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RESUMO

BARBERI, Alexandre. Crescimento de Bradyrhizobium elkanii
estirpe Br 29 em meio com diferentes valores de pH'e 0 desempenho
de sua simbiose com soja (Glycine max (L.) MERRILL). Lavras:
UFLA, 2003. 39p. (Dissertagdo - Mestrado em Solos e Nutrigéo de
Plantas).* .

A soja, atualmente é a leguminosa de maior expressio econdmica do
Brasil. Devido a sua boa lucratividade encontra-se em larga expansio em todo
territorio nacional. Em alguns ensaios em solos écidos, sob sistema de plantio
direto cultivo minimo no Cerrado, esta cultura tem mostrado baixa a aplicagdio
de calcario. A acidez é um dos fatores que limitam a eficiéncia da simbiose
rizébio-leguminosas. No entanto, alguns trabalhos mostram a indugiio de
tolerdncia a acidez quando a bactéria é exposta previamente a um pH levemente
4cido. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o crescimento de
Bradyrhizobium elkanii estirpe Br 29 em meios de cultura com diferentes
valores iniciais de pH (6,8; 6,0 e 5,0) e o desempenho de sua simbiose
com soja. Foram realizados dois ensaios laboratoriais ¢ um em casa de
vegetagdo. As curvas de crescimento obtidas nos dois ensaios de laboratdrio
variaram de acordo com o pH e com a composicio do meio de cultura. O
crescimento no meio Lopreto foi melhor em pH 5,5 e no meio Lorda e
Balatti em pH 6,0. O crescimento (matéria seca da parte aérea) e nodulagio
(nimero e matéria seca) de soja cv. Conquista inoculada com BR 29 em solo
acido (pH 4.9) e sem limitagdes relacionadas a elementos téxicos (e.g.: aluminio
e manganés), nio diferiu com relagdo ao pH do inoculante. No entanto, todos
estes parimetros foram superiores no tratamento com calagem.

*Comité Orientador: Prof." Dra. Fatima Maria de Souza Moreira (Orientadora).
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ABSTRACT

BARBER], Alexandre. Growth of Bradyrhizobium elkanii strain Br 29 in
culture media with different pH values and performance of its symbiosis
with soybean (Glycine max (L.) MERRILL). Lavras: UFLA, 2003. 44p.
(Master Degree in Soil Science and Plant Nutrition).*

1

Currently soybean is the most economically important legume crop in
Brazil. Due to its profitability soybean is being widely spread out all over the
national territory. Some assays have shown low response of this crop to liming
in acid Cerrado soil, under no-till systems. Acidity is one of the factors that
limits the efficiency of the symbiosis rhizobia — legumes. However, some papers
demonstrated induced tolerance to acidity when the bacterium is previously
exposed to a slightly acid pH. The aim of this study was to verify the growth of
Bradyrhizobium elkanii strain Br 29 in culture media with different pH values
and the performance of symbiosis with soybean. Two laboratory assays and one
in greenhouse were carried out. Growth curves varied either in accordance with
pH or culture media composition. Growth was better at pH 5.5 in Lopreto
medium and at pH 6.0 at Lorda and Balatti medium. Growth (shoot dry matter)
and nodulation (number and dry matter) of soybean cv. Conquista, inoculated
with BR 29 in an acid soil (pH 4,9) without limitations regarding toxic elements
(e.g.: aluminum and manganese), either without or with lime, showed no
differences concerning inoculant pH. However, these parameters were all
superior in the liming treatments.

*Guidance committee: Prof® Dra. Fitima Maria de Souza Moreira (Major
Professor).
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) MERRILL) é uma Iegufninosa domesticada
pelos chineses ha cerca de cinco mil anos. Sua espécie mais antiga, a soja
selvagem, crescia principalmente nas terras baixas ¢ ﬁmidas; junto aos juncos,
nas proximidades dos lagos e rios da China Central. Ha trés, mil anos a soja se
espalhou pela Asia, onde.comegou a ser utilizada como alimento. FOI no inicio
do século XX que passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. A
partir de entio houve um rdpido crescimento na produgdo, com o
desenvolvimento das primeiras cultivares comerciais (EMBRAPA, 2062).

No Brasil, o primeiro plantio relatado ocorreu na Bahia, em 1882 (Hasse
1996), mas a soja foi introduzida oficialmente no Rio Grande do Sul, em 1914.
A sua expansio no Brasil aconteceu nos anos 70, com o interesse crescente da
indiistria de 6leo e a demanda do mercado internacional. Assim, na safra
2001/2002 a drea plantada de soja no Brasil foi de 15,840 milhdes de hectares,
alcangando uma produgio de 41,116 milhSes de toneladas (CONAB, 2002),
colocando o Brasil em segundo lugar no cendrio mundial, s6 sendo superado
pelos Estados Unidos, sendo a produtividade média do Brasil superior em mais
de cinco sacas.ha™ 4 do Estados Unidos(USDA, 2002).

A soja brasileira somente conseguiu chegar a estes patamares gragas ao
preco competitivo no mercado internacional. Contribuiram para isto os esforgos
de pesquisadores no melhoramento genético da planta e os avangos das
pesquisas em microbiologia do solo, os quais tornaram possivel substituir a
adubagio nitrogenada pelo uso de inoculantes de Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium elkanii, que conseguem suprir a quase totalidade de nitrogénio
demandado pela cultura, equivalente a mais de 250 kg de N.ha" por cultivo
(Urquiaga, Boddey & Neves 1999). Com isso, em cerca de 15,840 milhGes de ha

1



de soja cultivados na safra 200]/2002 o Brasil economizou o equlvalente ald
bilhdes de délares. _ '

Para garantir. os beneficios proporcionados pela fixagdo bioldgich ‘de
nitrogénio (FBN), o agricuftor' necessita introduzir, no campo de ctiltivo, estirpes
de bactérias eficientes na ﬁxagﬁo do nitrogénio ¢ em numero adequado, jé‘que
no solo podem ocorrer estirpes pouco eficientes ou baixa populagio de bactérias.
Assim, a introdugdo'de uma nova populagio bacteriana torna-se imprescindivel
para se alcangar alta eficiéncia da FBN, a qual é realizada por meio do uso de
inoculantes. ' .

No ano de 2001, 99% de todo o inoculante utilizado no Bmsil foi
produzido para a cultura da soja, sendo 78% deste é uma mistura de turfa e meio
cultivado com estirpes de Bradyrhizobium. A turfa deve ter seu potencial
hidrogenidnico (pH) corrigido e deve ser esterilizada por radiagéio, apresentando,
assim, o inoculante, pH pr6x1mo a neutralidade.

Com a introducdio, da cultura da soja no cerrado brasileiro ¢ com a
utilizagdo do plantio direto, alguns pesquisadores, como Caires et al. (1998),
Pottker & Bem(1998), Caires et al. (1999) e Moreira (1999), tém verificado a
baixa resposta‘desta cultura & corregio da acidez do solo, alcangando boas
produtividades, mesmo em solos naturalmente 4cidos.

Com isso, tomna-se importante a selecio de bactérias fixadoras de
nitrogénio (BFN) mais adaptadas a valores de pH mais baixos ou a pré-
adaptagdio das estirpes de BFN j4 utilizadas nos inoculantes a esta nova faixa de
PH. Alguns trabalhos tém demonstrado uma melhor adaptagdo de bactérias a
acidez quando previamente crescidas em meios levemente 4cidos, denominando
este fendmeno de “acid habituation™( Goodson & Rowbury, 1989 a, b) ou
“adaptative tolerance response” ( Foster & Hall, 1990, 1991; Dilworth et al,,
1999; O’Hara et al., 1989). Estas observagdes aumentam as questdes sobre as



condigdes de cultivo apropriadas para a preparagio de inoculantes para solos
acidos. Pode ser que bactérias crescidas em pH 5,0 tenham maior chance de
sobreviver em solos icidos de que quando crescidas em 'pH 7,0 (O’Hara &
Glenn, 1994).

Em trabalho realizado por Miguel & Moreira (2001), verificou-se maior
produco de exopolissacarideos e de niimero de unidades formadoras de colénias
por mililitro em estirpes, de Bradyrhizobium (Br 29, Br 4406, SEMIA 587 e
INPA 401-11B) crescidas em meio de cultura YMA (Vicent, 1970) com pH
inicial igual a 6,0, em comparago com os outros tratamentos (pH inicial 5,0 e
6,8). Niio ocorreu diferenca entre os tratamentos, pH inicial, na eficiéncia
simbiética das estirpes testadas em soja. Sendo indicado pelos autores o pH
inicial de 6,0; do meio de cultura como boa opgdo para produgiio de inoculantes.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento da
estirpe Br 29 (= SEMIA 5019 = Br 29w ) de Bradyrhizobium elkanii, em meios
de cultura (Lopreto, 1972 e Lorda & Balatti, 1996) diferindo em reiag:ﬁo ao pH
inicial (5,5; 6,0 e 6,8), e avaliar o desempenho de sua simbiose com soja em um

solo 4cido e com corregéo de pH.
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inoculantes

Dados do Ministério de Agricultura demonstram que no ano de 2001
foram comercializadas 14 milhdes de doses de inoculantes para soja em todo o
Brasil, sendo aproximadamente 31% destas foram importadas de outros paises,
como Argentina ¢ Uruguai. A manutengio e o controle das estirpes dos

inoculantes sdo feitos pela FEPAGRO. De dois em dois anos, representantes da



indistria e pesquisa ligados a esla area, além do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento, realizam a reunido da rede de laboratérios para
. recomenda¢5o;' ﬁadronizacﬁo. e difusio de tecnologia de inoculantes
microbiolgicos de interesse 'agricola (RELARE), que também tem como
objetivo o controle e estabelecimento de normas para a produgiio e teste destes
inoculantes no pais. ’
Na safra 2001/2002, a maior parte dos inoculantes produzidos para soja
(52%) foi uma mistura de turfa com pH 6,8 e cultura liquida de duas estirpes de
Bradyrhizobium recomendadas (SEMIA 587 e SEMIA 5019=BR 29W ou
SEMIA 5079 e SEMIA “5080). De acordo com padrdes estab‘elecidos\‘ na
RELARE (1994), a turfa utilizada deve ser esterilizada para evitar propagagio de
outros organismos indesejiveis ou que possam afetar a sobrevivéncia dos
Bradyrhizobium. O método empregado ¢ o de radiagdo em virtude do grande
volume utilizado, O o,utrqA tipo de inoculante apresenta-se na forma liquida,
representando 48% da produgdo total (RELARE 2002), estando ainda a sua
composigdo sob segredo industrial. Todos os inoculantes devem apresentar 1,0 x
10° células de rizébio por grama ou mililitro no momento do plantio e ndo conter
nenhum contaminante apds diluigio de 10”%, além de pH préximo a neutralidade
e aproximadamente 40% de umidade. O controle de qualidade & feito por érgdos

ligados ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

2.2 Acidez

Os solos tropicais e subtropicais séo normalmente 4cidos, seja pela
ocorréncia de precipitagiio suficientemente alta para lixiviar quantidades
aprecidveis de bases permutdveis do solo, seja pela auséncia de minerais

primdrios e secundérios, responséveis pela reposi¢do dessas bases. Sendo assim,



‘devido a grandes 4reas' de solos acidos araveis, a imponﬁncié da acidez, sob o
aspecto pratico, sobrepuja a da alcalinidade em solos tropicais (Custodio et al.,
2002). |

Segundo Cline & Kaul (1990), a acidez do solo afeta mais a simbiose
Bradyrhizobium - soja do que a planta hospedeira, pois. quando a planta
hospedeira recebeu nitrogénio mineral, teve crescimento satisfatorio.

O pH do solo constitui um dos principais fatores limitantes 2 FBN em
leguminosas, devido ao retardamento ou supressdo da fonnéc;ﬁo'dos nédulos.
Seus efeitos podem ser diretos, através da influéncia sobre a sobrevivéncia da
bactéria, ou indiretos, pela maior ou menor disponibilidade dos elementos lteis
(fosforo, célcio, magnésio e molibdénio) e téxicos (ions hidrogénio, manganés e
aluminio) (Vidor et al., 1983; Graham, 1992). Assim, células crescidas em meio
rico com pH préximo ao neutro podem sofrer pefda de viabilidade quando
adicionadas a solo com pH baixo e desequilibrio nutricional‘(Grgham, 1992;
Clarke et al., 1993; O’Hara & Glenn, 1994 e Dilworth et al., 1999).

O estagio inicial da infecgdo nodular ¢ o mais afetado por valores baixos
de pH, sendo relacionado a reduzida atividade de enzimas responséveis pela
quebra da pectina durante a invasdo inicial dos pelos radiculares. O pH critico,
abaixo do qual néio haveria nodulago, esté na faixa de 3,52 5,3, sendo que, para
a soja, o valor ¢ de 4,0 (Vidor et al., 1983).

Segundo Vlassak & Vanderleyden (1997), a taxa de nodulagfio ¢
reduzida em leguminosas cultivadas em solos dcidos, principalmente porque a
sensibilidade dos eventos iniciais da nodulagdio esta vinculada ao curvamento
dos pélos radiculares e & iniciagdo da formagio do corddo de infecgdo.
Problemas de expresséo dos genes nod, os quais sdo responsaveis pela ativaggo

do processo de nodulag#o, sdo mais notados em estirpes sensiveis & acidez do



que em estirpes tolerantes, ao que se pode relacionar o aparecimento de efeitos
deletérios relativos a acidez (M'(:Kay & Djordjevic, 1993). .

Segundo ‘Howieson (1995), a capacidade de algumas estirpes de
bactérias do género Bradlyrllu'zabium .em manter o pH de seu citoplasma
inalterado, mantendo assim suas. fung¢des saprofiticas em'cdndigéés cidas, além
da estabilidade de produtos do "gene nodABC, polissacarideos superficiais e
proteinas nas mesmas condigdes, também seriam fatores importantes na
tolerdncia a acidez e manutenq:ao do processo de nodulagdo. A soluc;ao para o
manejo de solos écldos sena a utlllzat;ao de leguminosas e BFN adaptadas a esta
condigio (Munns, 1965; Lle, 1971 e Spain et al., 1975).

Resultados obtidos por O’Hara et al. (1989) demonstraram que estirpes
de Rhizobium tolerantes & acidez podem proporcionar um alto gmdienté de pH
quando crescidas em condigdes de elevada acidez, podendo manter a
alcalinidade citoplasmitica relat'ivameme constante, indicando que a capacidade
de tolerar acidez é relacidné.da com a capacidade de controlar o pH do
citoplasma. Confirmando estes resultados, trabalho conduzido por Correa &
Bamnex (1997) com Rhizobium loti demonstram que a tolerdncia a acidez destas
estirpes ¢ um complexo de fendmenos envolvendo mecanismos de constituigio
da membrana, permeabilidade da membrana exterior e respostas adaptativas ao
PH do meio, como a fase de crescimento bacteriano e diferengas na expressio de

proteinas.

2.3 Calcio

O cilcio ¢ importante no processo de infecgfio dos pélos radiculares,
sendo sua exigéncia maior na iniciagdo do nédulo. Sua exigéncia parece estar

ligada a divisdo celular nas raizes, necessaria para a iniciagdo do nédulo. Porque



as bactérias necessitam muito menos calcio que as plantas, o suprimento
adequado, do mesmo deve ser fomecido em fungdo das necessidades das plantas
(Vidor et al., 1983). .

O ciélcio é citado em varios trabalhos (Reeve et al., 1993; Hartel &
Alexander, 1983; Thomton & Davey, 1983) por desembenhar um papel
importante na sobrevivéncia de rizébio aos estresses causados pela acidez. Ele
esta envolvido em muitos processos celulares, como estabilidade da parede
celular e complexo peptideoglicano. Segundo Vicent (1962) épro;cimadamente
25 uM de calcio em meio liquido jé sdo suficientes para um desenvolvimento
normal para Rhizobium meliloti; entretanto, sob valores de pH baixo,
necessidades de 10 a 100 vezes maiores ja foram encontradas (Watkin et al.,
1997; Reeve et al., 1993; Howieson et al., 1992). Sggundo Aarons & Graham
(1991), estirpes de Rhizobium tolerantes a valores de pH baixo tém maiores
teores de calcio do que estirpes sensiveis.

Geralmente, a aplicaggo de calcario em solos 4cidos corrige a deficlencla
de elementos e a toxidez de outros. No entanto, em muitas areas, a calagem as
vezes néio ¢ economicamente vidvel porque sdo necessdrias altas doses de
calcério e haveria um alto custo para o seu transporte. Devido a este fato, o
desenvolvimento de sistemas adaptados a acidez, pelo uso de estirpes de BFN
tolerantes & acidez e plantas hospedeiras tolerantes & acidez, a baixa fertilidade
destes solos é uma estratégia favorivel (Bordeleau & Prévost, 1994).

2.4 Hospedeiro

De modo geral, o pH rizosférico pode diferir de 1 a 2 unidades em
relagdo ao pH do solo adjacente. Quando a absorgio de citions excede a de

anions, ocorre uma extrusio liquida de H', causando acidez da rizosfera. Por

v



outro lado, quando anions sdo mais absorvidos que catlons, ocorre extrusio
liquida de HCO;', com conseqtiente clevacﬁo dopH (Moreu'a & Slquelra, 2002).

Em trabalho reahzado por Ribeiro Jr., Franco e Lopes (1986 e 1987) em
solo 4cido, ocorreu um aumento progressivo do pH em direcio & raiz de
Enterolobium contortisiliquum e Albizia lebbek, o que pode ser explicado porque
estirpes sensiveis a acidez foram éépazes de nodular satisfatoriamente esta planta
em pondigz’io de acidez,

Quando crescefn em ambiente acido, algumas espécies de Medicago
tolerantes & acidez podem nodular melhor que outras (Howieson et al,, 1992)
porque mantém a composn;ﬁo de exsudatos radiculares convenientes para a
indugio do gene nod em Rhizobium meliloti, favorecendo a nodulagdo. A
combinagdo de hospedeiros com habilidade de nodular em solos 4cidos e estirpes
de rizébio tolerantes & acidez tem permitido que Medicago spp. formem nédulos
e persistam em solos com acidez de 4,8 (Ewing & Howieson, 1989). J4 em um
experimento conduzido por Scholles; Kolling & Freire (1981), a simbiose de
Rhizobium com siratro, desmédio e soja perene teve alta resposta 3 aplicagdo de
calcério. Em contrapartida, para lotononis, néo houve resposta.

Também ¢ importante salientar que, sob estresse de temperatura foram
encontradas diferengas quantitativas e qualitativas de indutores do gene nod em
exudatos de raizes de Cajanus cajan (L.) Mill sp (Raghuwanshi et al., 1994),

Em Lupinus angustifolius e Lupinus pilosus, o pH acima de 6,0 ¢
prejudicial & simbiose com Bradyrhizobium, sendo que a diminuigao do pH para
5,0 estimulou a nodulag#o e o acimulo de nitrogénio nas duas espécies (Tang &
Robson, 1993).Em pH 4,0, duas espécies de Cicer arietinum demonstraram

melhor nodulagio em relagdo a outras espécies (Tang & Thomson, 1996).



2.5 Soja

No caso especlﬁco da soja, a nodulagdo parece pouco afetada pela
acldez, uma vez que ela pode ocorrer numa faixa de pH de 4,0 a 4,6, desde que
existam niveis adequados de nutrientes e que néo ocorra toxidez de aluminio ¢
manganés (de Mooy et al., 1973 ¢ Freire, 1976; citados por Marriel, 1984). ‘

Recentes trabalhos tém mostrado respostas pouco exiaressivas da soja &
aplicagdo de calcério na ;superﬁcie e altas produtividades da cultura em solos
acidos, sob plantio direto (Caires et al., 1998; Caires et al., 1999, Moreira, 1999
e Pottker e Ben, 1998). A elevada produgio de soja em condigdes de alta acidez
do solo esté relacionada a adequada absorgio de agua e de nutrientes pela
cultura, provavelmente em decorréncia de maior umidade disponivel no solo
(Caries & Fonseca, 2000 e Morote et al., 1990). Também tem sido relacionada
a0 menor efeito toxico do aluminio, decorrente da formagdo de complexos
orgdnicos soliveis presentes nos restos das plantas (Miyazawa et al., 1996), ou
a0 fato de os teores de calcio, magnésio e potassio apresentarem disponibilidade
suficiente no perfil do solo para manter uma relagéio adequada com o aluminio
(Caires et al., 1998).

Fageria & Baligar (1999), trabalhando com varias espécies cultivadas
em casa de vegetagio utilizando solos com pH variando de 4,9 a 7,0, notaram
que todas as culturas tiveram o peso de matéria seca da parte aérea afetado pelo
pH; para a soja, o valor ideal foi de 5,6.

Trabalhos conduzidos por Munns et al. (1977) demonstram diferen¢a na
resposta & inoculagdo de duas variedades de soja expostas a diferentes
concentrages de calcdrio, indicando, assim, a importincia do estudo de

variedades mais adaptadas ao pH do solo.



3. MATERIAL E METODOS

Com o obJetnvo de avahar ) crescnmento da estlrpe Br 29 em meios com
‘dlferentes valores iniciais de ‘pH ¢ de sua simbiose com so_|a, em solo
originalmente  4cido, com e sem corregdio de pH, foram conduzidos dois
experimentos laboratoriais no Setor de Microbiologia do Solo € um em casa de
vegetaco do Departamento de Ciéncias do Solo da UFLA.

A estirpe Br'29 = SEMIA 5019 = Br 29w) pertence a eépécie
Bradyrhtzobmm elkanu e foi isolada na Embrapa Agrobiologia. E utilizada como
‘inoculante desde 1979, sendo considerada competitiva em. solos de Cerrado
~ (Peres & Vidor, 1980). Além disso, apresentou o melhor cresclmemo, em
condigdes de acidez, entre as quatro estirpes testadas por Miguel & Moreira
(2001).

3.1 EXPERIMENTOS LABORATORIAIS:

3.1.1 Influéncia do pH inicial do meio de cultivo e do cilcio na

producdo de células de rizébio

O meio utilizado foi o de Lopreto (1972), adicionado de 1 mL.L" de
solug@o de micronutrientes de Zabriskie, citados por Urenha et al. (1994) e cujas
composi¢des sdo ilustradas na Tabela 01. Este foi distribuido em erlenmeyers de
250 mL contendo 150 mL de meio. Apds autoclavagem dos erlenmeyers a 121
°C por 20 minutos e resfriamento & temperatura ambiente, procedeu-se a
inoculag@o dos mesmos com colénias da estirpe Br 29, que foram obtidas, depois

de crescidas, por 7 dias em placa de Petri com meio 79 (Fred & Waksman,
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1928). com o auxilio de uma alga de platina. Foram realizadas quatro repetigdes
para cada tratamento, totalizando 16 erlenmeyers.

Os tratamentos testados foram:

1. Meio com pH inicial 5,5 sem cilcio adicional;

2. Meio com pH inicial 5,5 mais 0,5 g.L" de cloreto de calcio;

3. Meio com pH inicial 6,0 sem cilcio adicional; .

4. Meio com pH inicial 6,8 sem calcio adicional.

O pH do meio foi ajustado para pH 5,5; 6,0 ¢ 6,8 com sollu‘;ﬁo de HCI
2N.

TABELA 01. Composi¢io do meio de cultura e da solugdo de micronutrientes

Zabriskie utilizados no primeiro experimento laboratorial.

Meio de cultivo Solugdo Zabriskie

zL" gL
Glicerol 10 ZnS0,.TH,0 0,22
Extrato de levedura 4 CaCl, 0,55
K;HPO, 0,5 MnCl, 0,50
MgSO, 7H,O 0,2 FeSO, 0,50
NaCl 0,1 (NH;)sMo0;0,4.4H,0 0,10
KNO; 0,8 CuSO; 0,16
(NH,),HPO, 0,3 CoCl, 0,16
MnSO, solugdoa 10% 2 gotas.L"
FeCl; solugdgoa 10% 2 gotas.L”




Apos a inoculagio, os erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo
constante, em um agitador orbital, a 110 rpm e 28°C por 216 horas. A cada 24
horas foram retiradas aliquotas de 1 mL para contagem de unidades formadoras
de colonia (UFC.mL™") em placa, pelo método da inoculagdo de gotas proposto
por Miles & Misra (1938).

Para a contagem de UFC.mL" foi retirado 1 mL de caldo de cada
erlenmeyer, através do uso de pipeta automatica desinfetada com alcool a 70%,
com ponteira previamente autoclavada. Esta aliquota foi colocada em um tubo
de ensaio contendo 9 mL de solugdo fisioldgica (NaCl 0,55%), previamente
autoclavado, e agitada por 10 segundos em vortex, originando uma solugéo com
concentragdo de diluigdo 107", Posteriormente, retirou-se 1 mL da solugio 10™, o
qual foi colocado em outro tubo, com 9 mL, seguindo o procedimento citado
acima, originando a diluigio 10, Este processo foi realizado sucessivamente até
a obtengdo da diluigo 10”. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 0,02 mL
das diluigdes 107; 107 10; 107; 10™ e 10°, as quais foram colocadas em placas
de Petri contendo meio 79 e divididas previamente em seis setores, utilizando-se
um setor da placa por diluigdio. Este procedimento foi realizado em nimero de
trés repetigdes. Apos a inoculagdo e secagem da aliquota, as placas foram
colocadas invertidas em uma cémara de crescimento a 28°C pelo periodo de 7
dias, quando entéo foi efetuada a contagem das UFC da diluigdo, que apresentou
de 6 a 50 UFC por gota de 0,02 mL (Miles & Misra, 1938). A partir destes
numeros de UFC foram construidas curvas de crescimento em fungdo do tempo.
Para a obtengdo do tempo de geragio dividiu-se um intervalo de tempo
especifico (T-T2) em horas (fase log) pelo nimero de geragdes. Este foi
calculado pelo logaritmo na base 2 da divisio das UFC.mL™" T, pelas UFC.mL"
T).



3.1.2 Influéncia do pH inicial e do tamponamento do meio de cultivo

na produgdo de células de rizdbio.

O meio utilizado neste experimento teve como base o meio Lorda &
Balatti (1996), recomendado em comunicagio pessoal peld pesquisador Luiz
Carlos Urenha. Os tratamentos testados foram diferentes' quanto aos valores
iniciais de pH (5,0, 6,0 ¢ 6,8), tamponados com diferentes proporgdes de ions
fosfato. Todos os trés tratamentos receberam as mesmas qu‘antidadcs de
ingredientes apresentados na Tabela 02, s6 diferindo na proporgdo de fons de

fosfato.

TABELA 02. Composigdo do meio Lorda & Balatti (1996) modificada.

Nutrientes Quantidade (g.L")
Glicerol 10
Extrato de levedura 4

MgSO, 7H,0 0,2

NaCl 0,1

KNO; 0,8
(NH,);S04 0,3
MnSO; solugiio a 10% 0,06 mL.L"
FeCl, solugdo a 10% 0,06 mL.L"

Para o tamponamento desejado foram confeccionadas duas solugdes a
8,81 mM de concentragio de K;HPO, e KH;PO,, colocados na proporgio
indicada na Tabela 03.
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TABELA 03. Volumes de solugdo a 8.81mM de K,HPO, e KH,PO, a 8.81mM,

utilizados no‘meio,'para obter o pH desejado.

pH desejado
Sais 68 6.0 . 55
' mL.L"
K:HPO, 55 20 )
KH,PO, .45 80 96

[

Para a padronizagio do inbculo inicial, uma coldnia isolada "apﬁs
crescimento da estirpe por 7 dias em meio 79, foi inoculada em meio Lorda &
Balatti (1996) com pH 6,8; ficando sob agitagéo por seis dias. Em seguida, uma
aliquota de ImL foi inoculada em erlenmeyer de 250mL contendo 149 mL dos
respectivos meios, com v‘tlilores‘ pH ajustado para 5.5, q.o e 6.8 com solugdio de
HC! 2N com um n(nrhei‘o de 4 repeti¢cBes para cada tratamgnté, totalizando 12
erlenmeyers. ‘

Apbs a inoculagiio, os erlenmeyers foram mantidos sob agitagfio
constante, em ;lm agitador orbital, a 110 rpm e 28°C por 168 horas. A cada 24
horas foram retiradas aliquotas de 1 mL para a contagem de UFC.mL", que foi
realizada como no experimento anterior. Aliquotas de SmL foram retiradas para
determinag#o de densidade ética e do valor de pH. Para a avaliagfio da densidade
ética foi utilizado um espectrofotdmetro marca Hitachi, modelo U-2001 UV/Vis,
fazendo leitura de absorbancia a 560 nm e utilizando como padriio “0” agua
destilada. Para leitura de pH, utilizou-se de um potencidmetro de eletrodo

combinado previamente calibrado.
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3.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETAGCAO

| 3.271 Desempenho da simbiose soja e Bradyrlzizobiu.m elkanii estirpe
Br29 crescida em meio de cultura liquido com trés valores de pH inicial
(5.5; 6.0 e 6.8) sob condigiio de solo dcido e com corregfio ‘dé pH.

Este experimento foi realizado em delinean'ténto inteiramente
casualizado, com fatorial 5x2 e 5 repetigdes, onde foram utilizadas cinco fontes
de nitrogénio (Simbidtica, inoculante com pH 5,5; Simbiética, inoculante com
pH 6,0; Simbidtica, inoculante com pH 6.8; Mineral, 300mg de nitrogénio €
Testemunha, sem nitrogénio) e dois niveis de corregio de acides (presente e
ausente). A cultivar de soja testada foi a Conquista (MG/BR-46), escolhida por
ser uma das mais plantadas no Brasil nas ultimas safras. Esta cultivar foi
considerada uma das mais sensiveis a acidez entre quatro cultivares testadas por
Custédio et al (2002). |

3.2.1.1 Aspectos gerais.

A unidade experimental ‘foi constituida por vasos de PVC com
capacidade de 1,5 dm®, preenchidos com um Latossolo Vermelho Amarelo
distréfico tipico (Embrapa, 2000), coletado no municipio de ltumirim-MG, cujas
caracteristicas quimicas, antes e depois da calagem, se encontram na Tabela 04.
As anélises foram realizadas pelos Laboratérios do Departamento de Ciéncia do
Solo da UFLA e interpretagio foi feita de acordo com Ribeiro, Guimardes e
Alvarez V. (1999).

O solo foi coletado na camada sub superficial (20 a 60 cm), seco ao ar,
destorroado, homogeneizado e passado em peneira de 4 mm de abertura. O

calculo da calagem foi realizado segundo o método de Saturagdo por Bases
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(Raij, 1981). Nos tratamentos com corregdio da acidez do solo, esta foi feita de
modo a eleyar a saturagiio porbas.e pgré ?0%, utilizando-se carbonato de célcio
PA. Em um vasd, foi adicioqado i.4 dm’ de solo, o que foi posterionneﬁte
pesado; com este peso padronizaram-se todas as outras unidades experimentais.

| Depois de uma homogeneizagdio, o solo foi un;edecido a 60% da

capacidade de campo e ficou em repouso 30 por dias.

TABELA 04. Resultados da anlise quimica do solo antes e depois da calaggm.

Elementos Unidades Valores
antes depois
pH em H,0 (1:2,5) | 49 6,1
P ( Fésforo Mehlichl)  mg.dm™ 0,4 0,4
K (Potassio Mehlich I) © mg.dm™ 23 17
Ca Cmol..dm™ 0,4 1,6
Mg . ~ Cmol.dm* 02 04
Al Cmol..dm> 0,1 0
H+Al Cmol..dm" 1,5 1
S.B. Cmol..dm? 0,7 2
t Cmol..dm™ 0,8 2
T Cmol..dm™ 2,2 3
m % 13 0
\' % 30,6 67,1
Matéria Orgénica dag.kg" 0,8 0,6
Zn mg.dm” 1,2 L1
Fe mg.dm” 26,0 23,2
Mn mg.dm™ 29 2,5
Cu mg.dm> 1,5 1,0

Método de andlise quimica proposto por Vettori (1969) modificado pela
EMBRAPA (1979) e Camargo et al. (1986).
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- 3.2.1.2 Instalagiio e conducio do ensaio

Foram semeadas 5 sementes por vaso, as quais foram desinfectadas
superficialmente com etanol 95% por 3 segundos e hipoclorito de sédio por 10
segundos a 1% e posteriormente lavadas com dgua destilada esterilizada em
abundancia (comunicagdo pessoal Dr. José da Cruz Machado Laboratdrio de
Fltopatologla de Sementes / UFLA). Foi realizada a moculagﬁo das sementes
com | mL, por vaso, de um caldo da estirpe Br 29 com 96 horas de crescimento,
de acordo com os procedimentos relatados no experimento anterior, de forma
que a populagdo final foi de aproximadamente 7x10% células por vaso. Cinco
dias ap6s a germinagdo foi feito o desbaste, deixando uma planta por vaso até 40
dias apés germinagdo, ocasiio em que as plantas foram colhidas para avaliagéo
dos parimetros descritos posteriormente.

No tratamento com adi¢do de nitrogénio mineral, foram realizadas duas
adubagdes com 150mg de N/vaso da fonte NH,NO;, uma apods o desbaste e outra
15 dias apés a primeira. O solo foi adubado com macro ¢ micronutrientes,

conforme descrito na Tabela 05. Nao foi utilizada dose “start” de nitrogénio.
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TABELA 05. Quantidade de macro e migronﬁtrientes,adicionados por vaso

- contendo 1,4 dm’ de solo.

Nutrientes mg.dm> de solo_Fonte

Fésforo 155 KH,PO, ¢ FLPO,

Potéssio ’ 107 KH,PO,

Clcio ‘ 40 'CaSO0,. 2H;,0

Magnésio ' 82 . MgO —
 Emxofte 43 CaSO,2H,0

Zinco 54 ZnS0,. TH,0 | '

Ferro 43 Fe (NH4):(SOy),.6H,0

Manganés 3,8 MnS0,.H;0

Cobre 1,2 CuS0,. 5 H,O

Boro 086 H,;BO;

Molibdénio = 016  NHMo;Owud H,0

Cobalto 8x10° CoCl, 6H,0

3.2.1.3 Caracteristicas avaliadas

Aos 40 dias apds a emergéncia foram avaliados os seguintes pardmetros:
matéria seca da parte aérea, nimero de nédulos/planta, matéria seca de nddulos,
matéria seca de raiz, conteido de nitrogénio na parte aérea e acimulo de
nitrogénio na parte aérea. Para a avaliagdo da matéria seca da parte aérea, as
plantas foram cortadas na altura do colo, acondicionadas em sacos de papel e
depositadas em estufa de ar forgado (60°C) até a estabilizagéio do peso.

O nimero de nédulos foi determinado pela contagem dos nédulos depois
do seu destacamento manual das raizes previamente lavadas em dgua corrente.

Os nédulos destacados foram colocados em sacos de papel, assim como as raizes



sem os nodulos, e secos em estufa de ar forgado (60°C) até a estabilizag@o do
peso, obtendo-se assim, a matéria seca dos nédulos e das raizes

Para a avaliacio do teor de nitrogénio na parte aérea (N%) triturou-se
folhas e caules em moinho tipo Wiley, os quais foram passados em peneira de
malha 1.0 mm (20 mesh), sendo pesados 100 mg para analise pelo método
micro-Kjeldahl. Para o calculo do acimulo de nitrogénio na parte aérea (N), o

teor de nitrogénio foi multiplicado pela matéria seca da parte aérea.
3.2 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados (trés ensaios) foram analisados empregando o sistema de
andlise estatistica SISVAR, versio 3.01. As médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXPERIMENTOS LABORATORIAIS:

4.1.1 Influéncia da pH inicial e do cdlcio do meio de cultivo na

produgiio de células de rizébio.

Na Figura 01 estdo apresentadas as curvas de crescimento nos meios de
cultivo para os quatro tratamentos. Como pode ser observado, todos os
tratamentos apresentaram crescimento satisfatério da estirpe de Bradyrhizobium
elkanii Br 29 (= SEMIA 5019 = Br 29w), sendo que esta apresentou curvas
diferentes para cada meio. Houve significAncia para os tratamentos, conforme

indica a anélise de varidncia (Tabela 1A).
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FIGURA 01. Curvas de créscimento de Bradyrhizobium elkanii (Br 29) para os

tratamentos com pH inicial do meio 6,8; 6,0; 5,5 e 5,5+Ca.

i

Na Tabela 06 podem ser vistas as médias do log de UFC.mL" em
relacio ao tempo, comparadas pelo teste de Tukey a 5%. S6 ocorreram
diferengas estatisticas pelo teste de Tukey a 5% nas datas de leitura de 72 hs e 96
hs. Todavia, ndo ocorreu significincia para o parimetro tempo de geragiio no
intervalo entre 24 hs e 120 hs, tendo o valor médio do tempo de geragdo para os
quatro tratamentos sido de 10,807 hs. Este valor confirma valores encontrados
por Kennedy & Greenwood (1982), citados por Moreira (1991), para tempo de

geragdio de estirpes de crescimento lento, que foram maiores ou iguais a 8,5 hs.
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A contagem das primeiras 24 hs mostrou grande amplitude de contagem
entre as repetigdes, sendo que o indeulo inicial ndo padronizagdo pode ter
causado esta diferenga, ja que algumas repeti¢des podem ter sido inoculadas com
maior nimero de células. Mesmo assim, o indculo inicial mostrou um nimero de

UFC.mL" apreciavel, ja que ndo ocorreu uma fase lag em todos tratamentos.

TABELA 06. Médias do log de UFC.mL™" em relag@o ao tempo (hs) para os
quatro tratamentos de pH inicial do meio com e sem adigdo
suplementar de cilcio.

Tempo Tratamentos geral
(hs) 6,8 6 5,5 5,5+Ca
24 6,8a 6,08a 6,33a 6,57a 6,45D
48 7,01a 5,95a 6,28a 6,68a 6,48D
72 8,06a 6,63b 6,75b 7,22ab 7,16C
96 9,03a 7,76b 8,11ab 8,38ab 8,32B
120 9,6a 8,88a 9,12a 9,06a 9,16A

144 9,73a 9,25a 9,26a 9,42a 9,68A
168 9,59a 9,12a 9,54a 9,67a 9,48A
192 9,85a 9,34a 9,94a 9,76a 9,73A
216 9,23a 9,27a 0.86a 9,6a 9.49A
geral 8,76a 8,03¢c 8,36bc 8,61ab 8,44

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na horizontal, e maitscula, na
vertical, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A comparagio das médias gerais pelo teste de Tukey a 5% revelou que os

tratamentos com pH inicial 6,8 e 5,5+Ca foram os que apresentaram 0O maior
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nimero médio de log de UFC.mL™" ¢ o tratamento com pH inicial 6,0 foi o que

teve o menor nimero médio de log de UFC.mL"™. Verificou-se um aumento no
nimero médio geral de log de UFC.mL" por causa da adi¢do de calcio ao
tratamento com pH inicial de 5,5. Estes resultados confirmam hipoteses
sugeridas por Vicent (1962) e confirmadas por Watkin, O'Hara & Glenn (1997);
Reeve et al. (1993); Howieson et al. (1992), segundo os quais o aumento da
disponibilidade de calcio no meio de cultivo possibilitaria melhor crescimento de
estirpes de rizobio em pHs mais baixos.

A partir das equagdes das curvas de crescimento foi obtido o nimero
méaximo de UFC.mL", encontrando-se, para os tratamentos com pH inicial 5,5 ¢
5,5+Ca, valores iguais, pelo teste de Tukey a 5%, respectivamente de 1,5x10" ¢
6,0.\{]09. Pelo mesmo teste, ndo houve diferenga entre os tratamentos 6,8; 6,0¢
5,5+Ca, que obtiveram valores méaximos de nimero de UFC.mL’ iguais a
5,5x10%, 2,6x10% ¢ 6,0x10’, respectivamente.

A diferenga entre o melhor valor de pH obtido pela comparagdo de médias
em tempos especificos (Tabela 06) e o melhor valor de pH pela comparagio dos
nameros méximos de UFC pode ser explicada pelo fato dos melhores valores de
pH no segundo caso (5,5 e 5,5+Ca) terem sido obtidos em tempos além do
intervalo de tempo das determinagdes do primeiro caso (Tabela 06).

Como o objetivo ¢é obter o maior nimero possivel de UFC através da
corregdo do pH a indicagio destes valores através do calculo do nimero maximo

¢ o mais adequado.
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4.1.2 Influéncia do pH inicial ¢ do tamponamento do meio de cultivo

na produgdo de células de rizébio.

4.1.2.1 Evoluciio do pH do meio de cultivo em relagao ao tempo para

os trés tratamentos com pH iniciais de meio iguais a 6,8; 6,0 ¢ 5,8.

Qcorreu significdncia estatistica tanto dos tratamentos quanto do tempo
e interagdo entre eles pela anélise de varidncia (a = 0,01) (Tabela 2A).
Verificou-se um aumento progressivo do pH do meio em decorréncia da
multiplicag@io das células ao longo do tempo (Figura 02), sendo mais acentuado
nos tratamentos com pH inicial do meio com valores de 5,5 e 6,0; confirmando
resultados obtidos por Ribeiro Jr. et al. (1987), entretanto, ap6s 72 hs ndo havia
mais diferenga estatistica entre o pH dos tratamentos.Assim, possiveis efeitos do
pH do meio s6 devem ter influénciado no crescimento da populagéio bacteriana
até 72 hs. Virios pesquisadores (Gemell & Roughley, 1993; Bromfield & Jones,
1980; Howieson et al., 1992) encontraram baixa correlagdio entre estirpes
tolerantes a pH écido em meio de cultivo e tolerincia a acidez do solo. Estes
resultados poderiam ser explicados pela facilidade de alteragdo do pH do meio,
devido ao seu baixo poder tampdo em relagio & grande concentragdo de
UFC.mL" existente no meio. Em contrapartida, no solo, e também na rizosfera,
o poder tampio é bem maior e o numero de UFC.g" bem menor; assim, a
capacidade de alteragéio do meio poderia ser de menor importincia do que outros
mecanismos adotados pelos microorganismos para se protegerem dos efeitos
maléficos do fon hidrogénio € outros ions presentes quando este estiver em altas

concentra¢des.
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FIGURA 02. Evolugéo do pH do meio de cultivo em relagéio ao tempo para os

trés trgthment'o‘s com pH inicial do meio ighal a6,8;6,0e5,5.

4.1.2.2 Evolugiio do log UFC.mL" em decorréncia do tempo para os

trés tratamentos com pH iniciais de meio igual a 6,8; 6,0 e §,5.

Em fung#io da padronizagdo do indculo inicial, verificou-se uma diminuigio
da amplitude dos dados (Figura 03). Verificou-se, também, uma diminuigdo do
coeficiente de variagfio (Tabela 3A), o qual, em comparagéo com o do primeiro

experimento, diminuiu em mais de 9 vezes.
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FIGURA 03. Curvas de crescimento de Bradyrhizobium elkanii (Br 29) para os

tratamentos com pH inicial do meio tamponado 6,8; 6,0 € 5,5.

Tanto os tratamentos como o tempo € a interagdo destes fatores foram
significativos pela analise de varidncia (& =0,01). Também foram significativas
pela andlise de varidncia (o =0,01) as diferencas do tempo de geragdo entre 0s
tratamentos no intervalo de 0 hs e 96 hs, havendo um aumento do tempo de
gerago para o tratamento com pH inicial de 5,5, que foi de 18,081 hs, sendo
que, para os tratamentos com pH inicial de 6,8 € 6,0, os tempos de geragdo foram
de 16,577 hs e 16,321 hs, respectivamente, ndo diferindo entre si pelo teste de
Tukey a 5%. Este valor confirma resultados encontrados por Kennedy &
Greenwood (1982), citados por Moreira (1991), para estirpes de crescimento

lento. N#o ocorreu fase lag em nenhum dos tratamentos.
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Para todos os tenipos, 0s ‘trﬁtamehtos com PH inicial 6,8 e 6,0 estiveram
. sempre éntre“os" melhores (Tabela 07), diferindo de resultados obtidos por
Miguel & Moreira (2001), due em ineio YMA (Vincent, 1970) obtiveram
crescimento melhor em pH inicial igual a 6,0. Isso talvez tenha ocorrido pelo
aumento do tempo de geragio dos outros tratamentos, como verificado em
trabalho de Watkin, O’Hara & Glenn (1997). Todos os tratamentos atingiram
niimeros de UFC.mL" supgriores aos encontrados por,e. Miguel & Moreira
(2001), que foram apfoximadameme 10°. Isto é explicado pela melhor.utilizagﬁo
da fonte de carbono do meio Lorda & Balatti (1996) que na composigéio p&ssui
glicerol em comparago com o manitol utilizado no meio YMA (Vicent, 1970)

que foi testado por estes autores.

TABELA 07. Médias do log d¢ UFC.mL" em relagdo ao tempo (hs) para os
trés tratamentos, pH inicial do meio tamponado 6,8; 6,0 e 5,5.
Tempo ‘ Tratamentos geral

(bs) 638 6,0 55
0 8,30a 8,30a 8,30" 8,30F
24 899 8,97a 8,64b 8,87E
48 9,66a 9,64a 9,56a 9,35D
72 937a 9,39a 9,28a 9,62C
96 10,05a 10,082  991b 10,01A
120 9,992 9,89ab  9,84b 9.91B
144 10,292  9,92b 10,00b  10,07A

geral 9,52a 9,45b 9,36¢ 9,45

Médias seguidas da mesma letra minuscula, na vertical, e
mailscula, na horizontal, nfo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.
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A partir das equagdes das curvas de crescimento foi obtido o numero
maximo de UFC.mL" para cada tratamento, verificando-se que o tratamento
com pH inicial 6,0 obteve o maior nimero maximo, 2,18x10"" UFC.mL"
seguido pelo tratamento com pH inicial de 6,8; 1,9x10'"® UFC.mL", e pelo
tratamento com pH inicial 5,5, que obteve 0 menor nimero maximo, 9,1x10°
UFC.mL", os tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 5%. Estes
valores confirmam resultados obtidos por Miguel & Moreira (2001), que
também obtiveram méiores nameros maximos de UFC.mL™ no trat_ament6 com
pH igual a 6,0; no entanto, o tempo para atingir o crescimento maximo para os
tratamentos com pH inicial 6,8; 6,0 e 5,5 foram 155, 142,5 ¢ 138,3 bhs,
respectivamente, diferindo dos resultados obtidos por Miguel & Moreira (2001),
que encontraram respectivamente 165, 143 e 159. Isto pode ser explicado pela
diferenca na composigéio dos meio, principalmente pela fonte de carbono e pelo

fato de o numero de células inoculadas ter sido maior.

4.1.2.3 Evolucio da densidade ética do meio de cultivo em decorréncia

do tempo para os trés tratamentos com pH inicial do meio de 6,8; 6,0 e 5,5.

Ocorreu significancia estatistica tanto dos tratamentos quanto do tempo e
interagdo entre eles pela anélise de varidncia (o =0,01) (Tabela 4A).

Verificou-se correlagio entre log UFC.mL™ e densidade ética, encontrando
um valor de 80,94% de correlaciio para os trés tratamentos (Figura 04).
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FIGURA 04. Evolugao da densidade 6tica em relagdo ao log UFC.mL"! para os
trés tratamentos com pH inicial do meio igual 2 6,8; 6,0 ¢ 5,5,

A densidade ética expressa o nimero de células somado aos
exopolissacarideos (EPS) produzidos pelas mesmas. A produgio de EPS é uma
resposta de vérias espécies de bactérias a uma gama de fatores limitantes; EPS
pode ter um papel integral em permitir que um organismo sobreviva sob uma
variedade de circunstincias estressantes (Cunningham & Munns, 1984).

Para avaliar a produgfio de EPS, tomou-se um nimero base de 10°%
UFC. mL"! para que, com este, pudéssemos comparar as diferencas na densidade
Otica nos trés tratamentos. Com isso, verificou-se que nesta concentragdo de

UFC, as densidades éticas dos tratamentos com pH inicial 6,8; 6,0 e 5,0 foram,
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respectivamente, 0,386, 0,328 e 0,470. Estes resultados diferem dos resultados
. encontrados por Miguel & Moreira (2001), que em outro meio de cultura (YMA)
obtiveram maior densidade dtica para o tratamento com pH igual a 6,0,
utilizando o mesmo nimero base (10%® UFC. mL™), mas confirmam resultados
de Cunningham & Munns (1984), que obtiveram maior quantidade de EPS em
estirpes de Rhizobium tolerantes & acidez do meio, quando expostas a meio

acido.

4.2 EXPERIMENTO DE CASA DE VEGETAGAO:

Respostas de Bradyrhizobium elkanii estirpe Br29 cultivada em trés

valores de pH (5,5; 6,0 e 6,8) sob condigiio de solo icido na cultura da soja.

Verificou-se significincia estatistica para os tratamentos fonte de
nitrogénio e calagem. S6 ocorreu significincia na interagio fonte de nitrogénio
com calagem para o parimetro porcentagem de nitrogénio na parte aérea. O
resumo da analise de varidncia encontra-se no Tabela 5A.

Para os parametros nimero de nédulos ¢ matéria seca de nédulos, os
melhores tratamentos foram os inoculados, ndo diferindo entre si, sendo
seguidos pela testemunha e pelo tratamento com adubacio mineral com
nitrogénio (300 mg/vaso) (Tabela 08). O pardmetro matéria seca de nodulos
mostrou-se bem superior aos obtidos por Miguel & Moreira (2001) e Lima
{1995) no tratamento testemunha sem nitrogénio, sugerindo a ocorréncia de alta

populagd@io de Bradyrhizobium spp. nativos.
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TABELA 08. 'Quadro de médlas para os parametros nimero de nédulos (n

nod) e matéria seca de nodulos (nod).

tratamentos . n°nod nod

Fonte de nitrogénio

uni 'mg

ON 110,72b 398b

pH55. 230,64a 586a

pH 6,0 209,252 555a ‘
pH 6,8 192,21a 558a

300 N - 13,36c 67c

‘ Calagem
com 156,75  0520a
sem 112,21b 0,345b

Médias seguidas da mesma letra, na vertical, nfio
diferem entre si para cada pardmetro pelo teste
de Tukey a 5%.

Para os parimetros matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz e
acumulo de nitrogénio na barte aérea, o melhor tratamento foi o adubado com
nitrogénio de forma mineral (300 mg/vaso)(Tabela 09.); os demais tratamentos
nio diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%. Resultados semelhantes foram

obtidos em vaso por Oliveira et al. (1991).
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TABELA 09. Quadro de médias para os pardmetros matéria seca parte aérea
(parte aérea); matéria seca raiz (raiz) e acimulo de nitrogénio na

parte aérea (N).

tratamentos  parte aérea  raiz N

Fonte de nitrogénio

g g mg
ON 3,51b 1,43b 87,9b
pH55 4,21b 1,37b 112,8b
pH 6,0 4,00b 1,42b 124,5b
pH 6,8 3,82b 1,42b 108,9b
300N 6,71a 2,29a 224,8a

Calagem
com 4,99a 1,68a 144.4a
sem 3,91b 1,49b 119,2b

Médias seguidas da mesma letra, na vertical, nfio diferem
entre si para cada parimetro pelo teste de Tukey a 5%.

Para todos os parimetros, excetuando o parimetro percentagem de
nitrogénio, os tratamentos com calagem foram superiores aos sem calagem,
confirmando resultados obtidos por Munns et al., (1977); Scholles et al. (1981) e
Cline & Kaul (1990)(Tabelas 08 e 09).

O pardmetro porcentagem de nitrogénio foi o Unico que apresentou

| significéncia para a interagiio fonte de nitrogénio e calagem, sendo que, no
tratamento com N mineral, ndo houve diferenga entre os tratamentos com € sem

calagem, nos demais tratamentos de fonte de nitrogénio, os tratamentos com

calagem foram superiores aos sem calagem (Tabela 10).
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TABELA 10. Quadro de medlas da interagdo tnpos de nitrogénio e calagem

para o parametro porcentagem de mtrogemo na parte aérea,

- Tratamentos "' . Sem calagem -+ Com calagem
-ON -~ 241b ‘ 2,59a
pH 5,5 o 2,67b 2,70a
pH 6,0 . 2,67b 3,36a
pH 6,8 ‘ 2,68b ‘ 3,09a
300N - 4,058 2,88a ‘

Médias seguidas da mesma letra, na vemcal néo diferem entre si para cada parimetro
pelo teste de Tukey a 5%.

5. CONCLUSOES

1. O pH inicial do meio influenciou o crescimento da estirpe estudada;
porém, as respostas a estes tratamentos variaram de acordo com o meio
de cultura utilizado;

2. No meio Lorda & Balatti o melhor pH foi 6,0 ¢ no meio Lopreto o
melhor pH foi 5,5;

3. Nio houve diferenga no desenvolvimento das plantas de soja entre os
tratamentos que receberam os indculos produzidos com meios que
tinham pH 5,5, 6,0 ¢ 6,8;

4. A calagem proporcionou maior desenvolvimento da planta ¢ da

nodulagio;
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ANEXOS

Anexo A
TABELA 1A. Resumo da anilise de variéncia para log de UFC.mL"
em relagio ao tempo (hs) para os quatro tratamentos,

pH inicial do meio igual a 6.8, 60, 55 e

TABELA 2A. Resumo da anilise de varidncia para varidvel pH do

meio de cultivo em relago ao tempo
TABELA 3A. Resumo da andlise de varidncia para varidvel log
UFC.mL"' em decorréncia do tempo para os trés
tratamentos com pH iniciais de meio igual a 6.8; 6.0 e
5.5 e encneresenssesns e as e sa et bR sae e b h st a R s Rt nane
TABELA 4A. Resumo da analise de varifincia para varidvel densidade
6tica do meio de cultivo em decorréncia do tempo para
os trés tratamentos com pH inicial do meio de 6.8; 6.0 ¢
5.5
TABELA 5A. Resumo do quadro de anélise de varifincia' para os

parimetros matéria seca parte aérea (parte aérea);
matéria seca raiz (raiz); percentagem de nitrogénio na
parte aérea (% N); nimero de nodulos (n° nod); matéria
seca de nédulos (nod) e acumulo de nitrogénio na parte
aérea (N) eeeamenmesarennstses
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TABELA 1A. Resumo da anélise de variancia para log de UFC. mL" em relat;ﬁo
a0 tempo (hs) para os quatro tratamentos, pH inicial do meio igual

26.8, 6.0, 5.5 e5.5+Ca.

FV o GL Fe
TRAT , 3 7.642 **
TEMPO K 8 63.713**
TRAT*TEMPO 24 0.778™
CV (%) _ L 7.5% ¢
** significante (o = 0.01) ’
™ nio significante \

TABELA 2A. Resumo da anélise de varidncia para varidvel pH do meio de

cultivo em relag@o ao tempo.

FV GL Fo

TRAT 2 30.721%*
TEMPO 231.671%*
TRAT*TEMPO 12 13.471%*
CV (%) ‘ 1.73

** significante (o = 0.01)

TABELA 3A. Resumo da andlise de varincia para varidvel log UFC.mL" em
decorréncia do tempo para os trés tratamentos com pH iniciais de

meio igual a 6.8; 6.0 € 5.5.
FV GL Fc
TRAT 30.388**
TEMPO 869.275%*
TRAT*TEMPO 12 5.695%*
CV (%) 0.82

** significante (o = 0.01)
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TABELA 4A. Resumo da anilise de variancia para varidvel densidade 6tica do
meio de cultivo em decorréncia do tempo para os trés tratamentos
com pH inicial do meio de 6.8; 6.0 e 5.5.

FV GL Fc

TRAT 2 91.092%*
TEMPO 6 47408.725%*
TRAT*TEMPO 12 85.038**
CV (%) 1.19

*# significante (o. = 0.01)

TABELA 5A. Resumo do quadro de andlise de varidncia para os parametros
matéria seca parte aérea (parte aérea); matéria seca raiz (raiz);
percentagem de nitrogénio na parte aérea (% N); nimero de
nddulos (n° nod); matéria seca de nédulos (nod) e acumulo de

nitrogénio na parte aérea (N).
F. calculado
FV GL parteaérea raiz %N n°nod”  nod N

Fonte N 4 14.269** 15.404** 5.668** 43.533%* 40.225** 20.79**
Calagem 1 12.263** 4.596* 0.048™ 9.013** 32.820** 5.710*
Tipo*Cal 4 0.364™ 1.305™ 5.345**  2.506™ 0.356"  1.438™
CV (%) 24.28 19.95  16.77 19.46 25.00 28.23

** significante (a = 0.01)

* significante (a = 0.05)

™ n#o significante

Wyalores transformados para (n+1)"0,5
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