NODULAGAO DE TREVO-BRANCO INOCULADO
COM DUAS ESTIRPES DE RHIZOBIUM TRIFOLI SOB DIFERENTES NIVEIS DE Al E Mn
EM SOLUGAO NUTRITIVA

EDEMAR BROSE? e EDOARD SCHAFFARTH?

RESUMO - Trabalho conduzido em solugio nutritiva com trevo-branco e duas estirpes de Rhizobiten trifolii,
num pH 4,6 com seis niveis de Al (0, 25, 50,75, 100e 125 LM) e dois nfveis de Mn (10 e 200 LLM). As estir-
pes de rizébio wtilizadas foram EEL 8382 (suscetiveis a Al) e EEL 13882 (tolerante a Al). O objetivo princi-
pal do trabatho foi verificar qual o nivel critico de Al para selecionar estirpes tolerantes e eliminar as susce-
tiveis. Com base na nodulagio e produgfio de matéria seca, os resultados demonstraram que 50 KM de Al foi
o nivel critico para a estirpe tolerante EEL 13882 nos dois niveis de Mn. A estirpe suscetivel EEL 8382 so-
freu o efeito téxico do Al no nfvel de 25 LM e com 10 UM de Mn, sendo que quando o Mn foi aumentado
para 200 pLM o efeito téxico do Al sd ocorreu no nivel de 50 JLM. Nos niveis de 0 a 50 LM de Al ndo houve
um efeito significativo sobre o desenvolvimento da raiz, o que indica que as diferencas na nodulagio se de-
vem mais ao efeito do Al sobre o rizébio do que ac efeito indireto deste elemento sobre a planta. Uma possi-
vel interagfo entre os niveis de Al e Mn também sio discutidos neste wrabalho.

Termos para indexagho: rizébio, aluminio, manganés, pH,

NODULATION OF WHITE CLOVER INOCULATED WHITH TWQ RHIZOBIUM TRIFOLH STRAINS
UNDER DIFFERENT Al AND Mn LEVELS IN NUTRIENT SOLUTION

ABSTRACT - A trial in nutrient solution was carried out with clover and two Rhizobium trifofii strains an pH 4.6
with six fevels of Al (0, 25, 50, 75, 100 and 125 M) and two levels of Mn (10 and 200 M), The main gb-
jeclive was to idenrtify the critic level of Al to select the Al tolerant and eliminate the Al susceptible strains, The
rhizobia strains used were EEL 8382 (At susceptible) and EEL 13882 (Al toterant). The critic level of Al on the
folerant strain EEL 13882 was 50 WM in base of plant nodulation and dry matter production on both levels of
Mn. The susceptible strain EEL 8382 was inhibited with 25 JAM of Al at 10 MM of Mn, whereas on 200 LM of
Mn the Al was toxic at 50 puM. On the range of 0 to 50 LM of Alit did net affiect significantly the root elongation,
thus the effect of Af on the plant nodulation is attributed as a more direct effect on the rhizabia sensitivity than

onthe plant root. A possible interaction between Al and Mn is discussed.
Index terms: rhizobia strains, atuminum, manganese, pH.

INTRODUGAO

O aluminio (Al) quase sempre estd associado com
os solos 4dcidos, ocorrendo, na maioria das vezes, em
niveis téxicos, tanto para a planta como para o Rhi-
zobivm trifolii. Tem sido comprovado que o Al
mesmo em concentragdes baixas, pode causar efeitos
inibitérios sobre a multiplicagio do rizébio. Nos til-
timos anos, tém aumentado os trabalhos de selegio
de estirpes de rizébio com tolerdncia a baixo pH e
alto Al A maioria dos trabalhos demonstram que
existe uma variagio grande entre as estirpes quanto &
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capacidade de se multiplicarem nos meios de pH que
variam de 4,5 a 5,5 ¢ com teores de Al de até 50 pM
(Keyser et al. 1979, Thornton & Davey 1983, Wood
et al. 1984a ¢ Brose 1984).

O efeito do ptl, até certo nivel, € mais marcante
sobre o rizébio e sobre a formacio do nédule do que
propriamente sobre ¢ desenvolvimento da raiz da
planta (Vincent 1965, Lie 1969 e Munns 1970). O
Al, no entanto, afeta mais severamente a ambos,
sendo em primeiro lugar o rizébio, e em segundo, o
desenvolvimento do pélo radicular da planta (Cooper
et al. 1983, Wood et al. 1984ab, Carvalho et al.
1982).

O limite minimo do pH, tanto para o crescimento
do nizébio como para a nodulagio da planta, varia
conforme a espécie vegetal. Em alfafa (Medicago
sativa L..) com pH de 5,5 para baixo jd foi observado
o efeito inibitério sobre a nodulagio (Munns 1968);
em trevo-branco e trevo-vermelho, o limite de pH
foi de 5,0 (Wood et al. 1984ab, ¢ Shil'Nikova &
Nesterova 1969). Os limites de tolerncia dos rizé-
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bios para estas espécies também estiio préximos a
estes valores de pH, muito embora as variagdes entre
cstirpes de rizébio da mesma espécie vegetal hospe-
deira sejam maiores devido ao diferente grau de to-
lerdncia de cada estirpe (Thomton & Davey 1983,
Keyser et al. 1979 ¢ Keyser & Munns 1979b), G
mesmo ocorte com o Al, mas com efeito muito mais
severo, Este efeito do Al, no entanto, pode ser ame-
nizado pelo aumento das concentragbes de cilcio.
Wood et al. (1984a) encontraram que o efeito de
50pM de Al sobre a alongagio da raiz de trevo-
branco num pH de 4,3 e 4,7 foi reduzido quando foi
aumentada a concentragio de Ca de 50 para 1000
M.

O Mn, em muitos casos, também estd associado
com o baixo pH no solo. Trabalhos realizados mos-
tram, no entanto, que os efeitos téxicos deste ele-~
mento sdo quase nulos (Keyser & Munns 1979,
Holding & Lowe 1971, Mayz de Manziet al. 1984, ¢
Wood et al. 1984a), a nfo ser em niveis acima de
730 pM (Holding & Lowe 1971).

O presente trabalho teve como objetivo ver qual
o nivel critico do Al sobre a nodulagio e o desenvol-
vimento da raiz de trevo-branco para trabathos de
selecdo de estirpes tolerantes, e qual o efeito de um
nivel considerado ndo-t6xico de Mn em presenga do
Al

MATERIAL E METODOS

Foram testadas duas estirpes de Rhizobiwn irifoli: EEL

8382 (isolado 83782} e EEL 13832 (isolado 138/82) em solu-
¢do nutritiva com pH 4,6 em seis niveis de Al (0, 25, 50, 75,
100 e 125 |1LM) sob dois nfveis de Mn (10 ¢ 200 JKM). As duas
estirpes de rizébio foram isoladas na Estagio Experimental
de Lages (EEL) da EMPASC. A planta hospedeira foi o Tri-
folium repens cv, Ladino Regal. As duas estirpes utilizadas
foram de comprovada eficiéncia, porém a EEL 8382 foi sus-
cetivel a pH 4,6 ¢ 50 WM de Al, ¢ a EEL 13882 foi tolerante
a este mesmo tratamento, conforme testes j4 realizados ante-
riormente {Brose 1984),
. A solugdo nutritiva utilizada para o crescimento das
plantas foi a descrita por Cooper et al. (1983), sendo que o Al
foi utilizado na forma de Al{SO,);, ¢ 0 Ma, na forma de
MnSO,, autoclavados separadamente e depois adicionados ao
meio estéril. Para ajustar o pH, foi utilizado HCl ou NaOH a
0,05 N. As sementes foram desinfectadas com hipoclorito de
sédio a 2,0% do principio ativo de Cl, pré-germinadas em
placas esterilizadas, ¢ transplantadas duas plantas por tubo de
ensaio 30 x 200 mm contendo 15 ml do meio acima referido,
solidificado com 4gar em forma de bisel, conforme citado
por Gibson (1980). Apds o transplante, fordm adicionados
maig 10 ml da solugio l{quida, ¢ esta foi renovada semanal-
mente, para manter constante o pH e a concentragio dos nu-
trientes.
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O experimento foi um delincamento fatorial de 2 x 2x 6
com as variiveis estirpes, Mn e Al, respectivamente, com
blocos completamente casualisados e quatro repetigoes.

Apds 45 dias, foi feita avaliagio da produgio de matéria
seca, mimero de plantas noduladas, e comprimento da raiz,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estiio os resultados da produgdo de
matéria seca e niimero de plantas noduladas. A estir-
pe EEL 8382 foi altamente suscetivel ao Al na au-
séncia de Mn, ou seja, no primeiro nivel de Al (25
pM) o nimero de plantas noduladas baixou de 7
para 2, a0 passo que na presenga de 200 pM de Mn
o efeito téxico do Al s6 ocorreu a partir de 50 pM
de Al, sendo que o efeito téxico 56 se deu a partir de
75 M nos dois niveis de Mn. Nos niveis de 0 a 50
M de Al, a estirpe EEL 13882 foi significativa-
mente superior a EEL 8382 (p < 0,01) pelo teste de
Duncan, sendo que acima deste nfvel nio houve mais
diferenca significativa entre as duas estirpes.

O desenvolvimento da raiz variou significativa-
mente, em fungio dos niveis de Al e das estirpes, ao
passo que o Mn nio teve efeito (Tabela 3). Com a
estirpe EEL 13882, a raiz apresentou um desenvol-
vimento médio superior a EEL 8382 nos dois niveis
de Mn. Considerando cada combinagio dos niveis de
Al e Mn, a diferenga entre o comprimento da raiz foi
significativa em fungdo das estirpes apenas nos ni-
veis de 0, 50 e 100 pM de Al com 200 pM de Ma,
pelo teste de Duncan (Tabela 2).

Na produgio de matéria seca houve também in-
teragdo significativa entre as estirpes e os niveis de
Al, como também entre os niveis de Mn e Al (Tabela
3). Nos niveis de 25 pM de Al e 200 pM de Mn
houve uma interago positiva tanto na produgdo de
matéria seca como no crescimento das ralzes (Tabe-
lasle2).

Na Tabela 4 estio as correlagdes entre produgéo
de matéria scca, nimero de plantas noduladas e
comprimento de raiz para cada estirpe nos dois ni-
veis de Mn, A produgio de matéria seca se correla-
cionou muito mais com o nimero de plantas nodula-
das do que com o comprimento da raiz nos dois ni-
veis de Mn e nas duas estirpes. O coeficiente r para
produgdo de matéria seca com o nimero de plantas
noduladas variou de 0,929 a 0,948, sendo que para o
comprimento da raiz esta variagao esteve entre 0,363
até 0,857. Da mesma forma, o nimero de plantas
com o comprimento de raiz apresentou coeficientes
de correlagio bem inferiores (0,513 a 0,877).

Na comparagiio entre as duas estirpes, no trata-
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TARELA 1. Nimere de plantas noduladas € produgiio de matéria seca da parle acrea de trevo-brance inoculado com estirpes de Rhizobiwn rrfolil (EEL X382
e EEL 13882) em seis niveis de Al e dois de Mn em solugdo nutritiva com pH 4.6, Médias de quatro repeticies com duas plantas por tubo,

10 M do Mn 200 p.M de Mn
Nivaig
da N? de plantas noduladas Prod. de mat. seca ungftubo) NE de plantas nodul, Prad. da mat. seca {mg/tubo)
AL (M)
EEL 8382 EEL 13882 EEL B382 EEL 13882 Médias EEL 8382  ELL 13882 EEL 8382 EEL 13882 Médias
0 T ] 4,8bed 86a 6,7 5 8 5.8bcd 7.6ab 6.4
25 2 8 3,0 cde 7.0ab 50 7 7 6,5abc 8,8a 77
50 3 7 3,6cde 5,5bc 51 2 -] 12e 5,4 bed 4,4
75 0 ] 1,6e g,2de 1.9 1 1 3,3de 2,28 2,2
100 0 1 14a 2,1de 1,8 1 3 23e 3,8 cde 3,0
125 2 1 2,6de 138 1,6 [+] 3 1,50 4,0 cde 2,8
Médias 23 4,5 27 4,4 37 27 4,7 Ga 5.3 4.4

Médias seguidas da mesma leira n&o dilerem significativamente, pelo teste de Duncan (P < 0,05).

TABELA 2. Corhprimento de raiz (cm) de trevo-branco inoculado com duas estirpes de Rhizobiawn trifolii (EEL 8382 e
EEL 13882) em seis niveis de Al e dois de Mn em solugio nutritiva com pH 4,6, Médias de quatro repe-
tigdes com duas plantas por tubo.

10 1M Mn 200 LM Mn
Nfveis de Estirpes
Al (M) EEL 8382 EEL 13882 Médias EEL 8382 EEL 13882 Médias
. cim

0 7,0 abc 8,2a 7.6 5,8 od 8,2 abe 7,0
25 6,5 abed 8,8a 7.6 9,8a 9.2a 9,6
50 8,0 ab 7,9ab 7.9 404 9,0ab 6,5
75 4,8 cde 6,8 abe 5,8 6,0 cd 4,8d 5,4
100 5,2 bede 6,5 abcd 58 4,04 6,5 bed 5,2
125 32e 3,8 de 3.5 42d 4,54 4,4
Médias 5,8 7,0 5,9 5,6 7,1 6,4

WMédias seguidas da mema letra nao diferem significativamente, pelo teste de Duncan (P < 0,05).

TABELA 3. Quadrado médio da anilise da varidncia para a producio de matéria seca ¢ comprimento de raiz.

Causas da varidncia GL Matéria seca Comprimento de raiz

Estirpes 1 68,85 {P < 0,001) 40,04 (P < 0,001)
Mn 1 11,5 (P < 0,005) 0,04 (P < 0,902)
Al 5 70,78 (P < 0,001) 43,47 (P < 0,001)
Estirpes x Mn 1 7,7x10°® (P < 0,004) 0,38 (P < 0,725)
Estirpes x Al 5 8,44 (P < 0,022) 2,97 (P < 0,567)
Mn x Al 5 5,83 (P < 0,056) 5,67 < 0,107
Est. xMnx Al 5 5,15 (P < 0,142} 9,70 (P < 0,011)
Resfduo 72 3,01 3,01

Ovalor P representa o nivel de significincia calculado para cada causa de variago.
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TABELA 4. Coeficientes de correlacio r entre produgio média de matéria seca, niimero total de plantas noduladas
e comprimento médio de raiz nos seis niveis de Al

CombinagSes de 10 #MMn 200 M Mn
varidveis Estirpes
EEL 8382 EEL 13882 EEL 8382 EEL 13882
MS x n? pl, noduladas 0,948 0,932 0,929™ 0,939™
MS x comprim, raiz 0,363 NS 0,825* 0,857" 0,843"
N2 pl. nodul. x comprim, raiz 0,513NS 0,868"* 0,877 0,849

* Comelagio significativa ao nivel de 5%.

** Correlagae significativa ao nivel de 1%.

mento sem Al, a estirpe suscetivel (EEL 8382)
apresentou rendimento bem inferior ao da EEL
13882 (Tabela 1). Estas duas estirpes quando foram
testadas anteriormente em solugdo nutritiva em pH
6,5, apresentaram a mesma eficiéncia. No entanto,
quando testadas em pH 5,0, a EEL 8382 foi inferior
quanto 4 produgfio de matéria seca (Brose 1984);
provavelmente por esta razio € que se cbservou um
decréscimo na produgio de matéria seca por esta es-
tirpe, com um baixamento ainda maior do pH, visto
na Tabela 1. Por outro lado, a estirpe tolerante (EEL
13882) apresentou producio de matéria seca decres-
cente em fungdo do auvmento de 0 a 50 pM de Al,
embora, ndo tendo variado significativamente no
nimero de plantas noduladas. Acima de 50 pM deAl
a diminui¢io na produgio de matéria seca foi mais
dréstica devido ao menor nimero de plantas nodula-
das (Tabela 1). Uma possivel diminuigdo da atividade
da nitrogenase através de uma mutagio de bactéria,
causada pelo Al seria dificil de comprovar apenas
com os resultados obtidos neste trabalho. A diminui-
¢ao na produgio de matéria seca na faixa de 0 a 50
M de Al pode ser atribuida unicamente & menor
nodulagido e ao efeito téxico do Al sobre a planta
(Tabela 1). O efeito do Al diretamente sobre o rizd-
bio encontra subsidio no trabalho realizado por Car-
valho et al. (1982) com Stylesanthes, onde se sugere
que o efeito do Al € maior na fase de infecgdo e
formacio do nédulo, e nfo, sobre o processo da fi-
xagio do Ni. Munns & Keyser (1981) também con-
cluiram que o efeito do Al ocorre impedindo a mul-
tiplicagio celular da estirpe bacteriana sem produzir
uma mutagido espontaneamente, sendo que o grau de
toleréncia da estirpe é uma propriedade estdvel. Ou-
tro efeito indireto do Al, comprovadamente conhe-
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MS Produgio de matéria seca.

NS Correlagé&o nao-significativa.

cido, ¢ sobre a fisiologia da planta, pela redugio do
crescimento radicular e pelo aumento da viscosidade
do protoplasma celular da raiz, o que faz diminuir a
permeabilidade aos sais e 2 4gua (Johnson & Jackson
1964, Lee 1971 e Foy & Brown 1963, 1964).

Nos nfveis de 200 uM de Mn e 25 pM de Al,
ocorreu efeito interativo aumentando o comprimento
da raiz e o peso de matéria seca nas duas estirpes. No
mimero de plantas noduladas, esta interagio sé
ocorreu na estirpe suscetfvel (Tabelas 1 ¢ 2). Tor-
na-se dificil explicar esta ocorréncia, em face de es-
cassez de trabalhos estudando especificamente uma
possivel interagdo entre Al e Mn. Algumas hipiteses
poderiam ser levantadas para explicar esta ocorrén-
cia: A primeira € a lei das concentragdes minimas dos
elementos essenciais para as plantas, que € mais co-
mum ser detectado quando se trabalha em condigdes
hidropdnicas. A segunda hipdtese pode ser também
uma possfvel competi¢do entre cdtions, em fungdo da
sua atividade idnica e das concentragbes de cada
elemento na solugdo. Wood et al. (1984a) observa-
ram, também, que 200 uM de Mn em solugdo nutri-
tiva produziu wm aumento no comprimento da raiz
de trevo-branco na faixa de pH de 4,3 a §,5. Estes
autores constataram, também, que o Mn interagiu
significativamente entre pH, Ca e Al. No presente
trabatho houve também interagio significativa, entre
estirpes, de Mn e Al no comprimento da raiz
(P < 0,011). De acordo com a hipétese da ativi-
dade i6nica dos ¢lementos, o Mn** apresenta uma
atividade ibmica maior do que AP** (Richburg &
Adams 1970). Na concentragio de 25 pM de Al po-
de ter havido uma abser¢ic maior de Mn em substi-
tuicdo ac Al, dada a diferenga de concentragbes ¢ a
atividade idnica entre estes dois elementos, podendo,
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desta forma, ter diminuido o efeito toxico do Al so-
bre a planta. Em termos de nodulagéo da planta, este
efeito tornou-se mais pronunciado com a estirpe
suscetivel (EEL 8382), uma vez que a estirpe tole-
rante nio sofreu os efeitos téxicos do Al até a con-
centragio de 50 pM.

A falta de correlagio entre 0 comprimento da raiz
(Tabela 4) com a produgdo de matéria seca {r =
0,363) e o niimero de plantas noduladas (r = 0,513)
na estirpe suscetivel (EEL 8382), no nivel de 10 pM
de Mn, deve-se ao fato de o Al ter tido efeito maior
sobre o rizébio do que sobre o desenvolvimento da
raiz da planta (Tabelas 1 e 2). Pelo teste de Duncan,
até o nivel de 50 uM de Al o efeito sobre o cresci-
mento da raiz ndo foi significativo, Semelhante re-
sultado também foi observado no trabalho realizado
por Wood et al. (1984b), em que se¢ estudaram os
efeitos do pH e Al sobre a nodulagio de trevo-bran-
co, verificando-se que em pH 5,5 o Al afetou a mul-
tiplicagio do rizébio mas ndc o desenvolvimento da
raiz, € em pH 4,7 o efeito do Al sobre a raiz também
foi inibido por concentra¢des maiores de Ca (1000
M}, sendo que no presente trabalho o nivel de Ca
utilizado foi de 500uM.

CONCLUSOES

1. A estirpe EEL 13882 foi tolerante a 50 wM de
Al em pH 4,6, e a estirpe EEL 8382 foi suscetivel a
este nivel.

2. O efeito do Al foi maior sobre as estirpes de
rizébio e nodulagio da planta do que sobre o desen-
volvimento da raiz.

3. O aumento de Mn de 10 pM para 200 pM na
solugdo mascarou o efeito do Al na estirpe suscetivel
EEL 8382 no nivel de 25 pM de AL
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