7 con-
firmaram a resisténcia adquirida pelos isolados que cresce-
ram na presenga dos St@epiomgceé sem formar halos de inibi-

¢ao.

Observacoes realizadas da aparencia cultural
dos isolados crescendo nas placas permitiram apreciar mudan-
¢as na producao e consisténcia da goma tanto como na cor com
respeito as estirpes matrizes. De um modo geral, os isola-
dos e as estirpes 1899 apresentaram goma superconsistente e
cor rosa pela absorgcao do vermelho Congo agregado . ao ‘meio.
Nas culturas matrizes CO5 e SEMIA 487, a producao de goma
era intensa porém pouco consistente e se espalhava nas pla-
cas, sendo a cor das colonias branca. SINCLAIR e EAGLESHMAN
(1984) em Rhizobium ap citaram correlacao entre a resistéﬂ
cia intrinseca a antibioticos (RIA) e tipo de coldnias, des-

tacando que coldnias "umidas' com produgao de exo e lipopoli
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sacaridios conferem maior RIA porque nao ha absorgao do anti
metabolito. RODRIGUEZ (1984) contrariamente estabeleceu uma
correlagao entre colonias gomosas e grandes e isensibilidade
gos antibioticos e que concordaria com as observagoes an-

tes comentadas.

4,2.2, LIMITES DE RESISTENCIA A FUNGICIDAS

A resisténcia das estirpes e isolados frente
a niveis crescentes de benomyl, thiram e captan no meio de
cultura € apresentada na Tabela 6. Benomyl nao provocou e-
feito inibitorio em nenhuma das culturas, apresentando-se um
nivel de resisténcia intrinseca ao produto ativo maior a 300
ug/ml. A estirpé SEMIA 487 foi que apresentou o nivel consi
derado mais baixo (300 ug/ml), sendo que todas as outrascres
ceram abundantemente com concentragoes de 1000 ug/ml de beng
myl no meio. PEREIRA (1983) para esta mesma espécie relatou
niveis de resisténcia acima de 200 ug/ml, maxima dose testa
da. Similares resultados foram obtidos por HABTE (1985) e

MALLICK e TESFAI (1985).

A resisténcia intrinseca a thiram esteve por
volta de 10 a 30 ug/ml para as .estirpes matrizes e o isolado
SEMIA 487-2, similar aos obtidos por PEREIRA (1983). 0s re-
sultados de estudos com R. phaseoli para este fungicida sao

contraditorios. URBANA et alii (1982) citaram efeito favo-
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ravel a simbiose enquanto MALLICK e TESFAl (1985) e HABTE

(1985), citam inibicao total.

TABELA 6. Niveis de resisténcla de estirpes e isolados de R.

phaseoli frente a trés fungicidas.

Estirpes : Fungicidas (ug/ml)

Thiram Captam Benomyl
1899 200 200 > 1000
Co5 30 10 1000
co5 | 200 200 > 1000
cos5 11 200 200 > 1000
Co5 111 200 200 > 1000
SEMIA 487 10 10 300
SEMIA 487-2 30 30 1000

Com referéncia ao captan, o comportamento foi
similar ao thiram, com resisténcia intrinseca dag estirpes
matrizes entre 10 e 30 ug/ml, niveis que foram superiores
aos relatados por PEREIRA (1983). Captan poderia ser bacte-
riostatico ou bactericida em funcao das doses utilizadas. na

semente (MALLIK e TESFAIl, 1985; HABTE, 1985).
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Para os trés fungicidas, a estirpe mutante
1899 e os isolados originados da estirpe CO5 mostraram resis
téncia a niveis significativamente superiores de thiram e
captan no meio (200 ug/ml), nao sendo observadas diferencas

entre produtos.

Pouco se conhece sobre os mecanismos pelos
quais tal resisténcia poderia ter sido adquirida porém é su-
gerido que o contato com antibioticos interferentes da sinte
se proteica (Str, Clo, Tcl) poderiam ter produzido mudangas

que promoveram a incapacidade de absorver os fungicidas.

Quanto. testada a aquisicao de resisténcia cru
zada a determinados antibioticos e fungicidas (Tabela 7) as
estirpes matrizes, como era de se esperar, nao cresceram em
quaisquer das combinagoes estudadas. As elevadas concentra-
¢oes utilizadas inibiram o crescimento do isolado SEMIA 487-
-2, o que poderia nao ter acontecido com combinagoes ac.con

\

centracoes mais baixas dos produtos.

Os isolados CO5 I, CO5 Il e CO5 111l e a estiL
pe mutante 1899 cresceram abundantemente em meios com es-
treptomicina (1000 ug/ml) e thiram (100 pg/ml) tanto . . como
com estreptomicina (1000 ug/ml) e benomyl (1000 ug/ml). 0
isolado CO5 Il conseguiu crescer também em placas com 1000 u
g/ml de cloranfenicol e 1000 pg/ml de benomyl e unicamente a

estirpe 1899 mostrou crescimento nas placas com 1000 pg/ml de
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estreptomicina, 1000 ug/ml de cloranfenicol e 1000 ug/ml de
benomyl. Nenhum crescimento foi manifestado em placas com

1000 pg/ml de estreptomicina a 100 ug/ml de captan.

TABELA 7. Resisténcia cruzada a antibioticos e fungicidas de

estirpes e isolados de R. phaseoldi.

Estirpes Antimicrobianos (ug/ml)
Str. 1000 Str 1000 Str 1000 Clo 1000 Str 1000
+ + + + +
thiram benomyl Clo 1000 benomy captan
100 1000 + 1000 100
benomy
1000
1899 + + + + -
co5 - - - - -
cos5 | + + - - -
co5 11 + + - + -
CO5 111 + + - - -
SEMIA 487 - - - - -
SEMIA 487-2 - - - - -

Str: estreptomicina; Clo : cloranfenicol.
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A resisténcia multipla a antibioticos e fungi
cidas tem sido sugerida como importante caracteristica a in-
cluir nas estirpes dos inoculantes, que incrementaria ':.sua
competicao saprofitica e sobrevivéncia (BROCKWELL, , 1981).
BUSHBY (1981a,b) observou hai xa mortalidade no solo, de Rhdi-
zoblum sp e B. japondicun, por mais de 50 dias e incrementos
substanciais na rizosfera quando eram utilizadas estirpes re
sistentes a antibiéticoé e fungicidas. Similares resultados
sao reportados por RAMIREZ e ALEXANDER (1980), LENNOX e ALE-
XANDER (1981), HOSSAIN e ALEXANDER (1984) e JOEL e GIDDENS
(1984) para B. japonicum e R. phaseofi. Estes autores atri-
buem efeitos diretos e .-indiretos através do controle exerci-
do nos microrganismos antagonisticos principalmente protozoa

rios, pelos produtos quimicos agregados junto com o inoculo.

As marcas de resisténcia a antibioticos e fun
gicidas constit;em alias, uma poderosa. ferramenta para estu-
dgs ecoldgicos no que se refere a identificacao de estirpes
(VIDOR, 1981). A partir dos resultados do presente trabalho
se conclui que é possivel ﬁtilizando os meios seletivos .com
diferentes combinacoes de antibioticos e fungicidas identifi
car estirpes e isolados entre si. Baseados nestes princi-
pios varios estudos de competicao e sobrevivéncia de estir-
pes de Rhizobium foram conduzidos (BUSHBY, 1981a, b; BROCK-
WELL, 1981; PEREIRA, 1983) devendo-se salientar a necessaria

condicao implicita de que as marcas de resisténcia nao impli
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quem em mudangas nas propriedades simbioticas das culturas.

4,2.3, PRODUCAO DE BACTERIOCINAS

Nas condigoes deste experimento, nao foi evi
denciada atividade bacteriocinogénica natural ou induzida por
raios U.V. nas 16 estirpes de R. phaéeoﬂi (Tabela 1) = e: os
quatro isolados resistentes a antibioticos e fungicidas. Pa
ra esta mesma espécie existem poucas referéncias bibliografi
cas de autoinibicao. CASSINI (1980) reportou uma baixa por-
centagem de estirpes produtoras com largo espectro de ativi-

dade.

Alguns autores afirmam que a produgao de\Bac-
teriocinas nao ocorre sem a indugao preéevia com mitomicina C
(HAWIRKO et alii, 1981) ou com ultravioleta (UV) (SCWINGHAMER,
y97l; CASSINI, 1980; TICHY elLO0TZ, 1981). Nas condigoes des
te experimento a acao de 20, 40 e 80 segundos de luz .ultra-

violeta nao modificou as respostas.

TRINICK e PARKER (1982) fizeram referéncias a
técnica desenvolvida por JOHNSON et alii (1959) de "streak
method! como sendo mais eficiente para estudos de autoinibi-
¢ado que a tecnica da macrocolonia. Ambas técnicas testadas

no presente estudo, nao apresentaram mudancas nas respostas.

0s resultados encontrados na literatura sao
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contraditorios na consideragao do valor da atividade bacte -
riocinogénica como caracteristica que aumenta .a competigao
das estirpes (BERGERSEN et alii, 1971; SCHWINGHAMER e BROCK
WELL, 1978; CASSINI, 1980; HODGSON et alii, 1985).e com | re-
feréncia a R. phaseofi esta area de estudo permanece ainda

sem respostas promissoras.

Se destaca porém a inclusao deste tipo de tes
te quando se pretende preparar inoculantes polivalentes para
evitar mudangas na proporgSo das estirpes no inoculo devidas

a autoinibicao.

4,2.4, TOLERANCIA A ACIDEZ E NfVEIS TOXICOS DE ALU-
MINIO E MANGANES

0 crescimento das estirpes 1899, C05, Semia
L87 e os isolados crescidos em meios com valores de pH de
4,3 tanto como com 2,7 ppm de aluminio (AICIS) ou 300 ppm de

manganeés (MnSOh 'HZO) € referido na Tabela 8.

0s isolados C05 |, CO5 Il, CO5 IIl e a estir-
pe 1899 apresentaram crescimento normal a valores de pH i-
gual a 4,3, enquanto que para C05, SEMIA 487 e o isolado SE-

MIA 487-2 isto nao foi observado.

Nenhuma das culturas estudadas conseguiu cres

cer nos meios com aluminio ou manganeés.
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TABELA 8. Crescimento das estirpes e isolados de Rhizobium

phaseoli em meio acido, com aluminio ou manganés.

Estirpes pH 4,3 ar*3 2,7 ppm Mn*2 (300 ppm)

1899 + - -
Co5 - - -
cos5 | + - -
co5 11 + - -
Co5 111 + - -
SEMIA 487 - - -

SEMIA 487-2 - - . -

+ : com crescimento

- : sem crescimento

Niveis minimos de tolerancia a acidez para R.
phaseofi sao refereidos por VALARIN! (1981) a valores de pH
de 5,5 existindo variabilidade entre estirpes. CECCATTO
(1985) reportou 84% de sensibilidade para as estirpes tes

tadas em meio com valores de pH de 4,3.

VALARINI (1981) determinou os niveis de resis
téncia das estirpes de R. phaseofi ao aluminio em 1,7 ppm
e para manganés em 300 ppm existindo estirpes como a COo5

que se mostrou sensivel a niveis superiores a 150 ppm de
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manganés. CECCATTO (1985) cita grande sensibilidade para 82%
das estirpes testadas a estes niveis o que confirmaria resul

tados obtidos no presente estudo.

Este tipo de caracterizacao € recomendavel de
se fazer quando se deseja introduzir uma nova estirpe de Rh£
zobium em condigcoes de solo acido acompanhado ou nao de ni-
veis toxicos de aluminio ou mangahés (DATE, 1981). Sem pre-
tender uma avaliacao especifica sugere-se a inclusao deste
tipo de estudos nos testes de rotina de selecao de estirpes

para a produgao de inoculantes.

Existem”evidéncias da relacao entre caracte -
risticas culturais das estirpes com seu comportamento frente a
fatores de acidez do meio, existindo concordancia em admitir
que as colonias definidas como ''sécas' e pequenas, seriam
mais sensiveis & acidezealuminio que as gomosas. Alguns auto
res (CUNNINGHAM e MUNNS, 1984a, b; SINCLAIR . e EAGLESHMAN,
1584), encontraram para R. phaseofi que as estirpes conside-
radas gomosas eram mais tolerantes a acidez sendo proposto que
a cobertura gomosa seria uma estrategia para a sobrevivencia.
Além da quantidade de goma, interessaria sua composigcao que
determinaria o grau de quelacao do aluminio e manganes. Nes
te estudo nao foram encontradas relagoes deste tipo. A es-
tirpe C05, gomosa, foi sensivel a acidez. Talvez ser%a im-
portante a definigao mais precisa dos termos ''seca' e ''gomo-

sa''., Observacoes similares foram feitas por SANTA BARBARA



.85.

(comunicagao pessoal) e GEROSA (1985), que encontraram vari-
antes da estirpe CO5 de aspecto ''seco'" que foram capazes de

crescer em meio a pH 4,3.

Nao foram encontradas na literatura citada,
referénciasde vantagens ecologicas da resisténcia a drogas

na tolerancia a condigcoes de acidez. DANSO . e ALEXANDER
(1974), sugeriram pela primeira véz que os mutantes resisten
tes a estreptomicina adquiriram importantes atributos ecolo-
gicos de resisténcia a condicees de estresse no solo com én-
fase nos aspectos de tolerancia a dessecagao. A ocorreéencia

destes fatos permanece ainda sem explicacao.

4,3, EFICIENCIA SIMBIOTICA DAS ESTIRPES E ISOLADOS DE R.

phaseoli

0 resultado da caracterizacao simbiotica das
estirpes e isolados de R. phaseofi sao apresentados nas Tabe
las 9 e 10 para parametros da parte aérea e da nodulagao,res

pectivamente.

Quanto a produgao de matéria seca e N-total
(Tabela 9) observou-se primeiramente que as estirpes matri-
zes C05 e SEMIA 487 apresentaram caracteristicas de inefici-
éncia e nao diferiram'significaﬁivamente do controle sem ni-

trogénio mineral. Uma possivel explicagao para estes fatos
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TABELA 9. Eficiéncia simbiotica de estirpes e isolados de R.
phaseoli inoculados em feijao (Phaseofus vulgardis
L.) do cultivar Carioca-80 crescendo em vasos Leo-
nard apos 6 semanas. I Parametros de rendimento da

planta (média de quatro repeticoes).

Estirpes Parte aérea Raiz Eficiencia
Matéria N N-total Materia relatival/
seca (3)  (mg/planta) seca
(g/planta) (g/planta)
1899 1,73b 3,78a 65,39b 0,21b 63,96
co5 ‘ 0,47¢c 2,99a 14,05¢c 0,20b 13,74
cos5 1 1,91b 3,424 65,3 b 0,19b 63,90
co5 11 2,13ab, 3,46a 73,69b 0,21b 72,10
co5 ill 2,36ab 3,13a 73,87b 0,31ab 72,25
SEMIA 487 0,35c 2,944 10,29c 0,22b 10,06
SEMIA 487-2 1,71b 3,414 58,31b 0,19b 57,03
N (105 ppm) ~2,8ha 3,60a 102,24a 0,38a 100
T 0,29c 1,63b L,73c 0,24ab 4,62
F (]%) 39,1 1%%* 10,73%=* l{],Z]:’::’c 5,142:"::':
DMS (Tukey 5%) 0,72 0,95 25,2 0,15
cv (%) 19,8 12 20 23
1/ 7

-’ Avaliada conforma a relacgao:

Efr _ _Media N-total planta inoculada x 100

Media N-total planta C/N
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TABELA 10. Eficiéncia simbiotica de estirpes e isolados . de
R. phaseoli inoculados em feijao (Phaseofus vulga
ndis L.) da variedade Carioca-80, crescendo em va-
sos Leonard apos 6 semanas. {l. Parametros de no

dulacao (média de quatro repetigoes).

Estirpes NodulagSo/plantal/ Atividadeg/ Eficiénciai/
Nimero Matéria Tamanho Nyase nodular
seca  (mg/nédu (nmolesC,H,/ (mngix/.g
(mg) to) mg nodulo. nodulo)
hora)

1899 25k4a 120,3a 0,47 3,84 504,2

co5 70bc 23,2b 0,33 18,11 Lo1,7

Co5 | 228a 106,6a 0,47 6,33 568

Co5 11 205a 93,9 0,46 10,34 734,54

Co5 111 34ka " 173,2a 0,50 6,48 399"

SEMIA 487 Léc 14,8b 0,32 4,69 375,7

SEMIA L487-2 189ab 99,5a 0,53 7,11 538,5

F (12) 15,49%% 17,085

DMS (Tukey 5%) 6,09 4,67

cv (%) 16 18,4

1/ bados analisados segundo vVx + 0,5

2/ bados baseados na atividade média de 40 nédulos individu-

ais.
3/ Avaliada conforme a relagao:
Ef _ _mg N fixado - mg N testemunha
nodular

matéria seca nodulos ( g)
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seria a perda de eficiencia simbiotica, produto da instabili
dade genetica destas culturas, ja que em experimentos ante-
riores, estas estirpes (CASSINI, 1980; HUNGRIA, 1981; PEREI-
RA, 1983; HUNGRIA e NEVES, 1986) revelaram boa capacidade de
fixagao de nitrogénio. Similares fatos tém sido observados

em R. trifolii (GIBSON et alii, 1976), R. meliloti (BARAI -
BAR et alii, 1982). GEROSA (1985) e SANTA BARBARA (1985)
(comunicagao pessoal) detectaram a presenga de variantes cul
turais nas estirpes C05 e SEMIA-487 de R. phaseoli, algumas
acompanhadas de perdas de infectividade e eficiéncia simbid-

tica.

Contrarfémente, foi observado um incremento
significativo nos valores de matéria seca e de N total para
todos os isolados. Particularmente CO5 Il e CO5 Ill nao di-
feriram significativamente da testemunha recebendo 105 ppm
de nitrogénio (NH4N03), na produgao de materia seca. A es-
tirpe 1899 e os isolados SEMIA 487-2 e CO5 | apresentaram
comportamento intermediario. |Isto fica melhor evidenciado
através da eficiéncia relativa onde as plantas inoculadas com
CO5 Il e CO5 ill representavam 72% das testemunhas sem limi-
tagoes de nitrogénio, medida em térmos de N total nas plan-

tas.

PEREIRA (1983) obteve um isolado da estirpe
SEMIA 487 resistente a estreptomicina (5000 pg/ml) e thiram

(50 ug/ml) que se destacava pelos altos rendimentos na mate-
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ria seca e os teores mais altos de N-total no tecido, porém
os isolados de CO5 resistentes a 1000 pg/ml de estreptomicina,

apresentaram rendimento médio, sem destaque.

E sugerido a partir de dados encontrados na
literatura que a resisténcia a inibidores da sintese protei-
ca como cloranfenicol, estreptomicina e eritromicina nao es-
taria associada a perda de eficiéﬁcia (LEVIN e MONTGOMERY,
197“ﬁ PANKHURST, 1977). Porém CASSINI (1980) e  VALARINI
(198A), citam reducao na infectividade tanto como na eficien=-
cia nos mutantes de R. phaseofi resistentes a 250 ug/ml de
estreptomicina e/ou espectinomicina. PEREIRA (1983) isolou
mutantes resistentes a antibioticos e fungicidas que apresen
taram comportamento diferencial nas propriedades simbioticas.
BUSHBY (1981a,b) nao encontrou diferencas na eficiencia em
mutantes resistentes a antibioticos e fungicidas com respei-

to as estirpes parentais.
"W

Altas correlagoes foram encontradas para os
parametros de N-total e producao de matéria seca da parte aé
rea aos 35 dias apos inoculagao (r = 0,99), confirmando re-
sultados obtidos para feijao - R. phaseofi por outros pesqui
sadores (SAITO e RUSCHEL, 1980; HUNGRIA, 1981; SAITO, 1982;
PEREIRA, 1983; HUNGRIA, 1985; HUNGRIA et alii, 1985 a,b; HUN

GRIA e NEVES, 1986).

Quanto a nodulagao (Tabela 10) as tendéncias
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sao similares as observadas para parametros de rendimento no
sentido que confirmam a superioridade dos isolados e a estir
pe 1899 frente as estirpes SEMIA 487 e C05 que nao nodularam

bem tanto em nimero como em peso.

0 isolado SEMIA 487-2 apresentou uma tendén -
cia de produgao de menor numero de nodulos compensado  por

um tamanho unitario maior.

A eficiéncia nodular que indica o custo . de
produc¢ao de massa nodular permite sugerir a superioridade do
isolado C05 Il em mais de 30% sobre a estirpe 1899. Isto in
dicaria que para a mesma massa nodular foi mais eficiente na

mobilizacao e translocacao do N2 fixado.

Tanto numero como peso de nodulos apresenta-
ram cotrelacao significativa com o N total da parte a€rea
(r = 0,95). Estes resultados nao concordam com os reporta-
dos por SAITO et alii (1978), HUNGRIA (1981), HUNGRIA e NE-
VES (1986). Varios autores (DBBEREINER et alii, 1970; SAIl-
TO, 1982; PEREIRA, 1983) estabelecem que nem sempre o peso
de nodulos € bom indicador da eficiéncia de uma estirpe e
que muitas estirpes, embora exibindo nodﬁlagéo exuberante nao
transportaram eficientemente o nitrogénio a parte aérea (NE-
VES, 1986), Relagcoes estabelecidas entre as estirpes origi-
nais e seus isolados nos parametros simbioticos.de interesse

permitiram apreciar uma superioridade de 3 ate 5 vezes do
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isolado C05 |1 sobre a estirpe C05 e do isolado SEMIA 487-2
sobre SEMIA 487.

0s quarenta npdulos (10 por vaso) de cada tra
tamento isolados nos meios seletivos com antibioticos e fun-
gicidas adequados a sua identificacao cresceram nas condi-
coes estabelecidas indicando a permanéncia e estabilidade das

caracteristicas selecionadas.

Nao foi avaliada a atividade da nitrogenase
pela redugcao de acetileno do sistema radicular completo, po-
rem foram extraidos 40 nodulos para a determinagao de sua a-
tividade individual (a?soluta ou especifica) e em fungao da
informagao obtida foi elaborada a Tabela 11 onde sao apresen
tados os dados calculados para as estirpes e isolados. O
valor desta informagao € parcial porém permite extrair con-
clusoes preliminares de valor comparativo. A estirpe C05 a-
presenta atividade nodular relativamente alta se comparada
c;m as outras estirpes porem apresentou poucos nodulos (Tabg
la 10), portanto, no total sua contribuigao foi baixa e tar-
dia. WILLIAMS (1981) isolou mutantes de Rhizobium sp do cau
pi que apresentavam atividade de nitrogenase especifica simi
lar a cultura original, porém os mutantes produziram 58%

mais nodulos e mais cedo o que apoiaria as sugestoes aqui a-

presentadas.
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TABELA 11. Atividade da nitrogenase absoluta e especifica das

estirpes e isolados de R. phaseoli aos 35 dias

apos inoculagao.

Estirpes Atividade da nitrogenase (ARA)
Absoluta Relativa
(nmoles,CZHh/nédg (nmoles C,Hy/mg ! de
lo.hora) matéria fresca nodu
lo.hora)
18991/ 42,21 3,84
Co5 54,75 18,11
Co5 | b2,12 6,33
Co5 11 119,60 10,34
co5 111 69,17 6,48
SeEmia 487 36,72 L, 69
SEMIA 487-2 113,36 7,11

1/ 0s dados foram calculados na base de 40 nddulos por trata

mento.

Destacou=-se o isolado co5 I pela
sua maior atividade nodular tanto absoluta como relativa, se
guida da SEMIA 487-2 o que indicaria que ainda em plena flo-
racao os nodulos permanecem ativos. A estirpe 1899 contra-
riamente mostrou baixa atividade da nitrogenase por wunidade

de nodulo ou de massa nodular. Os valores de rendimento da
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parte aérea para esta estirpe indicam boa capacidade fixado-
ra, porém a atividade nodular é baixa na floracao momento a
partir do qual as exigéncias da planta sao incrementadas (HQE
GRIA et alii, 1985b). Este aspecto devera ser estudado para
confirmar a contribuigao das estirpes até o final do ciclo

da cultura (NEVES, 1986).

Nao houve correlacao entre os parametros de
rendimento (N total) e a atividade nodular (nmoles CoHy

nodulo.hora) confirmando resul tados de WILLIAMS (1981).

PEREé et alii (1984) analisando a contribui -
cao individual de cada nodulo a economia de nitrogeéenio da
planta mediram ARA especifica por nodulo e concluiram que pa
ra determinadas estirpes, este nao seria um bom parametro de
eficiéncia. A evolugao de H, pelos nodulos (SCHUBERT e E-
VANS, 1977) masparada pelo acetileno, poderia ser responsa -
vel por uma selecao errada de nodulos que aparentemente mui-

to ativos nao expressaram fixacao de nitrogénio em niveis su

periores.

4.3,1. PADRAO DE NODULAGCAO: ATIVIDADE E TAMANHO

As Figuras 3, b4 e 5 apresentam as tendéncias
de comportamento agrupadas em classes de frequéncia para os

parametros de atividade especifica da nitrogenase (nmoles
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Cth/mg de nédulo.hora) para as estirpes C05 e os isolados
CO5 | e CO5 Il, a estirpe SEMIA 487 e o isolado SEMIA 487-2
e a estirpe 1899, respectivamente. De um modo geral, o pa-
drao de comportamento indicou a predominincia de muitos nodu
los com baixa atividade, o que se reflete numa curva assinté
tica deslocada visivelmente a esquerda. 70 a 80% dos nodu-
los apresentaram atividade nodular individual menor a 12 nmo
les Csz/mg nodulo.hora com extremos representados pelo iso-
lado €05 Il (70%) e a estirpe 1899 (83%) (Figura 6). Uma ex
cecao foi dada pela estirpe C05, que como foi dito anterior-
mente, nodulou pouco e tardiamente (item 4.3). Esta estirpe
apresentou uma distribuicao atipica, com maior nimero de re-
presentantes nas classes de maior atividade (65%), porém em
termos de contribuigao total a planta isto nada significou

A estirpe SEMIA 487 e o isolado SEMIA L487-2 apresentaram com
portamento simi1ar, porém o isolado teria uma distribuicao
mais favoravel para classes de maior atividade, o que ' foi
sfgnificativamente evidenciado nos parametros de rendimento

da parte aérea (item 4.3) (Figura 4).

Quando comparadas as estirpes que apresenta-
ram melhor performance simbiotica (Figura 6),‘observou-se u-
ma maior concentracao de nodulos em classes de menor ativida
de para a estirpe 1899 seguida pelo isolado SEMIA 487-2. Es
tes nodulos com baixa atividade eram grandes, com aparéncia

de efetivos, o que poderia estar indicando um ciclo de ativi
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pes ou isolados de R. phaseofi com performance sim

biotica efetiva aos 35 dias apos inoculagao.
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dade nodular precoce para ambas estirpes que se encerrou na

floracao, ocasiao na qual foi feita a amostragem.

0 isolado CO05 Il apresentou uma distribuicao
das classes de frequéncia diferente, com 30% de seus nodulos
com atividade maior a 12 nmoles de Cqu/mg nodulo.hora,e den
tro desta, 40% de nodulos com valores acima de 30 nmoles de

C,Hy/mg nodulo.hora (Figura 6).

Nao existem antecedentes neste tipo de estu-
dos para R. phaseoldi. PERES et alii (1984) em B. jfaponicum
encontraram uma distribuicao normal para umas estirpes e as-
simetricas para outras. O0s resultados aqui expostos permiti
riam sugerir que a atividade noduiar em R. phaseoli seria
responsabilidade de um alto numero de nodulos com baixa ati-
vidade nodular. Alguns autores (SAITO, 1982; PEREIRA, 1983)
tém encontrado para feijao, baixa correlacao entre o peso dos
nédulos e o N-total ou alto peso de nodulos associado a bai-
xa atividade da nitrogenase no“sistema radicular, indicando:
que tanto peso de nodulos como atividade da nitrogenase nao

seriam parametros conclusivos para avaliar eficiéncia.

As Figuras 7 e 8 refletem a distribuicao dos
nodulos por classes de tamanho (mg/nodulo). As estirpes con
sideradas ineficientes (item 4.3), a C05 e sgm|a 487 apresen
taram uma curva deslocada a esquerda, o que significa um

maior nimero de nodulos de pequeno tamanho. Isto poderia se
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relacionar para a estirpe CO5 com uma nodulacao tardia. Se-
-gundo NUTMAN (1981) existe uma relagao inversa entre o nume-
ro de nodulos e a média de tamanho por planta. Para este au
tor, o que interessa seria o volume de nodulos que a planta
assegura, independente do numero e das circunstancias ocorri
das durante o processo de infec¢cao. Porém, como sera visto
mais adiante, existe um potencial autoregulador da simbiose

regido pelo padrao de nodulagao.

O0s isolados CO5 I1, SEMIA 487-2 e a estirpe
1899 (Figura 9) apresentaram mais de 80% dos seus nodulos
com tamanho maior a 5 mg, sendo que para as duas ultimas, as
classes predominantes €e€stariam entre 10 e 15 mg/nodulo. Para
1899, 73% dos nodulos maiores a 5 mg sao também maiores a
10 mg, e para SEMIA 487-2, 80% dos nodulos maiores a 5 mg fo
ram maiores a 10 mg. No caso de CO05 I, somenfe 55% dos no-
dulos maiores a 5 mg eram tambem maiores a 10 mg. Portanto,
para as condigoes de relagoes simbioticas eficientes, o pa-
drao de nodulagao estaria determinado por nodulagao abundan-
te de atividade menor a 12 nmoles de CZHh/mg de nodulo.hora

e nodulos de tamanho maior a 5 mg de matéria verde.

A presenca de nodulos grandes e pouco ativos,
poderia ser indicativa de nodulagcao precoce, parametro suge-
rido por varios autores como indice de competitividade das
estirpes pelos sitios de infeccao nodular (LABANDERA e VIN-

CENT, 1975; FRANCO e VINCENT, 1976). Estes predominaram nas
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simbiosis com SEMIA 487-2, 1899 e C0O5 Il1l. O isolado co5
Il apresentou uma distribuicao mais equilibrada das classes
de tamanho, com nodulos menores porem pertencendo a classes

mais ativas.

Varias seriam. as implicacoes ecologicas que
se estabelecem a partir das observagoes do padrao de compor-
tamento nodular. O rapido estabelecimento de uma simbiose
efetiva esta em funcao da velocidade de nodulagao e inficio
de atividade dos nodulos. Existe variabilidade de comporta-
mento entre estirpes como foi evidenciado por ANTONIW e.. SPRENT
(1978) e vosS et alii (1983) para Phaseolus vulgarnis, que de
monstraram que com poucos dias de antecipacao, poder-se-ia
conseguir incrementos no N total fixado (TRUJILLO e FREIRE,
1986). A estirpe 1899, os isolados de C05 e SEMIA 487-2 con
seguiram nodular precocemente e fixar adequados niveis de ni
trogénio.atmosférico. A velocidade de formagao dos nodulos
de uma determinada estirpe bloquearia alias a infeccao de ou
tras, segundo foi demonstrado por LABANDERA e VINCENT (1975),
FRANCO e VINCENT (1976), o que seria uma vantagem adicional.
NUTMAN (1981) estabeleceu a partir de experimentos fisiologi
cos, que este efeito inibitorio das futuras infecgcoes esta-
ria associado a um padrao de nddulacao que apresente tamanho
nodular grénde, poucos nodulos e espacados no sistema radi-
cular. Portanto, a nodulagcao abundante e de pequeno tamanho
como a que define o sistema feijao - R. phaseoli{ nao possui-

ria este componente autoregulador.
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No presente experimento, a estirpe CO5 li a-
presentou uma vantagem na distribuicao de atividade nodular
sobre as estirpes restantes, o que pode levantar-se como hi-

pOtese para uma maior persisténcia nodular.

4,3.2. EVOLUCAO DO PADRAO DE NODULAGCAO DO ISOLADO
CO5 I1

Foi estudada a evolugcao dos padroes de ativi-
dade e tamanho nodular da estirpe C05 Il aos 20, 26, 35, 44,
55 e 65 dias apos inoculagao. Nao foi determinado explicita
mente o inicio da nodulacao porem aos 20 dias (12 amostragem)
as indicagoes foram de que estava se iniciando. ANTONIW e
SPRENT (1977) assinalam em 17 dias o aparecimento de nodulos
visiveis em feijoeiro. Entretanto, Baird (1981) citado por

TRUJILLO e FREIRE (1986), determinaram somente apos 21 dias.

A Figura 10 representa a distribuicao das
classes de atividade e de tamanho nodular média das seis da-
tas de amostragem, onde ficou comprovada a tendéncia assinto
tica observada nos experimentos anteriores. Na Figura 11,
representa-se a evolucao da atividade nodular, sendo observa
da uma predominancia de nddulos com atividade menor a 8 nmo-
les de C2H4/mg nodulo.hora. Nas amostragens realizadas aos
35 dias e 44 dias foi constatado um aumento na representati-

vidade de classes maiores a 8 nmoles e a 28 nmoles de CZHA /
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mg nodulo.hora com uma queda de 90% para 75% na frequéncia
das classes de atividade menor a 8 nmoles. Nos periodos se-
guintes, tornou-se ao padrao de comportamento primeiramente
definido, porem, interessa destacar que ainda aos 65 dias,
existem 15% de nodulos com atividade maior a 8 nmoles CZHQ/

mg nodulo.hora.

Quando analisados os componentes da classe
mais frequente (Figura 12) observou-se predominancia de nédg
los com 0 a 4 nmoles de Cth/mg nod.h, sendo esta classe a

que apresentou a queda observada aos 35 e 44 dias.

A analise dos dados de tamanho dos nodulos
(Figura 13) permite apreciar um comportamento dual. Nas pri
meiras quatro amostragem, a tendéncia assintotica expressa
concordancia com informagoes prévias do padrao geral de dis-
tribuigcao obseﬁyando-se um deslocamento a direita e diminui-
¢ao correspondente dos niumeros de nodulos considerados peque
ﬁos (0 a 10 mg de matéria fresca). Isto seria explicado pe-
la formacao de tecido nodular que a planta precisa rgarantir
para um adequado funcionamento da simbiose nas etapas ini-
ciais de fixacao (NUTMAN, 1981). A partir dos 44 dias apos
inoculacao e nas seguintes amostragens (55 e 65 dias), a dis
tribuicao das classes de tamanho nodular adquire caracteris-
ticas de normalidade com valores centrais de 25 a 30 mg de
matéria fresca/nédulo. A Figura 14 visualiza em detalhe es

tas mudancas. A classe menor a 10 mg/ndédulo sofre queda drig
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FIGURA 12. Evolugao das classes de atividade especifica de
nédulos (nmoles CoHy reduzido/mg nodulo.hora) de

R. phaseoli CO5 1l em feijao cv. Carioca-80.
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tica sendo substituida em forma gradual pelas que correspon-
dem a nodulos de tamanho maior. Para cada data de amostra-
gem, nas sucessivas épocas, uma nova classe, de tamanho maior
aparece (20-30; 40-50; 60-70 mg/nodulo) com frequéncias bai-

Xxas porém crescentes.

Quando confrontados os valores médios unita-
rios de tamanho e atividade nodular foi observada uma evolu-
¢ao crescente nos valores até os 40 dias em que continuou au
mentando a massa nodular, enquanto que a atividade especifi-
ca (nmoles Cth/mg.hora) caiu (Figura 15). HUNGRIA et alii
(1985b) observaram que a atividade especifica da nitrogenase
do sistema radicular de feijao continuava incrementando ate
o periodo de formagcao e enchimento dos graos. O0s dados de
atividade nodular individual indicam um pico correspondente
a época de formagcao das vagens, poreém € importante salientar
que este parametro nao necessariamente refletiria a contri-

buicao total da fixagao a planta.

A evolucao da matéria seca das plantas nos pe
riodos de amostragem, apresentou crescimento linear nas pri-
meiras quatro amostragens (r = 0,99) e comportamento tipo
sigmoide para todo o periodo estudado (Figura 16). Similares
resultados sao relatados por HUNGRIA (1981) para diferentes
combinagoes estirpe-cultivar de feijao. Apos 40 dias em que
comegou a formagao das vagens, incrementaram-se significati-

vamente as taxas de producao de matéria seca por planta. HUN
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GRIA et alii (1985a) assinalam que este periodo corresponde
com a maxima acumulagao de N2 fixado e intensa remobilizacao
as vagens. Neste estudo, a matéria seca nodular (média de
150 nédulos) acompanhou o incremento da materia seca da par
te aérea (Figura 17), porém nao exidtem elementos suficien-
tes que indiquem se existem ou nao beneficiosem termos de fi-
xagao de nitrogénio como resultado desta maior massa nodu-
lar. Estes conhecimentos contribuiriam portanto a determina
¢ao dos fatores envolvidos na persisténcia ou senescéncia no

dular.

Pouco se sabe dos mecanismos que regulam a
persisténcia nodular. Tem sido indicados varios fatores prin
cipalmente condigoes de estresse ambiental no solo (LIE,
1974; ROUGHLEY et alii, 1981; van RENSBURG e STRIDJOM, 1980,
1982) como responsaveis pelas mudangas na proporcoes de estirpe
nos nodulos, porem, as populagoes nativas de.fizébios espec]
ficos e sua competitividade sao sugeridas como os fatores de
maior implicacao (MOAWAD et alii, 1984; KOSSLAK . e BOHLOOL,
1985). 0 efeito rizosférico significativo que ocorre nas e-
tapas posteriores a floragao (LOVATO et alii, 1985) poderia
causar invasao das estirpes nativas nos pontos de infecgao se

a estirpe do inoculante nao for persistente.

O0s estudos em casa de vegetacgao permitiram
uma avaliacao primaria do padrao de nodulagao que contribui

ao conhecimento do ciclo de fixacgao que apresentam as estir-
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pes. Algumas evidéncias surgiram em favor do isolado C05 11
porém deverao ser confirmados em experimentacao de campo on-

de a populagcao nativa atinja niveis apreciaveis.

0 seguimento da nodulagao durante todo o <ci-
clo da cultura em condigoes de campo permitira a selecao de
estirpes com ciclo de fixacao mais prolongado para controlar

o avancgo das nativas.

4,4, COMPETICAO PELOS SITIOS DE INFECCAO NODULAR

As Tabelas 12 e 13 apresentam as respostas a-
nalisadas do efeito da inoculagao com estirpes puras ou em
mistura de R. phaseoli em areia:vermiculita ou com o agrega-
do de solo-indculo altamente populado por estirpes nativas

8
(5,7 x 10 R/g).

Com referéncia aos parametros da parte aérea
(Tabela 12) observou-se novamente que a estirpe C05 apresen-
tou caracteristicas de ineficiencia, sendo significativamen-
te inferior a C05 |l tanto para matéria seca como para N to-
tal. Neste experimento foi utilizada uma variante da estir-
pe CO5 matriz que apresentava caracteristica de resisténcia
a 300 ug/ml de estreptomicina, tolerancia a acidez e mostrou
-se efetiva em testes de nodulacao. Uma vez mais ficou de-

mostrada perda de eficiencia simbiotica associada a instabi~-
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TABELA 12. Eficiéncia simbiotica e competitividade pelos si
tios de nodulagao de estirpes de R. phaseoli ino-
culadas em feijao (Phaseolus vulganis L.) do cul-
tivar Carioca-80 crescendo em vasos Leonard e com
uma suspensao de solo (3 g/vaso) apds 5 semanas

I. Parametros de rendimento da planta (média de

quatro repetigoes).

Tratamentos Parte aérea Eficiénciag/
Matéria N N-total relativa
seca (%) (mg/planta)
(g/planta).

1899 0,46cde L ,1ha 19,0k4cd 65,0
o5 0,27e 1,85cd 4,99e 16,7
Co5 11 0,60c 3,89ab 23,34abcd 79,6
C05:C0511 0,56¢ 4,224 23,63ab 80,6
1899:C051 1 0,44cde 3,53ab 15,53d 53,0
€05 + solot/ 0,58¢ 3,98a 23,08abcd 78,8
1899 + solo 0,51cd 4,034 20,81bcd 71,0
CO5 1 + solo 0,6bc 3,99a 25,54abcd 87,2
C05:C0511 + solo 0,65c 3,79ab 24 ,6habc 84,1
1899:€0511 + solo 0,57¢c 4,09a 23,31abcd 79,5
Testemunha 0,33de 1,444d L, 75e 16,2
Nitrogénio 0,91b 3,22b 29,30a 100,0
Solo (estirpes

nativas) 0,47cde 3,97a 18,66cd 63,7
Solo + Nitrogé

nio (70 ppm) 1,13a 2,43c 27,38ab 93,5
F 27,86%% Lo,15%% 22,63
DMS (Tukey 5%) 0,229 0,738 8,022
cv (%) 14 8 15

1 Foi agregada suspensao de 3 g de uma mistura de solos.
£/ avaliada conforme relagao:

EF = Media N-total planta inoc.

r Media N-total planta C/N 100
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TABELA 13. Eficiéncia simbiotica e competitividade pelos si-
tios de infeccaouvnodular de estirpes de R. phaseo
L4i inoculadas em feijao (Phaseolus vulgaris L.)
do cultivar Carioca-80 crescendo em vasos Leonard
e com uma suspensao de solo (3 g/vaso) apds 5 se-
manas. |l. Parametros de nodulacao. (media de
quatro repetigoes).
Tratamentos de ‘ NodulagSo/pIantal/ Atividade! Eficiéncia
inoculagao Numero Matéria Tamanho ( N ase nodqlani/
seca (mg/nddulo) H moles/ mgNfix/g
(mg) pl.hora) nod.)
1899 85ab  57,86a 0,68 0,87ab 247
Cco5 29b 10,6b 0,37 0,09c 22,6
Co5 11 82ab 51,2a 0,62 1,21a 363
C05:C05 11 89ab 51,88a 0,58 1,28a 363,9
€05 11:1899 6hab " 39,09a 0,61 1,05ab 275,8
€05 + solo2’ 142a  98,03a 0,69 1,08ab 187, 1
1899 + solo 113a L5,6La 0,40 0,98ab 351,9
CO5 Il + solo 145a 76 ,6a 0,53 0,78ab 271,k
C05:C05 Il + solo 13kLa 65,63a 0,49 1,05ab 303,1
1899:C05 Il + solo 119a 53,9a 0,45 0,9k4ab 344
Solo (estirpes
' nativas) 140a 95,65a 0,68 1,0k4ab 145,4
Solo + nitrogénio
(70 ppm) 167a 94,31a 0,56 0,46bc 240
F b,20%% 7,55%% 5,835
DMS (Tukey 5%) 6,07 3,707 0,312
cv (%) 25 20 1,2
1/

2/

3/

Dados analisados segundo Vx+0,5.

suspensao de 3 gramas de uma mistura de 5 solos com 570 x

6

107 R/g.

avaliada conforme a relagao:

Ef

nodular

mg N fix-mg N test.

materia seca nod. (g)
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lidade genetica da estirpe CO5 que permite sugerir sua exclu
sao das redomendacoes a indistria de inoculantes. Similares

resultados foram citados por GEROSA (1985).

0 isolado CO5 Il superou a estirpe 1899 tanto
para matéria seca como para N total da parte aerea (Tabela
12). Quando calculado o parametro de eficiéncia relativa com
base na testemunha com 20 ppm de ;itrogénio (NH4N03) «obser-=-
vou-se que a estirpe CO5 Il rendeu aproximadamente 80% daque
le valor, sendo sugerido que a contribui¢cao desta, a nutri-
¢ao nitrogenada da planta foi satisfatoria; a estirpe‘ 1899
entanto rendeu quase 70% da testemunha com nitrogénio. Es-
tes dados concordamyplénamente nas suas tendéncias com os en
contrados no experimento anterior (item 4.3), porém nos valo
res absolutos para matéria seca e'N total sao inferiores. Ié
to poderia ser explicado pelas condigcoes de baixa temperatu-
ra registradas neste segundo estudo que atrasaram o ciclo da
planta. Aos 35 dias as plantas ainda nao registraram flora-

¢ao plena,

Quando analisados os dados da nodulacao (Tabg
la 13) para os tratamentos em areia-vermiculita, as diferen-
¢as unicamente foram significativas para a estirpe CO05 que
nodulou com baixo numero, peso e atividade. Nao sao nregis-
tradas diferencas significativas entre 1899 e C05 Il porém a
eficiencia nodular indicou uma superacao do isolado CO5 Il em

32%, o que significa uma taxa assimilatoria do nitrogénio fi
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xado maior para esta estirpe.

As inoculagoes das estirpes em mistura 1:1 iﬂ
dicaram segundo a Tabela 14, que CO05 Il dominou completamen-
te a C05, ocupando 100% dos nodulos em tanto que foi -igual-
mente competitiva que 1899 pelos sitios de infecgao nodular.
Esta informacao permitiu interpretar a superagao nos valores
para todos os parametros simbioticos registrados na mistura
CO5 + CO5 Il. Estes resultados estariam indicando na reali-
dade que a estirpe CO5 |i, apesar de se encontrar em concen-
tragoes equivalentes a metade no inoculo, conseguiu se multi
plicar e infectar o sistema.radicular eficientemente, confir
mando uma vez mais a importancia da velocidade de nodulagao
como fator na competigao nodular das estirpes (LABANDERA e
VINCENT, 1975). Nao foram portanto evidenciados efeitos da
concentragao do indculo em nenhum parametro simbidotico. PEREI
RA (1983) em estudos de competigao nao encontrou relagao en-
tre a concentracao da estirpe no inoculo e percentagem dos
nodulos, ja que as estirpes competitivas dominaram ainda em
inferioridade de condigoes. PERES e VIDOR (1980b)igualmente

observaram que quando as estirpes sao altamente compet itivas

sempre predominavam nos nodulos.

A identificacao dos nodulos no tratamento
CO5 Il + 1899 revelou que ambas estirpes foram igualmente com
petitivas para a formacao de nodulos (TABELA 14). Isto pode

ria explicar a tendéncia a depressao observada nos parametros



122,

TABELA 14. Presenca (%) das estirpes de R. phaseofi nos nodu
los de plantas de feijao da variedade Carioca - 80
aos 35 dias apos plantio. Média de quatro re-

petigoes.

Estirpes % nos nodulos

Co5 €05 I 1899 nativas
1899 - S - 100 -
o5 100 - ) _
Co5 11 - 100 - -
cos:tos I 0 100 - -
1899:C05 11 - 49,75(%15) 50,25(%15) -
€05 + solo 11,25(%8) - - 88,75(%8)
1899 + solo = - - 96 - 4,0
€05 I1 + solo - 90 (%5) - 10 (=5)
C05:C05 Il + solo O 83,75(%7) - 16,25(%7)
1899:C05 Il + solo 0 42,25 5k 3,75

t

1

1
—_—
o
o

Testemunha + solo
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de rendimento da parte aérea e atividade da nitrogenase cu-
jos valores se aproximaram mais aos registrados para a estir
pe 1899 (Tabela 12 e 13). Embora sejam somente tendéncias ,
poderia ser interpretado pelo fato da estirpe 1899 ser menos
eficiente e apresentarem um ciclo de nodulagao mais precoce,
como foi sugerido no item 4.3.1. Estas observagoes . apoia-
riam os conceitos de que competicao nodular e eficiéncia nao
sao critérios correlacionados (AMARGER, 1981a,b; TRINICK,
1982; PEREIRA, 1983). Seria interessante conferir em etapas
mais avangcadas do ciclo da cultura, se ocorrem mudangas na
composicao da populagcao dos nodulos e se a estirpe C05 Il &
capaz de ocupar novos pontos de infecgao. TRUJILLO e FREIRE
(1986) avaliaram o efeito de inoculos miltiples de R. phaseo
L4 na nodulagao do feijoeiro e determinaram que para algumas
combinagoes de estirpes ocorriam mudangas na proporgao rela-
tiva nos nodulos ao longo do ciclo. Porem, quando as estir-
pes eram altamente competitivas elas dominaram nos nodulos

aos 18 dias tanto como aos 51 dias.

A inoculagcao dos vasos com solo-inoculo con-
tendo 17 x 108 rizobios nativos especificos marcou um efeito
significativo para os parametros de rendimento e nodulagao
dos tratamentos inoculados com a estirpe CO5 (Tabela 12 e 13).
Isto se explica pela invasao das estirpes nativas que ocupa-
ram 88,75% dos nodulos (Tabela 14), A estirpe CO05 consegu'iu
formar apenas 11.25% dos nodulos porém com maior chances que

quando confrontada com o isolado CO05 1I1.
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As estirpes nativas sao eficientes mas nao
tanto quanto a estirpe CO5 Il. Apresentaram eficiéncia nodu
lar 60% menor que este isolado e L4L0% menor que a .estirpe
1899 (tabela 13). Poucas pesquisas citam estudos das popula
¢Oes nativas. Para R. phaseold sabe-se que elas representam
60 ate 6,9 x 106 R/g de solo variando em fungao de regiao e
tradicao da cultura do feijao (SAITO et alii, 1983) sendo de
eficiéncia média. Estudos de competigcao com estirpes intro-
duzidas tém demonstrado que embora nao sendo capazes de supe
rar inicialmente as vantagens de localizacao estratégica .e
concentragao do indoculo, as estirpes nativas invadem tardia-
mente o sistema radicular do hospedeiro deslocando as estir-
pes introduzidas (SAITO e RUSCHEL, 1980; MOAWAD et alii,
1984) ., Neste estudo, as estirpes nativas nao conseguiram
crescer nas placas seletivas demonstrando sensibilidade aos
niveis de antibioticos e fungicidas utilizados. Da mesma
forma, GEROSA (1985) encontrou sensibilidade natural a treés

antibioticos da populagao:nativa de R. phaseoli estudada.

A estirpe CO5 Il quando inoculada ao mesmo
tempo que as nativas, em concentragoes similares e sem vanta
gens estrategicas conseguiu formar 90% dos nodulos enquanto
que 1899 o fez em 96% dos casos. Outros efeitos da incorpo-
racao do solo nao foram evidenciados; apenas uma tendéncia
a diminuicao no tamanho dos nodulos com o conseguinte aumen-
to no nUmero. |Isto nao apresentou nenhuma repercursao nos

parametros de rendimento. PEREIRA (1983) encontrou aumento
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no peso dos nodulos nos tratamentos crescendo em solo, porém
nao refletidos em dados de materia seca ou N-total. Isto con
firmaria que o efeito do tratamento de inoculagao com solo €

referido a populacao nativa de rizobios especificamente.

0 padrao de competigao do isolado CO5 Il quan

do inoculado em mistura com CO5 e com solo-inoculo mudou de

90% a 84% da representagao nodular. |Isto estaria indicando
que a reducao a metade na concentracao celular de C05 !l no
inoculo aumentou as chances das estirpes nativas de 4 para

16% na proporgao de nodulos formados. Apesar disto, a pre-
dominancia deste isolado foi evidente. Alguns estudos tem
demonstrado que a populacao indigena muda o padrao de compe-
ticao das estirpes (KOSSLAK e BOHLOOL, 1985) em forma mais
significativa que fatores fisic¢os ou quimicos do solo. Wi-
NARNO e LIE (1979) observaram diminuicao na nodulacao de uma
estirpe eficiente quando era inoculada conjuntamente com uma
nao eficiente. SAITO e RUSCHEL (1980) concluiram que a
competicao entre estirpes em um inoculante polivalente promo
ve efeitos na simbiose mais pronunciados que a que acontece

em um indoculo monovalente com as estirpes do solo. O0s auto-
res (WINARNO e LIE, 1979; VIDOR et alii, 1979; JOSEPHSON e
PEPPER, 1984) chamam a atencao as relagoes de competitivida-
de que podem ocorrer no inoculo mudando as proporgdes ini-

cialmente consideradas.

Quanto a performance da mistura C05 11 + 1899
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em presenca das estirpes nativas, existem evidéncias atraveés
da proporgao ndédulos identificados (Tabela 15) que as estir-
pes do inoculante conseguiram bloquear em parte a nodulacgao
das estirpes nativas que somente formavam 3,75% dos nodulos.
Das duas estirpes, 1899 foi responsavel por 54% dos nodulos
sendo que para CO05 Il foi de 42,25%. Esta distribuicao com
respeito ao tratamento mistura sem solo, estaria levemente a
favor do 1899. A nodulagao e atividade supostamente mais
precoces desta estirpe poderiam explicar estes fatos. Poreém,
nao sao registradas diferengas significativas para materia
seca e N total entre este tratamento e o isolado CO5 11, as-

sim como para a eficiéncia nodular.

A mistura de CO5 11 + 1899 no inoculante nao
seria recomendavel para situagcoes de baixa populagao nativa.
Nestas condicoes estaria assegurada a predominancia de Cos
Il nos sitios de nodulagao, uma estirpe com alto potencial
simbiotico e indicios de persisténcia nodular sempre e quan-
do seja garantizada uma concentragao adequada no inoculo. Pa
ra o caso de altas densidades de populagoes nativas, a inclu
sao de uma estirpe com ciclo de nodulagao precoce como a 1899

em mistura com a CO5 || poderia assegurar a ocupacao de 95%

ou mais dos nodulos com estirpes eficientes.

O0s estudos de competicao desenvolvidos no
presente trabalho nao incluiram o seguimento da performance

das estirpes e isolados aléem da floragao. Portanto, nao foi
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possivel confirmar se a habilidade do isolado C05 Il de con-
tinuar produzindo nodulos durante o ciclo da cultura signifi
cava um fator positivo para a competicao e persisténcia nodu
lar. Sugere-se a realizagao a curto prazo, de estudos desta

natureza.

4.5, SOBREVIVENCIA NA TURFA

As Figuras 18, 19 e 20 representam as respos-
tas encontradas nos estudos de sobrevivéncia das estirpes
C05, 1899 e dos isolados (C05 I, CO5 1l e CO5 Il1) de R. pha
se0lL nos inoculantes preparados em diferentes turfas manti-

dos a 28°C durante 60 dias.

A populagao de bactérias sofreu uma queda nu-
mérica a partir dos 3 dias de armazenamento e em forma conti
nua ate os 30 dias em que os efeitos foram menos significati
vos (Figura 18). Nao foram registradas perdas de umidade que
expliquem esses fatos. Este comportamento € de se : esperar
em inoculantes mantidos a temperaturas de 28°C (SOMASEGARAN
et alii, 1984, 1985), devendo se salientar que os niveis de
inoculo inicial tanto como a natureza da turfa utilizada po-
deriam ter contribuido a concentracoes iniciais de bacterias
pouco satisfatorias. A diminuigao populacional foi ‘marcada
para os tratamentos de turfa sem esterilizar seguida por os

que receberam irradiacao com doses de 1 Mrad (Figura 19),seﬂ
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do que, as turfas irradiadas com doses de 2,5 Mrad apresenta-

ram os valores medios mais altos de concentracao de bacte-
rias. Quanto as estirpes, a C05 se destacou pelas baixas
concentracoes, e apresentando diferencas significativas em

relagao as demais (Figura 20), indicando que as caracteristi
cas de resistencia a antibioticos e fungicidas poderiam ter
contribuido para incrementar a sobrevivéncia de mutantes e
isolados. Similares resultados foram apresentados por FONSE
CA e SAITO (1982) para estirpes de R. phaseoldi resistentes a

estreptomicina, espectinomicina e novobiocina.

Quando analisadc mais em detalhe o comporta-
mento das estirpes (Tabela 15) observou-se que unicamente pa
ra turfas irradiadas com 2,5 Mrad nao se detectam diferencas
significativas na sobrevivéncia para o periodo de estudo con
siderado. Porém, para todas as outras situacoes, a estirpe
C05, nao resistente a antibioticos apresentou :concentragoes
significativamente menores. Nao se registraram diferengas
relativas entre os isolados com a estirpe 1899, o que indica
um padrao de sobrevivéncia na turfa similar qualquer que se-
ja o tratamento feito ao suporte. Estudos de sobrevivénéia
além dos 60 dias de incubacao para turfas irradiadas a 2,5
Mrad poderiam ter expressado diferengcas entre as esthrpes
nao encontradas durante este periodo. A inoculagao de tur-
fas irradiadas com 2,5 Mrad com uma suspensao de At5 identi-
ficado como de grande potencial inibitorio afetou diretamen-

te a estirpe C05, o que confirma os resultados citados nos
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estudos "in vitro'" em meio agarizado, identificando este iso
lado da turfa como um dos responsaveis da baixa sobreviven -
cia das estirpes de Rhizobium nos inoculantes (Tabela 15). 1
noculantes preparados com as estirpes resistentes a antibio-
ticos nao manifestaram em geral perdas de sobrevivencia pela
presenga do antagonista At5 o que indica a vantagem competi -
tiva conseguida na selecao. Este tipo de estudo poderia ser
indicado para testar futuras estirpes quanto a seu comporta-

mento na turfa e quantificar as perdas de sobrevivéncia do

Rhizobium quando confrontado a um forte antagonista.

TABELA 15. Comportamento de estirpes de R. phasteoli em inocu
lantes preparados em turfas com diferentes trata-

mentos de irradiacao. Media de 8 dados.

Estirpes . Dose de irradiacao (Mrad) Te?%%)F

0 1 2,5+At5 2,5

log n? de r.izobios/g

1899 7,73a'c? 8,16aB  8,54aA  8,39aA -
co5 7,20bC 8,09bB 8,14bB 8,37aA o
cosl 7,72aC 8,27aB 8,50aA 8,55aA *k
Co51i1 7,94aB 8,13aB 8,48aA 8,56aA ok
Co5t11 7,79aC 8,27aB 8,61aA 8,49aA %%
Teste F(1%) % k% x4 o

CV(%) = 7,62%

Valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamen

te a nivel de 5% pelo teste de Tukey.

1/

, Para medias de estirpes dentro do fator turfa."
=" Para medias de turfa dentro do fator estirpe.
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De um modo geral, a estirpe 1899 e os trés
isolados nao diferiram na sua performance nos inoculantes nas
quatro datas de amostragem, apesar da aparente superioridade
de CO5 Il ao final do perifodo. A estirpe CO5 apresentou sem
pre os valores de concentragao significativamente mais bai-
xos (Tabela 16 e Figura 21). Para todos os casos .. a . queda
significativa na populagao ocorreu de 3 para 15 dias de arma
zenamento e independentemente do tratamento turfa. No caso
de CO5 e CO5 IIl continuou decrescendo até o fim do periodo
de estudo; para a estirpe 1899 e os isolados CO5 | e CO5 ||
nao foram observadas diferenges significativas nas contagens
aos fS, 30 e 60 dias o que indicaria que os contaminantes re
manescentes estao sendo controlados e que a queda inicial po
deria ser devido a outros fatores talvez fisicos além do bio

logico.

Os resultados até aqui apresentados confirmam
observagoes prévias de outros autores (LOPES e GIARDINI,
1977; MORETTI e SAITO, 1978; LABANDERA et alii, 1982) sobre
a baixa sobrevivéncia dos rizobios em turfas nao esteriliza-
das. Varias poderiam ser as causas sendo o antagonismo mi-
crobiano a mais provavel (DATE e ROUGHLEY, 1977). No presen
te estudo ficou demonstrado que a inclusao na turfa esterili
zada de 2,5 Mrad de um antagonista de alto-potencial inibité
rio, foi capaz de reduzir as populagoes em média unidade lo-
garitmica quando elas nao foram resistentes (Figura 22). A

expressao do antagonismo de At5 foi evidenciada a partir dos
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TABELA 16. Sobrevivéncia de R. phasecefi em inoculantes arma-
zenados a 28°C durante 60 dias. Média de 8 da-
dos.

Estirpe Tempo (dias) Teste

F
3 15 30 60 (1%)
log n® de rizobios/g umido

]899 8’18b1A2 8,"'335 8,06abB 8,13abB %%

o5 8,24bA 7,96¢B 7,88bBC  7,71cC %

Co5 | 8,70aA 8,15bcB 8,16aB 8,05abB Wk

Co5: 11 8,57aA 8,12bcB 8,19aB 8,25aB %%

co5 111 8,7h4aA 8,28abB 8,15aBC 7,98bC nk

Teste F (]°/°) %ok %k % %

Vé]ores seqguidos pela mesma letra nao diferem significativa-

mente a nivel de 5% pelo teste de Tukey.

1/ para médias de estirpes dentro do fator tempo.

2/ para médias de tempo dentro do fator estirpe.
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15 dias (Tabela 17) e poderia atingir efeitos mais drasticos
com periodos de contagens aléem dos 60 dias. Foram :observa-
das diferencas na performance das estirpes. Para a estirpe
CO05 e os isolados CO5 I, o efeito do antagonista comegou a

partir dos 15 dias sendo significativamente evidente aos 60

dias de armazenamento dos inoculantes. CO5 Il apresentou com
portamento similar, porém foi observada uma recuperacgao ao
final do periodo de dificil explicacao. Para o isolado CO05

I1l e a estirpe 1899 nao houve efeito do Streptomyces At5 na
sobrevivéncia das bactérias durante todo o periodo de estudo.
A baixa capacidade competitiva e lento crescimento sao carac
teristicas bem conhecidas dentro dos actinomicetos (ALEXAN -
DER, 1977) que se tornam mais agressivos em fungao das condi
¢oes e tempo de armazenamento dos inoculantes. Uma vez mais
ficou demonstrada que € possivel através de uma sele¢cao mas-
sal obter individuos com caracteristicas competitivas ;supe=

niores.

Turfas brasileiras nao irradiadas (SAITO et
alii, 1985; FONSECA et alii, 1985) apresentaram altas densi-
dades de actinomicetos do genero Streptomyces de 4,5 :x 105
atée 5 x 108/9 de tﬁffa junto a protozoarios como amebas (5
X IOM) flagelados (103) e cistos (105/9). Isto determina
que a esterilizacao da turfa seja essencial (DATE e ROUGHLEY,

1977), sendo a irradiagcao gama o método mais recomendavel.
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TABELA 17. Efeito do Streptftomyces At5 inoculado na turfa ir-
radiada com 2,5 Mrad, na sobrevivéncia de R. pha-

se0fL. Média de 2 repetigoes (em duplicata).

Tempo de Rhizobium phaseold

armazena
mento Co5 COo5.1 CO5 11 Co5 t11 1899
(dia)

log n? de rizobios/g

3 8,42a 8,71a 8,88a 8,82a 8,26a

15 8,2khab 8,51ab 8,24b 8,58a 8,51a

30 _ 8,0tab 8,55ab 8,26b 8,56a 8,3ha

60 7,88b 8,25b 8,55ab  8,47a 8,43a
Teste F ( 1% ) Ed% X% *k X ' sk

Valores seguidos pela mesma letra nao diferem significativa-
mente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A dose de irradiacao dependera das concentra-
¢oes de contaminantes. No presente trabalho, a dose maxima
utilizada foi de 2,5 Mrad e nao foram registradas perdas po-
pulacionais significativas nos 60 dias que durou o periodo
experimental (Figura 21) para nenhuma das estirpes (Tabela
15). PARKER e VINCENT (1981) estimaram que doses de 1 a 2,3

Mrad eram suficientes para eliminar actinomicetos, porém as
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altas populacoes deste tipo de microrganismos registradas

nas turfas no presente estudo permitem concluir que doses de
1,0 Mrad nao foram adequadas. SAITO et alii (1985) para tur
fas com niveis de actinomicetos de 2,5 x 107 cel/g nao consi

guiram esterilizacao eficiente com doses de 2,5 Mrad.

A maioria dos trabalhos publicados consideram
niveis de irradiacao equivalentes a 5,0 Mrad com excelentes
resultados na sobrevivéncia do Rh{zobium independente do ti-
po de turfa (ROUGHLEY e VINCENT, 1967; LOPES e GIARDINI,1977;
MORETTI e SAITO, 1978; PARKER e VINCENT, 1981; STRIDJOM e

VAN RENSBURG, 1981; FONSECA et alii, 1985).

Exi%tem boas razoes tanto economicas como bio
logicas para evitar altas doses se um tratamento medio, me-
nor ao requerido para absoluta esterilizagao € suficiente pa
ra atingir e manterbpor longos periodos concentragoes adequa
das de Rhizobiun (PARKER e VINCENT, 1981). A dose de 2,5
Mrad nao promoveu uma esterilizacao.: completa da turfa ém
estudo, porem conseguiu controlar os contaminantes pelo .me-
nos durante o perfédo de experimentagao (60 dias), conduzido
a temperaturas que'poderiam simular as condigoes de armazena
mento (280C). A partir destas informacoes, surge a proposta
de uma avaliacao mais profunda das possibilidades de combi-
nar métodos de esterilizagcao parcial adequados ao tipo de
turfa com utilizacao de estirpes com maior competigcao sapro-

fitica como uma das alternativas para .dncrementar a qualida-
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de dos inoculantes brasileiros.

Segundo DATE e ROUGHLEY (1977) um passo impor
tante no preparo dos inoculantes em turfas parcialmente este
rilizadas seria assegurar altas concentracoes iniciais de
Rhizobium para controlar a proliferacao dos contaminantes re
manescentes. Neste sentido, foi constatado no presente estu
do uma baixa capacidade de absorgao de caldo da turfa utili-
zada nos inoculantes (30%), o que é levantado como limitagao

9

importante para atingir contagens de 5 x 10 R/g umido, con-
siderados ideais para inoculantes saidos de fabrica (SOMASE-
GARAN, 1985; LABANDERA, 1986). O0Os inoculantes preparados a-
tingiram na turfa esterilizada com 2,5 Mrad, concentragoes a
proximadas a 6,3 x 108 R/g umido ou seja dez vezes inferio-
res aos requeridos o que sugere a condugao de futuros exper.i

mentos que visem o melhoramento das propriedades fisicas do

suporte atual.
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CONCLUSOES

Foi possivel através de uma selecao massal, obter indivi-

duos com caracteristicascompetitivas superiores. As colg
nias crescidas nos halos de inibigcao das estirpes C05 e
SEMIA 487 confrontadas com Streptomyces fortemente antago
micas apresentaram elevada resistencia a antibioticos,fun
gicidas e cresceram em meio acido (pH 4,3), nao sendo de-

tectada atividade bacteriocinogenica.

0 isolado CO5 11 foi superior em eficiencia e capacidade
competitiva para a formacao de nodulos, apresentando um

ciclo de nodulacao mais persistente. Se propoe a condu-
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cao de experimentos de campo que comprovem este comporta-

mento em forma definitiva.

A resistéencia a antibioticos conferiu vantagens de sobre-
vivéncia asestirpes e isolados de R. phaseold na turfa
nao esterilizada ou parcialmente esterilizada com radia-

coes gama (1 Mrad ou 2,5 Mrad).

Por todas as caracteristicas que apresenta recomenda-se a
utilizagao do isolado C05 Il para a produgao de inoculan-
tes comerciais para feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e a
condugcao de futuros estudos para melhorar a qualidade do
suporte de forma a garantir uma concentracao inicial maior

do Rhizobium na turfa.
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