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RESUMO

Foi estudado o comportamento simbdético de quatro estirpes de Rhizobium
trifolii, quando inoculadas em diferentes plantas de trevo, crescidas em condigdes
laboratoriais, comparando-se trés processos de avaliacdo da eficicia: peso seco,
drea foliar e actividade nitrogenasica.

O comportamento das estirpes ensaiadas foi geralmente influenciado pela
planta hospedeiro, verificando-se uma nitida diferenciacio entre os resultados
obtidos com trevos subterrdneos e os obtidos com os restantes trevos.

A actividade da nitrogenase dentro de certas limitagdes e na primeira

fase do crescimento parece ser o método mais adequado para a determinagdo
da eficicia.

* Conferéncia apresentada na VI Reunido de Primavera da SPPF. Vila Real,
Maio 1986.
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ABSTRACT

The symbiotic behaviour of four Rhizobium trifolii strains with different
species and cultivars of clover was evaluated under controled conditions and
effectiveness evalutions based on dry matter, leaf area and nitropenase activity
were compared.

Nitrogenase activity in the carly stage of growth seems an acceptable
method for effectiveness evalution giving results identical with the methods
in a shorter delay.

Strain behaviour showed a marked influence of the host plant species
and cultivars, with a clustering in two groups: sub-clovers all the other species
assayed.

| —INTRODUCAO E OBJECTIVOS

A eficdcia e a competicio das estirpes de Rhizobium sio dos aspectos
mais importantes no estudo da ecologia desta bactéria e na consequente
previsdo do comportamento de inoculantes introduzidos em sistemas de pro-
dugio de pastagens.

A nodulago das leguminosas nem sempre se exerce no sentido de favo-
recer as estirpes mais eficazes, havendo casos em que estirpes menos eficazes
dificultam a formaco de nédulos pelas estirpes mais eficazes (5, podendo
acontecer que uma estirpe incapaz de formar nédulos iniba a formacio de
nédulos por outra eficaz (3),

A capacidade de formar nddulos e a eficdcia nio est@o necessariamente
ligadas, podendo a planta hospedeiro modificar a competitividade relativa
e a eficicia das estirpes (2, 8, 10), o que tem implicagBes préticas decisivas
na selecciio de estirpes destinadas & producio de inoculantes.

A avaliagio da eficdcia em laboratério estd sempre sujeita a limitagdes
devido &s condigBes ambientais dificilmente reproduzirem as condiges natu-
rais, o que, associado &s limitaces inerentes aos métodos usados, exige pru-
déncia na interpretagido dos resultados obtidos.

No presente estudo pretendese avaliar o comportamento de algumas
estirpes seleccionadas localmente, em simbiose com algumas das cultivares
de trevo disponiveis no mercado, analisando-se o significado dos resultados
obtidos por diferentes métodos de avaliacdo de eficicia (piso seco, actividade
nitrogendsica e frea foliar).

58 PASTAGENS E FORRAGENS 7



2 — MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se 4 estirpes de R. trifolii designadas por: A — 51Tchl,
B—123Ts2a e C — 147Ts3, seleccionadas no Laboratério de Microbiologia
da EFN, sendo a estirpe B ji utilizada na produgdo de inoculantes, e
D — Tir1, seleccionada no Departamento de Microbiologia da EAN, ineficaz
g bastante competitiva com o trevo subterrdneo. As estirpes foram isoladas
respectivamente de: Trifolivm cherleri, Trifolium subterraneum, Trifolium
subterraneum e Trifolium fragiferum, sendo os indculos mistos constituidos
por estirpes em quantidades iguais.

Utilizaram-se sementes de trevo disponiveis no mercado® das seguintes
espécies e cultivares:

Trifolivm subterraneum cv. Clare
Trifolium subterraneum cv. Mount Barker
Trifolium subterraneum cv. Seaton Park
Trifolium subterraneum cv. Trikkala
Trifolium subterraneum cv. Woogenellup
Trifolium subterraneum cv. Geraldton
Trifolium subterraneum cv. Daliak
Trifolium fragiferum cv. Palestine
Trifolium resupinatum (trevo da Pérsia)
Trifolium pratense (trevo violeta)
Trifolium repens cv, Branco Ladino

As plantas cresceram em ambiente controlado dentro de tubos de ensaio
com substracto de areia durante 6 ou 8 semanas. Cada tubo foi inoculado
com 0,5 ml de suspensdo contendo 3 ¥ 107 bact./ml. Nas testemunhas com
azoto adicionou-se K NO; trés dias apds a inoculacio (4).

O peso seco médio das plantas foi determinado por pesagem da parte
afrea, sendo os resultados analisados estatisticamente no Centro de Célculo
da EFN, através de uma andlise de varifincia— ANVOR (1) e a separacao
das médias, baseadas em nmimeros de observacBes diferentes (entre 5 e 9
plantas), feita por aplicagio do teste t ao nivel de 5 % (7).

As éreas foliares foram determinadas apenas para a cv. Clare, por
medigio fotométrica para o conjunte de folhas das plantas com o mesmo

* Gongalves & Fonseca
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indeulo, e a actividade nitrogendsica foi determinada por cromatografia
gasosa utilizando sistemas radiculares imediatamente apés corte da parte
adérea.

A comparagio dos métodos de avaliacio foi efectuada recorrendo ac
coeficiente de concordincia de Kendall (9) aplicado ao ordenamento de
pares simbidticos para plantas com 6 semanas.

53— RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes & eficdcia e competicio baseados na andlise dos
pesos secos (mg) encontram-se no quadro 1, apresentando a figura 1 a repre-
sentagdo grifica do fendmeno.

Verificaram-se duas situacSes distintas consoante se tratava do grupo
dos trevos subterrineos, que teve um comportamento relativamente homogéneo,
ou do grupo dos restantes trevos, constituido por diferentes espécies, bastante
mais heterogéneo, como de resto seria de esperar. Por comodidade estes
grupos serdo analisados separadamente.

No trevo subterrinec as estirpes A, B ¢ C proporcionaram com qualguer
deles uma simbiose mais eficaz que a estirpe B, a qual se mostrou SCMpre
ineficaz (guadro 1). A estirpe B proporcionou de um modo geral o melhor
crescimento, seguindo-se as estirpes C e A, com comportamentos semelhantes,
sendo no entanto C superior a A.

Quando em mistura com a estirpe D, a estirpe A diferenciou-se perfei-
tamente do grupo das outras (B e C), decrescendo a sua eficicia (peso seco)
de forma significativa, o que indica a sua fraca competitividade ou, pelo
menos, a fraca expressio da sua capacidade simbiética na presenca de outra
estirpe.

Nos restantes trevos, e quanto A eficdcin das estirpes A, Be C, passou-se
0 inverso do que aconteceu com os trevos subterrineos, sendo em média a
estirpe A a melhor, seguindo-se-lhe C e B. A estirpe D teve um comportamento
varidvel conscante a espécie.

Quando em mistura com a estitpe D, as estitpes A, B e C tiveram
comportamentos diferentes, consoante o hospedeiro, sendo a estirpe A aquela
em que a mistura deu origem a maior diversidade,

Os valores encontrados indicam que para os trevos subterrfineos a estirpe
B ¢é mais eficaz, sendo a estirpe D ineficaz, mais competitiva que a A e
menos competitiva que a B ou a C. i
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No caso dos trevos nio subterrdneos a eficdcia dependeu do hospedeiro,
sugerindo ainda os resultados que a estirpe D € a mais competitiva, pois em
irés casos o valor da eficicia da mistura tende a aproximarse do seu.

Os resultados obtidos t€ém especial importincia pratica no campo da
produgfio dos inoculantes para trevos, moestrando a diversidade do comporta-
mento das espécies e o perigo da utilizagio de indculos miltiplos de grande
cspectro sem um estude prévio. Para este conjunto limitado de pares sim-
bidticos parece haver alguma influéneia do hospedeiro origindrio de que as
estirpes foram isoladas.

Para a avaliagio da eficdcia de pares simbidticos, além do peso seco
usaram-se ainda os valores relativos & drea foliar e & actividade da nitrogenase,
O ordenamento dos pares simbidticos obtidos por aplicagio de cada um dos
critérios referidos (gquadro 2) foi utilizado para determinar a respectiva con-
cordincia.

QUADRO 2 — Comparacio dos métodos de avaliagio de eficfcia (plantas com &
semanas)

Métodos de avaliagdo (ordens)
Fares simbidticos
v, Clare 4 estirpes

—— s

Peso soco Ares foliar ‘ Mitrogenase
B 1 1 2
D L 3 5.5
D+C 2 2 1
D+B 3 3 3
D+ A 5 4 4
TO ¥ a 5.5

Dado o nivel de concorddncia observado, os métodos poderio usarse de
acordo com as vantagens pontuais de utilizagdo que apresentem. No entanto
deve ter-se em atencio o efeito do desenvolvimento da planta traduzido em
area foliar no funcionamento dos nédulos, dependente dos produtos da fotos-
sintese, estando também por sua vez a expansio das folhas dependente da
disponibilidade de azoto ¢ consequentemente do funcionamento dos nédulas.
Assim e para plantas de trevo cv. Clare com 6 semanas, verificam-se corre-

lagbes mais elevadas entre drea foliar-nitropenase ¢ drea foliar-peso seco do
que entre peso seco-nitrogenase.
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Do ponto de vista do valor preditivo do desenvolvimento ¢ apesar das
limitagoes inerentes ao método (6), a sctividade da nitrogenase parece reve-
lar-se superior acs restantes métodos, sobretudo havendo resultados concor-
dantes com os obtidos para a drea foliar, parecendo ser mais sensivel nas
primeiras semanas, verificando-se que &s & semanas sdo antecipados os resul-
tados obtidos por andlise dos pesos secos s 8 semanas, de forma mais perfeita
do que usando a area foliar ou o peso seco (figura 2).

Estes resultados devem no entanto ser considerados como indicativos,
pois baseiam-se apenas no uso de uma cultivar (T, subterraneum cv. Clare)
em simbiose com duas estirpes, num intervalo de tempo limitado (6-8 se-
manas), crescendo em ambiente controlado bem especifico (Laboratdrio de
Microbiologia da EFN).
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