JELN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

INFLUENCIA DO pH DO MEIO DE CULTIVO
E DA TURFA NO COMPORTAMENTO DE
ESTIRPES DE Bradyrhizobium

DIVINO LEVI MIGUEL

2000



DIVINO LEVI MIGUEL

INFLUENCIA DO pH DO MEIO DE CULTIVO E DA TURFA NO
COMPORTAMENTO DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do Curso
de Pos-Graduagdo em Agronomia, area de
concentragdo em Solos e Nutrigdo de Plantas,
para obtengdo do titulo de “Mestre”.

Orientadora

Profa. Dra. Fatima Maria de Souza Moreira

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL
2000


danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo


Ficha Catalografica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Miguel, Divino Levi

Influéncia do pH do meio de cultivo e da turfa no comportamento de estirpes
de Bradyrhizobium / Divino Levi Miguel. -- Lavras : UFLA, 2000.

38 p.:il

Orientador: Fatima Maria de Souza Moreira.
Dissertagdo (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

1. Turfa. 2. Bradyrhizobium. 3. Meio de cultivo. 4. pH 1. Universidade Federal
de Lavras. II. Titulo.

CDD-631.46
-589.90133
-589.95



danielle
Carimbo


DIVINO LEVI MIGUEL

INFLUENCIA DO pH DO MEIO DE CULTIVO E DA TURFA NO
COMPORTAMENTO DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium

Dissertagéo apresentada 4 Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do Curso
de Pés-Graduago em Agronomia, area de
concentragio em Solos ¢ Nutricdo de Plantas,
para obtengio do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 26 de maio de 2000
Prof. José Oswaldo Siqueira - UFLA

Prof. Romildo da Silva -UFLA

\754714 " %\f Q"¢"""‘m
Prof a. Dra. Fitima Maria de Souza Mogéira

UFLA
(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL


danielle
Carimbo


A meus pais, Gessy e Helena,

1
In

5

!

Pl
A meus irm#ios, Z¢ Paulo, Magna, Leia e L1,

pelo amor, cannhq e félicidade,

I
.
i
i

DEDICO.




AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir vencer mais essa etapa.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a CAPES pela
oportunidade de realizag@io do curso e concessiio da bolsa de estudos.

A Profa. Fitima M.S. Moreira, pela orientago e ensinamentos.

Aos amigos e colegas do curso e de fora dele, principalmente aqueles
que foram solidérios em momentos dificeis.

Aos velhos e novos amigos da(s) REPUBLICA(S). )

Ao Paunlo Henrique, pelo auxilio, sugestSes e apoio na conclus@io deste
trabalho.

A Lurdinha e familiares, pelo amor, acolhida e ambaro nas hora dificeis.

A todos do Laboratério de Microbiologia do Solo, pelo convivio e
contribui¢fo na realizagdo deste trabalho.

A todo corpo docente, discente e funcionarios do Departamento de
Ciéncia do Solo, e a todos que de alguma maneira contribuiram para a realizaggo

deste trabalho.



............

2.2 Produgiio de inoculantes.
3 MATERIAL E METODOS................

-------------------------

----------------------------------------------------------------

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooo

3.2 Comportamento das estirpes de Bradyrhizobium spp em meio

liquido com diferentes valores de pH de cultivo..............cecerurrerereerans
3.3 Resposta da soja a inoculantes produzidos com estitpes
cultivadas em diferentes valores de pH............cccceecreereennencrenerennones
3.4 Sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium spp cultivadas
em inoculante turfoso com diferentes valores de pH..............c.venen.....
3.5 Cilculo e anélises estatisticas............. -

4 RESULTADOS E DISCUSSAO...................

4.1 Comportamento das estirpes de Bradyrhizobium em meio

liquido com diferentes valores de pH de cultivo

4.2 Resposta da soja a iroculantes produzidos com estirpes
cultivadas em diferentes valores de pH.........c..cccvervverensessecneersnennecens

4.3 Sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium spp cultivadas e

inoculadas em turfa com diferentes valores de pH............c..ccouerrevennes

5 CONCLUSOES

7 ANEXO.

-------------

.................................................................

--------------

O

12
12

12

14

16

18

19

20

23

26

29

30
41



RESUMO

MIGUEL, D.L. Influéncia do pH do meio de cultivo e da furfa no
comportamento de estirpes de Bradyrhizobium. Lavras: UFLA, 2000, 40p.
(Dissertagdio - Mestrado em Solos e Nutrigéo de Plantas)*

A acidez dos solos representa um problema que afeta grandes dreas agricolas
pelo mundo, principalmente nos trépicos, onde os teores de fosforo ¢ nitrogénio
séo limitados. No caso do nitrogénio, a fixagdo biolégica se torna uma das
alternativas ecolégica, ambiental e economicamente mais vidveis, por diminuir o
uso e o impacto causado pelos fertilizantes nitrogenados. Neste trabalho, foram
realizados dois experimentos # vitro ¢ um em casa de vegetagio com
estirpes de Bradyrhizobium (Br 4406, Br 29, SEMIA 587 e INPA 03-1 1b) no
Departamento de Ciéncia do Solo (UFLA) para efeito de trés valores de pH (5,0;
6,0; 6,9) no crescimento meio de cultura YM e pa sobrevivéncia
inoculantes produzidos com turfa, assim como seu efeito na soja. No primeiro
experimento, as estitpes de Bradyrhizobium tiveram um comportamento
diferenciado em meio liquido com pH 5,0, obtendo melhor desempenho em pH
6,0, tanto em mimero de unidades formadoras de colénias quanto em produgio
de exopolissacarideos. No terceiro experimento, com excegdio da Br 29 que teve
melhor sobrevivéncia de células em pH 6,0, as outras estirpes tiveram
sobrevivéncia semelhante. O melhor comportamento das estirpes de
Bradyrhizobium em pH 6,0 no meio de cultura e sua sobrevivéncia em turfa
demonstram a possibilidade do uso de inoculantes corrigidos para esse valor de
PH, como modo de pré-adaptagdo a condiglo de pH baixo dos solos tropicais. O
mimero de nédulos, atividade da nitrogenase, massa seca} de nédulos, raizes e
parte acrea de plantas de soja, de modo geral, ndo foram influenciados pelos
valores de pH de cultivo testados. Entretanto, a estirpe INPA 03 —11b se
mostrou efetiva, apresentando nimero de nédulos e atividade de Nase
semelhantes a Br 29 e Br 96, que so recomendadas como estirpes inoculantes,
devendo, assim, ser indicada para testes de eficiéncia a campo.

* Orientadora Profa. Dra. Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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ABSTRACT

MIGUEL, D.L. Influence of medium and pet pH in the behaviour of
Bradyrhizobium strains. Lavras: UFLA, 2000. 40p. (Master in Soil
Science and Plant Nutrition)*

Soil acidity is one of the greatest problems of agricultural lands around the
world, mainly in the tropics were phosphorus and nitrogen are also limiting
factors. In the case of nitrogen, biological nitrogen fixation is the most
economical and ecological alternative to decrease the use and impact caused by
nitrogen fertilizers. Two “in vitro” experiments and one under greenhouse
conditions with four Bradyrhizobium strains (BR 4406, BR 29, SEMIA 587 and
INPA 03-11B) were carried out at Soil Science Department,Federal University
of Lavras, aiming to verify the effect of 3 pH values (5,0; 6,0 and 6,9) at the
growth in YM medium, soybean symbiosis and pet survival. In the first
experiment Bradyrhizobium strains behaved different at the different pH values
of YM medium, but had the highest colony forming unities and exopolissacaride
production at pH 6,0. In the second experiment nddnﬂe number (NN),
nitrogenase (Nase) activity, dry matter of nodules (NDM) , roots (RDM) and
shoots (SDM) of soybean were not affected by the different pH values of the
culture medium used to produce pet inoculants. INPA 03-11B had similar
efficiencies to BR 29 and SEMIA 587, that are recommended as inoculant
strains for soybean, at the production of NN, Nase activity, NDM, RDM and
SDM. At the third experiment excepting BR29 that had highest survival at pH
6,0, the other strains had the same cell survival at this pH :and pH 6,9. The best
behaviour of Bradyrhizobium strains at pH 6,0 in culture medium and in pet
survival shows the possibility to use this pH value in the pet inoculant
production as a mean of acid habituation to this soil stress condition in the
tropics.

L 3
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1 INTRODUCAO

A fixagdio biolégica de nitrogénio (FBN) reahz§da pela simbiose de
rizbio com leguminosas de gréos, como a soja, pode suprir as necessidades de
nitrogénio dessa cultura quando a nodulagio por estirpes eficiente ¢é
estabelecida. Assim, a inoculagio de estirpes selecionadas de comprovada
eficiéncia tem se mostrado uma das alternativas mais%;viéveis, ecologica e
economicamente, alcangando produgdes equivalentes;‘ s obtidas com
fertilizantes nitrogenados, além de diminuir o uso e o impacto causado por eles
(Dobereiner ¢ Duque, 1980). Entretanto, além dos uaﬁalhos de selegdo de
estirpes para maior competitividade e eficiéncia, uma vez que a maioria dos
solos cultivados com soja ja receberam inoculantes, é nebessana adaptagiio as
condi¢des eddficas pré-existentes, principalmente o pH baixo, pois elas
influenciam a capacidade de sobrevivéncia, mulupllcac;io“ infecg@o da espécie
hospedeira pelos rizébios, suprimindo a formagaé dos nodulos e,
conseqfientemente, a FBN (Franco, Fonseca e Marriel, 1978, Vargas ¢ Suhet,
1980a; Vargas, Peres e Suhet, 1982).

Os efeitos do pH baixo sobre estirpes nativas e ‘Comerciais t2m sido
estudados na tentativa de selecionar estirpes tolerantes L acidez (O’Hara, ¢
Glenn, 1994; Souza, Magalhies e Oliveira, 1984; Silvae anco, 1984; Keyser ¢
Munns, 1979a, 1979b). O comportamento diferencial de es!}ﬁp&s de rizdbio em
meio de cultura com valores de pH 4cido pode auxiliar na identificagZo e selegdo
de estirpes que possivelmente implicariam em melhor sobrévivéncia destas nos
inoculantes comerciais produzidos, estabelecendo uma simbiose eficiente nas
condigBes de acidez predominante nos solos tropicais cultividos com soja.
| Este trabalho teve por objetivo verificar se o pH do Qneio' de cultivo e de

preparo da turfa pode promover alterag3es benéficas no cr&sléimento em meio de



cultura, sobrevivéncia na turfa e eficiéncia simbiftica de estiupes de
Bradyrhizobium.

2 REFERENCIAL TEQGRICO

Os solos 4cidos sdo distribuidos por grandes 4reas pelo mundo (Wright,
Baligar ¢ Murrmann, 1991) atingindo grandes dreas, seja nas regides temperadas
ou tropicais. Segundo Eswaran, Reich e Beinroth (1997), em tomo de 26%
(cerca de 3,8 milhSes de hectares) de toda 4rea potencialmente agricola no
mundo tem problemas de produglio associados a acidez do solo, sendo que,
apenas na América do Sul, 66% dos solos sio écidos, dos quais 50% também
encontram-se com o subsolo écido.

A acidez dada pela concentragdio do jon H' (acidez ativa) e expressa na
escala de pH, normalmente estd associada a outros fatores como saturagdo e
toxidez por aluminio ¢ manganés, baixa CTC e disponibilidade de nutrientes. O
pH baixo do solo atua negativamente nas atividades da microbiota do solo,
principalmente dos microrganismos benéficos ao desenvolvimento e/ou
produgio das plantes como os rizdbios, limitando sua multiplicagio e
sobrevivéncia, consegiientemente reduzindo a nodulag#io e fixagdo de nitrogénio
(Graham, 1991; Hartel ¢ Alexander, 1983; Graham et al., 1982).

Para o cultivo da soja e outras leguminosas em solo com caracteristicas
de elevada acidez, principalmente aqueles sob vegetagio de cerrados, ¢ desejavel
que as estirpes de rizdbio utilizadas em inoculantes fossem adaptadas a essas
condigBes edificas, além de possuirem caracteristicas de competitividade e
eficiéncia, uma vez que a capacidade de sobrevivéncia, dispersdo, multiplicago
¢ colonizagiio do sistema radicular é uma peculiaridade intrinseca e de suma
importéncia ao microssimbionte (Howieson ¢ Ewing, 1986; Oliveira e Vidor,



1984a, 1984b). Assim, as estirpes estabeleceriam-se melhor, proporcionando
uma nodulagfio adequada mesmo sob tais condigdes. fi

Os microrganismos do solo, além de apreséntarem uma grande
biodiversidade que lhes permite sobreviver diversos habitat (Parkinson e
Coleman, 1991), possuem uma variabilidade genética que proporciona, no caso
de rizébio, diferengas no desempenho simbiético que pode{m ser detectadas apds
a adaptagdio das estirpes ao solo, sendo possivel selecionar estirpes com alta
capacidade fixadora de nitrogénio (Graham et al., 1982; Ayanaba, Asanuma e
Munns, 1983). i

Diferengas na capacidade de crescimento em me;io de cultura com o
intuito de simular os estresses associados & maior concentragdo do fon H' séo
citadas em vérios trabathos sobre a tolerfincia ao pH baixo de estirpes de riz6bio,
além de disnirbios nutricionais (Dilworth et al., 1999; Reevp et al.,, 1997; O’Hara
e Glenm, 1994; Richardson ¢ Simpson, 1989; Cunningham e Munns, 1984a,
1984b). f
Keyser, Munns e Hohenberg (1979) avaliaram 21 estirpes do grupo
caupi em casa de vegetagdo quanto a capacidade de Wmto em meio
liquido (pH 4,5) e concluiram que algumas estirpes possuiam uma combinagio
importante em termos de alta efetividade e toleréncia si:ﬁbiéﬁca a acidez do
solo, portanto, podendo ser selecionadas meios artificiais a8 fim de serem
utilizadas em inoculantes comerciais. Entretanto, Bromield e Jones (1980),
trabalhando com Rhizobium leguminosarum bv. trifolii e Howieson, Robson e
Abbot (1992), com Rhizobium meliloti, sugerem que o comportamento de
estirpes com capacidade para crescer em meios artificiais ajustados a pH baixo
parece relacionar-se pouco com seu comportamento no soloijJé as exigéncias
crescimento das estirpes sob condigdes controladas de pHi relacionam-se bem
com as exigéncias para a nodulagdo de sens hospedeiros (Munns, 1977). Assim,
a origem de isolamento das estirpes e sua tolerdncia 3 acidez também parecem



ter boa correlagiio (Vargas e Denardin, 1992; Howieson, Robson e Abbot, 1992;
Howieson e Ewing, 1986; Silva e Franco, 1984).

Date e Halliday (1979) demonstraram que algumas estipes de
Bradyrhizobium isoladas de solo écido eram incapazes de crescer em meio de
cultura com pH neutro. Resultados similares foram encontrados por Souza,
Magalhges e Oliveira (1984), sendo que algumas das estirpes de riz6bio isolados
de leguminosas florestais nativas de solos &cidos de terra firme da Amazénia
foram capazes de crescer em meio de cultura sélido com valor de pH igual a 5,0,
mas nfio puderam crescer em meio com pH igual a 7,0.

Selecionando estirpes de rizébio em meio de cultura acido sélido, Silva
¢ Franco (1984) identificaram 95 entre 211 estirpes de leguminosas arboreas
capazes de crescer em pH 4,6, sendo que 76 destas alcalinizaram o meio e 15
cresceram sem modificar o pH e as 4 restantes acidificaraln o meio. A
capacidade de alcalinizar o meio de cultura é sugerida por Marriel (1984) como
caracteristica determinante da tolerdncia a acidez de estirpes de Bradyrhizobium
Jjaponicum (SEMIA 527 ¢ SEMIA 532) submetidas em meio liquido com pH
45,

A tolerincia ao pH baixo pode variar tanto entre as estirpes de rizébio
(Hartel e Alexander, 1983) como entre espécies hospedeiras (Tang e Thompson,
1996), mas, sobretudo, no processo simbiético (Cline e Kaul, 1990; Alva et al.,
1987). O insucesso no estabelecimento de pastagens de medicago (Medicago
truncatula) em solos do leste da Austrdlia com pH baixo foi atribuido por
Robson e Loneragan (1970a, 1970b) ao pouco crescimento e & sensibilidade a
acidez das estirpes de rizébios utilizadas nos inoculantes comerciais. Entretanto,
o emprego de estirpes de Sinorhizobium meliloti isoladas de solos 4cidos do
Mediterrdneo (Howieson ¢ Ewing, 1986; Howieson, Ewing ¢ D’ Antuono, 1988)
com melhor desempenho simbidtico, baseado na variabilidade genética natural



das estirpes, resultaram no sucesso do processo simbiético proporcionando o
estabelecimento da vegetagfio (Howieson etal, 1991). |t

Isolados de Rhizobium meliloti de solos 4cidos, foram significativamente
superiores em colonizar um solo areno-argiloso moderadamente 4cido (pH 5,0)
relagio as estirpes de inoculantes comerciais (U45 .e CC169) e estirpes
isoladas de solos alcalinos (Howieson e Ewing, 1986). EstéLs mesmos autores, no
segundo ano de plantio, amostraram plantas noduladas a 1'a 10 e 11220 cm a
partir do ponto de inoculagdio do primeiro ano. O fato de estarem noduladas foi
stribuido & capacidade de sobrevivéncia, dispersio lateral e nodulagio das
estirpes, embora a dispersfo lateral & nodulagdo tenham diminuido quando o pH
do solo néo foi elevado, indicando que a colonizagdo pelos isolados foi limitada
pela pH baixo. Entretanto, Wood e Shepherd (1987) nfio encontraram
variabilidade para tolerncia a pH baixo em estirpes 1soladas a curtas distancias
(70 cm) de solos com diferentes valores de pH, sugenndo certo grau de
uniformidade genética entre as estirpes. Os autores sugerem que as estirpes
migraram através de micrositios, como sugerido para ba1cténas nitrificadoras
(Hankinson e Schmidt, 1984), das regiSes de maior acidez (pH 4,5) para aquelas
onde a sobrevivéncia nio necessita de adaptagio. Assim, solos écidos nio teriam
necessariamente rizébio tolerantes a pH baixo ou aluminio,; portanto, ndo seriam
fontes de variabilidade genética para tolerincia a esses estrégw, como sugerido
por outros estudos (Howieson e Ewing, 1986; Lowendorf ;é Alexander, 1983a,
1983b; Keyser, Munns e Hohenberg, 1979). .

O crescimento e a nodulagdo de Acacia mangium e Faidherbia albida
sdo mais afetados pela acidez (pH 4,5-meio liquido) do que pelo aluminio
(mesmo com 100 uM de AICI;, meio sélido) (Lesueur et al 1993), sugerindo
que a capacidade da planta hospedeira em tolerar os estresses causados pela
acidez deve ser primeiramente verificada. Resultados ' similares foram
encontrados por Cline e Kaul (1990) ao compararem os efeiitos da toxidez do Al



versus os fatores relacionados a acidez (H-ion, Mo ¢ Mn) em solos 4cidos (pH
4,6 ¢ 4,8), onde o crescimento e a fixagio de nitrogénio em soja foram mais
limitados pelos efeitos toxicos do ion H" e do manganés.

Embora a soja parega tolerar a excessiva acidez (pH 4,5) (Munns e
Keyser, 1981), a toxicidade do ion H' pode limitar a fixacdo de nitrogénio em
solos 4cidos. Alva et al. (1987) encontraram uma maior redugdo da nodulagio da
soja em solugdo mutritiva pH 4,5 comparada com pH 5,5 na auséncia de metais
toxicos. Segundo Richardson et al. (1988), os flavonbides, necessarios para
ativagiio dos genes nod sio reduzidos pela acidez mesmo quando as estirpes
utilizadas s#o tidas como tolerantes.

2.1 Mecanismos que determinam a tolerfincia de rizébio ao estresse causado
pelo pH baixo

Os mecanismos fisiolégicos determinados geneticamente garantem a
adaptaglio das estirpes a0s estresses causado pelo pH baixo. Na tentativa de
estabelecer os efeitos dos exopolissacarideos extracelulares (EPS) sobre pH da
solugéio e atividade de aluminio, Cunningham e Munns (1984a) estudaram
isolados de seis géneros de hospedeiros (Cicer, Phaseolus, Leucaena, Lens,
Melitotus e Trifolii) quanto a capacidade de crescer em meio cido sélido (pH
4,2 a 6,4) e encontraram em 20 isolados de Rhizobium phaseoli uma correlagéo
positiva entre EPS produzido e toleréincia a acidez. Num segundo experimento, a
capacidade tampdo e de quelagio dos EPS variou consideravelmente entre
estirpes, mas nfio correlacionou-se com a tolerincia a acidez das estirpes
isoladas, embora as estirpes tolerantes tenham produzido mais EPS do que as
sensiveis (Cunningham e Munns, 1984b). Os autores especularam que os EPS
poderiam modificar o meio ambiente, diminuindo os estresses causados pela
acidez do solo. Assim, embora a quantidade de EPS das diferentes estirpes varie
significativamente na capacidade tampéo e de quelagdo, EPSnﬂopareoeconféir



toleréncia a acidez a uma estirpe pelo tamponamento do pH ou do aluminio.
Outras possiveis cansas das relagdes entre tolerincia a acidez e produgio de EPS
poderiam ser a inclusio do aumento da concentragéio de P solugdo e/ou a
necessidade de aumento de EPS para ligacio das lectinas num ambiente dcido.

O fésforo, assim como o c4lcio, é citado em vérios trabalhos (Reeve et
al, 1993; Hartel e Alexander, 1983; Thomton e Davey, 1983) por
desempernharem um importante papel na sobrevivéncia de rizébio aos estresses
causados pela acidez. O célcio estd envolvido ¢ mmmﬁ processos celulares
como estabilidade da parede celular, complexo peptino-glicano (Maagd,
Wientjes, Lugtenberg, 1989) e quimiotaxia (Broek e¢ Vanderleyden, 1995).
Segundo Vincent (1962) em torno de 25uM de Ca em meio liquido sdo
suficientes para um crescimento normal Rhizobium mef?iﬁloti, entretanto, sob
condi¢Bes de pH baixo (pH 5,7) ha necessidade de se amnentar esse valor para
10 a 100 (200 a 2000 M) vezes mais, para que resulte em aumento da taxa de
crescimento (Watkin, O’Hara e Glemn, 1997; Reeve et al 1993; Howieson,
Robson e Abbott, 1992).

Segundo Aarons e Graham (1991), &stirp'&s de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli tolerantes a pH baixo (4,6) tém maiores teores de
célcio do que as estirpes sensiveis, enquanto O’Hara et al. (1989) demonstraram
que estirpes de Rhizobium meliloti tolerantes a acidez necessxtam de menores
teores de cdlcio do que estirpes sensiveis. O potissio é considerado um elemento
importante na manutengio do pH citoplasméatico (Booth' 1985). Assim, em
estirpes tolerantes a pH baixo, ¢ encontrado em teores t[haiores do que nas
 sensfveis, sendo esses teares elevados quando as estirpes tolérantes s&o expostas

a pH baixo (Aarons e Graham, 1991). b

Quando microrganismos crescem em condigSes levemente acidas (pH
5,6 a 5,8), sendo posteriormente expostos a baixos valores de PH (3,5 2 4,0), sua
 sobrevivéncia & nova condigio ¢ significativamente maior do que se fossem

-



previamente crescidos em condigdes Otimas (pH 7,0). Esse fenbmeno ¢
denominado de “acid habituation” (Goodson e Rowbury, 1989a, 1989b) ou
adaptative tolerance response (ATR) (Dilworth et al., 1999; O’Hara et al., 1989).
Assim como em bactérias entéricas (Fabber e Pagatto, 1992; Foster e Hall,
1991), em rizdbio (O’Hara ¢ Glenn, 1994) ATR envolve a sintese de virias
proteinas resultantes do choque provocado pela acidez, as quais auxiliam a
membrana externa na recuperagio dos fosfolipideos, evitando os efeitos danosos
da acidez (Correa e Barnex, 1997)

Leyer e Johnson (1993) e Farber e Pagotto (1992) demonstraram que
proteinas sintetizadas durante adaptacio a acidez também promoveram
resisténcia &4 temperatura, & salinidade, sistema lactoperoxidade e agentes que
atuam sobre a superficie celular, como cristal violeta cuja absorgéo depende da
permeabilidade da membrana, e polimicina B, um antibidtico peptideo catiénico
que causa a ruptura da membrana quando interage com um lipideo chamado
fosfatidiletanolamina (HsuChen e Feingold, 1973).

A maioria dos principais grupos de microrganismos tem representantes
que crescem em valores de pH extremamentes baixos (Langworth, 1978). Tem
sido relatado para vérios acidéfilos e neutréfilos, que a manutengio do pH
citoplasmético préximo a neutralidade parece ser necesséria para que a bactéria
cresca em pH baixo (Booth, 1985; Langworth, 1978). Assim, existem menges
de que o crescimento de Sinorhizobium meliloti ¢ Rhizobium leguminosarum
com diferentes valores criticos de pH pode ser totalmente inibido em meios
laboratoriais a valores de 0,1 a 0,2 unidade de pH abaixo do seu pH critico
individual (Lowendorf e Alexander, 1983a, 1983b; Richardson e Simpson,
1989; Richardson et al. 1988; Reeve et al, 1993). Isto explica porque a
regulago do pH citoplasmético desempenha um papel crucial na toleréncia a
acidez em bactéria.



Resultados obtidos por O’Hara et al. (1989) demonstraram que estirpes
de Rhizobium meliloti tolerantes a acidez podem produzir um alto gradiente de
pH quando crescidas condigdes de elevada acidez, pgdendo manter o pH
citoplasmético alcalino relativamente constante, indicando que a capacidade de
Rhizobium em tolerar acidez ¢ correlacionada com sua capacidade de controle
do pH citoplasmitico. De acordo com Chen, Richardson e Rolfe (1993), a
limitada capacidade de regular o pH citoplasmético de jmutantes Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii sensiveis a acidez (AS25 e ;ASZS) devem-se ao
aumento na permeabilidade da membrana, resultando emy imediato efluxo de
célcio. ;
O’Hara ¢ Glenn (1994) sugeriram a utilizagio do tempo de redugdo
decimal (D, tempo necessério para redugdo de 0% da mWo) para comparar
a sobrevivéncia de células cultivadas sob as condicSes dés estresses causados
pelo pH excessivamente baixo. Estirpes de Rhizobium Ieg:{rninosmm (WU 95,
3001 ¢ WSM 710) tém valores D igusis a 1, 6 e 5 mmu?os, respectivamente,
quando crescidos PH 7,0 e valores D iguais a 5,:20 ¢ 12 minutos,
respectivamente, quando crescidos em pH 5,0. J4 a fase exponencial de células
de Rhizobium tropici UMR 1899, Bradyrhizobium japorficum USDA 110 e
Bradyrhizobium sp NC 92 foram mais tolerantes a0 estresse 4cido com valores
D iguais a 31, 35 e 42 minutos quando crescidas em pH 7,0.¢ valores D iguais a
56, 86 e 68 minutos quando em pH 5,0. Culturas de Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii 3001 ou Escherichia coli UB 1301, quando culgvadas pH70¢
 transferidas para pH 5,0, cresceram imediatamente e induziram a tolerdncia a
acidez em apenas uma gerago.

2.2 Produgfio de inoculantes o
A soja € a leguminosa de maior expressdo econémic# no Brasil com uma
produtividade em torno de 30 milh3es de toneladas de griios (safra 1998/1999).



Esse grande sucesso deve-se & fixagio biologica de nitrogénio realizada por
estirpes do género Bradyrhizobium spp e ao exaustivo trabatho dos
pesquisadores na selegio de estirpes eficientes para compor os inoculantes

No Brasil, as estirpes de rizdbio utilizadas na produgdo de inoculantes
sdo recomendadas pela Rede de Laboratérios para Recomendagéo, Padronizag#o
e Difusdo da Tecnologia de Inoculantes Microbiolégicos de Interesse Agricola
(RELARE). O principal critério usado na selegdio de estirpes de rizébios para a
produggo de inoculantes comerciais ¢ a capacidade de estabelecer uma simbiose
com a planta de interesse, devendo esta ser efetiva e capaz de fixar nitrogénio
atmosférico para manter ou aumentar a produtividade de gréios em quantidades
comparéveis iquelas que seriam obtidas com o uso de fertilizantes nitrogenados.

A turfa constitui-se no veiculo padrio utilizado para produgdo de
inoculantes de rizobio (Crawford e Bemyhil, 1983; Smith, 1992; Fouilleux,
Revellin e Catroux, 1994) por apresentar caracteristicas desejéveis como alta
retengfio de 4gua, granulometria fina e alta porcentagem de matéria orgénica. Os
inoculantes para soja, em sua maioria, sio preparados com turfa finamente
moida e com pH corrigido para 6,8 a 7,0.

Problemas com a qualidade dos inoculantes comercisis tém sido
freqlientes e podem ser atribuidos principalmente ao uso de turfa nio
desinfestada (Gomez et al., 1997; Brockwell e Bottomley, 1995), tanto no Brasil
como no exterior. Entretanto, pela dltimas mudangas na lei de regulamentaco
dos inoculantes comerciais brasileiros, ficou estabelecido que o material
utilizado como veiculo na produgiio do inoculante deverd ser desinfestado (VII
RELARE, 1996). No caso do controle de qualidade, os inoculantes devem
chegarésmﬁosdoagricultorcommnapopﬂm;ﬁominimadecéhﬂasporgouml
de inoculante de 10°%, estando isentos de contaminantes até a diluigio 10 (VIII
RELARE, 1998).
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No solo, as células de rizobio sobrevivem de forma saprofita,
multiplicando-se rapidamente quando encontram fon?te de carbono e sdo
umedecidas pelas dguas das chuvas. Entretanto, a baixd'disponibilidade desses
dois fatores essenciais ¢ comum em solos agricolas. Os iﬁcculantes produzidos a
partir de meios de cultura rico em nutrientes e com pH préximo a neutralidade
podem sofrer perda de viabilidade quando adicionados diretamente ao solo com
pH baixo e desequilibrio nutricional (Dilworth et al., 1999; Clarke, Dilworth ¢
Glenn, 1993). !-

A utilizagio de estirpes com capacidade de crescér em meios de cultura
com valores de pH 4cido e/ou levemente icido na produgéio de inoculantes
comerciais foi sugerida por Keyser ¢ Munns (19793, 1979b) e sustentada por
muitos outros (Clarke, Dilworth e Glenn, 1993), embora raros trabalhos
(Howieson ¢ Ewing, 1986; Howieson, Ewing e D’Antuono 1988) tenham feito
uso de estirpes tolerantes a acidez para inoculantes ou: ‘modificaram o pH do
meio de cultivo do inoculante (Barberi e Moreira, 1994).§ !Atualmente, pesquisas
visam a construgéio de estirpes tolerantes a pH baixo co'm © uso da engenharia
genética (Glenn et al., 1997; Chen, Richardson e Rolfe, 1993). A wutilizacdo
dessas ou de estirpes selecionadas a partir de populapﬁesé nauvas inoculantes
com pH corrigido para valores de pH baixo para culturai&a soja até o momento
ndo foi testada.



3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Solo do
Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, constando de dois experimentos in
vitro e um em casa de vegetagio.

3.1 Estirpes estudadas

Foram estudadas quatro estirpes de Bradyrhizobium: duas
caracteristicas de Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 e Br 29) langadas como
estirpes inoculante 1968 e 1979, respectivamente, que sfio eficientes na
simbiose com Glycine max (scja) e consideradas competitivas em solos de
Cemrado (Peres e Vidor, 1980). A estirpe Br 4406, classificada como
Bradyrhizobium japonicum (Moreira, Haukka e Young, 1998), microsimbionte
de Enterolobium contortisilyguum.(Vell) Morong (tamboril), vem se destacando
pela produgdio de polissacarideos e principalmente, pela toleréincia a acidez
(Ribeiro Jr., Franco e Lopes, 1986) ¢ a metais pesados (Trannin, 1999; Matsuda,
2000). A INPA 03-11b (igual a SMS 139), isolada de Centrosema sp em solos
de terra firme da Amazdnia, é eficiente em Vigna unguiculata (feijio caupi)
(Magalhges, 1986) e até 0 momento nfo tem definigiio quanto a espécie.

3.2 Comportamento das estirpes de Bradyrhizobium spp crescidas em meio
liquido com diferentes valores de pH '

Para avaliar o comportamento das estirpes crescidas em meio liquido

com diferentes valores de pH, coldnias isoladas de cada uma foram obtidas em

meio YMA (yeast manitol agar) (Vincent, 1970) e inoculadas em erlenmeyer

contendo 250 ml de meio YM com pH 5,0; 6,0 e 6,9 ajustado com solugdio de

HCl 2N e colocadas a crescer sob agitagdo orbital a 110 ;pm a 28°C
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FIGURA I: Diagrama esquemético do cultivo das estirpes de Bradyrhizobium



(estabelecido com base em experimentos prévios). A partir de 48 horas de
crescimento e a cada 24 horas, foram realizadas avaliag3es retirando-se aliquotas
de 5 ml da cultura para determinag@io da densidade Gtica a 560 nm e inoculagdio
em placa pelo método de diluigdes sucessivas para contagem do nimero de
unidade formadoras de colonias (UFC) (Figura 1) (Miles e Misra, 1938)

O nimero de UFC foi calculado por contagem direta do nimero de
col6nias nas placas em cada diluigéio, sendo obtidas equacSes de regresséo pela
relag#o do logaritmo do mimero de UFC por mililitro de meio de cultura em
func#o do tempo e da densidade Gtica. Assim, por esta dltima, pode-se comparar
a produgdo de polissacarideos entre as estirpes, tomando-se o nimero base de
10%% UFC ml *! para todas as estirpes. Esse miimero foi determinado na fase log,
na tentativa de se obter maior niimero de células vidveis, diminuindo, assim, a
interferéncia da fase estacionéria (morte celular) nas leituras de densidade ética.

3.3 Resposta da soja a inoculantes produzidos com estirpes cultivadas em
diferentes valores de pH

Este experimento teve por objetivo estudar o efeito de inoculantes
produzidos com estirpes de Bradyrhizobium crescidas em diferentes valores de
PH, n2 nodulagdio e no crescimento de plantas de soja da variedade CAC-1
cultivadas em casa de vegetagfio. O experimento constou de um delineamento
inteiramente casualizado com quatro estirpes, trés valores de pH (5,0; 6,0 € 6,9)
com cinco repetigdes, além de um tratamento testemunha com nitrogénio e
outro sem nitrogénio e na auséncia de inoculagdo. Para o tratamento com
nitrogénio foi utilizado NH;NO; como fonte de N, fomecendo 200 mg N dm™
de solo.

Para produgiio dos inoculantes, curvas de regresséio obtidas no primeiro
experimento foram wutilizadas para padronizar o mimero de células a serem
inoculadas em cada tratamento.
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O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho Amarelo (LA), textura
argilosa fase cerrado, coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade, seco
a0 ar e peneirado em malha de 5,0 mm. Anélisesqlﬁmiciji'seﬁsicas, seguindo-se
metodologia proposta por Vettori (1969) e modificada pels EMBRAPA (1979)
e Camargo et al. (1986) encontram-se na Tabela 1.

!

TABELA 1. Caracteristicas quimicas ¢ fisicas do solo qumdo.

Caracteristicas : Valores
Aluminio cmolc/dm’ |, 0,0
Célcio cmolc/dm’ | 1,1
Magnésio cmolc/dm® 0,6
Potissio mg/dm® 75
Fésforo mg/dm’ , 1,0
pH doua 5.5
Ac. potencial cmole/dm® 4,0
Soma de bases cmolc/dm’ |, 1,9
CTC efetiva cmole/dm’® ' 1,9
CTCapH 7,0 cmolc/dm® 5,9
Sat. bases % 322
Sat. aluminio % 0,0
Ferro mg/dm’ 156,2
Zinco mg/dm® | 5,4
Cobre mg/dm’® 4,1
Matéria orgéinica dag/kg 3,71
Carbono dag/kg : 2,15
Areja g/ke . 560
_Argila gke ? 190
Silte g/kg 5 250

*extratores: Ca, Mg e Al =KCl IN; P e K = Mehlich I, (HI+Al) = acetato de célcio IN a
pH 7,0; Mn, Fe, Zn e Cu=DTPA.

A necessidade de calagem foi suprida adicionado-se calcério dolomitico
de modo a elevar o indice de saturagiio de bases parh: V= 60%. O solo foi
incubado por 15 dias, com teor de 4gua em torno de 70% do volume total de
poros (VIP). Passado o periodo de incubagdio, o s;(;:olo foi seco a0 ar e
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acondicionado em vasos de tubo de PVC com capacidade de 1,4 dm®. Para
suprir a deficiéncia em nutrientes minerais, uma solug#io nutritiva foi
adicionada, contendo 200 mg kg™ de P; 300 mg kg™ de K; 30 mg kg de Mg;
50 mg kg de S; 0,5 mg kg™ de B; 1,5 mg kg de Cu; 0,1 mg kg™ de Mo e 5 mg
kg de Zn. O potéssio foi parcelado em 3 aplicagdes iguais, uma no plantio e as
outras aos 20 e 35 dias ap6s a emergéncia das pléntulas.

As plantas foram coletadas durante o periodo da floragdo, sendo a parte
aérea cortada na altura do colo. O sistema radicular ¢ os nédulos foram retirados
cuidadosamente (evitando-se destacamento dos nodulos das ‘raizes) do torréio
formado para medir a atividade da enzima nitrogenase pelo método de reducio
de acetileno (Dilworth, 1966) em raizes intactas. Para isso, as raizes foram
colocadas em frascos de 500 ml com tampa rosqueada e rolha de borracha, por
onde foram retirados 10% do volume em ar da atmosfera do frasco e injetado o
mesmo volume de acetileno (CH,). Apés incubagdio por duas horas, procedeu-
se injegdo de 1 ml da amostra gasosa em cromatdgrafo a gés. Entfio, os nédulos
foram destacados mamualmente do sistema radicular, contados e colocados para
secar em estufa com circulagio de ar a 60° - 70°C, para determinagiio da massa
seca de n6dulos, raizes e parte aérea.

3.4 Sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium spp cultivadas em
inoculante turfoso com diferentes valores de pH

Para avaliar o efeito do pH da turfa na sobrevivéncia das estirpes, estas
foram chlﬁvadas em YM com pH ajustados para 6,0 e 6,9, até a obtengio de
cerca de 10° células ml” e misturadas & turfa corrigida para valores de pH
correspondentes.

A turfa utilizada foi cedida pelo Centro Nacional de Pesquisa em
Agrobiologia (CNPAB) ~ EMBRAPA, local onde foi seca ao ar, passada em
peneira de 200 mesh e analisada quimicamente (Tabela 2).
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TABELA 2. Andlise quimica da turfa

%N %C pH _Al CatMg Ca Mg P K Na
cmol,/dm’ mg/dm’
057 1604 36 03 12 80 40, 8 610 68

Para corregio da turfa, foi realizada uma curva deljiincubas;ao coml, 2,3,
4, 5 e 6% de carbonato de cilcio (CaCOs) (Figura 2). Assim, foram adicionados
3,0 € 4,3% (v/v) de carbonato de célcio para pH 6,0 € 6,9, respectivamente.

9 o
y= 0,6964x + 3,968

¥*=0,99

pH
(-9

0 1 2 3 4 5 6
% CaCO3
FIGURA 2. Curva de neutralizagdo da turfa

Porgdes de 5 g de turfa comigida foram colocadas em sacos de
polipropileno (10 x 15 x 0,06 cm), os quais foram lacrados em seladora a quente
e autoclavados por duas vezes, durante uma hora a 121°C em intervalos de 24
horas (Spamrow ¢ Ham, 1983). Com o uso de seringas estéreis, 2 ml de cultura
bacteriana com +10° de células ml' de meio foram injetadas nos sacos de
polipropileno. O local da perfuragso foi limpo com algodiio estéril embebido em
élcool etilico hidratado e coberto com fita adesiva amo@lwada Manualmente,
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cada pacote (total =90 pacotes ) foi agitado vigorosamente para garantir a
completa homogeneidade do inoculante que foi posteriormente armazenado sob
temperatura de 28° - 30°C (Figueiredo, Stamford e Burity, 1991).

Apébs 15, 30, 45, 60 e 75 dias da inoculagdio, foram realizadas as
avaliagdes do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). Para isso, as
5g do inoculante foram colocadas em erlenmeyer contendo 95 mL de solugio
salina (0,55%) e agitadas por um minuto, seguindo-se as dilui¢des sucessivas em
tubos com 9 mi da mesma solugéio (Vincent, 1970). Aliquotas de 0,02 ml a partir
da diluigéio 10 até 10? foram inoculadas em placas com meio YMA e incubadas
a 28°C durante sete dias.

3.5 Célculo e andlises estatisticas

Para todos os ensaios, ap6s anélise de variincia, os dados foram
comparados entre tratamentos pelo teste de Duncan (p > 0,05), empregando-se o
Sistema de Anilise Estatisticas e Genéticas (SAEG 5.0), sendo também
realizada, para os ensaios de comportamento em meio liquido e sobrevivéncia
turfa, a regressio pelo programa TableCurve 3.01 (Jandel Corporation). O
valor de F foi calculado e testado pelo programa FCalc 32 versdo 1.1.
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4 RESULTADOSE nlscussx‘o

4.1 Comportamenato das estirpes de Bradyrhizobium spp crescidas em meio
liquido com diferentes valores de pH
O comportamento das estirpes de Bradyrhizobiu@ foi diferenciado pelo
pH de cultivo, sendo que todas as estirpes cresceram melhor em pH 6,0 (Figura
3), onde alcangaram os maiores miimeros de uridade form_gdoras de coldnias.

Br 4406
reeee o
9 - D .- rlie
8 - -
vt 1-f .': -r
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]
Lo T T T T T T T 7TT T
=
-
)]
_
9-. -
8 - _ -
74 i 3
:: . ‘f . }
o-' L] 1 I 1 1 I 1 | 1 I ] : 1 ‘l [} ¥ I 1
) 48 72 96 120 144 168 192 216 0 48 72 96 120 144 168 192 216
Tempo (horas)
FIGURA 3. Comportamento de estirpes de Bradyrhizobium em meio liquido em
fungdo do pH de cultivo
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Em pH 5,0, a estirpe INPA 03-11b apreseatou wmn crescimento menor
em relagiio a pH 6,0 e 6,9 até 168 horas. A partir desta, o crescimento foi
semelhante, chegando a superar os demais valores de pH testados. Esta diferenga
nas primeiras horas de crescimento pode ser devida a uma maior inibigfo do
crescimento na fase lag, proporcionada pela acidez mais elevada, indicando que
a toleréincia ao pH baixo é dependente da fase de crescimento (Comrea e Barnex,
1997; O’Hara ¢ Glenn, 1994). Thomton e Davey (1983) e Keyser ¢ Muans,
(1979a, 1979b) também observaram um aumento da fase lag estirpes de
Bradyrhizobium em meio liquido (pH 4,5). J& as estirpes Br 4406, Br 29 e
SEMIA 587 tiveram comportamento semelhante em pH 5,0 € 6,9.

O tempo necessério para atingir crescimento méximo, obtido por meio
das equagdes de regressdes (Figura 3), também foi menor em pH 6,0, sendo de
146 horas para Br 4406, 143 para Br 29, 155 para SEMIA 587 e 148 para INPA
03-11b (Tabela 3), indicando uma melhor adaptagio das estirpes
Bradyrhizobium estudadas ao pH levemente icido. Os mimero de UFC para pH
5,0, em geral foram semelhantes em relagdo ao pH 6,9, porém, o tempo
necessério para crescimento méximo foi diferenciado, exceto para SEMIA 587.

TABELA 3. Tempo necessério para o crescimento méximo de quatro estirpes de
Bradyrhizobium em diferentes valores de pH.

Estirpes
pH Br 4406 Br29 SEMIA 587 INPA 03-11B
tempo(h) UFC _tempo(h) UFC tempo(h) UFC _tem
50 16538 9,09 159,47 8,88 161,16 8,91 210,09 9,00
6,0 14597 9,16 143,44 9,07 155,25 9,13 14766 9,01
69 153,56 9,04 165,38 8,92 161,16 8,95 151,88 8,86
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A densidade otica € a resultante do namero de células somado a
produgio de exopolissacarideos. Tomando-se como base um mesmo numero de
UFC para todas as estirpes na fase log e fazendo-se uso das equagdes de
regressdo da Figura 4, foram obtidas densidades referentes apenas a produgdo de
polissacarideos. A produgdo de exopolissacarideos foi diferenciada entre estirpes

em funcdo do pH de cultivo, sendo as maiores quantidades obtidas em pH 6,0
(Figura 5).

08 - mmmm pH 5,0 pH 6,0 pH 6,9

0,7

0,6

0,5

Densidade dtica (560 nm)

0,4

BR4406 Br29 SEMIA 587 INPA 03-11b

FIGURA 5. Densidade dtica de estirpes ﬁ:ngsjyrhfzobmm em 10%® UFC mL"
em fungdo do pH de cultivo.

Em pH 5,0 e 6,9, a estirpe Br 4406 que apresentou, de modo geral,
maior nimero de UFC em relagdo as demais, também apresentou uma maior
produgdo de exopolissacarideos. Esses resultados estdo em acordo com a
proposta de Cunninghan e Munns (1984a) de que a produg¢do de polissacarideos
esta associada a maior tolerdncia a acidez. Entretanto, de acordo com Neves et
al. (1992) isolados de Br 33 (B. japonicum), apds adaptagdo a condigdes de

acidez a campo, diminuiram a quantidade de exopolissacarideos. Segundo
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Graham et al. (1982), o acimulo de exopolissacarideos é o resultado da
incompleta sintese da membrana externa. Assi!n, a produgdo de
exopolissacarideos é um investimento significativo em termos de gasto de
energia que, sob condigSes de estresse de prétons, as células tém mais urgéncia
no uso em outra fungdes destes carboidratos (Dilworth et al., 1999). Estes
mesmos autores sugerem ainda que o fenémeno da “acid habituation”, o qual
envolve a sintese de varias proteinas, principalmente ﬁrotefnas da membrana
externa e o controle do pH citoplasmiético, que propor;ionariam resisténcia a
perda de nutrientes necessdrios & manutengdo destes sxstemas Assim, num
cultivo subseqiiente, as células crescidas em pH balxo poder&o produzir um
maior nimero de UFC do que aquelas crescidas em pH 7,0.

Os resultados deste experimento demonstram, desta forma, um
comportamento diferenciado das estirpes de Bradyrhizobium em meio liquido
com pH baixo, tanto em nimero de UFC quanto em produgio de
exopolissacarideos. O melhor desempenho em pH 6,0 api'esemado pelas estirpes
estudadas pode estar relacionado a uma resposta adaptativa ao meio levemente
acido, e a produgfo de exopolissacarideos.

4. 2 Resposta da soja a inoculantes produzidos com estirpes cultivadas em
diferentes valores de pH ‘

O niimero de nédulos (NN), atividade da mtrogenase (Nase), massa seca
de nédulos (MSN), raizes (MSR) e parte aérea (MSPA) de plantas de soja
inoculadas com quatro estirpes de Bradyrhizobium crescidas em diferentes
valores de pH mais os tratamentos com € sem nitrogénio, encontram-se na
Tabela 4.

A produgdo de MSPA e MSR, geral,niodif%iu entre as estirpes Br
29, SEMIA 587 E INPA 03 —11b ¢ os tratamentos ¢bm e sem nitrogénio,
independente do pH de cultivo. As maiores produgdes ogorreram no tratamento
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com nitrogénio, nfio diferindo da estipe SEMIA 587 cultivada no pH 6,9,
coincidindo também com os maiores resultados para matéria seca da parte aérea
DOS MESmos tratamentos. As plantas inoculadas com a estirpe Br 4406 tiveram
as menores produgdes, evidenciando a ineficiéncia desta estirpe na simbiose

com soja.

TABELA 4. Numero de nédulos, atividade da nitrogenase, massa de nédulos

secos, massa da parte aérea seca e massa de raizes secas de plantas
de soja inoculada imediatamente com estirpes de Bradyrhizobium
spp crescidas em diferentes valores de pH, bem como plantas nfo
inoculadas com e sem adubagéo com nitrogénio.

Tratamentos  Numero  Atividade/ Massa seca
pH __ Estirpe denédulo Nitrogenase Nédulo  Raiz _ P. aérea
umol s planta™ g
5,0 2e 83 cd 00lc¢ 164d 32e
6,0 Br4406 le 12d 0,00c 163d 29e
6,9 le 43 cd 001c¢ 1,72d 34de
5,0 55abc 1.663a 0,16b 163d 4.1bc
6,0 Br 29 62a 2114 a 0,19ab 185cd 44bc
6,9 57 ab 2437a 0,19ab 1,84cd 4.7ab
5,0 SEMIA. 43 cd 223 be 0,18ab 18lcd 43bc
6,0 587 49 abc 220 be 0,19ab 183cd 4,5ab
6,9 48 abc 6570 0,24a 224ab 51a
50 INPA 44bcd 1.662a 0,18ab 184cd 46adb
6,0 03-11b 36d 1.566 a 024a 216abc 4,6ab
6,9 58a 1642a 0,18ab 183cd 44bc
Com N Oe Ocd 0,00c 240a 4,8 ab
_Sem N Oe Ocd 000c 198bcd 39cd
Meédias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndio diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de significincia,

Para as varidveis MSN e NN, as estirpes Br 29, SEMIA 587 e INPA 03-

11b n#o variaram, independente do pH de cultivo, estando tais valores de acordo
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com aqueles encontrados por Peres et al. (1993); Oliveira, Ramos e Duque
(1991) e Morote et al. (1990) para estas variéveis. Segundo Vargas e Suhet |
(1980) e Vargas, Peres, Suhet (1982), para uma simbiose eficiente, uma planta
de soja na época de florescimento deve apresentar entre 15 e 30 nédulos ou 100
a 200 mg de nédulos secos.

Os menores valores para NN ¢ MSN foram observados nos tratamentos
com a estirpe Br 4406, recomendada como sendo de éficiéncia comprovada
quando inoculada Enterolobium contortisiliquum (éamboﬁl) (Ribeiro Jr.,
Franco e Lopes, 1986), capaz de crescer em meio de cultura com elevada acidez
(Ribeiro Jr., Lopes e Franco, 1987; Miguel, Moreira e Siqueira, 1998). Esses
baixos NN podem ser devido, provavelmente, & alta ospédﬁddade bospedeira
apresentada pela soja. Algumas cultivares de soja apresentam um grau
considerével de especificidade quando inoculadas com deferminadas estirpes de
Bradyrhizobium japonicum (Vidor et al., 1983). A Mﬁdﬁe hospedeira é a
habilidade de uma estirpe de rizébio em promover a nodulagiio em espécies,
variedades e/ou cultivares de soja, mas com um certo grau de seletividade (Peres
e Vidor, 1980; Vidor et al., 1983). Porém, ¢ interessante ébservar que a estirpe
INPA 03-11b, isolada de Centrosema sp de solo dcido da Amazdnia e eficiente
para Vigna unguiculata (feijfio caupi), mas que até o momento nio havia sido
testada quanto a sua eficiéncia em soja, apresenton uma resposta semelhante is
estirpes j# recomendadas, Br 29 ¢ SEMIA 587. i

A atividade da Nase foi maior para as estirpes Br 29 ¢ INPA 03-11b, nfo
diferindo entre si e os tratamentos de inoculagdo. Os trataipentos com a estirpe
SEMIA 587 diferiram de Br 29 e INPA 03-11b, apresentando, juntamente com
Br 4406, menores atividade da Nase. Para esta tiltima, os tratamentos com pH
5,0 e 6,9 foram semelhantes aos tratamentos pH 5,0 e 6,0 @!SMA 587.

Embora exista uma correlagiio positiva entre mimero (r = 0,77) ¢ massa
de nédulos secos (r = 0,76) e a atividade da nitrogenaijse, nem Ssempre os
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tratamentos que promoveram as maiores atividade de Nase apresentaram maior
MSPA e MSR.

O resultados deste experimento demonstraram o efeito da inoculagéo nas
varigveis analisadas, embora, em geral, nfo tenham sido foram observadas
diferencas funcdio da inoculagio com estirpes crescidas mnos diferentes
valores de pH. Possivelmente, o principal fator responsével pela falta de resposta
nos diferentes tratamentos de inoculagfio pode ser devido a ndo corregdo da turfa
para os valores de pH correspondentes ao do meio de cultivo neste experimento.
De qualquer forma, os resultados demonstram que o uso do pH 6,0 no meio de
cultivo de rizébio utilizado para producio do inoculante em turfa nfo
compromete a eficiéncia simbiética.

4.3 Sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium spp cultivadas e
inoculadas em turfa com diferentes valores de pH

Na Tabela 5, encontram-se os valores de UFC das estirpes de
Bradyrhizobium cultivedas e inoculadas em turfa com diferentes valores de pH.

A sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium foi reduzida com o
aumento do tempo de armazenamento, sendo este dependente do pH de cultivo.
Houve um crescimento de todas as estirpes, logo mos primeiros 15 dias de
armazenamento onde alcancaram méiximos mimeros de UFC nos dois valores de
pH, permanecendo semelhantes em pH 6,9 até os 45 dias, exceto para Br 4406,
que apresentou crescimento até os 30 dias. Em pH 6,0, a estirpe Br 29 foi a
tnica que manteve-se com mimeros méximos até os 60 dias, enquanto Br 4406,
SEMIA 586 e INPA 0311-b decresceram, respectivamente, a partir de 45, 30 e
30 dias.

Segundo Somasegaran, Reyes ¢ Hoben (1984), este aumento ¢ um
periodo de maturagio também chamado de “cura”, que ocorre devido &
utilizagdio de nutrientes ainda presentes no meio de cultura. Passado esse
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periodo, a populagdio tende a decrescer e comega se estabilizar, dependendo das
condigGes.

TABELA 5. Unidades Formadoras de Coldnias (Log UF(, g?) de estirpes de
Bradyrhizobium spp em fungiio do pH do meio de cultura e da
turfa em cada periodo de armazenamento. !

. Periodo (Dias)
Estirpe PH — 15 30 I r—) 75

LogUFCg™ =
60 8,06AM 878Bc® 908Bb 932Ba’ 893Bbc 8,48 Ad

Br 4406 69 781Be 966Asb 981Aa 956Abc. 946Ac 8,60 Ad
Br29 60 806Ac 985Aa 971Bab 96lAab 967Asb 944 Ab
69 819Ac 987Aa 997Aa 982Aa  832Bb 892Bb
sy 00 795Ac 983An 970Bdb 941Bc "953Abc  920Ad
EMIA 69 801Ac 999Aa 10,06Aa 996Aa - 914Bb  9,07Ab
{

I) .

INPAO-11p OO0 TS5Ad 986Aa 9,73Aa 946Bb 922Abc 9,15 Ac

69 8,03Ac 10,04 Aa 10,06 Ba 993Aai9l7Ab 8,98 Ab

(1) Valores de UFC calculados a partir da relagdo entre o log. de UFC e a densidade
Gtica

(2) Médias de UFC seguidas pela mesma letra, majiiscula na vienml ¢ miniiscula na
horizontal, nfio diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significincia.

Em relag#o aos valores de pH de cultivo edecone‘ﬁﬁodatmfa, percebe-
se que os nimeros de UFC iniciais calculados a partir da relagfio entre Log de
UFC e a densidade ética (Figura 4) no diferiram, exceto para Br 4406 que, 80
longo do periodo de armazenamento, apresentou menores ntimeros de UFC em
PH 6,0 em relagio a pH 6,9 até 60 dias, embora os mimeros de UFC iniciais
fossem maiores. Porém, aos 75 dias, nio houve diferenca entre os dois valores
de pH para esta estirpe. Um dosdwhquesd&ssawﬁrbeéamodugio de
exopolissacarideos sob estresse (Figura 5). Segundo Dilworth et al. (1999), sob
condi¢Ges de pH baixo, a produgdo de exopolissacarideoslpode se tornar mais
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um fator de estresse. Entretanto, considerando-se que este pode ser um fator de
adaptagiio a acidez, o investimento em exopolissacarideos como forma de
tolerdncia a pH baixo, parece ser o mecanismo que, ao final dos 75 dias, garante
niimeros de UFC semelhante nos valores de pH.

De modo geral, as estirpes mantiveram a tendéncia de maiores niimeros
de UFC em pH 6,9 até 45 dias. Ao final dos 75 dias nfio diferiram, exceto para
Br 29 que sobreviveu melhor em pH 6,0. Assim, os menores ndmeros de UFC
em pH 6,0 ao longo de determinado periodo de armazenamento podem ser
devidos a uma pré-adaptagio ao pH levemente 4cido (acid habituation), durante
o cultivo em pH 6,0. Somando-se a isso, o efeito da concentraglio de célcio varia
com o pH, entretanto, aumentando-se & concentragio de célcio ocomre um
aumento em termos de sobrevivéncia celular (Dilworth et al., 1999). A taxa de
crescimento é estimulada pela presenca do célcio, sendo este efeito maior
quando as células de rizébio estio sob estresse provocado pela acidez
(Howieson, Robson e Abbott, 1992; Reeve et al., 1993). Assim, embora a
quantidade de célcio usada para corrigir a turfa para pH 6,9 seja maior, a
concentragio de célcio tem efeito menor sobre pH alcalino e neutro.

Os resultados desses experimentos demonstram que o pH de cultivo e de
corregdio da turfa influenciam na sobrevivéncia de estirpes de Bradyrhizobium e
mostram a possibilidade do uso de inoculantes corrigidos para valores de pH 6,0,
como modo de pré-adaptag#o das estirpes inoculantes 3 condig#o de acidez dos
solos tropicais.
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5§ CONCLUSOES

- As estirpes de Bradyrhizobium (Br 4406, Br 29, SEMIA 587 E INPA 03-11b)
tiveram um comportamento diferenciado em meio liquido com pH 5,0, 6,0 e
6.9, obtendo melhor desempenho em pH 6,0, tanto em xlmmero de UFC quanto
em produgdo de exopolissacarideos, )

- O melhor crescimento das estirpes de Bradyrhizobium em meio de cultivo com
pH 6,0 e sna sobrevivéncia em turfa com pH cormrigido ‘;'para 6,0, demonstram
possibilidade do uso de inoculantes corrigidos para esse valor de pH.

- A maior quantidade de exopolissacarideos parece conferir toleréncia a pH 6,0.
t
- Os valores de pH 5,0, 6,0 € 6,9 utilizados no cultivo de rizébio em inoculante
turfoso no afetaram a eficiéncia simbiética das estirpes em soja.
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ANEXOS

LISTA DE TABELA ‘s
Tabela 1A. Nimero médio de Unidades Formadoms: de Colfnias

(UFC, logjo mL™) de estirpes de Bradyrhizobium spp e
regressSes em fungdo do pH do meio de cultura.

oooooooooooooooooo

41



(44

TABELA 1A. Nimero médio de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC, logjo mL™) de estirpes de
Bradyrhizobium spp e regressdes em fungéio do pH do meio de cultura

Estirpe pH Tempo (horas) Equagfio de regressiio r
48 72 96 120 144 168 192 216
—r—eerrsmeeeseemeneeme Log UFC mL*
50 69c 7,95b 8369b 880a 897a 900b 903a 9,05b y=-000563-0.05241x+1.3810x°%  0.999%¢
Br 4406 60 752e 834a 895a 892a 853b 921a 899a 921a y=0,05895-0.05845x+1.4591:>  0.991%*

69 17,16b 805b 878b 893a 89%a 856c 902a 9,03 b y=0.01190-0.05622x+1.4249x°} 0.995¢¢

50 696b 7,77b 849b 865b 886a 880b BS8e 8,70b y=0.00649-0.05322x+1.3754x>°  0.999%¢
Br29 60 762a 840a 892a 864b 871b 902a 884a 894a y=0.06360-0.06161x+1.4895x% 0.994%¢
69 700b 7,72b 852b 8792 8,79ab 875b 890a 8,84a y=0.00319-0.05279x+1.3718x>* 0.999%¢

50 690c¢ 7940b 831b 873b 878ab 883b 8838b 885b y=0.00533-0.0528x+1.3621x>* 0.999%¢
SEMIA 587 60 75la 834a 849a 900a 8,70b 906a 905a 9,14a y=0.06332-0.05692x+1.4365x* 0.995¢*
69 7,06b 797b 854a B,78b B886a 86lc 8,81b 903a y=0.03057-0.05464x+1.3958x" 0.997¢¢

50 637c 707c¢ 8,12b 854b 8,79a 875a 898a 8,91a y=0.03039-0.0479x+1.2139x™ 0.998¢¢
INPA 03-11b 60 73%9a 831a 851a 888a 878a 862ab 895a 9,06a y=0.05782-0.05756x+1.4360x>* 0.994%¢
69 706b 790b 854a 877ab 882a 844b 869b 897a y=0.02158-0.05478x+1.3919x>* 0.995¢%¢

(1) Médias de UFC seguidas pela mesma letra na vertical dentro de cada tempo, nfo diferem entre si, pelo
teste de Duncan. **1% de significéincia, respectivamente,






