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Resumo

A competigdo e persisténcia sdo aspectos muito importantes na selec¢do de estirpes
de rizébio usadas como inoculantes para leguminosas, com o objectivo de uma racional
utilizacdo agronémica da fixagdo biolégica de azoto.

Usando quatro cultivares de trevo subterraneo, avaliou-se a capacidade competitiva
de duas estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, introduzidas num solo de pH
4cido, com evidéncia de toxicidade por manganés e elevadas populagdes nativas. A estirpe
isolada de um solo 4cido com toxicidade de aluminio, revelou-se como a mais competitiva,
mostrando a importincia da origem das estirpes na capacidade competitiva, principalmente
quando aplicados em solos com limitacdes a implantacio inéculos. Estudou-se a
distribui¢do dos nédulos e recuperagio do inéculo usando técnicas estatisticas baseadas na
andlise discriminante, andlise das correspondéncias e classificagdes automaticas,
verificando-se que, apesar de ndo haver diferengas significativas entre cultivares, quer na
formacdo de nédulos quer na recuperacdo do indculo, verificaram-se diferencas na
recuperacdo do inéculo em trés zonas distintas da raiz, revelando que a distribui¢ido do
inéculo n3o € uniforme, dependendo de variagGes ambientais e de caracteristicas do
hospedeiro.

No estudo realizado usando onze estirpes de Mesorhizobium ciceri com diferentes
locais de origem, inoculadas em grio de bico de sementeira Outono/Inverno, e introduzidas
em trés solos de caracteristicas diferentes, albergando populacGes nativas muito de
diferente magnitude, verificou-se que, quer a capacidade competitiva dos in6culos, quer a
sua persisténcia no solo, foi influenciada pela origem das estirpes e pelas caracteristicas
dos locais de ensaio. A dimensdo da populagido nativa presente foi determinante na
implantacdo das estirpes nos solos estudados. A avaliacio da capacidade competitiva e da
persisténcia, aliada a variabilidade local na expressdo destas caracteristicas dos pares
estirpe/local de ensaio e através da andlise possibilitada pelas classificagbes automdticas,
permitiu estabelecer um critério de ordenagdo com o objectivo de uma escolha criteriosa de
inéculos em fungfo das caracteristicas do solo onde se pretenda cultivar grio de bico
inoculado. Os resultados mostram que em solos com baixas populagtes nativas, as estirpes
inoculantes implantam-se, podendo comprometer futuras respostas a inoculagdo com

estirpes de maior eficdcia fixadora de azoto.
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Abstract

Rhizobia strain competition and persistence are important aspects in the selection of
inoculant strains for a rational agronomic use of biological nitrogen fixation.

Using four subclover cultivars, the competitive ability of two strains of Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, introduced into an acid soil with evidences of manganese
toxicity and high numbers of native rhizobia, were evaluated. The inoculant strain
originated from a soil with low pH and aluminium toxicity, was the most recovered one,
showing its competitive capacity and the importance of strain origin on competition for
nodule occupation, specially when to be used as inoculum in soils showing limiting factors
for strain establishment. No differences were detected between cultivars in nodule
formation or inoculant recover. However, differences between cultivars were detected in
nodule occupancy by the competitive strain in three of the root zones, indicating that
inoculant distribution is not uniform along the root system and is influenciated by
environmental conditions and host characteristics at the time of nodule initiation.

In the study of the competitive and persistence ability of eleven Mesorhizobium
ciceri strains, with different origins, inoculated on a Winter sown chickpea variety, in three
different soils, the strains showed differences in the percentage of inoculant recovery,
depending on their origin and on the soils characteristics of the experimental site. The size
of native population present in these soils seems to be the most important factor
determining strain establishment. The evaluation of competition and persistence of the
strains, together with the estimated local variability, analysed by the automatic
classification method, permitted a rank organization of the pairs strain/experimental field
in order to set a criteria to choose the best strain according to local conditions. Results
showed that in the soil with low numbers of native population, almost all the tested strains
were established and this can compromise future responses to field inoculations with

superior strains in symbiotic nitrogen fixation efficiency with winter sown chickpea.
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1. Introducao Geral e Objectivos

1.1. A relacido rizobio leguminosa

1.1.1. Leguminosas e sua importincia agricola

As plantas normalmente conhecidas como leguminosas pertencem 2a familia
Leguminosae que compreende cerca de 12000 espécies distribuidas por 3 subfamilias,
Mimosoideae, Caesalpinioideae € Pappilionoideae (Postgate, 1982). As leguminosas t2m
uma distribui¢io global sendo h4 muito usadas pelo homem como fonte de alimentos (Hadri
et al, 1998; Howieson et al., 2000b). Muitas leguminosas t¢m a capacidade de fixar o azoto
atmosférico (N2) em estruturas nodulares que formam nas suas raizes resultado, da simbiose
que estabelecem com bactérias do solo normalmente designadas por rizébios (Sprent, 2001).
A associagdo simbiStica entre leguminosas e rizébio tem um papel importante na
produtividade agricola mundial, convertendo cerca de 120 milhdes de toneladas de azoto
atmosférico em formas assimil4veis pelas plantas (Freiberg et al, 1997).

A importancia da fixagdo biolégica de azoto para a producdo alimentar mundial &
inquestiondvel. As leguminosas usadas desde os primérdios da agricultura nos mais variados
sistemas, incluem espécies de proteaginosas, oleaginosas e forrageiras, importantes na
alimentacdo humana e animal (Howieson, 1999; Francis, 1999), na melhoria de caracteristicas
da estrutura do solo tais como porosidade, estabilidade de agregados e retencdo de 4gua
(Greenland, 1971) e no incremento da fertilidade do solo (Brockwell e Bottomley, 1995; van
Kessel e Hartley, 2000).

Os cerca de 6 bilides de seres humanos que actualmente povoam o planeta consomem
uma média de 11g de N nos alimentos por dia, ou seja, cerca de 24 milhdes de toneladas por
ano (Fink er al, 1999). A produ¢do mundial de leguminosas garante cerca de 33% das
necessidades da humanidade em N, no entanto, este valor pode-se elevar a cerca de 80% das
necessidades, nas regides tropicais e subtropicais. As leguminosas ocupam aproximadamente
275 milhGes de hectares ou seja, perto de 11% das terras ardveis (Hartley, 2000; Kinzitg,
Socolow, 1994).



1.1.2 Rizébio

As bactérias do solo que formam simbioses fixadoras de azoto, normalmente
designadas por rizGbios, sdo microsimbiontes facultativos que podem infectar raizes de muitas
espécies de leguminosas (mas ndo de todas) formando nédulos passiveis de realizar a fixagdo
simbidtica de azoto atmosférico, transformando-o em formas assimildveis pelas plantas
(Herridge et al., 2001; Sessitsch et al., 2002). Os rizébios sdo bactérias Gram negativas,
méveis, com morfologias varidveis (pleomorficas) sendo a mais frequente a de pequenos
bastonetes (Jordan, 1984). E frequente apresentarem a formacdo de grinulos de poli-B-
hidroxibutirato como substincia de reserva quando em crescimento em meios ricos em
carbono, sendo bactérias aerébias usam oxigénio como aceitador final de electrdes (Jordan,
1984).

Presentemente sdo reconhecidas 44 espécies de rizobio distribuidas por 12 géneros
englobados principalmente na classe a-Proteobacteria (Sawada et al, 2003), tendo sido
também referidos casos de nodulagdio de leguminosas por membros da classe B-
Proteobacteria (Vandamme et al, 2002), o que revela uma origem polifiletica das bactérias
rizébio (Young, 1996). No Quadro n° 1 apresentam-se as familias e géneros propostos por
Sawada et al (2003), para a classificagdo de rizébios bem como exemplos de espécies de

bactérias e hospedeiros com os quais t€m sido referenciadas relagdes simbidticas efectivas.

1.1.3. A simbiose rizébio — leguminosa

O estabelecimento de qualquer interaccdo simbidtica necessita de um elevado nivel de
compatibilidade entre os simbiontes e no caso da simbiose entre rizébio e leguminosas esta
compatibilidade deveré ocorrer desde os primeiros estddios da relagéo até 2 diferenciagdo do
nédulo ( Long e Ehrhardt, 1989). A fixagio de N, atmosférico é o culminar de um longo
processo de didlogo quimico entre a bactéria € o seu hospedeiro, que resultard no
desenvolvimento de um novo “organito” no interior da célula hospedeira conhecido como
simbiossoma, sede dos processos bioquimicos que conduzem a fixagdo de N pela bactéria e

utilizagdo pelo hospedeiro dos compostos azotados resultantes (Hadri er al., 1998).
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Introducio Geral

1.1.3.1. Reconhecimento

Em condi¢Ges naturais um primeiro evento no estabelecimento da relagido estd
relacionado com o mimero de bactérias necessdrio ao inicio da relagdo. Todas as plantas
produzem no seu desenvolvimento radical exsudados que constituem um estimulo a
actividade microbiana no solo, particularmente na rizosfera. Este estimulo, conhecido como
como efeito rizosférico, é particularmente evidente nas bactérias rizébio perante exsudados
de leguminosas (Parker, 1977), mas também evidente para muitos outros organismos da
rizosfera (Perret er al., 2000). Apenas alguns organismos poderdo realizar o passo decisivo
para o estabelecimento da simbiose através da penetracdo na raiz do hospedeiro, pelo que um
elaborado mecanismo de reconhecimento terd de existir. A comunicagdo e reconhecimento
molecular entre macro e microsimbionte € realizada por troca de sinais quimicos entre ambos.
Os mediadores quimicos envolvidos neste didlogo molecular incluem flavonoides, factores
Nod, polissacarideos de superficie e proteinas extracelulares (Brougton et al., 2000; Perret et
al., 2000; Rélic et al., 1994.

As lectinas sdo proteinas da planta com capacidade de se ligarem especificamente a
receptores de superficie de bactérias e t&ém um papel na adsorc@o i raiz e a especificidade no
desenvolvimento de nédulos (Long e Ehrhardt, 1989). Diaz et al (1989) ao introduzir genes
para a sintese de lectina de P. sativum em Trifollium repens demonstrou que as raizes de 7.
repens transgénico nodularam com é&xito, quando inoculadas com R. leguminosarum bv.
viciae, bactéria especifica de P. sativum incapaz de nodular T. repens em condi¢Ses normais.

Em virias estirpes de vérios géneros de rizébio tem sido detectada presenca de um
sistema de secrecdo tipo Il (TTSS) usado para o envio de “mensagens” quimicas a células
eucariotas com as quais interactuam quer em relacoes simbidticas mutualistas quer parasiticas
(Marie et al, 2003; Saad et al, 2005). O equipamento TTSS é normalmente composto por
cerca de 20 proteinas que formam um complexo na membrana bacteriana através do qual
transitam proteinas intactas drenadas para o ambiente exterior. Estas proteinas tém como
principais fungdes subverter o metabolismo do hospedeiro (Comelis e Van Gijsegem, 2000),
permitir o trinsito de sinais quimicos através da membrana plasmatica da célula eucariota
(Biittner ¢ Bonas, 2002) e mediar a inducio de genes no hospedeiro (Hueck, 1998). As
proteinas de rizébio segregadas por esta via t8m um papel na nodulag@o sendo designadas por
proteinas exteriores de nodulagdo, nops (Marie et al, 2003). Tem sido referenciado que as
nops influenciam a nodulagdo, o nimero de nédulos na planta hospedeira assim como a

efectividade dos nédulos formados (Viprey et al, 1998; Krishnen, 2002; Ausmees, 2004).
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Exopolisacarideos (EPS), produzidos por riz6bio também influenciam o desenvolvimento de
nédulos e estabelecimento da simbiose ( Becker e Piihler, 1998).

Compostos flavonoides e derivados de 2-fenil-1,4-benzopirona segregados pelas
plantas constituem o principal sinal indutor de resposta por parte do rizébio (Perret et al.,
2000). A resposta do rizébio a estes estimulos é constituida por sinais morfogénicos
globalmente referenciados como “factores Nod”.

Os factores Nod sdo lipo-chito-oligosacarideos com uma estrutura base de N-
acetilglucoseamina que pode ser ligeiramente modificada por vdrios radicais quimicos
(Downie, 1998). O tipo de factor Nod produzido tem um papel significativo na especificidade
¢ gama de hospedeiros uma vez que induzem a planta a reconhecer certos rizébios e assim
facilitar a sua penetragio na raiz (Broughton et al., 2000, Parnisk e Downie, 2003).

Os receptores nas leguminosas para os factores Nod produzidos por rizébio sio
constituidos por um conjunto de cinases receptoras (Limpens e al, 2003; Madsen et al, 2003).
As cinases s@o controladores de vias enzimiticas ou de sinalizagdo que actuam pela adicdo de
grupos fosfato a proteinas (Parniske e Downie, 2003). Os genes NFR1, NFR2 (em Lotus
Japonicus) e LYK (em Pisum sativum) codificam cinases com sequencias de dcidos aminados
LysMet extracelulares (Madsen et al, 2003, Limpens, et al, 2003), que provavelmente
reconhecem factores Nod ligado-se a polimeros contendo N-acetilglucoseamina (Amon et al,
1998; Bateman e Bycroft, 2000), indicando que estas cinases terdo um papel importante no

reconhecimento.

1.1.3.2. Genes de nodulacio de rizébio

Os genes de rizébio envolvidos na nodulagdo e sua regulagio sdo normalmente
designados como genes nod. Estes genes necessdrios para a nodulagio podem estar
localizados em plasmideos (Hynes e MacGregor, 1990; Barnett et al., 2001; Finan et al.,
2001), no cromossoma bacteriano ( Kaneko et al., 2000) ou em “ilhas” simbiéticas méveis
integradas no cromossoma (Sullivan er al., 2002). Cerca de cinquenta genes envolvidos na
nodulag@o t€m sido identificados, pelo que sdo divididos, com base nas suas fungdes em cinco
diferentes categorias; (a) genes de regulacdo, (b) genes envolvidos na biossintese e
modificagdo de factores Nod, (c) genes envolvidos na secregdo de factores Nod (d) genes

envolvidos na secrecdo de proteinas e (e) genes sem fungdo ainda definida (Downie, 1998).
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Os genes nodA, nodB, nodC, nodD, nodl e nodJ sdo muito comuns e presentes em
todos os rizébios estudados. Outros genes nod estio apenas presentes em certos grupos,
espécies ou mesmo estirpes. Por exemplo, nodX apenas esta presente em R. leguminosarum
bv. viciae estirpe TOM (Firmin et al., 1993). Alguns dos genes de nodulacdo como nodA,
nodB e nodC estdo presentes em cépias Unicas enquanto sequéncias paralogas se encontram
noutros locais do genoma para nodD, nodP, nodQ e nodT (Surin e Downie, 1988; Baev et al.,
1991; Rivilla e Downie, 1994). Os genes de nodulagdo encontram-se frequentemente
agregados numa pequena regido do genoma, estando organizados em operdes conservados
presentes nalgumas espécies de rizébio (Downie, 1998). A organizagdo fisica dos genes de
nodulacdo, isto €, a sua sequéncia, € muito varidvel entre géneros e espécies. Por exemplo, em
R. leguminosarum e em S. meliloti, os genes nodA, nodB, nodC estdo localizados num operdo
por esta ordem (Downie, 1998), enquanto em M. loti, nodA e nodC estdo juntos no operdo e
nodB esti separado e localizado a jusante do operdo (Sullivan, et al., 2002), e em rizébios que
nodulam Astragalus sinicus os genes nodB e nodC estdo separados de nodA ( Zhang et al.,
2000).

1.1.3.3. Especificidade

A nodulacdo de leguminosas resulta de uma intensa troca de sinais quimicos entre os
simbiontes pelo que a especificidade da interac¢@o simbidtica € controlada em muitos niveis.
O tipo de flavonéides produzido pela célula hospedeira, os genes de nodulagdo presentes no
rizébio e o(s) tipo(s) de factores Nod produzidos sdo alguns dos factores que determinam a
especificidade da relagdo simbidtica, bem como a gama de hospedeiros noduldveis por uma
estirpe de rizébio.

A sequéncia de DNA do gene nodD difere consideravelmente nas diferentes espécies
de rizébio (Downie, 1994), pelo que poderemos considerar que diferentes espécies produzem
diferentes proteinas NodD em resposta a diferentes tipos de flavonéides da planta. Em
Rhizobium sp. estirpe NGR234, rizébio de largo espectro de hospedeiros, a proteina NodD1
reconhece uma larga gama de flavondides, e a transferéncia do gene nodD1 da estirpe
NGR234 para estirpes de gama de hospedeiros restrita, mostrou um aumento do espectro de
hospedeiros das estirpes de rizébio transformadas, pelo que um nivel inicial da especificidade

estard controlado pelo gene nodD de rizébio (Bender et al., 1988).
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Na presenca de indutores flavondides as proteinas NodD ou SyrM regulam a fase
inicial da nodulag@o pela activagdo da transcrigdo de outros genes nod (Roche et al., 1996;
Dowie, 1998). SyrM, identificado em S. meliloti, é bastante semelhante as proteinas NodD, e
ambos os tipos de protefnas actuam como sensores de sinais da planta e activadoras
transcripcionais (Barnett e Long, 1990; Schlaman et al., 1992; Schell, 1993). As proteinas
NodD e SytM induzem a transcri¢do do operio nodABC em rizébio, pela ligagio 3 “Nod-
box” na regiéo promotora deste operdo. A estirpe de largo espectro de hospedeiros, NGR234
de Rhizobium sp., contem 19 diferentes sequéncias homélogas para a “Nod-box” criando
assim as condigbes para um ajustamento muito fino para a expressdo dos genes nod, em
funcio das caracteristicas dos indutores do hospedeiro, determinando a importincia de “Nod-
box” no controlo da especificidade simbidtica (Perret et al., 2000).

Um outro nivel para a determinagdo da especificidade de hospedeiro envolve o tipo de
factores Nod produzido por rizébio. Os genes nod comuns, nodA, nodB e nodC, sio
responsdveis pela sintese do niicleo central do factor Nod. Apesar destes genes serem comuns
a todos os rizobios, as suas sequéncias podem ser varidveis entre espécies de rizébios e isto
tem sido apontado como importante para a especificidade (Roche et al., 1996).

Uma outra via que conduz a especificidade de nodulagio ¢ gama de hospedeiros
resulta do tipo de substitui¢Oes realizadas na estrutura base do oligossacarideo que constitui
os factores Nod. Os genes que codificam estes diferentes tipos de substitui¢des quimicas sdo
especificos das diferentes espécies de rizébio e por isso responsdveis, em parte, pela
determinagdo da especificidade (genes hsn). Debellé et al. (1988) transformaram R.
leguminosarum bv. trifolii tormando-o capaz de nodular Medicago sativa e perdendo a
capacidade de nodular o seu hospedeiro natural, através da transferéncia de genes
nodEFGHPQ, responsaveis por diferentes tipos de substitui¢des na estrutura base do factor
Nod (Perret et al., 2000).

Apesar da importancia que parece existir do papel do gene nodD e proteinas NodD,
protefnas SyrtM, diferengas nas sequéncias dos genes nodA, nodB, nodC, e substitui¢es
quimicas na estrutura base dos factores Nod, estes por si s6, ndo conseguem determinar por
completo a especificidade simbiética (Perret et al., 2000). R. etli e M. loti produzem factores
Nod muito idénticos apesar destas duas espécies possuirem gamas de hospedeiros diferentes
(Cardenas et al., 1995). Por outro lado, R. tropici e R. etli nodulam eficazmente Pheseolus

vulgaris, apesar de produzirem factores Nod de tipo diferente ( Poupot et al., 1993; 1995).
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1.1.3.4. Infeccdo e desenvolvimento do nédulo

Até agora temo-nos referido a alguns dos processos do reconhecimento e da
especificidade, fundamentais para o estabelecimento da simbiose entre rizébio e leguminosa.
Ap6s esta fase, digamos preliminar, e se hospedeiro e bactéria responderam de forma positiva
aos miituos estimulos quimicos, desenvolver-se-4 um processo de infec¢do da raiz e
organogénese do nédulo, que segundo Hadri et al. (1998) sdo processos simultdneos o que
mostra a importincia do abordado até aqui.

A via mais comum de infec¢do da raiz de leguminosas € realizada através dos pélos
radiculares. A infecgdo € iniciada pela adesdo de bactérias rizébio ao pélo radicular seguida de
uma deformagio deste, conduzindo a um encaracolamento que permite o aprisionamento das
bactérias adsorvidas (Kijne et al., 1992). A degradagio da parede celular do pélo radicular e a
multiplicagdo das células de riz6bios ddo origem a formagdo do chamado “corddo de invasdo”
que se desenvolve no sentido das células corticais da raiz (Turgeon e Bauer, 1985; Kijne,
1992). Ao mesmo tempo que se desenvolve a infec¢do do pélo radicular e formac@o do corddo
de invasdo, células do cortex da raiz voltam a ter actividade meristemdtica, diferenciando-se
em primérdio nodular (Hadri ez al., 1998), cuja distribui¢do na raiz parece seguir um padrdo
correspondente a variagdes do pH intracelular (Oliveira ¢ Marques, 1992). O corddo de
invasdo contendo os rizébios em crescimento desenvolve-se no sentido do primérdio nodular
no cértex da raiz, apresentando ramificacGes que atingem vdarias células (Bakhuizen, 1988). O
corddo de invasdo acaba por libertar células de rizébio no citoplasma de algumas células de
pré-meristemas, com a producdo de membrana envolvendo casa uma delas (membrana
peribacteréide). As bactérias rizébio diferenciam-se agora na sua forma endosimbidtica,
tomando o nome de bacteréides (Newcomb, 1981; Kijne, 1992). Os bacteroides envolvidos

pela membrana peribacteréide constituem o designado “simbiossoma” local da fixagdo de N>
(Roth e Stacey, 1989).

10
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Figura 1.1. Diagrama representativo das interac¢oes moleculares conducentes a formacgdo de
nédulos em leguminosas. A produgdo de compostos flavondides pela planta induz a activagdo
de genes nodD em rizdbio, conduzindo a activagdo de outros genes nod para a sintese de
diferentes factores Nod que em conjunto com exopolissacarideos produzidos pela bactéria
desencadeiam os passos iniciais do processo de infec¢do especifica; (1) deformagdo do pélo
radicular, (2) formagdo do corddo de invasdo, (3) divisdo de células do cértex da raiz a serem
infectadas por rizébio (Adaptado de Haukka, 1997).
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1.1.3.5. A fixacao do azoto

A fixac¢do de azoto atmosférico pela simbiose rizébio — leguminosa € realizada nos
noédulos formados e nestes, pelos bacteroides nos simbiossomas, sendo a enzima nitrogenase o
catalizador da reac¢io de fixacdo. Este complexo enzimdtico € constituido por duas
metaloproteinas, designadas por molibdenoferroproteina (MoFe, ou componente I) e
ferroproteina (N, redutase ou componente II) cujo funcionamento € essencial a fixacdo de N,
(Howard e Rees, 1996).

As condigdes essenciais a fixagdo de azoto pela nitrogenase sdo a disponibilidade de
energia (MgATP) e ambiente de baixa disponibilidade de oxigénio. Estes dois requerimentos
essenciais resultam das préprias caracteristicas da nitrogenase e da reac¢io que este complexo
enzimadtico desencadeia ( Postgate, 1982):

N, + 8H" +8¢ + 16MgATP — 2NH; + H, + 16ATP + 16Pi

A sintese de leghemoglobina parece ser um contributo decisivo para o funcionamento
da simbiose e fixagcdo de azoto, uma vez que garante (dadas as suas caracteristicas de
transportador de O,) uma baixa pressio de difusdo de O, a0 mesmo tempo que garante o O,
necessdrio a4 produgdo de energia necessdria a fixacdo de azoto (Appleby, 1984). A
efectividade dos nddulos para a fixagdo de N,, estd directamente correlacionada com a
presenga de leghemoglobina (Verma et al., 1992). Alguns estudos parecem sugerir que, pelo
menos em alguns pares simbidticos, a leghemoglobina é o resultado da simbiose dado que a
globina é codificada pela planta hospedeira enquanto que os grupos heme sdo inicialmente
produzidos pela bactéria e transportados para o citoplasma do hospedeiro (Lee et al., 1983). O
desenvolvimento estrutural da nitrogenase e sua regula¢do sdo codificados por produtos de

genes nif e genes fix de rizébio (Rubio e Ludden, 2002).

1.1.3.6. Genes da planta envolvidos na formacio e desenvolvimento de nédulos

Como vimos, a formagdo de nédulos pode ser dividida em trés etapas distintas: i) a
etapa pré infecciosa, ii) infec¢do e organogénese do nédulo e iii) funcionamento e
manuten¢do do nddulo. Durante a primeira fase o rizébio interactua com o pélo radicular
induzindo o seu encaracolamento formando-se uma “bolsa” com bactérias aprisionadas.
Durante a segunda fase as bactérias rizébio penetram a parede celular, dissolvendo-a

parcialmente invadindo a célula, formando-se o corddo de invasdo. Entretanto, durante do
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processo de infecgdo algumas células do cértex da raiz diferenciam-se, multiplicam-se e ddo
origem ao primérdio do nédulo. O corddo de invasdo cresce no sentido desses primérdios e os
rizébios s3o drenados no citoplasma da célula cortical diferenciada, por um processo
tipicamente endocitotico, ficando a bactéria rodeada por uma membrana peribacteroide. Na
célula cortical, bactéria e membrana peribacteréide dividem-se de forma coordenada,
preenchendo o citoplasma da célula infectada no cértex do hospedeiro. Durante a terceira fase
as bactérias diferenciam-se em formas pleomérficas (bacteréides) e fixam N,.

A formacdo de nédulos € acompanhada pela expressio de genes das plantas
hospedeiras, conhecidos como genes das nodulinas. Os genes das nodulinas sdo expressos
exclusivamente durante o desenvolvimento da simbiose, pelo que, consequentemente nio sio
expressos em raizes ndo infectadas ou em outras partes da planta. A expressdo destes genes é
realizada diferencialmente durante todo o processo de desenvolvimento do nédulo. A maioria
das nodulinas € expressa no inicio do processo de fixagio de azoto sendo designadas por “late
nodulins” (NOD). As nodulinas expressas nas fases iniciais do desenvolvimento do nédulo,
como resposta a factores Nod de rizébio (Fisher e Long, 1992), sdo designadas por “early
nodulins” (ENOD). Estes genes sdo expressos quando a planta j4 estd infectada e a estrutura
do nédulo ji se comegou a formar. Os genes da planta especificamente expressos na fase de
pré-infecgdo ndo sdo designados por nodulinas pois ndo sdo expressos no nédulo (Franssen et
al., 1993).

As ENOD intervém nas fases iniciais do processo de infec¢do e organogénese do
nédulo. As NOD estdo envolvidas no funcionamento e manutengdo do nédulo. O desencadear
da expressdo de genes NOD, coincide com o inicio da fixacdo de N,. Consequentemente os
genes NOD terdo fungles relacionadas com o processo de fixagdo de azoto tais como
assimilago e transporte de metabolitos através da:membrana peribacteréide, e/ou criagio de
condigdes fisiolégicas necessdrias a fixagdo de N, nos bacter6ides, com especial destaque

para a sintese de leghemoglobina (Franssen et al., 1992).

1.2. O rizébio no solo

Os riz6bios sdo simbiontes facultativos proliferando no solo como componentes
normais da popula¢do microbiana do solo, sendo frequente a sua presenca em solos agricolas
quer como populagGes nativas quer como populagdes naturalizadas (Parker et al., 1977; Wang

et al., 1999; Ballard e Charman, 2000). Parker et al. (1977) considera rizébios nativos os
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caracteristicos de uma flora de leguminosas tipica e espontinea de uma determinada regido ou
local, considerando naturalizados os introduzidos em determinada regido ou solo, com ou sem
cultura de leguminosa a acompanha-los, e que adquiriram a capacidade de sobrevivéncia nas
condicdes do local onde foram introduzidos.

Para que uma determinada estirpe de riz6bio nodule com €xito uma leguminosa
compativel, terd de sobreviver e proliferar no solo em condi¢oes por vezes adversas. Assim, o
aproveitamento das leguminosas depende em muito das caracteristicas apresentadas pelas
estirpes capazes de viver no solo em condi¢des saprofiticas.

O estudo do comportamento do rizébio no solo engloba aspectos que assentam
essencialmente em trés caracteristicas das estirpes; competitividade, persisténcia e
competéncia saprofitica. Diz-se que uma estirpe é competitiva (Brockwell e Gibson, 1968),
quando capaz de nodular com sucesso, em presenga de outra ou outras estirpes concorrentes.
Persistente, quando introduzida em novo "habitat”, é capaz de nele se manter em nimeros
adequados a nodulagdo dos hospedeiros (Brockwell, 1968). A competéncia saprofitica é uma
caracteristica da estirpe persistente em solo ndo rizosférico, que € capaz de colonizar, e
sobreviver em condi¢des adversas (Chatel et al., 1968).

A sobrevivéncia do rizébio no solo, estd na dependéncia de diversos factores, entre
os quais se realca a presenga de rizosferas favordveis, incluindo a do seu hospedeiro especi-
fico, pH, temperatura, humidade, tipo e abundédncia de matéria organica, toxicidades,

antagonismos, parasitismo e ac¢do de bacteriéfagos.

1.2.1. Dindmica das populacdes de rizébio no solo

1.2.1.1. A dimensio das populacdes de rizébio no solo

A utilizagdo da técnica de infecgdo de plantas axénicas com diluigdes de solo, em
combinagdo com a determinagdo estatistica dos nimeros mais provdveis (NMP), (Brockwell,
1963) tem permitido estimativas da densidade das populagdes de rizobio no solo que podem
variar desde a sua ndo detecgdo a valores da ordem de 10’ ufn (unidades formadoras de
nédulos) por grama (Bushby, 1982; Vincent, 1974). Apesar da densidade populacional ter
sido positivamente correlacionada com muitos factores, incluindo matéria orgéinica, teor de
argilas, presenca de leguminosas, ou vigor no crescimento de leguminosas (Woomer et al.,

1988; Lawson et al., 1987) outros estudos ndo mostraram qualquer relacdo simples entre
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densidades populacionais e pardmetros ambientais especificos (Gibson et al., 1975; Hiltbold e
tal., 1985; Wood et al., 1985). Provavelmente, tais discrepancias estio relacionadas com a
técnica de contagem normalmente utilizada, que impde restrigdes ao nimero de amostras de
solo que podem ser analisadas ¢ o perfodo de tempo ao longo do qual as amostras sdo
tomadas. Nalguns estudos, grandes flutuagdes na densidade populacional t&m sido detectadas
num mesmo local quando as amostras de solo foram tomadas a intervalos de tempo regulares
por periodos de um ou dois anos (Dudeja e Khurana, 1989).

Distribui¢bes ndo uniformes de rizébios no solo podem confundir interpretagcdes da
influéncia de pardmetros ambientais na densidade populacional. Wollum e Cassel (1984)
observaram que a densidade populacional de B. japonicum variava entre 10° e 10’ ufn por
grama de solo ao longo de pequenas distancias no campo (30 cm). Estudos em R.
leguminosarum bv. trifolii revelaram que 90% ou mais da populagao total estava localizada
nos 2 primeiros cm do perfil de solo (Richardson e Simpson, 1988) ou associada ao tecido

nodular desidratado de plantas mortas (Chatel e Greenwood, 1973).

1.2.1.2. Presenca do hospedeiro

Diferentes populagdes de rizébio podem coexistir num mesmo solo em baixas
densidades durante muitos anos na auséncia da leguminosa hospedeira (Kucey e Hynes, 1989;
Nutman e Ross, 1970). No entanto, outros estudos mostraram o impacto que a presenca de um
hospedeiro especifico pode ter na perturbagdo do equilibrio das densidades populacionais
entre biovariedades estreitamente relacionadas dentro da mesma espécie de Rhizobium. Em
campos de ervilhas (Pisum sativum L.) as populagbes de R. leguminosarum bv. viciae eram
1000 vezes maiores do que as da biovariedade phaseoli. Em campos vizinhos de feijio
(Phaseolus vulgaris L.) as densidades populacionais relativas das duas biovariedades estavam
invertidas (Kucey e Hynes, 1989). Estudos realizados por Bottomley (1991) confirmam estas
observagdes com populagdes de R. leguminosarum bvs. trifolii e viciae. Em pastagens de
trevo subterrineo onde espécies de ervilhaca (Vicia spp.) estavam ausentes, R. leguminosarum
bvs. viciae e trifolii coexistiam em populagbes de <102/g e >106/g respectivamente. Em
campos adjacentes ndo utilizados onde as ervilhacas eram a leguminosa dominante e onde as
espécies de trevo (Trifolium) estavam ausentes, as densidades populacionais das duas
biovariedades estavam invertidas. Mais investigagio & necessdria para esclarecer se o impacto

da presenga do hospedeiro € devido a um efeito rizosférico selectivo ou devido 2 libertagdio de
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células por parte de nédulos senescentes. No caso de Bradyrhizobium, apesar de B. japonicum
persistir no solo durante muitos anos na auséncia de soja ( Weaver et al., 1972; Brunel et al.,
1988) ndo sdo conhecidos dados sobre a dindmica das populagdes de solo de B. japonicum

relativamente a outras populacdes de Bradyrhizobium de hospedeiros alternativos.

1.2.1.3. Rizé6bios nao infectivos na populacio de solo.

Apesar da técnica de imunofluorescéncia permitir aos pesquisadores a determinagio
das densidades de rizébio no solo, sem o recurso a técnica da infecgdo de plantas para
determinacdo do NMP, t€m sido expressas preocupacgdes acerca da proporcdo de células
vidveis e competentes para a nodulagio de entre a populagio observada por
imunofluorescéncia (Kennedy e Wollum, 1988; Postma et al., 1988).

Bactérias sem a capacidade de formar nédulos t€m sido isoladas, sendo antigenicamente
relacionadas, ou mostrando homologia parcial de DNA, com biovariedades simbioticamente
competentes de R. leguminosarum (Jarvis et al., 1989; Soberon-Chavez e Najera, 1989). As
contagens por imunofluorescéncia de populacdes nativas de Bradyrhizobium sp. (Lochner et
al., 1989) e de R. leguminosarum bv. trifolii (Bottomley e Dughri, 1989) tém tido resultados
significativamente superiores a contagens realizadas pelo procedimento para a determinagio

do NMP. Apesar disso, existem evidencias de que rizébios ndo competentes ndo poderdo

persistir no solo por longos periodos de tempo ( Bohlool e Schmidt, 1973).

1.2.1.4. Relacoes entre rizébios e a populacio microbiana do solo

A informacdo sobre as relacdes entre rizébios e a populagido microbiana do solo é
bastante escassa. A propor¢do de rizébios na populacdo microbiana total do solo é dificil de
determinar e os valores descritos na literatura apresentam grandes variagdes. Contagens de
bactérias totais feitas por epifluorescéncia, comparadas com contagens de rizébio por
imunofluorescéncia mostram que B. japonicum ( Moawad e tal., 1984) e R. leguminosarum
bv. trifolii (Bottomley e Dughri, 1989; Bottomley e Maggard, 1990) representam entre 0,1% e
1,0% do total de bactérias do solo ¢ da rizosfera. Em estudos onde os valores de NMP de
rizébio foram comparados com contagens em placa das bactérias totais do solo (considerando

totais apenas as bactérias cultivdveis em placa, excluindo por isso muitas outras bactérias), os
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primeiros contribuem com aproximadamente 8% das bactérias totais do solo contadas em
pastagens de trevo e campos de soja (Mahler e McDole, 1987) e cerca de 25% das bactérias
totais na rizosfera de trevos (Rovira, 1961). Enquanto que a técnica de contagem em placa é
sabido que subestima a magnitude das populagdes de vidveis do solo (Bottomley e Maggard,
1990), a quantificagio por microscopia de fluorescéncia sofre de dificuldades na
determinagdo de qual a proporgéo de bactérias nativas que pode ser recothida da matriz do
solo (Crozat ¢ Cleyet-Marel, 1984; Postma e tal., 1988; Kim e tal., 1985). A evolugio da
permanéncia da biomassa microbiana no solo varia em diferentes solos (Van Veen e tal.,
1987) e a taxa de declinio até ao equilibrio de populag3es introduzidas pode ter uma descricio
cinética cujas taxas de variacdo sdo varidveis entre solo (Crozat e tal., 1982; Corman e tal.,
1987).

Estudos laboratoriais levados a cabo com rizébios, mutantes resistentes a antibi6ticos
e fungicidas, introduzidos no solo mostraram que protozodrios e outros predadores
microbianos podem causar um declinio na densidade populacional de rizébios introduzidos no
solo (Hapte e Alexander, 1977;Heynen et al., 1988; Lennox e Alexander, 1981; Ramirez e
Alexander, 1980). Vale a pena referir, no entanto, que as densidades populacionais de rizébio
nas quais os predadores se tornam inefectivos sdo similares aos valores tipicamente
encontrados em solo ndo estéril. Mais ainda, uma vez que os rizébios introduzidos sdo
distribuidos diferencialmente no solo em relagdo aos riz6bios nativos (Ozawa e Yamaguchi,
1986), a acessibilidade tanto dos nativos como dos rizébios introduzidos aos predadores

necessita de ser comparada tanto no solo como na rizosfera.

1.2.2. Efeito de condigdes fisicas do solo na populacio de rizébio

Solos de textura grosseira, susceptiveis de deficiéncia hidrica, acidificacio e
deficiéncias nutritivas sdo obstdculos ao estabelecimento de leguminosas e 2 sua
produtividade. Solos de textura fina, muito meteorizados e 4cidos podem também ser
problemdticos se contiverem excessos de elementos téxicos tais como aluminio e manganés,
frac¢Oes minerais que possuem alta capacidade e afinidade para a absorcdio de fosfato, e se
forem propensos a variagGes estruturais durante os ciclos de humedecimento e secagem. Solos
mal drenados de grande saturagdo em bases ndo tém recebido grande atengdo, apesar das

dificuldades usualmente encontradas na cultura de leguminosas nestas condiges.
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1.2.2.1. Interaccdes entre rizébio e minerais de argila

Apesar das cargas eléctricas caracteristicas de Rhizobium e Bradyrhizobium serem
diferentes, e poderem variar entre estirpes de rizébio (Marshal, 1969), evidéncias de que a
carga superficial caracteristica dos minerais de argila influencia o comportamento de rizébio
no solo é meramente circunstancial. Uma solucdo de extraccdo contendo gelatina
parcialmente hidrolisada e fosfato de amoénio (pH 8,2) era essencial para a recolha de
rizébios introduzidos em solos das ordens Oxisol, Vertisol e Andisol (Kinsley e Bohlool,
1981). Apesar de os autores sugerirém que o rizébio era dificil de recolher dada a forte
associagdo electrostatica com a frac¢do mineral, uma explicacdo alternativa pode ser a de
que o riz6bio era dispersado com sucesso da estrutura do solo mas subsequentemente
aprisionado pelos coloides do solo como resultado de um comportamento floculante
anémalo (Demezas e Bottomley, 1986).

Evidéncias circunstanciais sobre o papel dos minerais de argila no sucesso da nodulagio

por rizébio, vém de experi€ncias de nodulacdo competitiva entre misturas de R
leguminosarum bv. viciae em lentilhas (Lens esculenta), (May e Bohlool, 1983) Rhizobium
sp. em leucaena (Moawad e Bohlool, 1984) (Leucaena leucocephala), € Rhizobium sp. (Cicer)
em grdo-de-bico (Somesegaran, 1989). Diferengas de competicdo foram observadas em
experiéncias conduzidas tanto num Oxisol dominado por minerais amorfos de cargas
varidveis como em solos menos meteorizados contendo predominantemente minerais
cristalinos de carga constante. Em contraste, ndo houve influéncia do tipo de solo na
nodulagdo competitiva entre 3 estirpes de B. japonicum quando foram inoculadas em soja

crescida em 3 solos diferentes (George et al., 1987).

1.2.2.2. Relacdo entre estrutura do solo e caracteristicas morfo-fisiolégicas de

rizébio
1.2.2.2.1. Dimensio da célula

Ozawa ¢ Yamaguchi (1986) relataram que apesar de 90% dos rizébios nativos estarem
fortemente associados as particulas do solo, um grande perfodo de incubagdo € necessdrio até

que a maioria dos rizébios introduzidos penetre nos poros dos agregados de solo. Num estudo
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recente, uma maior percentagem de rizébios introduzidos fica associada as particulas de solo
com didmetros = 50 um a medida que o teor de humidade do solo se reduzia (Postma et al.,
1989). Estes autores lancaram a hipé6tese de que o movimento do rizébio para os agregados do
solo seria retardado até que os poros de didmetro semelhante ao de um rizébio crescido em
laboratério (< 3,0 um) estivessem livres de 4gua. Em relagfio 4 dimensdo do rizébio indigena,
tem sido demonstrado que tanto B. japonicum como R. leguminosarum bv. trifolii decrescem
de tamanho apds incubag@o prolongada no solo (Postma et al., 1988; Crozat et al., 1982).
Células morfologicamente atipicas t&m sido observadas em populagdes nativas de B.
Japonicum (Bohlool e Schmidt, 1970) e R. leguminosarum bv. trifolii (Bottomley e Dughri,
1989). Provavelmente uma célula pequena confere uma vantagem ecoldgica ao rizébio
permitindo a ocupagio de poros pequenos e evitar de baixo potencial métrico do solo e
predagéo. Por outro lado, a ocupagio de poros pequenos pode ser desvantajosa, dado que o

acesso a nutrientes pode ser limitado, e o acesso a raiz de uma leguminosa restringido.

1.2.2.2.2. Relacoes Hidricas

Tem sido demonstrado que as populacSes de Bradyrhizobium spp. (de crescimento
lento) sdo mais persistentes que as populagdes de Rhizobium spp. (de crescimento rapido) em
solos que sofram deficiéncias hidricas sazonais (Chatel e Parker, 1973). Tem sido sugerido
que Bradyrhizobium entra em dorméncia mais rapidamente do que Rhizobium dado que os
primeiros mantm um teor em 4dgua interno mais baixo que os iltimos, em baixos potencias
hidricos (Bushby e Marshall, 1977). Esta hipétese ndo tem sido suportada por outros estudos (
Hartel e Alexander, 1986; Mahaler ¢ Wollum, 1981; Singleton et al., 1982; Woomer e
Bohlool, 1989).

As bactérias do solo podem ser influenciadas por um grande nimero de factores
incluindo o teor de humidade do solo (England et al., 1993). Gray e Williams (1971) referem
que a maioria dos microrganismos ndo cresce em solos com valores de pF superiores a 4,2,
isto €, potenciais mdtricos inferiores a — 1,5MPa. A razio para esta limitagdo ao crescimento
prende-se com o facto dos microrganismos nfio exercerem uma pressdo de sucgfio suficiente
para dgua presente nos poros de didmetro inferior a 0,2 pm (didmetro méximo dos poros com
dgua num potencial métrico de — 1,5MPa e dimensfio minima conhecida para Rhizobium e
Agrobacter em condigdes muito adversas no solo). Amara e Miller (1986) verificaram que o

nimero de Rhizobium phaseoli decresce em potenciais métricos inferiores a -1,5MPa, o
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mesmo acontecendo a B. japonicum onde o declinio populacional varia de uma a trés ordens
de grandeza em potenciais de -1,5Mpa, quando comparado com potenciais pr6ximos da
capacidade de campo (Mahler e Wollum, 1980). Apesar disso, Postma et al. (1989)
verificaram que R. trifolii sobreviveu muito melhor em solos com um teor de 4gua inicial
mais baixo quando comparado com solos em que esse teor inicial era superior, o que pode
estar relacionado com a predac@o por protozodrios (apenas presentes em poros de didmetro
superior a 10 pm).

A capacidade de rizébio sobreviver em solos com condigdes limitantes de
disponibilidade hidrica € varidvel entre espécies (Bushby e Marshall, 1977; Mahler ¢ Wollum,
1981) e entre estirpes dentro de espécies (Amara e Miller, 1986). Issa ¢ Wood (1995)
verificaram que em rizébio para grio-de-bico o efeito, sobre o crescimento e sobrevivéncia,
do tipo de solo e das estirpes usadas nos ensaios, foi muito maior do qhe o efeito do potencial
métrico mesmo quando este variou entre -0,03 e -5 MPa.

O tipo de solo influencia bastante o crescimento e sobrevivéncia em condigdes de
stress hidrico. Os rizébios sobrevivem melhor em solos de textura fina do que em solos
grosseiros (Danzo e Alexander, 1974; Postma et al., 1990), existindo evidéncias de que os
minerais de argila oferecem protec¢do as células contra fenémenos de dessecacdo (Bushby e
Marshal, 1977).

Nio deixa de ser interessante que apesar da infeccdo de pé€los radiculares de trevo
subterrineo ( com diametros geralmente superiores a 10 um) ndo ocorrer a potenciais
mitricos inferiores a —0,3 Mpa ( Worral e Rougley, 1976), as sementes de trevo subterrineo
podem germinar no solo com potenciais hidricos tdo baixos como —1,2 Mpa (McWilliam, et
al., 1969), pelo que pode haver germinacdo e desenvolvimento radicular sem que haja

imediata nodulac@o, apesar de poder haver populagdo de rizébio para o poder fazer, .

1.2.2.2.3. Mobilidade

Dada a capacidade do rizébio produzir flagelos, vérios relatérios sugerem que a
mobilidade pode ser vantajosa para o rizébio colonizar raizes de leguminosas e iniciar a
formagdo de simbioses (Ames e Bergman, 1981; Caetano-Anolles et al., 1988; Mellor et al.,
1987; Thomnton e Davey, 1983). No entanto, apenas um daqueles estudos de nodulacéo foi
levado a cabo em solo, e esse solo seria um solo de textura muito ligeira (Thornton e Davey,

1983). A estrutura de macro poros predominante nesse tipo de solo e o teor de humidade
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elevado mantido para o crescimento das plantas, representam uma combinagido de factores do
solo que facilitariam o movimento de bactérias para a superficie da raiz. Os resultados de
outros estudos em solo levantam dividas sobre a importdncia da mobilidade na facilitagdo do
acesso a superficie da raiz em condigdes de solo ndo saturado. Em solos de diferentes
texturas, 0 movimento de R. leguminosarum bv. trifolii cessou quando os poros cheios de
dgua se tornaram descontinuos (-0,005 a — 0,026 Mpa) apesar dos poros ocupados por dgua
serem ainda bastante grandes (< 6,8 um) relativamente ao tamanho da célula rizobiana
(Hambdi, 1971). Liu ez al.(1989) mostrou nio haver diferengas entre um mutante nio mével e
a sua respectiva estirpe-mde de B. japonicum, ao colonizarem igualmente as rizosferas de soja
num solo “silt loam” (usualmente caracterizado por fraca estrutura e dominio dos poros
pequenos). Para evitar compactagdes desnecessdrias do solo, a maior parte das leguminosas é
semeada no campo ap6s o solo ter secado o suficiente para permitir o trifego de maquinas.
Nestas circunstncias de solo ndo saturado, parece razoével especular que a mobilidade ndo

confere qualquer vantagem e que apenas os rizébios localizados na periferia dos agregados

entrardo em contacto com a radicula emergente e com os sitios primdrios de nodulagfo.

1.2.2.3. Temperatura

A temperatura do solo ¢ um factor determinante para a capacidade de rizébio para
competir e persistir no solo e rizosfera. As estirpes diferem entre si na sua capacidade em
crescer ¢ sobreviver numa gama de temperaturas (hartel ¢ Alexander, 1984; Boonkerd e
Weaver, 1982). A incapacidade de inoculantes para R. leguminosarum bv. trifolii em persistir
por mais do que uma época de crescimento em solos do Oeste Australiano tem sido atribuida
a prevaléncia de altas temperaturas estivais (Chatel e Parker, 1973).

A temperatura pode alterar as relagSes competitivas entre estirpes. Weber e Miller
(1972) plantaram soja em vasos contendo solo com largas populacdes de rizébios nativos.
Diferentes serogrupos predominaram nos nédulos das plantas incubadas a diferentes
temperaturas. Duas estirpes de R. trifolii foram inoculadas em trevos onde se detectou que a
maioria dos nédulos a 12°C era formada por uma das estirpes, invertendo-se a situacdo
quando a temperatura de incubagdo foi de 25°C (Hardson e Jones, 1979). Por outro lado,
Brockwell ez al. (1982), em ensaios de campo, ao correlacionarem o efeito entre pares de
locais de diferentes temperaturas, verificaram nfio haver uma influéncia global da temperatura

tanto na competi¢do como na persisténcia das estirpes inoculantes em ensaio.

21



Introduciio Geral

1.2.3. Influéncia das propriedades quimicas do solo no rizébio
1.2.3.1. A acidez do solo

As leguminosas sdo exigentes quanto as reservas minerais do solo. Muitos solos que
podem beneficiar do crescimento de leguminosas e fixacdo de azoto associada, sdo
frequentemente deficientes nos minerais essenciais para o crescimento das leguminosas. Estes
solos sdo frequentemente 4cidos (pH < 5,5), ou de poder tampdo muito fraco sendo sujeitos a
acidificacdo tanto como resultado do crescimento de leguminosas como da aplicagdo de
fertilizantes amoniacais a ndo leguminosas usadas na rotacio (Mahler ¢ McDole, 1987;
Rasmussen e Rohde, 1989). Apesar da aplicacdo de calcario poder rectificar o problema, a sua
disponibilidade, custo e a sua aplicacio pode constituir uma séria limitacdo a sua utilizagio.
Por outro lado, em solos de baixa capacidade de troca catiénica a sobre dosagem das
correcgdes pode ocorrer levando a graves desordens fisicas e quimicas ( Robson, 1989).
Apesar do factor comum a todos os solos 4cidos ser o seu baixo pH, € importante considerar
que grandes variagOes na sua textura, estrutura, mineralogia, teor de matéria orginica,
actividade de espécies iénicas monoméricas ou poliméricas de aluminio e disponibilidade de
Ca %, Mn *, Mo, e P, tornam muito dificil a comparacio de resultados de estudos
desenvolvidos em diferentes solos. Os resultados apresentados por Coventry et al. (1987)
exemplificam este problema fornecendo exemplos das diferentes limitagdes ao crescimento de

leguminosas que foram encontradas em solos 4cidos no Sudoeste da Austrélia.

1.2.3.2. Influencia da acidez no crescimento e sobrevivéncia

Os problemas no estabelecimento de leguminosas em solos &4cidos tém sido
frequentemente atribuidos a sensibilidade varidvel do rizébio a acidez. A identificagdo de
estirpes de Bradyrhizobium capazes de crescer a baixo pH na presenga de aluminio solivel
(Date e Halliday, 1979; Keyser ¢ Munns, 1979) estimulou numerosas pesquisas nas colec¢des
de outras espécies de rizébio para a deteccdo de estirpes tolerantes a acidez e a toxicidade por
aluminio (Cooper, 1982; Graham et al., 1982; Hartel et al., 1983; Vargas e Graham, 1988;
Wood e Cooper, 1988; Howieson et al., 1988). A extensdo légica destes esforcos foi a de
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questionar se os rizébios nativos em solos 4cidos seriam colonizadores de sucesso dada a sua
superior tolerdncia a acidez.

Estudos de populacdes nativas de rizébio em solos dcidos ndo produziram resultados
que suportem esta possibilidade. Woomer et al. (1988) num levantamento realizado em solos
do Havai com valores de pH entre 4,9 e 7,9, verificaram que as maiores densidades
populacionais de Bradyrhizobium spp. foram detectadas em solo de pH inferior a 5,0. A maior
precipitacio média anual recebida pelo solo mais 4cido teve uma influéncia positiva na
densidade populacional que suplantou o impacto negativo, se este existiu, do baixo pH do
solo. Ndo foram detectadas diferencas na tolerincia & acidez de isolamentos de R.
leguminosarum bv. trifolii (Wood e Shepherd, 1987) e Rhizobium meliloti (Howieson et al.,
1988) e colhidas em solos de pH varidvel. A maioria da populacdo de R. leguminosarum bv.
trifolii recolhida de um solo extremamente dcido ndo era mais tolerante & acidez do que as
estirpes do laboratério, e a maioria da populagao “evitava” o baixo pH colonizando os 2 cm
superficiais menos dcidos do perfil solo (Richardson e Simpson, 1988). Apesar da calagem
de um solo dcido alterar a ocupacdo de ndédulos por quatro serotipos nativos de R.
leguminosarum bv. trifolii em trevo subterrdneo ( Dughri e Bottomley, 1984), a densidade
populacional dos 4 serotipos ndo foi alterada pela calagem, independentemente da influéncia

do calcdrio nas capacidades de nodulacido (Almendras e Bottomley, 1987).

1.2.3.3. Influéncia da acidez na formacao de nédulos

Tanto na formagdo como na actividade de vérias simbioses riz6bio-leguminosa, tem
sido demonstrada a sensibilidade & acidez do solo. Na verdade, a importincia do pH no
processo de infecgdo foi reconhecido hd muitos anos quando pequenas quantidades de
calcdrio adicionado a sementes de trevo se mostraram benéficas para a nodulagdo de
leguminosas semeadas em solos 4cidos (Loneragan et al., 1955). No processo de infecgio de
certas leguminosas de regides temperadas (Trifolium, Pisum e Medicago) foi detectado ser
mais sensivel a acidez do que o préprio crescimento da planta (Lie, 1969; Munns, 1968). Para
alem disso, a formagdo do nédulo (Bushby, 1981; Munns et al., 1979) e a expressdo dos genes
nod pelo rizébio (Richardson et al., 1988) pode ser mais sensivel a acidez ou ao aluminio do
que o crescimento ou sobrevivéncia do rizébio per se. Apesar de tanto estirpes de
Bradyrhizobium sp. (Vigna) Al-sensiveis como estirpes Al-tolerantes sobreviverem bem em

solo 4cido rico em aluminio (Soby e Bergman, 1983), as estirpes Al-sensiveis nodulam com
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menor eficdcia em solo 4cido do que o fazem as estirpes Al-tolerantes ( Hartel er al., 1983).
Em contraste, Graham et al. (1982) detectaram que uma estirpe dcido-tolerante de R.
leguminosarum bv. phaseoli ndo s6 sobrevivia melhor do que a estirpe dcido-sensivel em solo

dcido como dava origem a melhor nodulagdo e produgéo de feijdo.

1.2.3.4. Influéncia da acidez no funcionamento do nédulo

Apesar do crescimento de muitas leguminosas em condi¢cdes de fixagio de azoto ser
mais sensivel 2 acidez e ao aluminio do que plantas a crescer com base em azoto mineral,
(Andrew, 1976; Doerge et al., 1985; Munns et al., 1979) existem excep¢Ses onde ndo t&m
sido detectadas diferencas entre crescimento dependente da simbiose e azoto mineral
(Lindstrom et al., 1985; Munns et al., 1981). Tém também sido documentadas diferengas de
tolerdncia 2 acidez entre géneros de leguminosas (Munns et al., 1977), entre espécies do
mesmo género (Carvalho et al., 1981), e entre cultivares da mesma espécie (Kim et al., 1985;
Vargas e Graham, 1988 e 1989). A capacidade de adaptac@o de espécies de leguminosas a
solos 4dcidos de baixa fertilidade € frequentemente revelada pela sua indiferenca a fertilizagdo
mineral ( Henzell, 1988).

1.2.3.5. Influéncia do fosfato

E bem conhecida a caracteristica de muitas leguminosas serem inferiores a outras
espécies vegetais na captagio de fosfato do solo (Caradus, 1980). Como consequéncia, muitos
solos requerem quantidades aprecidveis de fertilizantes fosfatados para que a cultura de
leguminosas possa ser economicamente vidvel (Ozanne e Biddiscombe, 1969). Uma vez que
algumas leguminosas tém maiores necessidades em fésforo para o crescimento usando azoto
resultante da fixacdo simbiética do que para o crescimento quando usam azoto mineral
(Cassman et al., 1981; Israel, 1987; Singleton et al., 1985), surge a questdo de saber se estas
diferencas se devem a diferentes capacidades de armazenagem do P por parte da célula de
rizébio. Soja inoculada com a estirpe USDA 110, crescida em condigdes de escassez de P deu
origem a menor actividade nitrogendsica e menor teor de azoto na parte aérea, do que quando
inoculada com bactérias crescidas em condi¢cdes de abundincia de P (Mullen ez al., 1988).

Estirpes de B. japonicum, (Cassman et al., 1981)* R. meliloti, (Beck e Munns, 1984 ¢ 1985) e
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R. leguminosarum bv. trifolii (Leung e Bottomley, 1987) mostraram diferencas na sua
capacidade de captar baixas concentracdes de P inorganico. No caso de R. leguminosarum bv.
trifolii, estirpes que mostram superior capacidade de armazenar P, eram membros do serotipo
indigena dominante nos nédulos de trevo subterrineo em solos 4cidos deficientes em P

(Almendras e Bottomley, 1987).

1.2.3.6. Influéncia do célcio

Apesar das pequenas necessidades em célcio para o crescimento de riz6bio em
condi¢des de laboratdrio, vérias evidéncias sugerem um papel critico do célcio no crescimento
e sobrevivéncia de rizébio no solo em condi¢des de baixo pH. A velocidade de crescimento
de S. meliloti aumenta com o incremento da concentracdo de Ca de 200 para 2000 pM em
baixo pH (5,7) o que ndo ocorre a pH mais elevado (7,5), pelo que as necessidades em célcio,
em condi¢des, dcidas para o crescimento de S. meliloti sio maiores do que o inicialmente
previsto (Howieson et al., 1992). O declinio populacional a pH 4 é também reduzido com o
aumento das concentracdes de cdlcio no meio (Dilworth et al., 1999). Beck e Munns (1984 ¢
1985) referem por outro lado que célcio suplementar € necessdrio para o crescimento de S.
meliloti em baixas concentragdes de fosfatos inorginicos e de escassez de dgua. Também as
estirpes de S. meliloti isoladas de solos dcidos e com comportamento &4cido-tolerante,
requerem niveis de cdlcio mais elevados para o crescimento, quando comparadas com estirpes
acido-sensiveis (O’Hara et al., 1989).

O cdlcio tem um papel importante no processo de formag@o dos nédulos, participando
na sintese de proteinas importantes na adesdo de R. leguminosarum bv. viciae a pélos
radiculares de ervilha (Smit ez al., 1989). Em condi¢des acidicas o aumento da concentragéio
de célcio amplifica a indugdo de genes nod de R. leguminosarum bv. trifolii por 7,4’-
dihidroxiflavona (Richardson ef al., 1988).
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1.3. Competicao pela ocupacio de nédulos
1.3.1. O problema da Competicao

A presenca de populagdes de rizébio nativas ou naturalizadas € muito frequente na
generalidade dos solos agricolas sendo comum a nodulagio de leguminosas cultivadas sem
inoculac@o prévia (Thies et al., 1991; Sessitsch et al., 2002). Esta distribui¢do generalizada
pode ser devida a disseminag@o global de muitas leguminosas cultivadas bem como aos
riz6bios usados na sua inoculagéo (quckwell e Bottomley, 1995; Ballard e Charman, 2000).
Apesar de nodularem com grande frequéncia, a efici€ncia na fixagdo de azoto é muito varidvel
e, frequentemente, muito baixa em relaco 4s necessidades da planta cultivada (Keyser e Li,
1992; Ballard e Charman, 2000; Denton et al., 2002). A soja (Glycine max) origindria e
domesticada na China nodula eficazmente sem inoculacdo naquela zona do globo (Keyser e
Li, 1992), j4 quando cultivada sem inocula¢do na América do Norte a nodulagdo e fixagdo de
azoto pelas estirpes nativas € normalmente pobre (Zdor e Pueppke, 1998). Como
consequéncia, a inoculagdo de leguminosas como prdtica agronémica usando estirpes de
rizébio de superior qualidade para a nodulacéo e fixacdo de azoto tem sido usada de forma a
aumentar a produtividade da cultura de leguminosas (Brockwell et al., 1982; Thies et al.,
1991; Howieson e Ballard, 2004). A inoculacdo de leguminosas é especialmente indicada e
praticada quando se introduz uma nova espécie de leguminosa numa nova regidio ou num
local em que ndo hé tradicdo na sua cultura (Brockwell e Bottomley, 1995).

Respostas positivas a inoculag@o quer na produtividade da cultura quer na ocupagio de
nédulos pela(s) estirpe(s) de rizébio inoculante t€m sido referenciadas em locais onde a
cultura € realizada pela primeira vez e onde os solos ndo possuem rizébios nativos
compativeis ( Bell e Nutman, 1971; Brockwell et al., 1987; Somesegaran et al., 1988). No
entanto, em muitos solos com populacGes nativas de rizébio bem estabelecidas estas criam
obstéculos a nodulagéo, criando uma pressdo competitiva que impede a formacdo de nédulos
por parte da estirpe inoculante ( Jonson et al., 1965; Bromfield er al., 1986; Bohlool et al.,
1992; Brockwell e Bottomley, 1995). Em alguns casos a estirpe inoculante domina a
ocupacdo de nédulos no ano da implantagdo (estirpes competitivas) mas vdo perdendo
representatividade nos nédulos formados nos anos subsequentes, evidenciando problemas de
persisténcia (Parker et al., 1977; Brockwell et al., 1982; Dowling e Broughton, 1986; Hebb et
al., 1998). A ocupacdo de ndédulos por estirpes nativas excluindo as estirpes inoculantes,

ocorre mesmo nas raras situagcdes (Brockwell e Bottomley, 1995) em que a populagio
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inoculante em muito ultrapassa em nimero a populacio nativa presente (Weaver e Frederick,
1974), tendo sido referidos casos em que a resposta a inoculagdo ndo ocorre na presenga de
apenas 50 ufn por grama de solo de rizébios nativos (Thies et al., 1991).

As populagSes nativas de rizébio estdo bem adaptadas ao seu “habitat” mas
apresentam com frequéncia uma baixa capacidade fixadora de azoto, especialmente quando se
procede a cultura de leguminosas seleccionadas (Triplett e Sadowsky, 1992; Denton et al.,
2002).

Por estes motivos, as populacGes nativas ou naturalizadas de riz6bios constituem uma
barreira competitiva importante ao sucesso da implantagdo de estirpes inoculantes para
leguminosas., sendo referido por Triplett e Sadowsky (1992) como “o problema da

competi¢do em rizébio”.

1.3.2. Factores que afectam a competicio

A competi¢do aqui referida diz respeito 4 competi¢do entre estirpes de Rhizobium
geneticamente relacionadas para a nodulagdo de uma dada planta hospedeira. (Sadowsky e
Graham, 1998). Pode ser assumido que mutagSes que afectam a maior parte dos genes
necessarios ao crescimento e sobrevivéncia no solo também resultario num fenétipo menos
competitivo, pelo que tais genes ndo sdo verdadeiros loccus de competi¢io (Sadowsky e
Graham, 1998). Tal como referido por Streeter (1994) estudos dos assim chamados
determinantes genéticos para a competi¢do tém muitas limitagGes, uma vez que no ambiente
onde se encontram, a grande diversidade genética dos riz6bios permitird a capacidade para a
ocupag@o de uma variedade de nichos, e a adaptag@o para a sobrevivéncia em alguns destes
nichos poderd n@o ser relevante na competicdo para a nodulagdo. Apesar disso, t¢ém sido
identificados certos factores aos quais t&m sido atribuidas fungGes especificas na competigio
(Sadowsky e Graham, 1998; Triplett e Sadowsky, 1992).

1.3.2.1. Factores abiéticos
Os factores abidticos que afectam a competicdo para a nodulagio incluem a limitacdo

de nutrientes para plantas e bactérias, a humidade do solo e o seu teor em matéria organica, o

tipo de solo, o pH, a temperatura e a textura (Sadowsky e Graham, 1998). Respostas varidveis
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de diferentes isolamentos de rizébio a condi¢bes de extrema alcalinidade, incrementos de
temperatura e de concentragdo de sais t€ém sido referidas (Lie, 1984; Surange et al., 1997). Em
ensaios de campo realizados no Brasil, a fertilizacdo e correcgio do solo com P, K, S,
micronutrientes € calagem, a nodulagao por estirpes inoculantes marcadas foi fortemente
incrementada (Oliveira et al., 1998). Estirpes de trevo subterrineo também tém mostrado
diferencas na capacidade de resistir a dessecagdo (Fuhrmann, 1986). Esti postulado que uma
baixa actividade da dgua pode alterar o tipo e quantidade de exsudados de raiz libertados,
assim como o crescimento da planta, e assim indirectamente afectar a capacidade de certas
estirpes competirem na formac@o do nédulo (Sadowsky e Graham, 1998). O efeito do teor de
humidade ¢ do pH irdo variar na dependéncia da temperatura, e valores extremos de
temperatura serdo prejudiciais para a nodulagdo (Sadowsky e Graham, 1998). Estirpes com
tolerancias acrescidas a estas diferentes condi¢Ges sdo de esperar serem mais competitivas do

que estirpes mais sensiveis.

1.3.2.2. Factores da Planta

Uma das técnicas sugeridas para ultrapassar o problema da competi¢io € a utilizagdo
de germoplasmas de plantas que excluam a nodulac@o por estirpes de rizébio indesejiveis
(Triplett e Sadowsky, 1992). Estirpes altamente eficientes na fixacdo de azoto podem
competir melhor na formagdo de nédulos quando o genétipo da planta restringe a nodulagio
por outras estirpes (Cregan e Keyser, 1986). No caso da ervilha cultivar Afghanistan, a
resisténcia & nodulagdo pela maioria das estirpes Europeias € determinada por um gene
recessivo da planta hospedeira (Lie, 1984). O gene nodX da estirpe TOM permite a esta
ultrapassar a resisténcia da planta a nodulagdo ( Davis et al., 1988). A transferéncia do gene
nodX para estirpes que normalmente nio nodulam a variedade Afghanistam de ervilha,
conferem-lhes a capacidade de nodular esta variedade (Fobert et al., 1991).

O tipo de leguminosa cultivada pode também influenciar a competi¢do por nodulagio
preferencial por certas estirpes. Num ensaio de campo com ervilha e fava verificou-se
preferéncia por certas estirpes de rizébio. Um grupo de estirpes, identificado por perfis de
plasmideos especificos, formou cerca de metade dos nédulos nas plantas de ervilha, enquanto
que nas plantas de fava aquele grupo nunca foi encontrado. Inversamente, um grupo diferente
de estirpes que formou a maioria dos nédulos em fava mas nenhum em ervilha (Hynes e

O’Connell, 1990). Situacdo identifica foi verificada num outro estudo realizado no Egipto em
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que uma estirpe inoculante para lentilhas ndo mostrava capacidade competitiva em relagfio as
nativas, mas que quando inoculada em trevo bersim mostrou-se altamente competitiva, apesar
de ndo haver diferengas na produgdo em relagdo aos trevos ndo inoculados (Moawad et al.,
1998).

1.3.2.3. Quimiotaxia e mobilidade

Em mutantes de rizébio sem mobilidade mas com capacidade de nodulagdo e nio
afectados na velocidade de crescimento, tem sido verificado um comportamento menos
competitivo na formagdo de nédulos quando comparados com as estirpes-mde (Ames e
Bergman, 1981; Mellor et al., 1987), provavelmente devido a uma menor capacidade de
adsorsdo aos pelos radiculares ( Caetano-Anollés et al., 1988). Por outro lado, a obtengdo de
mutantes hiperméveis, teve como resultado o incremento da capacidade competitiva em
relagdo a estirpe-mde (Bauer e Caetano-Anollés, 1990; Wei e Bauer, 1999). Insucessos na
capacidade competitiva t®m também sido detectados em estirpes com mutagdes para a
quimiotaxia quando comparadas com as estirpes-mde, sendo que a quimiotaxia para
compostos especificos importantes para a nodulagéo pode ser importante para um fenétipo

competitivo para a nodulagio (Yost et al., 1998).

1.3.2.4. Actividade catalitica

A capacidade para metabolizar certos compostos pode dar a certas estirpes uma
vantagem competitiva para a formagdo dos nédulos. Num estudo de Oresnik ez al. (1998) a
mutacdo e clonagem de genes plasmidicos para o catabolismo de rhamnose, sorbitol e
adonitol, foi verificado que apenas os mutantes para a rhamnose eram menos competitivos do
que a estirpe-mée, uma vez que 0s genes para a utilizagdo deste composto sdo indutiveis por
extratos da raiz de trevo, o que sugere algum papel destes genes nas etapas iniciais da
formagdo dos nédulos. Noutros trabalhos, a competicio para a nodulagfo foi correlacionada
com a capacidade de utilizagdo de homoserina, um composto abundante nos exsudados da
raiz de ervilha (Hynnes e O’Connel, 1990). A toxina “mimosina” produzida pela leguminosa
arbérea Leucaena, também parece interferir com a competicdo, uma vez que as estirpes

capazes de a degradar ganham uma vantagem competitiva (Soedarjo e Borthakur, 1998).
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1.3.2.5. Velocidade de nodulaciao

Quando as raizes ficam infectadas e noduladas por rizébio, desenvolve-se uma
resposta autoregulatéria por parte da planta hospedeira que previne infec¢des por inoculagbes
subsequentes (Sargent et al., 1987). Esta resposta ¢ demonstrada por ensaios com raizes
separadas (Split-root assay), nos quais raizes de plantas jovens sdo espacialmente separadas.
Se uma das secgdes de raizes for inoculada e a outra secgdo for inoculada com um atraso de
mais de 24 horas, a nodulagdo prossegue normalmente na primeira sec¢éo enquanto que na
segunda a nodulagdo € fortemente retardada. Estes resultados permitem inferir que estirpes
que nodulem rapidamente poderdo ter uma vantagem competitiva. Virios estudos mostram
que uma capacidade de nodula¢do mais rdpida conduz a uma competicio aumentada. Uma
estirpe de Rhizobium huakuii capaz de nodular alfavaca (Astragalus spp.) mais rapidamente
do que Rhizobium sp. ACMP18 era mais competitiva do que esta ltima mesmo quando o
inoculo de ACMP18 era 9 vezes mais abundante ( Maleck et al., 1998; Stephens e Cooper,
1988). H4 no entanto, estudos contraditérios que indicam que uma estirpe capaz de formar
infecgdes mais rdpidas do que o seu competidor era, em udltima andlise menos competitiva
(Zdor e Pueppke, 1988). Tais estudos apresentam como principal dificuldade de interpretacio,
o facto de a velocidade de nodulacdo ndo ser um conceito bem definido, e a velocidade a qual
decorre a iniciacdo do processo de infecclo pode nio estar relacionada com a velocidade de

formacio dos nédulos.

1.3.2.6. Efectividade simbiodtica

Microsimbiontes efectivos devem ser capazes de formar nédulos nos seus hospedeiros
e fixar azoto. Uma regido de DNA em S. Meliloti foi identificada e designada por nfe para a
eficiéncia na formacdo de nédulos; mutacSes em nfe retardam a formacdio de nédulos e
reduzem a competitividade da estirpe ( Sanjuan e Olivares, 1989). O gene nfeC de B.
Jjaponicum também foi evidenciado como afectando a competicdo (Chun e Stacey, 1994).
Mutagdes no gene nol]l na estirpe USDA 201 de Rhizobium fredii provocam atrasos na
nodulagdo, diminuicfio da efici€ncia de fixacdo de azoto e redugdo na competitividade da
estirpe (Boundy-Mills et al., 1994). Usando ensaios de raiz separada (Split-root assay),
Sargent e colaboradores (1987), mostraram que a pré-exposi¢cdo das raizes a uma estirpe

mutante Fix" mas incapaz de nodular, n3o inibia nodulagGes posteriores pela estirpe
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selvagem. A inoculacdo simultinea de uma secgio da raiz com o mutante e a outra seccdo
com a estirpe selvagem resulta num bloqueio da nodulagdo pelo mutante ¢ a co-inoculagdo de
um ensaio de raiz simples resultava em vantagem competitiva pela estirpe selvagem. Alguma
investigagdo indica que as plantas seleccionam como simbiontes estirpes efectivas na fixacdo
de azoto para a formagio dos seus nédulos (George e Robert, 1991). No entanto, Hahn e
Studer (1986), detectaram um mutante de B. japonicum Fix™ induzido por Tn5 que competia
muito bem com a estirpe parental isogenica. Curiosamente, mais de 60% dos nédulos
apresentavam co-infec¢do, em contraste com os 2-4% frequentemente encontrados (Hynes,
1990). Aqueles autores chamam a atengdo para a possibilidade de avaliar co-infecgGes em

estudos de competigdo.

1.3.2.7. Caracteristicas da superficie da célula bacteriana

As caracteristicas da superficie celular que sdo determinantes do hospedeiro ou que
sejam importantes para a nodulagfo serdio importantes para a competitividade. A contribuicdo
de outras caracteristicas da superficie celular para um fenétipo competitivo Jjé ndo é tio clara.
Em algumas espécies EPS ndo sdo determinantes para uma nodulaciio efectiva. Num estudo
onde foram obtidos mutantes de B. japonicum induzidos por TnS, com produgdo de EPS
polisacaridicos de mais baixo peso molecular em relagdo aos da estirpe parental, verificou-se
que os mutantes eram mais competitivos do que a estirpe parental na nodulacio de soja
(Ozawa et al., 1992). Por outro lado, outra estirpe de B. japonicum foi mais competitiva do
que a estirpe parental apés mutagio induzida por Tn5, manifestando deficiéncia nos seus EPS
(Bhagwat et al., 1999). Um mutante de S. meliloti deficiente em LIPS mostrou
competitividade alterada na nodulago de luzerna onde se revelou mais lento na formagdo de
nédulos, menor nimero de nédulos e de uma maneira geral menos competitiva do que a
estirpe parental (Lagares et al., 1992). Este estudo mostra a dificuldade em separar e
influéncia dos factores necessdrios para uma efectiva nodulagio dos factores que contribuem

para a competicdo entre estirpes.
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1.3.2.8. Plasmideos de rizdbio e competicio

As bactérias da familia das Rhizobiaceae sdo caracterizadas por conterem plasmideos
de grande dimensao. Estirpes de R. leguminosarum possuem um cromossoma com 3200 kb e
quatro ou mais plasmideos com dimensdes superiores a 300 kb (Hynes e Finan, 1998). Apesar
de alguns destes plasmideos serem necessdrios para a simbiose, nenhum parece ser essencial
para a sobrevivéncia, pelo que ndo poderdo ser considerados como “mini cromossomas”
(Hynes e Finan, 1998). Para além disso, estes elementos genéticos comportam-se da mesma
forma que plasmideos mais pequenos ao poderem ser transferidos para outros géneros
bacterianos mantendo a capacidade de se replicarem e, aparentemente, sem produzirem danos
a bactéria receptora, sendo também possivel a cura destes grandes plasmideos ou a delec¢io
de grandes porgdes deles (Hynes e McGregor, 1990; Oresnik et al., 2000). As fungdes
determinadas por plasmideos incluem fungdes simbidticas, producdo de bacteriocinas,
actividade catalitica e produgdo de melanina ( Hynes et al.,1988; Hynes e Finan, 1998).

Alguns plasmideos tém sido relacionados com um fenétipo competitivo ou ndo
competitivo. Plasmideos auto-transmissiveis detectados em estirpes R. leguminosarum by.
viciae ttém mostrado capacidade de transferir a producgdo de bacteriocinas para estirpes
incapazes de o fazer, em frequéncias relativamente altas de 10" a 107 (Hirsch, 1978; Hirsch,
1979). O plasmideo Sym auto-transmissivel pRL.1J1 confere a capacidade de nodular ervilhas
bem como outras fungdes simbiéticas (Brewin et al., 1980; Johnston et al.,1978). Esta
transferéncia de plasmideos é verificada em géis de agarose pelo aparecimento de plasmideos
extra ou maiores (reorganizados) nas células receptoras, correspondendo a plasmideos do
mesmo tamanho nas células dadoras (Hirsch et al., 1980).

Alguns plasmideos nao simbiéticos t€ém sido ligados a um comportamento competitivo
(Brewin et al., 1983; Bromfield et al., 1985; Martinez-Romero € Rosenblueth, 1990). Em
alguns casos a cura de plasmideos em estirpes de Rhizobium loti reduz a competitividade em
relagio A estirpe parental (Brom et al, 1992). Por outro lado, estirpes de Rhizobium loti
curadas mostram competitividade e eficiéncia fixadora de azoto incrementados em relagdo a
estirpe parental (Pankhurst et al., 1986). Estes resultados mostram a dificuldade em

estabelecer o papel dos plasmideos no desenvolvimento de um fenétipo competitivo.
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1.3.2.9. Bacteriocinas e Rhizopinas

As bacteriocinas sdo compostos proteicos de origem microbiana com actividade
antibidtica contra estirpes filogeneticamente préximas com o organismo produtor (Barefoot et
al., 1994). As rizobiocinas referem-se a bacteriocinas produzidas por rizébio (Roslycky,
1967). As colicinas de E. coli e outras Enterobacteriaceae sio provavelmente as melhor
caracterizadas de todas as bacteriocinas, sendo conhecido que a produgdo de bacteriocinas
ocorre em todo o espectro de eubacterias e Archea (Konisky, 1982; Sahl e Bierbaum, 1998;
Jack et al., 1995; Cheung et al., 1997). A capacidade de produzir bacteriocinas pode constituir
uma vantagem competitiva na natureza, tal como acontece com a capacidade de Streptococcus
mutans em colonizar a cavidade bucal de humanos (Hillman et al., 1987) ou com a
capacidade de Leuconostoc plantarum em competir na fermentagio de azeitonas verdes
(Riley, 1998).

Os trabalhos desenvolvidos por Triplett e colaboradores tém-se focalizado na
aplicagdo prética de uma rizobiotoxina no problema da competicio de estirpes na ocupagio de
nédulos (Triplett ¢ Barta, 1987; Triplett, 1988; Triplett ¢ Sodowsky, 1992; Scupham e al.,
1996; Robleto et al., 1997; Robleto et al., 1999). A estirpe T24 de Rhizobium trifolii é
conhecida pela capacidade de induzir a formagéo de nédulos ineficazes e de inibir ou prevenir
a formag@o de nédulos por outras estirpes (Schwinghamer e Belkengren, 1968). A capacidade
da estirpe T24 em competir com sucesso com outras estirpes é devida a produgio de
trifolitoxina (TFX) que possui um carécter inibidor e antibiético contra rizébios (Triplett e
Barta, 1987). A TFX, de produgéo constitutiva, tem um relativo largo espectro de actuacfio
(Robleto et al.,1999; Triplett e Barta, 1987). Triplett e Barta (1987) evidenciaram que a TFX
aumenta a capacidade competitiva para a nodulacio da estirpe T24.

Tém sido obtidos rizébios recombinantes para a producdo de bacteriocinas,
especialmente TFX, com evidentes vantagens do ponto de vista competitivo quer em solo
estéril quer ndo estéril (Robleto et al., 1997). Apesar disso, a obtencio de estirpes
recombinantes com estas caracteristicas a utilizar na agricultura, envolve riscos dado
existirem evidencias de que a produgio de TFX poderd ter um efeito negativo na
biodiversidade microbiana da rizosfera (Robleto et al., 1999).

Outro factor que pode contribuir para a capacidade competitva de algumas estirpes é a
producdo de “rhizopinas”. Estes compostos derivados de myo-inositol constituem um
substrato preferencial para as estirpes capazes de os metabolizar e, assim, ao terem um

substrato exclusivo, podem exprimir uma vantagem competitiva. Estirpes de R.
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leguminosarum bv. viciae e S. meliloti produzem e metabolizam a rhizopina L-3-O-methyl-
scyllo-inosamine. Os bacteroides destas estirpes sintetizam estes compostos, exclusivamente
usados pelas c€lulas da mesma estirpe presentes nos corddes de invasdo (Murphy et al., 1995;
Wexler et al., 1995). Heinrich et al. (1999) referem que uma estirpe de S. meliloti, manteve
um comportamento competitivo superior ao longo de quatro anos de presenga no solo. O
catabolismo das rhizopinas parece dependente de uma via metabdlica especifica, tendo sido

recentemente evidenciado que a capacidade de certas estirpes em degradar myo-inositol é

essencial para uma nodulacdo eficiente (Fry et al.,2001; Jiang et al., 2001).

1.4. Introducao de estirpes de rizébio

1.4.1. Avaliacio da necessidade de inoculacio

O termo “inoculagdo de leguminosas” é normalmente usado para descrever a aplicagio
de rizébio a sementes ou ao meio usado para o crescimento de plantas leguminosas. Salfeld
terd realizado, por volta de 1880, a primeira descricdo do acompanhamento da resposta de
leguminosas a inoculagdes por transferéncia de solo, ao que se seguiram tentativas para a
producdo de indéculos na década seguinte ao isolamento da bactéria dos nédulos por
Beijerinck em 1888. Nobbe e Hiltner requereram, em 1895, patentes na Inglaterra e Estados
Unidos para a produgdo de inoculantes para leguminosas tendo mais tarde sido
comercializados com a marca Nitragin (Fred et al., 1932; Eaglesham, 1989).

Segundo Giller e Wilson (1991), para o estabelecimento de nodulagdes e fixagio de N,
efectivas, a inoculacd@o de leguminosas é normalmente necessiria nas seguintes situacoes:

1) Quando rizébios compativeis estdo ausentes no solo

2) Quando a populag@o compativel no solo € muito baixa para dar origem a uma rapida
nodulacdo

3) Quando a populagdo indigena € inefectiva ou menos efectiva na fixacio de N, do que
estirpes seleccionadas para a leguminosa em cultura.

4) Quando uma leguminosa segue culturas de ndo leguminosas na rotagdo

5) Na recuperagdo de solos sujeitos a fortes perturbagdes fisicas ou quimicas.

Para além destes critérios, outro tipo de énfase quanto a necessidade de inoculagio,
principalmente em leguminosas de producdo de grdo, pode ser considerado, tal como proposto

por Roughley e Brokwell (1987):
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1) Promiscuidade do hospedeiro em relagdo 4s estirpes com que nodyla

2) Efectividade simbiética de estirpes nativas associadas a leguminosas indigenas
aparentadas com a cultura

3) Historial da cultura no local, em especial o intervalo em que a culfura nio foi feita

4) Condigdes do solo com influencia na persisténcia e capacidade saprofitica.

Para a determinacdo de beneficios resultantes da inoculagdo de Jeguminosas, ensaios
simples de resposta a inoculag@o t€m sido considerados como um pré requisito essencial para
a introdug@o de leguminosas em novas éreas e para a selecgdo de estirpes|de rizébio (Vincent,
1970; Nutman, 1976; Date, 1977; Sylvester-Bradley, 1984). Estes ensai@s comparam plantas
testemunha ndo inoculadas, plantas inoculadas com estirpes selecciogadas e plantas nio
inoculadas fertilizadas com azoto mineral. As plantas do tratamerjto testemunha nio
inoculado indicam a presenga ou auséncia de estirpes indigenas e, sq¢ presentes, ddo-nos
indicagdes sobre a sua efectividade simbiética. Os tratamentos inoculados indicam-nos a
capacidade das estirpes usadas em colonizar o ambiente radicular dL planta hospedeira
(rizosfera) e de competirem pela ocupacio de nédulos com estirpes indigenas eventualmente
presentes. O tratamento com utilizagdo de fertilizagdo azotada perrpite garantir que a
leguminosa desenvolve o seu potencial de crescimento, permitindo a|deteccio de outros
factores limitantes.

A possibilidade de resposta a inoculagio pode também ser estabelgcida pela contagem
da populagdo de rizébio no solo usando uma planta armadilha aproj&

riada (Thompson e

Vincent, 1967). Se a populagio de rizébios indigenas efectivos no solo [for pequena (menor

que 20-50 células/g solo) é provével que uma resposta produtiva A inocylacio seja detectada
(Singleton e Tavares, 1986; Thies et al., 1991). No entanto, apesar deste método nos poder
dizer onde serd provavel encontrar respostas a inoculagdo, a presenca de populagdes indigenas
numerosas ndo afasta a hipétese de se detectarem respostas a inoculagfio se forem usados
in6culos de alta qualidade, muito competitivos e de elevada efectividade. Se rizébios
compativeis estiverem ausentes, o incremento na nodulag@o e fixagdo de N, da cultura poders
ser proporcional a dimensdo da populagio de rizébio aplicada no inoculo (Brockwell et al.,
1985;1989).
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1.4.2. Caracteristicas das estirpes inoculantes

Segundo Brockwell et al. (1982) a necessidade de rizébios inoculantes para
leguminosas serd crescente, dado que, por um lado, novas variedades de leguminosas de
superiores performances agronémicas e produtivas vao sendo introduzidas nos sistemas
culturais e, por outro, solos com limitacdes de fertilidade e pluviosidade serdo reclamados
para a cultura de leguminosas. Assim, a selec¢do de estirpes inoculantes devera ter em conta,
para além de elevada eficdcia fixadora de azoto atmosférico com hospedeiros compativeis,
vérias outras caracteristicas assim sumarizadas por Freire e Scholles (1996):

- Caracterfsticas agronémicas

. Capacidade competitiva para a formagdo de nédulos na presenca de estirpes
concorrentes
. Sobrevivéncia na semente e resisténcia a dessecagio
. Persisténcia e sobrevivéncia no solo. Tolerdncia a elevadas temperaturas,
deficit hidrico, acidez de solo e perturbacdes quimicas associadas
. Capacidade para migrar a partir do local de inoculagdo
. Toleréncia a agro-quimicos e antibidticos
- Caracteristicas culturais e industriais
. Estabilidade genética
. Crescimento ripido e pequena produgio de gomas extracelulares

. Sobrevivéncia no veiculo de transporte de inoculo.

1.4.3. O sucesso da inoculacdo de leguminosas

A presenca e dimensdo de populagdes nativas de rizébio s@o o factor determinante do
sucesso do estabelecimento de inoculantes em condi¢des de campo (Brockwell e Bottomley,
1995). As bactérias rizébio estdo disseminadas pela generalidade dos solos agricolas
acompanhando a distribuicio da presenca de leguminosas quer introduzidas quer como
componentes da flora espontinea de um dado local. No entanto, alguns solos permanecem
sem populacdes de rizébio significativas para algumas das leguminosas mais cultivadas, como
¢ o caso da soja na Austrilia (Diatloff e Brockwell, 1976) e da luzena no Cerrado Brasileiro
(Xavier et al., 2005). O &xito no estabelecimento de inoculantes nestas condi¢des € frequente.

Se as condi¢Ges eddficas forem apropriadas para o vigoroso crescimento da leguminosa
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hospedeira e a quantidade de rizébios veiculadas na inoculagdo for suficiente, é entio de
esperar uma colonizagdo de raiz, rizosfera e solo durante a estacdo de crescimento da cultura.
Ap6s o primeiro ano de cultura e quando ocorrer a senescéncia dos nédulos, numerosas
células vidveis serdo libertadas para o solo constituindo uma fonte de inoculo para as culturas
subsequentes, tornando-se um componente persistente da micropopulagdo do solo (Kuykendal
et al., 1982).

Em solos com populagdes nativas, a dimensdo destas é muito varidvel em termos
numéricos para uma determinada leguminosa, sendo normalmente tanto maiores quanto
melhores condi¢des de crescimento da leguminosa hospedeira. Para Rupela et al. (1987) o
principal factor que determina a magnitude das populagdes de rizébio para grio de bico € a
presenca (continua ou a periodicidade com que ocorre) do hospedeiro apropriado. Como ja
anteriormente referido, outros factores como acidez de solo, textura e distirbios quimicos
afectam a dimensdo das populagdes de rizébio no solo, apesar de ser considerado que os
factores ambientais n3o tém uma influéncia regular na populagdo de rizébio desde que ndo
afectem a ocorréncia de leguminosas na vegetagio (Brockwell e Bottomley, 1995). Para estes
mesmos autores, quando no solo existem grandes populagdes de rizébio (superiores a 10* ufn
gr'! de solo) a inoculagio de leguminosas € invariavelmente fitil, sendo considerado que, na
presenca de populagBes nativas entre 10 e 1000 por grama de solo, a introdugio de rizébios
através de inoculantes para leguminosas poderd ter importincia pritica e mesmo assim na
condigdo de que a populagdo nativa residente, ou uma boa propor¢io dela, seja pouco eficaz
na fixacgdo de azoto.

Nestas circunstancias assume particular importincia nfo s6 a quantidade de rizébio
veiculado pelo inoculo como também a forma como este é veiculado. Virios autores
mostraram que respostas na ocupacdo de nédulos por estirpes inoculantes em condigdes de
competicdo com estirpes nativas estio na dependéncia directa da quantidade de inoculo
(Roughley et al., 1993; Somasegaran et al., 1988; Date, 2000), e para que ocorra uma
ocupagdo de pelo menos 50% dos nédulos € necessdria uma dose de inoculo 1000 vezes
superior ao niimero estimado de riz6bios nativos presentes no solo (Bohlool e Schmidt, 1973;
Weaver e Frederick, 1974). A localizacdo estratégica do inéculo no solo junto aos locais da
raiz que primeiramente aceitam infecgdes pode também constituir uma vantagem na ocupagdo
de nédulos por estirpes inoculantes, sendo a base para a prética corrente da perolizagdo de
sementes (Ferreira, 1983).

O sucesso da implantagdo de estirpes inoculantes para leguminosas estd também

relacionado com a origem das estirpes usadas e sua relacdo com condigdes de solo. O caso da
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acidez do solo e suas limitagdes na nodulagio e competi¢do de estirpes tem sido objecto de
muitos estudos sobre as vantagens da utilizagdo de inoculantes oriundos de solos dcidos para a
inoculagdo de leguminosas a introduzir neste tipo de solos (Dughri e Bottomley, 1984;
Howieson et al., 1988; Richardson ¢ Simpson, 1989; Howieson e Ewing, 1986; Vargas e
Graham, 1988).

Na seleccdo de estirpes apropriadas para serem usadas como inoculantes Brockwell et
al. (1982) referem que a abordagem pragmadtica € a de que a estirpe que melhor responder em
ensaios de campo serd a desejdvel para uso na prética da inoculag@o de sementes na cultura de
leguminosas, dando assim énfase & importdncia da avaliagdo de estirpes em situagSes de

campo.

1.5. Objectivos

O trabalho agora apresentado pretende ser um contributo para um melhor
conhecimento sobre a forma como estirpes de rizébio se implantam em solos de diferentes
situacdes ecolégicas do Alentejo, tirando partido de ensaios de campo desenvolvidos para
outros fins para além dos aqui abordados.

E conhecido que devido a séculos de co-evolugio os solos portugueses sdo
colonizados por populagdes nativas de rizébio para trevos, apresentando variagcdes quer na
dimensdo das populagdes quer na sua efectividade simbiética (Ferreira e Marques, 1992;
Ferreira e Castro, 1990). J4 em relacdo 4s populacdes de rizébio para grdo de bico o
conhecimento € bastante incipiente apesar de ser uma cultura com alguma importincia num
passado recente. Em relacdo a este hospedeiro, a introdugdo de novas variedades de
sementeira antecipada (Outono/Inverno), impde um conhecimento sobre as populacdes
nativas em diferentes solos € o comportamento de estirpes introduzidas.

Assim os objectivos propostos sao:

1) Estimar a dimensdo das populacdes nativas de rizébio pata trevo subterrdneo e

para grdo de bico.

2) Avaliar a capacidade competitiva de inoculantes de R. leguminosarum bv. trifolii

usando duas estirpes de diferente capacidade de tolerancia a condi¢des adversas

3) Estudar o padrio de nodulacdo e recuperagdo de inoculantes em diferentes

variedades de trevo subterrineo
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4) Avaliar o comportamento competitivo e de persisténcia no solo de estirpes de M.

ciceri de origens diferentes e em solos de diferentes.

A presente dissertagdo engloba quatro capitulos. Para além da presente introdugdo, o
segundo capitulo refere-se ao estudo da implantacdo de estirpes de R. leguminosarum bv.
trifolii em solo que apresenta limitagSes de pH e toxicidade de manganés, no terceiro e quarto
capitulos apresenta-se o estudo sobre a competicdo e persisténcia de M. ciceri em trés locais
do Alentejo, procurando relacionar o comportamento de estirpes com as condigbes de meio e

sua variacao.
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2. Competicao de estirpes Rhizobium leguminosarum bv. trifolii num solo de

pastagem

2.1. Introducao

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii é uma espécie de rizébio muito frequente
nos solos de Portugal devido & abundéncia de espécies indigenas de trevos o que
permitiu uma co-evolugio entre as dois organismos que podera ter resultado na grande
diversidade genética detectada nas populacdes de rizébio nativo (Ferreira e Marques,
1992). Tal variabilidade genética nestas populagdes nativas teri expressio na
variabilidade da capacidade de fixagdo de azoto encontrada entre rizébios para trevo
(Ferreira e Marques, 1986; Ferreira e Castro, 1989). Por este motivo & pritica corrente a
inoculagdo de sementes de trevos na implantagdo de pastagens, especialmente das
baseadas em trevo subterrdneo, tendo-se usado numa primeira fase inéculos oriundos de
isolamentos exdticos, principalmente importados da Australia (Ferreira e Castro,1989),
tendo-se verificado em trabalhos de selecgio de estirpes nativas a superioridade de
alguns dos isolamentos nacionais passiveis de serem usados como inoculantes para
trevo (Ferreira, 1983, 1986; Ferreira ¢ Marques 1992). Para alem destes trabalhos,
foram realizadas pesquisas para o isolamento e selecgdo de estirpes com capacidade de
tolerdncia a condi¢Ges adversas de solo nomeadamente, de baixo pH e evidéncias de
toxicidade de aluminio, tendo sido isoladas vdrias estirpes prometedoras quer na
capacidade de fixar azoto quer na tolerfincia a estas condigdes de solo prejudiciais
nodulagdo, competigdo com estirpes nativas e fixagdo de azoto (Leitdio, 1986).

Os critérios fundamentais para a selecgio de estirpes usadas como inoculantes
incluem, para além de elevada capacidade de fixagdo de azoto com uma gama alargada
quanto possivel de hospedeiros, capacidade competitiva com estirpes nativas,
colonizagdo da rizosfera e persisténcia no solo mesmo na auséncia de hospedeiro,
principalmente quando usadas em solos com populages nativas de aprecidvel dimensdo
(Brockwell et al., 1982; Thies et al., 1991; Brockwell e Bottomley, 1995).

O comportamento de in6culos na competicdo com estirpes nativas é afectado
pelo hospedeiro (Rougley et al., 1976; Brockwell et al., 1977), pelas caracteristicas do
solo, nomeadamente pH e desequilibrios quimicos (Dughri e Bottomley, 1894).

Concentragdes elevadas de aluminio € manganés afectam a sobrevivéncia de rizébio
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(Keyser e Munns, 1979), podendo assim condicionar a sua capacidade de colonizar
solos e rizosfera onde o efeito destas toxicidades se faca sentir.

Um aspecto pouco abordado na literatura diz respeito a forma como sdo
distribuidos os nédulos ao longo do sistema radicular e, na situagio de perolizacdo de
sementes, é importante conhecer as implicacoes que a aplicacdo do inéculo em local
privilegiado para a nodulagdo pela estirpe inoculante, temn na capacidade de recuperacéo
de estirpes em estudos de competi¢do. Também o aspecto relacionado com o niimero de
plantas a recolher para a avaliagdo da ocupagido de nédulos bem como o nimero de
nédulos a recolher em cada planta € objecto de grande discrepéncia na literatura. No
Quadro 2.1. podemos verificar que em diferentes estudos de competi¢do de estirpes,
dois critérios parecem ser os mais relevantes. A escolha de um tnico nédulo
proeminente, isto €, bem desenvolvido, de cor avermelhada e localizado junto ao colo
da raiz parece ser um critério de elei¢do dos autores que consideram que, por um lado,
nédulos localizados nas primeiras zonas de desenvolvimento da raiz tiveram um papel
relevante no crescimento da radicula e, por outro lado, nédulos proeminentes na regido
do colo da raiz ndo diferem significativamente dos nédulos localizados noutras zonas do
sistema radicular (Gibson et al., 1976; Diatloff e Brockwell, 1976). Outros autores
privilegiam a recolha aleatéria ao longo da raiz e outros ainda ndo fazem qualquer
referéncia 4 forma como foram eleitos os nédulos objecto de tipagem para identificacio
dos seus ocupantes.

A andlise do Quadro 2.1. permite-nos também observar que quer o nimero de
nédulos recolhidos por planta quer o nimero de plantas por tratamento objecto de
avaliacdo da ocupagdo de nédulos, também revela falta de critério uniforme, com
consequéncia na grande variac@o do total de nédulos avaliados por tratamento podendo
variar entre 4 e 200. Também o método de identificacdo dos ocupantes de nédulos e o
tipo de ensaio, seja no campo ou no laboratério, parece ndo influenciar o método € o
tipo de amostragem nos autores apresentados.

No presente estudo, avaliamos o comportamento competitivo de duas estirpes de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii inoculadas em quatro cultivares de trevo
subterrdneo semeadas num solo usado como pastagem ao longo de 11 anos. Face aos
resultados obtidos por vérios autores que indicam variacGes na susceptibilidade a
nodulagio em diferentes zonas da raiz (Bhuvaneswari et al., 1981; Oliveira, 1989), foi
realizada uma zonagem do sistema radicular de forma a identificar zonas preferenciais

de nodulagfo e de recuperagéo da estirpe que se revelou como mais competitiva, dado
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que as zonas radiculares susceptiveis de nodular vdo estando sujeitas a condi¢des
diversas ao longo do tempo, e vdo ocupando posi¢des diversas no perfil de solo, pelo
que, dada a possibilidade de colonizagdo diversificada, dependente da diversidade de
rizébio compativeis presentes (Harrison ef al., 1989), uma amostragem dirigida apenas
ao colo ou uma amostragem aleatéria sdo inadequadas, nio permitindo detectar o efeito

de condicionantes da nodulagio.

Quadro 2.1. Estratégias de amostragens de n6dulos para a caracterizagio dos ocupantes
em estudos de competicdo de estirpes seguidas por vérios autores. * - Amostragem
dirigida a nédulos proeminentes baseados no tamanho, cor e posicio; ® — Amostragem
aleatéria; ° — Sem indicagdo do tipo de amostragem. Métodos de identificacdo: ID-
Imunodifusdo; AF-Anticorpos Fluorescentes; ELISA-Enzime Linked Imunosorbent
Assey; RA-Resisténcia a AntibiStico; PCR-Polimerase Chain Reaction; PP-Perfil de
Plasmideos; IAR- Resisténcia Intrinseca a antibiéticos; AG-Imunoaglutinago.

Hosgedeiro | Tipo de Ensai Nddulos Ne _de N°de | Nodulospor | Método de Autor
por Planta | Repeticies | Plantas | Tratamento deteccio
Trevo Campo [ 4 4 16 ID Brockwell f al , 1932
Lab.f 7-10 4 Z 56 - 96 AF
Y . Somasegaran et a,
Cro de hico | vermiculite 1983
Vasos/Salo 7-10 3 2 42-7 AF
Trevo Campo 15 4 Néo 60 ELISA Slattery e Coventry,
refere 1999
Trevo Camgpo Ndo | Naorefere 40 200 ELISAIRA | Renwick ¢ Jones,
refere 1985
Trevo Camnpo (] 4 4 160 LF Atnes-Gottfred e
Chnstie, 1989
Luzerna Campo I 6 Néo 101 PCR/ID Hebb et al, 1998
refere
Ervilha Campo $ Sem Reps 6 30 R4 Amarger, 1981
Ernilha Labf Agar a0 - 10 200 PP/RA Brewn et af,, 1983
Lab/ Agar & - 12 7 McLoughlin et &/,
Trewo Labfscl ¥ : 3 70 R s gh
Lentilha Lab [Vermiculite | 50% >20P 3 2 - AF May ¢ Bohlool, 1983
Ervilha Lab/Agar x 2 1 4 [AR Josey etal, 1979
Feyjdo Campo Néo 4 4 2l IAR/AG | Beynon e Josey, 1980
refere
Fetydo Lab./Areia 5 4 1 A AF/PP Pepperetal, 1939
Luzema Lab /Areta 10¢ 5 2 100 RA Lewsetal, 1937
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2.2. Material e Métodos
2.2.1. Plantas

Quatro cultivares de trevo subterrdneo (Nungarin, Geraldton, Daliak e
Woogenellup) foram introduzidas por sementeira directa com uma elevada densidade de
sementeira de 200 kg/ha em proporcles equitativas de cada uma das cultivares, numa
pastagem permanente com 11 anos. O objectivo desta elevada densidade de sementeira
consistia em proporcionar um forte aumento da presenca de leguminosas com vista a
avaliacio dos efeitos da mobilizacio de solo e antecedentes culturais no
restabelecimento de pastagens, segundo o protocolo apresentado por Carvalho et al.,

1990).
2.2.2. Solo

O ensaio foi instalado no Centro de Estudos e Experimentacdo da Mitra
(C.E.E.M.) pertencente a Universidade de Evora, num solo LitSlico nio Hémico de
Granitos (Pg) com pH de 4,5 em KCI e 2,6% de matéria orginica. Em trabalhos

anteriores, foi detectada toxicidade por manganés na cultura de trigo (Carvalho, 1987).
2.2.3. Inéculos e Instalacio do ensaio
2.2.3.1. Uso de mutantes espontineos resistentes a antibioticos

Os estudos de ecologia de rizébio dependem de metodologias capazes de fazer a
identificacdo de estirpes utilizadas em ensaios de campo, particularmente em locais
onde as populacdes nativas exercem pressdo competitiva na ocupag@o de nédulos. Tais
metodologias deverdo ser razoavelmente especificas, reprodutiveis, simples, rdpidas e
capazes de serem aplicadas a vérias estirpes. Os métodos de identificacdo normalmente
usados em estudos de ecologia de rizébio incluem morfologia colonial, métodos
imunolégicos (imunodifusdo, anticorpos fluorescentes, ELISA), métodos moleculares
(perfis de plasmideos, PCR, RAPD) e resisténcia a antibiéticos (Resisténcia intrinseca e

mutantes resistentes a elevadas concentragdes de antibiético).
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A resisténcia intrinseca a antibiéticos consiste na determinagdo do padrio de
resisténcia a uma dada gama de antibiéticos exibido pela(s) estirpe(s) em estudo. Apesar
de 1til e muito usado, este método, para ser fidvel na distingdo entre diferentes estirpes,
necessita da utilizagdo de uma larga gama de antibiéticos ( 12 a 15), para além de ser
aconselhdvel em estudos de acompanhamento de inoculantes introduzidos no solo, um
conhecimento prévio do padrdo de resisténcia encontrado nas estirpes nativas presentes
no local de ensaio (Beynon e Josey, 1980; Stein ez al., 1982; Sinclair ¢ Eaglesham,
1984). Este método tem a grande vantagem de usar, em estudos de ecologia, estirpes
ndo alteradas e de permitir a caracterizag@o de populagdes nativas.

Uma segunda possibilidade para a identificacdo de estirpes com base na sua
resisténcia a antibidticos, recorre a obtengio de mutantes resistentes a elevadas
concentragdes de antibidtico e sua utilizacio em ensaios de campo como forma de
avaliar o comportamento de estirpes de rizébio em diferentes situagdes ecoldgicas,
metodologia inicialmente proposta por Obaton (1971). As estirpes marcadas com
resisténcia a antibidticos podem ser ficil e definitivamente reconhecidas em culturas a
partir de solo ou nédulos, quando crescem em meios de cultura onde a pressdo selectiva
das concentragGes correctas do(s) antibiético(s) apropriado(s) se faz sentir. Apesar da
aparente simplicidade do método, a escolha do tipo de antibiético a usar deve ser
criteriosa dado que a aquisicdo de resisténcia pode interferir em vérias caracteristicas
das estirpes, incluindo caracteres simbi6ticos, com destaque para a nodulagdo,
efectividade na fixagio de azoto e competi¢do. Pankhurst (1977) divide uma larga gama
de antibidticos em quatro grupos segundo os seus modos de ac¢do e suas consequenciais
ao nivel dos caracteres simbidticos, tanto em estirpes de crescimento lento como em
estirpes de crescimento rdpido. O grupo dos aminoglicosidos, (Estreptomicina,
Espectinomicina, Kanamicina, Neomicina, Gentamicina e outros) inibidores de sintese
de proteinas nos ribossomas bacterianos, parecer ser aquele em que os seus mutantes
resistentes menos interferéncia tém na efectividade simbi6tica apesar de vérios relatos
em contrdrio (Hagedorn, 1979; Zelazna-Kowalska, 1971; Jones e Bromfield, 1978;
Bromfield e Jones, 1979; Renwick e Jones, 1985). Também em relacd@o € capacidade
competitiva destes mutantes t€m sido encontradas variacdes em relagdo 4s estirpes
originais (Turco et al., 1986; Jones e Bromfield, 1978; Amarger, 1981).

Segundo Bushby (1982) a selecgio de mutantes para estudos de ecologia deve ter
em conta o nivel de resisténcia atingido, bem como, a estabilidade da mutagdo apés

virias geracdes e passagem pelo hospedeiro. Os mutantes resistentes a antibitico
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devem manter a efectividade simbiética e a capacidade competitiva patenteadas pela

estirpe original.
2.2.3.2. Indculos usados

Utilizaram-se duas estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
pertencentes a colecgdio do Departamento de Microbiologia da Estacdo Agronémica
Nacional. Identificadas na coleccdo como Ts282 e Ts248-5. A estirpe Ts282,
identificada na colec¢fo da Estacdo Florestal Nacional como 123Ts-2a, foi seleccionada
pela sua elevada efic4cia na ﬁxagid de azoto ¢ pelo seu largo espectro de hospedeiros
(Ferreira, 1986). A estirpe Ts248-5 foi seleccionada, para além da sua capacidade
fixadora de azoto quando testada em trevo subterrdneo da cultivar Mount Barker, pela
sua tolerincia no crescimento e nodulagdo a baixo pH (4,5) e em meio com 100 uM
Al (Leitdo, 1986). A partir destas duas estirpes foram isolados mutantes espontineos
resistentes a antibiéticos usando o protocolo descrito por Bromfield (1977). Dos
mutantes obtidos, escolheu-se para o ensaio de campo um de cada uma das estirpes em
estudo (Quadro 2.2.), e que apresentavam um nivel de resisténcia superior a 250 pg/ml
de Espectinomicina (Ts282 — Estirpe A) e Estrptomicina (Ts248-5 — Estirpe B) no meio
de cultura (AML). O nivel de resisténcia aos antibidticos atingido permite a sua
identificagdo a partir de isolamento de nédulos recolhidos do solo (Obaton, 1971). Foi
usada uma marcagio simples (apenas resisténcia a um antibiético) dado no local de
ensaio ndo se terem detectado estirpes nativas com resisténcias a estes antibidticos
(Maximino, 1992). Nos mutantes escolhidos nido foi detectada alteracdo das suas
caracteristicas culturais e simbidticas quando comparadas com as estirpes originais,
podendo assim ser usadas como indicadores do seu comportamento no solo (Bushby,
1982).

Para a preparagdo dos in6culos a usar no ensaio de campo, inoculou-se meio de
Manitol Levedura (ML) seguindo-se incubagio durante 72 horas a 28°C em agitagio.
Ap6s o crescimento, 50 ml da cultura de cada uma das estirpes (A e B), foi utilizada
para inocular sacos de 200 g de turfa esterilizada, ao que se seguiu um periodo de 10
dias para incubacdo a 25°C. Constituiram-se dois lotes de mistura de trevos, cada um
deles inoculados com uma das estirpes (A ou B), utilizando o processo de perolizacdo

descrito por Ferreira (1986).
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Quadro 2.2.. Algumas caracteristicas das estirpes R. leguminosarum bv. trifolii usadas
no ensaio

Tolerancia a acidez Resisténcia a
In6culo Origem .
e toxicidade Al antibiético
Vila Vigosa Espectinomicina
Ts282 A Sensivel
Luvissolo 250 ppm
Cova da Beira Tolerante
) Estreptomicina
Ts248-5 | B | Derivado de gneisses pH 4,5
— 250 ppm
pH 4,3 100 WM Al
2.2.3.3. Sementeira

A sementeira dos trevos foi realizada por sementeira directa, em que cada
passagem do semeador foi feita distribuindo semente inoculada com cada um dos
in6culos A e B. Entre cada distribuicéo de semente inoculada foi feita uma desinfecggo
das tremonha de semente usando-se uma solucdo comercial de lixivia deixando um
periodo de cerca de duas horas para secagem. O ensaio foi realizado em blocos
casualizados com trés repeticdes. Os talhGes de ensaio tinham uma dimensdo de 2,1

metros (largura do semeador) por 20 metros de comprimento.

2.2.4. Estimativas populacionais

2.2.4.1. Viaveis nas sementes (ufc)

Utilizou-se uma contagem de vidveis em placa para avaliar o nimero de
unidades formadoras de col6nias (ufc) de cada uma das estirpes presentes nas sementes
perolizadas. Duas amostras de 5 sementes de trevo foram recolhidas aleatoriamente de
cada um dos lotes de semente perolizada e colocados em tubos de ensaio aos quais se
juntaram 2 ml de dgua destilada estéril e cinco pérolas de vidro esterilizadas, ficando a
embeber durante 15 minutos para dissolucio do invélucro resultante da perolizagdo, ao
que se seguiu uma forte agitagdo em vortex durante 2 minutos. A partir da suspensdo

assim obtida realizaram-se 3 dilui¢bes decimais, plaqueando-se, em triplicado, 200 pl de
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cada dilui¢do. Sobre o in6culo em placa de Petri verteram-se 20 ml de meio de Agar de
Manitol Levedura suplementado com Ciclohexamida, Vermelho do Congo (Vincent,
1970) e o antibiético apropriado na concentrac@o de 250 pg/ml, segundo o inéculo de
cada um dos lotes de semente. Ap6s 4 dias de incubacdo contaram-se o ndmero de
col6nias tipicas em cada uma das placas e estimou-se a densidade de in6culo em cada

semente.

2.2.4.2. Populacdo nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

2.2.4.2.1. Colheita e processamento das amostras de solo

Para cada uma das trés repeticdes do ensaio foram recolhidas amostras de solo
usando uma sonda de meia cana, retirando-se trés cilindros de solo até a profundidade
de 20 cm em cada uma das repeticdes. Para um saco foram retirados segmentos
cilindricos de solo de modo a obter amostras correspondentes a trés niveis de
profundidade; 1-5 cm, 5-10 cm e 10-20 cm. Com as trés amostras recolhidas por
repeticdo constitui-se uma amostra compdsita representativa de cada repeticdo de
ensaio. Uma vez no laboratério, cada um dos sacos correspondentes aos trés niveis de
profundidade, foi homogeneizado e o solo crivado por crivo de 2mm, tendo-se colocado
todas as amostras a 4°C até a realizacdo das diluicGes de solo para estimativa da
populagdo nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Para cada uma das amostras

foi determinado o peso seco de solo a 105°C. A colheita das amostras de solo foi

realizada em Novembro de 1987.

2.2.4.2.2. Diluicdes de solo e inoculacdo de plantulas

As amostras de solo retiradas do frio foram pesadas a um equivalente de 10 g de
solo seco sendo seguidamente diluidas a 1:10 usando-se 90 ml de solucdo nutriente WB
(Wacek e Brill, 1976) diluida a um quarto e sem adigdo de sacarose. A suspensio de
solo obtida em baldo Erlenmeyer 250 ml foram adicionadas pérolas de vidro tendo-se
procedido 2 sua agitagdo em agitador orbital durante 10 minutos a 250 ciclos por

minuto.

50



Competicdo R. leg. bv. trifolii em pastagem

Sementes de trevo subterrineo cultivar Nungarin foram exteriormente
desinfectadas segundo o descrito por Vincent (1970), distribuidas em placas de Petri
com Agar de dgua 0,8%, colocadas uma noite a 4°C e incubadas a 28°C para
germinacdo. Quando as radiculas atingiram aproximadamente 1 cm foram
assépticamente transferidas para frascos serolégicos de 25 ml cheios com areia
quartzosa estéril e 4 ml de soluc@o nutritiva WB.

A partir da diluicdo 1:10 inicialmente realizada, procedeu-se a uma nova
diluigdo da suspensdo de solo de modo a obter uma diluigdo inicial de 1:500, sendo esta
a diluic@o inicial, realizando-se 6 diluicdes sequenciais de factor 1:5, usando-se 1 ml de
cada diluicdo para inocula¢do de plantulas em quadruplicado para determinacio do
Nimero Mais Provivel (MPN) de rizébio por grama de solo, segundo o descrito por

Brockwell (1963).

2.2.4.2.3. Crescimento e observacao de raizes

Os frascos com as plantulas de trevo inoculadas com as dilui¢des de solo foram
colocados em cémara de crescimento de plantas com fotoperiodo de 16 horas e 8 horas
de obscuridade. A temperatura diurna foi de 24°C e nocturna de 18°C.A radiagdo
fotossinteticamente activa medida na camara foi de 350 pmol m>s”. O crescimento das
plantas durou 3 semanas, tendo-se realizado semanalmente uma redistribui¢cdo dos
frascos na cAmara de modo a minimizar efeitos de variagdo térmicas e luminosas nos
diferentes locais das prateleiras onde se localizaram os fracos suporte.

Apés o crescimento, as plantas foram cuidadosamente removidas dos frascos, e
o sistema radicular lavado em dgua corrente de modo a remover a areia. O sistema
radicular foi cuidadosamente observado de modo a detectar a presenga de nédulos. A
presenca de um iinico nédulo num sistema radicular foi considerado como um resultado
positivo ¢ a auséncia de nédulos, um resultado negativo. A estimativa das densidades
populacionais de R. leguminosarum bv. trifolii foi feita comparando os cédigos de
positivos e negativos obtidos com as tabelas apresentadas por Brockwell, 1963,1982) e

os resultados apresentados em unidades formadoras de nédulos (ufn) por grama de solo.
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2.2.5. Colheita de trevo e identificacio das estirpes inoculantes

A colheita dos trevos realizada para a identificagio das variedades de trevo e da
deteccdo da presencga de estirpes inoculantes nos seus nédulos foi realizada no inicio de
Primavera de 1988. Nas linhas de sementeira, foram recolhidas sec¢des de cerca de 20
cm de comprimento por 10 cm de largura e uma profundidade de cerca de 15 cm. Foram
recolhidas de forma aleat6ria 3 secgdes por talhdo de ensaio. No laboratério, em 4gua
corrente foi retirado o solo, separadas as plantas, identificadas as variedades de trevo, as
raizes removidas e desinfectadas com lixivia comercial diluida a 10%. Colocadas em
sacos de plastico foram congeladas a -18°C até futura utilizagdo. Pelo menos cinco

raizes por variedade de trevo, por repeticéo e por inéculo (A e B) foram recolhidas.

2.2.6. Identificacdo da estirpe inoculante

Todos os nédulos de cada raiz foram contados e picados com agulha estéril
segundo Winarno e Lie (1979). A picada resultante foi seguidamente transferida para
meio de Agar Manitol Levedura (AML) e para meio AML suplementando com os
antibiéticos em uso (Espectinomicina para o despiste da estirpe A e Estreptomicina para
o despiste da estirpe B). A auséncia de crescimento nos meios suplementados com
antibiético foi tomada como indicadora da presenca de estirpes nativas no respectivo
nédulo, enquanto que o crescimento tipico de colénia de rizébio foi tomado como

indicador das estirpes introduzidas, A ou B conforme o antibiético usado.

2.2.7. Distribuicao dos nédulos ao longo da raiz

A recuperagdo dos ocupantes de nédulos foi realizada registando a posig¢do
relativa dos nédulos na raiz. Com o auxilio de uma grelha (Figura n° 2), dividiu-se a raiz
a raiz principal em segmentos de 1 cm desde o colo até aos 4 cm. A partir dai foi
considerado o restante da raiz principal. Foram também consideradas as raizes
secunddrias inseridas nos diferentes segmentos da raiz principal, obtendo-se assim os

cédigos de localizacdo apresentados na Figura 2.2.. Este sistema permitiu conhecer a
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localizago preferencial da localizagdo dos nédulos bem como estabelecer a sua relagio

com a recuperacdo das estirpes inoculantes.

.:c} < Zona A - 1°cm daraiz

g g Zona R - Restante da raiz
E 2 Cédigos:

2 S PA - 1° cm raiz principal
> > PB - 2° cm raiz principal
& Mo PC - 3° cm raiz principal
R A PD - 4° cm raiz principal

PR - Restante raiz principal

LAA - 1° cm raizes secunddrias inseridas no 1° cm da raiz principal
LAR - Restante das secunddrias inseridas no 1° cm da raiz principal
LBA - 1° cm raizes secunddrias inseridas no 2° cm da raiz principal
LBR - Restante das secundérias inseridas no 2° cm da raiz principal
LCA - 3° cm raizes secunddrias inseridas no 1° cm da raiz principal
LCR - Restante das secundérias inseridas no 3° cm da raiz principal
LDA - 1° cm raizes secunddrias inseridas no 4° cm da raiz principal
LDR - Restante das secunddrias inseridas no 4° cm da raiz principal
LRA - 1° cm raizes secunddrias inseridas no restante da raiz principal
LRR - Restante das secunddrias inseridas no restante da raiz principal

@ |

T

=~

Figura 2.1. Zonagem da raiz de trevo subterrineo para colheita de nédulos e
caracterizacdo da sua distribuicao.
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2.3. Resultados
2.3.1. Populacio nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Os resultados obtidos para a populac@o nativa de rizébio para trevo subterrineo
parecem denotar uma populagio elevada principalmente na camada mais superficial do
solo, verificando-se, como seria de esperar, uma reduc@o dos niveis populacionais com
a profundidade das amostras recolhidas. No Quadro 2.3. podemos observar os
resultados das contagens populacionais obtidas para cada uma das trés repeti¢des. De
notar que a populagio na repeticio 2 é inferior 2 da repeticdo 1 em mais do que uma
ordem de logaritmo e que esta repeti¢do 1 apresenta uma populagio sempre superior as

outras repeticdes em todas as profundidade analisadas.

Quadro 2.3. Populac@o de R. leguminosarum bv. trifolii no local de ensaio segundo
repeti¢des e profundidade (ufn g'1 de solo).

Profundidade (cm)
0-5 5-10 | 10-20
Rep! | 56x10° | 1,4x10* | 1,7x10*

Repl | 1,0x10* | 4,0x10° | 1,0x10°

Rep Il | 8,1x10* | 2,0x10° | 1,1x10°

Segundo Brockwell e Bottomley (1995), populacdes destas dimensdes
constituem um obstaculo a implantacdo de estirpes inoculantes, tanto mais que o solo no
local de ensaio evidencia um pH 4cido com toxicidade provocada por manganés na
cultura de trigo (Carvalho, 1987).

As populacdes introduzidas com as sementes inoculadas apesar de ndo poderem
ser consideras como elevadas, deixam no entanto a possibilidade de revelarem a sua

capacidade competitiva perante populagfio nativa (Quadro 2.4.).
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Quadro 2.4.. Populacio de in6culo por semente (ufc/semente).

inéculo Populagao
A 1,7x10% + 3,1x10?
B 1,3x10° + 4,7x10?

2.3.2. Capacidade competitiva das estirpes introduzidas

A capacidade competitiva das estirpes introduzidas revelada pela proporcdo dos
nédulos ocupados por cada uma das estirpes utilizadas nas quatro variedades de trevo
subterrdneo estudadas € apresentada no Quadro 2.5., sendo evidente a diferenca
registada entre a estirpe A e a estirpe B, independentemente do hospedeiro de onde os
nbdulos foram recolhidos. Podemos também verificar que o nimero de nédulos
formados em cada uma das variedades de trevo subterrineo é independente da
propor¢do de inoculo recolhido, evidenciando a capacidade de nodulag@o das estirpes

nativas.

Quadro 2.5. Nimero de nédulos recolhidos em cada cultivar (N® Nod) e percentagem de
nédulos ocupados (%R) por cada uma das estirpes A e B.

Var. Woogeneliup Geraldton Daliak Nungarin
Inoc. N2 Nod. %R N2 Nod. %R N2 Nod. %R N2 Nod. %R
A 45 3 32 6 35 3 32 1
B 35 39 29 34 32 30 36 45
%R Cultivares - F[3,54] =2,08 n.s
Inoc. A
N2 Nod. Cultivares - F[3,54] = 1,65 n.s
%R Cultivares - F[3,50] = 0,76 n.s
Inoc. B
N2 Nod. Cultivares - F[3,55] =0,39 n.s
Entre . .
| Média | Cultivares - F[1,110} = 99,43 P<0,001
noc.

Parece evidente que a estirpe B mostrou uma capacidade competitiva perante as

estirpes nativas significativamente superior & verificada para a estirpe A. Dadas as
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caracteristicas evidenciadas pelas estirpes, tais resultados seriam de esperar pois a
estirpe B possui maior tolerdncia quer ao efeitos da acidez de solo, quer a toxicidade ao
aluminio, sendo origindria de solo que apresentava tais caracteristicas (Leitdo, 1986),
que lhe poderdo ter conferido alguma capacidade em tolerar a toxicidade por manganés
evidenciada neste solo. A estirpe A, derivada da estirpe 123Ts-2%, anteriormente testada
em solo vermelho de xisto (Vx), de pH 5, foi considerada muito competitiva em relagio
a outras estirpes testadas e 4s nativas (Ferreira, 1986). No entanto, o solo dos referidos
ensaios apresentava uma populagdo nativa de rizébio para trevo de apenas 40 ufn g’ e
realizou-se uma calagem do solo antes da realizacdo desse ensaio, o que podera ter tido

influéncia nos bons resultados obtidos na recuperagdo desta estirpe naquelas condiges.

2.3.3. Avaliaco da distribuiciio dos nédulos e da estirpe de competitiva ao

longo da raiz

Com o objectivo de conhecer melhor as condi¢cdes de competicdo de estirpes
inoculantes, a forma como a nodulagdo se distribui ao longo da raiz e a variabilidade
dos resultados obtidos poder ser devida a condigdes do solo e/ou das plantas, procedeu-
se, aquando da recolha dos nédulos da raiz, a uma zonagem da raiz registando-se
segundo, o esquema da Figura 2.1., os locais da raiz onde se encontravam os nddulos
assim como daqueles que revelavam a presenca da estirpe B, revelada pela sua
resisténcia ao antibiético usado como marcador (Estreptomicina).

Nos resultados apresentados no Quadro 2.6., verifica-se uma variagio significativa
no nimero de nédulos formados nas trés repeticdes usadas no delineamento, pelo que
importava fazer uma abordagem mais fina de forma a verificar as razdes de tal variagdo.

Optou-se por um tratamento dos dados recorrendo a métodos baseados na andlise
discriminante ¢ andlise das correspondéncias seguida de classificages automaticas de
forma a classificar as zonas da raiz segundo a presenca de nddulos € de resistentes
(considerada a estirpe inoculante B) em todas as cultivares usadas e em todas as
repeticoes. Tendo em conta a natureza binomial dos dados adoptaram-se métodos ndo
paramétricos por serem apropriados quando os pressupostos distribucionais da andlise
de varidncia ndo sdo satisfeitos (nem aproximadamente), testando-se hipéteses nulas
sobre a distribuicdo dos dados e ndo sobre pardmetros estatisticos especificos, como seja

a média na andlise de variincia (Sokal & Rohlf 1995). Os testes de Kruskal-Wallis e os
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testes bilaterais U de Mann-Whitney foram realizados usando o programa Statgraphics
4.2 (STSC, Inc., Rockville, MD, USA).

Quadro 2.6. Nimero de nédulos e proporgdo de nédulos ocupados pela estirpe B (%R)
em cada repeticdo

Var. Woogenellup Geraldton Daliak Nungarin
Rep. N Nod. %R N2 Nod. %R N¢ Nod. %R N2 Nod. %R
I 26 28 17 38 19 44 8 58
I 38 28 21 30 30 14 53 48
Hi 41 61 48 34 50 - 42 31
Med 35 39 29 34 33 30 36 45

N Nod Repeti¢gdes para médias das cultivares F[2,56] = 12,34 P<0,001
o

Cultivares para média das repetigbes F[3,55] =0,39 n.s

%R Repeticdes para médias das cultivares F[3,511=1,27 n.s
(]

Cultivares para média das repetiges F[3,50}=0,76 n.s

2.3.3.1. A cultivar (independentemente de repeticies e plantas) afecta o

nimero de nédulos?

Optou-se por testar a igualdade da nodulagdo entre as 4 cultivares
separadamente para cada uma das 15 varidveis localizacdo na raiz e para o total
(somatério) de nodulacGes nas raizes.

Assim, para as 16 varidveis examinadas, s6 se detectaram diferencas
significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em NPA (P=0.015), em todas as restantes, as
cultivares ndo diferiam significativamente quanto ao ndmero de nédulos (P>0.086).

Numa primeira abordagem, ndo parece haver diferencas significativas entre as
cultivares no que diz respeito & nodulacdo independentemente das repeticdes e plantas.

No entanto, e tendo em conta que a hipétese cientifica estd a ser avaliada por um
total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a técnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin,
1985).

De acordo com essas técnicas e tendo em conta os niveis de significincia
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individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hipétese nula de ndo haver
diferencas significativas entre a nodulacdo das 4 cultivares deverd ser aceite (P=0.317),

conforme o apresentado no Quadro 2.7..

Quadro 2.7. Pardmetros estatisticos das varidveis em que ndo se detectaram diferencas
significativas no n° de nédulos entre as cultivares, independentemente das repeticdes e
plantas (N — Somatério da nodulacdes absolutas).

n mediana | média (SE)

N 59 28 32.4 (2.5)
NLAA 59 6 6.3 (0.6)
NLAR 59 5 8.5(1.3)
NPB 59 2 2.7(0.3)
NLBA 59 1 1.7 (0.4)
NLBR 59 1 2.7(0.7)
NPC 59 1 1.3(0.2)
NLCA 59 0 0.6 (0.2)
NLCR 59 0 0.9(0.3)
NPD 59 0 0.8 (0.2)
NLDA 59 0 0.3 (0.1)
NLDR 59 0 0.2(0.1)
NPR 59 0 0.9 (0.2)
NLRA 59 0 0.2 (0.1)
NLRR 59 0 0.2(0.1)

Adicionalmente, é de ainda de referir que na tnica varidvel em que se
detectaram diferencas significativas entre as cultivares (NPA — Nédulos recolhidos no
1° segmento da raiz principal, Figura 2.1.) os testes de U de Mann -Whitney nio foram
conclusivos no que diz respeito a quais as cultivares que diferem de quais, ji que se
formaram grupos n3o mutuamente exclusivos (Quadro 2.8.) embora parega
relativamente claro que a nodula¢do na zona NPA de Daliak € superior a das restantes

cultivares.
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Quadro 2.8. Pardmetros estatisticos para o n° de nédulos na zona PA. Valores seguidos
da mesma letra ndo diferem significativamente.

NPA n mediana | média (SE)
Woogenellup 15 5 5.1(0.6) ab
Geraldton 15 3 3.7(0.6) b
Daliak 15 7 6.7 (0.7) a
Nungarin 14 3.5 4.8 (1.4) b

2.3.3.2. A Cultivar (independentemente das repeticdes e plantas) afecta a

presenca da estirpe inoculante?

Optou-se por testar a igualdade da estirpe inoculante (resistente ao antibiGtico)
entre as 4 cultivares separadamente para cada uma das 15 varidveis localizago na raiz e
para o total (somatério) da sua presenca nas raizes (R). Assim, para as 16 varidveis
examinadas, detectaram-se diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em R
(P=0.010), RLAA (P=2.252x10-3), RPC (P=0.037) e RLCA (P=4.566x10-3); em todas
as restantes, as cultivares ndo diferiam significativamente quanto a presenca da estirpe
inoculante (P>0.109).

Numa primeira abordagem, ndo parece haver diferencas significativas entre as
cultivares no que diz respeito a presenca da estirpe B, independentemente das repeti¢es
e plantas. No entanto, e tendo em conta que a hipétese cientifica estd a ser avaliada por
um total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a técnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin,
1985). De acordo com essas técnicas ¢ tendo em conta os niveis de significincia
individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hipétese nula de ndo haver
diferencas significativas de recuperacdo de in6culo nas 4 cultivares nio devera ser

aceite (P=7.601x10-4), conforme o Quadro 2.9..
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Quadro 2.9. Pardmetros estatisticos das varidveis em que ndo se detectaram
diferencas significativas na presenca da estirpe inoculante entre as cultivares,
independentemente das repeticdes e plantas.

n mediana | média (SE)
RPA 59 1 2.0(0.3)
RLAR 59 0 1.8 (0.5)
RPB 59 0 0.9©0.2)
RLBA 59 0 0.3(0.1)
RLBR 59 0 0.8(0.2)
RLCR 59 0 0.2(0.1)
RPD 59 0 0.3(0.1)

RLDA 59 0 0.03 (0.03)
RLDR 59 0 0.1 (0.03)
RPR 59 0 0.3 (0.1)
RLRA 59 0 0.1 (0.04)
RLRR 59 0 0.1 (0.03)

Apesar de globalmente haver diferencas significativas entre as cultivares no que
diz respeito a presenca do indculo, nas varidveis em que se detectaram diferengas
significativas entre as cultivares (R, RLAA, RPC e RLCA) os testes de U de Mann-
Whitney ndo foram geralmente conclusivos no que diz respeito a quais das cultivares
diferem de quais, ji que se formaram geralmente grupos ndo mutuamente exclusivos
(Quadro 2.10), sendo a unica excepcdo RLCA, em que Nungarin tem valores
significativamente superiores aos das restantes 3 cultivares. Nas restantes varidveis a

tendéncia parece ser de Woogenellup e Nungarin terem valores de recuperacio de

in6culo superiores e Daliak sempre inferiores.
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Quadro 2.10. Parimetros estatisticos para o n° resistentes nas zonas RLAA, RPC,
RLCA e R - Somatério das recuperacoes de inéculo absolutas.

n mediana | média (SE)
R
Woogenellup 15 11 13.02.5) a
Geraldton 15 7 8.2(1.9 ab
Daliak 15 3 4.1(1.2) b
Nungarin 14 8 12.1 3.4) a
RLAA
Woogenellup 15 4 3.7(0.9) a
Geraldton 15 2 1.5(0.4) b
Daliak 15 0 0.5(0.3) c
Nungarin 14 1 1.8 (0.5) ab
RPC
Woogenellup 15 0 0.5 (0.3) ab
Geraldton 15 0 0.5(0.3) ab
Daliak 15 0 0.1(0.1) b
Nungarin 14 1 1.0(0.4) a
RLCA
Woogenellup 15 0 0.1 (0.1) b
Geraldton 15 0 0.2 (0.2) b
Daliak 15 0 0O b
Nungarin 14 0 0.5(0.2) a

2.3.3.3. A cultivar (independentemente das repeti¢bes e plantas) afecta do

inéculo quando expressa em percentagem da nodulagfio?

Optou-se por testar a igualdade das percentagens de resisténcia (RN) entre as 4
cultivares separadamente para cada uma das 15 varidveis localizagio na raiz e para o
total (somatério) de resistentes € nédulos nas raizes. Assim, para as 16 varidveis

examinadas, detectaram-se diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em RN
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(P=0.047), RNLAA (P=8.157x10-3) ¢ RNPC (P=0.018); em todas as restantes, as
cultivares ndo diferiam significativamente quanto a percentagem de resistentes
(P>0.053).

Numa primeira abordagem, ndo parece haver diferengas significativas entre as
cultivares no que diz respeito a percentagem de nédulos ocupados pelo inoculante
independentemente das repeticdes e plantas. No entanto, e tendo em conta que a
hipétese cientifica esta a ser avaliada por um total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a
técnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin, 1985).

De acordo com essas técnicas e tendo em conta os niveis de significincia
individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hipétese nula de nao haver

diferencas significativas entre a percentagem de resistentes das 4 cultivares ndo devera

ser aceite (P=4.488x10-3), tal como apresentado no Quadro2.11..

Apesar de haver globalmente diferencas significativas entre as cultivares no que diz
respeito & percentagem de resistentes, nas varidveis em que se detectaram diferencas
significativas entre as cultivares (RN, RNLAA e RNPC) os testes de U de Mann-
Whitney ndo foram geralmente conclusivos no que diz respeito a quais das cultivares
diferem de quais, ji que se formaram geralmente grupos ndao mutuamente exclusivos
(Quadro 2.12.), a unica excepcdo sendo RNLAA em que Daliak tem valores de
percentagem de resistentes significativamente inferiores aos das restantes 3 cultivares.
Nas restantes duas varidveis a tendéncia parece ser a de Nungarin ter percentagens de

resistentes superiores e Daliak inferiores.
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Quadro 2.11. Pardmetros estatisticos das varidveis em que ndo se detectaram
diferencas significativas na percentagem de resistentes entre as cultivares,
independentemente das repeticdes e plantas.

n mediana | média (SE)
RNPA 56 333 44.8 (5.3)
RNLAR 52 0 18.9 (3.8)
RNPB 50 0 31.2(5.5)
RNLBA 30 0 18.5 (6.6)
RNLBR 30 26.1 36.8 (7.2)
RNLCA 18 0 36.1 (10.6)
RNLCR 15 333 30.4 (7.6)
RNPD 23 0 34.1 (9.6)
RNLDA 7 0 9.509.5)
RNLDR 7 0 32.1(17.9)
RNPR 21 0 28.4 (8.0)
RNLRA 10 0 35.0(15.0)
RNLRR 6 7.1 35.7 (20.5)
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Quadro 2.12. Pardmetros estatisticos para a percentagem de resistentes nas zonas
RNLAA, RNPC e RN - Somatdrio da percentagem de resistentes absolutos.

n mediana | média (SE)
RN
Woogenellup 15 333 38.8 (6.6) ab
Geraldton 15 41.0 342(5.5) | ab
Daliak 15 14.8 19.8 (6.7) b
Nungarin 14 42.5 41.0(6.7) a
RNLAA

Woogenellup 15 36.4 45.5(7.9) a

Geraldton 15 28.6 29.1 (6.7)
Daliak 13 0 10.7 (4.6) b
Nungarin 11 333 |438(103)| a

RNPC

Woogenellup 10 0 35.0(15.0) | ab
Geraldton 8 25.0 43.8 (17.5) a
Daliak 10 0 25Q2.5) b
Nungarin 10 750 [633(133)| a

2.3.3.4. Analises Discriminantes

Nas andlises anteriores concluiu-se que ndo havia diferengas significativas entre
as cultivares no que diz respeito ao nimero de nédulos, o contririo acontecendo com o
nimero de ndédulos ocupados pelo inéculo e, naturalmente, com a percentagem da sua
recuparagdo. No entanto, nos dois udltimos ndo sé ndo se detectaram diferengas
significativas entre as cultivares para a maior parte das varidveis como, nos casos em
que se detectaram, ndo foi possivel determinar de forma ndo ambigua, qual ou quais as
cultivares que diferem de qual ou quais. Naturalmente que nessas anilises se
procuraram diferencas globais, independentes de variacSes internas de cada grupo
considerado, pelo que a ambiguidade observada poder4 ser devida a perfis diferenciados

das plantas, podendo admitir-se que quer no caso em que nio hd diferencas entre as
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cultivares quer nos dois casos em que globalmente hd, as cultivares tenham
caracteristicas para o conjunto das plantas e repeti¢des que permitam individualiz4-las e
separd-las (discrimind-las) umas das outras. Consequentemente, uma andlise
discriminante permitir4 individualizar e separar grupos (cultivares).

Assim realizaram-se andlises discriminantes para as vérias hipéteses testadas
probabilisticamente por métodos ndo paramétricos. Seguiu-se o método da 4rvore de
decisdo bindria (Gueguen e Nakache 1988) usando os procedimentos DISAR e DISEL
de SPAD-S (Gueguen et al. 1996), usando uma selecgio aleatéria de 66% dos
individuos como grupo-base e os restantes como grupo-teste e avaliando a qualidade da
discriminacdo pela proporgdo de bem classificados e pela de mal classificados quer do
grupo-base quer do grupo-teste.

Consideraram-se assim 59 plantas classificadas em quatro classes consoante as
cultivares e descritas pelas 16 varidveis, realizando-se separadamente uma anilise
discriminante para as varidveis nédulos e para as varidveis presenca da estirpe
inoculante. Tendo em conta que para as varidveis in6culo, em percentagem dos nédulos,
o numero de dados em falta representava quase metade (49.6%) da matriz de dados

optou-se por ndo realizar uma andlise discriminante com estas varidveis.

Quadro 2.13. Andlise discriminante para as varidveis nédulos e presenca da estirpe
inoculante. Quatro classes (Woogenellup, Geraldton, Daliak e Nungarin).

Classificagdo I Grupo-base: Grupo-teste:

Nédulos

Bem classificados 41 % 30%

Mal classificados 59% 70%

Variedade melhor (médximo) Woogenellup 100% Woogenellup 100%

Variedade pior (minimo) Daliak e Nungarin 0% Daliak e Nungarin 0%
Inéculo

Bem classificados 51.3% 40%

Mal classificados 48.7% 60%

Variedade melhor (miximo) Woogenellup 90% Woogenellup e Daliak 60%

Variedade pior (minimo) Geraldton 0% Geraldton 0%

Do Quadro 2.13 resulta que, apesar da descrigdo das plantas pelas varidveis
presenga do inéculo melhorar a capacidade de discriminagio das plantas classificadas

pelas cultivares quando comparada com a descri¢éo pela distribuigio dos nédulos, ainda
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z

assim a capacidade de discriminacdo destas € relativamente baixa, sugerindo e de
alguma forma confirmando as conclusdes obtidas previamente dos testes nao-
paramétricos, que os perfis de nédulos e de resistentes ndo permitem diferenciar
satisfatoriamente as cultivares. Isto &, ao tentar classificar ou caracterizar as variedades
através da presenca de nédulos nos diferentes locais ou zonas da raiz, verificamos que
apenas a variedade Woogenellup assim pode ser caracterizada. J4 a caracterizagdo das
variedades ou classes através da presenca da estirpe inoculante, a discriminacio das
variedades embora melhor, continua muito baixa. A reducdo da qualidade da
classificacio da variedade Woogenellup verificada na distribui¢do dos nédulos
ocupados pela estirpe inoculante na raiz, principalmente no grupo teste, pode indicar

que localizagio de nédulos e recuperacdo de inoculo poderdo ndo estar relacionados

2.3.3.5. Classificaces automéaticas

Adicionalmente, e como forma independente de avaliacdo da hip6tese de haver
diferencas entre as cultivares, realizaram-se classificacdes automdticas em 4 classes e no
mimero de classes 6ptimo pelo método hierdrquico. As classificagbes autométicas foram
feitas usando as coordenadas dos individuos nos factores retidos usando o método
hierdrquico que cria particGes dos individuos agregando os mais préximos, resultando
numa hierarquia de particdes (dendograma) usando como critério de agregacdo a perda
de inércia minima, critério de Ward (Lebart et al., 1984, 2000). As classificacdes
automdticas (criagdo e corte do dendograma) foram feitas usando os procedimentos
RECIP ¢ PARTI_DECLA de SPAD-N (Lebart et al., 1996).

Assim, sem critérios de classificacdo pré-estabelecidos, e considerando & partida
todos os individuos como tendo perfis de competicdo diferentes, procurou-se agrupar os
individuos, tendo como pressuposto que, a haver diferencas entre as cultivares, estas se
«arrumariam» pelas classes pondo em evidéncia as semelhancas e dissemelhancas entre
os individuos.

A anidlise das correspondéncias foi feita usando o procedimento CORBI de
SPAD-N (Lebart et al. 1996), a escolha do niimero de eixos factoriais a reter foi feita
tendo em conta os valores-teste (Lebart er al. 2000) conjugado com o teste do
«cascalho» (scree test, Johnson ¢ Wichern, 1998) e com a comparacdo dos valores-

préprios de cada eixo factorial com a média de todos os valores-préprios.
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Todas as classificagdes foram feitas usando o procedimento RECIP de SPAD-N
(Lebart et al. 1996). A partir do dendrograma obtido realizaram-se diversas partigdes de
acordo com critérios descritos a seguir usando o procedimento PARTI-DECLA de
SPAD-N (Lebart et al. 1996).

Tal como para as andlises discriminantes, as classificagdes automaticas foram
realizadas separadamente para as varidveis nodulos e recuperagdo do inéculo, ndo tendo
sido feitas (dado o excessivo nimero de valores em falta) para as varidveis expressas em

percentagem dos nddulos ocupados pela estirpe inoculante.

2.3.3.5.1. Classifica¢io automitica com base nas variaveis nodulos.

Particio em quatro classes para comparar a constitui¢cdo esperada de cada classe
se as plantas da mesma cultivar tiverem caracteristicas comuns de nimero de nédulos
nas vdrias zonas da raiz que permitem distingui-las umas das outras com a constitui¢do
observada das mesmas classes.

Classificacdo baseada nos primeiros 4 eixos factoriais obtidos da analise das
correspondéncias (62.3% da inércia total).

Na Figura 2.2 apresenta-se o resultado desta classificacdo (que ¢€
simultaneamente a classificagdo dptima) representando com a mesma cor as células que
deveriam pertencer a mesma classe e com nimeros a classe a que de facto pertencem (a
preto dados inexistentes).

Do exame do Figura 2.2 verifica-se que se formam essencialmente duas classes,
a classe 1 constituida por 35 elementos e que inclui plantas das 4 cultivares (5 de
Woogenellup, 10 de Geraldton, 12 de Daliak, 8 de Nungarin) e a classe 3 constituida
por 21 elementos e que também inclui plantas das 4 cultivares (8 de Woogenellup, 5 de
Geraldton, 3 de Daliak, 5 de Nungarin), com duas classes com um nimero residual de
elementos, respectivamente 2 na classe 2 e 1 na classe 4. Ou seja, e tendo como base as
variaveis nddulos, ndo hd evidéncias, antes pelo contrario, de haver diferengas entre as

cultivares.

67




Competicio R. leg. bv. trifolii em pastagem

Planta | Planta | Planta | Planta | Planta
1 2 3 4 5
Woogenolup | Rep. | 1 1 | 1 3 1
Rep. 2 4 1 3 3 3
Rep. 3 2 3 3 3 3
Geraldton | Rep. 1 | 1 1 1 1 1
§ Rep. 2 § i 1 1 3
i Rep. 3 ! 1 1 3 3 3
Daliak ; Rep. 1 1 1 1 1 1
f Rep. 2 ) 1 1 3 | 3
} Rep.3 | 1 ] 1 1 3

Nungarin ( Rep. 1 1 1 1 1 .
[ Rep.2 | 3 1 el Loy
; Rep. 3 ’ 3 1 3 3 1

Figura 2. 2. Distribuicdo observada e esperada das cultivares (Woogenellup, Geraldton,
Daliak e Nungarin) com base em nddulos.

2.3.3.5.2. Classificaciao automatica com base nas variaveis nodulos ocupados

pelo indéculo

Particdo em quatro classes para comparar a constituiciao esperada de cada classe
se as plantas da mesma cultivar tiverem caracteristicas comuns de nimero de resistentes
nas vdrias zonas da raiz que permitem distingui-las umas das outras com a constitui¢do
observada das mesmas classes.

Classificacdo baseada nos primeiros 6 eixos factoriais obtidos da andlise das
correspondéncias (74.0% da inércia total).

Na Figura 2.3. apresenta-se o resultado desta classificacdo representando com a
mesma cor as células que deveriam pertencer a mesma classe e com nimeros a classe a
que de facto pertencem (a preto dados inexistentes, a cinzento classe com todos os
elementos com resistentes iguais a zero). Do exame da Figura verifica-se que uma

classe se destaca claramente, a classe 1 constituida por 32 elementos e que inclui plantas
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das 4 cultivares (9 de Woogenellup, 10 de Geraldton, 7 de Daliak, 7 de Nungarin), com
as classes 3 e 4 ambas com 9 elementos, a classe 3 sem qualquer planta da cultivar
Daliak, a classe 4 incluindo as 4 cultivares. Adicionalmente, observa-se uma quase total

incidéncia de plantas com zero nédulos ocupados pelo inéculo em Daliak, repetigdo 3.

Planta | Planta | Planta | Planta | Planta
1 2 3 4 5
Woogenolup| Rep. | 1 1 1 3 1
r Rep.2 | 2 1 1 3 1
{ Rep.3 | 4 1 3 3 1
Geraldton Rep. 1 1 1 4 1 1
Rep. 2 1 1 1 3 1
Rep. 3 4 4 1 L1
Daliak Rep. 1 1 1 1 4 1
| Rep.2 | 1 1 4 1
Rep. 3
Nungarin Rep. 1 1 1 1 -
Rep. 2 1 1 3 4 1
| Rep.3 | 4 4 3 3 1
|

Figura 2.3. Distribui¢do observada e esperada das cultivares (Woogenellup, Geraldton,
Daliak e Nungarin) com base nas varidveis nddulos ocupados pelo inoéculo.

2.3.3.5.3. Classificacio automatica optima com base nas varidveis nédulos

ocupados pelo indculo

Classificacdo baseada nos primeiros 6 eixos factoriais obtidos da andlise das
correspondéncias (74.0% da inércia total).

Na Figura 2.4. representa-se o resultado desta classificagdo (5 classes)
representando com a mesma cor as células que pertencem a mesma classe (a preto dados

inexistentes, a cinzento classe com todos 0s elementos com resistentes iguais a zero).
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Figura 2.4. Classificacdo Optima das cultivares (Woogenellup, Geraldton, Daliak e
Nungarin) com base nddulos ocupados pelo indculo.

Planta | Planta | Planta | Planta | Planta
1 2 3 4 5

Woogenolup | Rep. |
{ Rep.

\)

(DN

Rep.

Geraldton Rep. 1

Rep. 3

Daliak

[\=]

Rep.

78]

Rep.

Nungarin Rep. |

\S]

Rep.

o

Rep. 3

Do exame da Figura 2.4 e da sua comparacdo com a Figura 2.3. verifica-se
basicamente que a anterior classe 1 se dividiu, dando origem as classes representadas a
azul e rosa na Figura 2.4. (ambas com elementos das 4 cultivares), mantendo-se as
restantes praticamente inalteradas. Ou seja, e tal como na classificagio baseada em

nodulos, ndo ha evidéncias, antes pelo contrdrio, de haver diferencas entre as cultivares.

2.3.3.6. Distribuicio de nédulos e resistentes pelas diferentes zonas da raiz

Trata-se agora de analisar a distribui¢do de nddulos e resistentes pelas diferentes
zonas da raiz, ou seja, de alguma forma transpor a abordagem anterior e passar a
considerar as zonas como os individuos descritos pelas varidveis plantas das varias
repeticdes das diferentes cultivares. Apesar de termos concluido ndo haver diferencas

entre as cultivares no que diz respeito ao nimero de ndédulos e no nimero de ndédulos
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ocupados pelo inéculo, esta nova abordagem ird ser realizada separadamente para cada
cultivar.

Esta abordagem assente essencialmente em andlises de correspondéncias e
classificacdes automdticas. Naturalmente que a organizacdo dos dados exige que cada
varidvel (planta) tenha um significado comum para todos os individuos (zonas da raiz).
As varidveis sdo, naturalmente e a partida, as 5 plantas de cada uma das 3 repeticdes.
Tendo em conta o delineamento experimental todas as plantas da mesma repeticio
foram obtidas no mesmo local (qualquer que seja a cultivar) que se distingue, mais ndo
seja aleatoriamente, das plantas de outra repeti¢do.

A andlise das correspondéncias foi feita usando o procedimento CORBI de
SPAD-N (Lebart et al. 1996) A escolha do nimero de eixos factoriais a reter foi feita
tendo em conta os valores-teste conjugado com o teste do «cascalho» e com a
comparagdo dos valores-préprios de cada eixo factorial com a média de todos os
valores-préprios (quando todos os valores da matriz de dados original tendem para ser
todos iguais ou sdo totalmente aleatdrios, ndo hd uma estrutura diferenciada e todos os
valores-préprios tendem para o mesmo valor, isto €, sdo todos iguais ou quase).

Tendo em conta que o objectivo destas andlises era essencialmente determinar
como é que os individuos («zonas») se agrupavam tendo em conta os seus perfis dados
pela varidveis, apresentamos seguidamente o resultado da melhor parti¢do possivel no
espaco reduzido resultante da andlise das correspondéncias, bem como, para avaliar a
estabilidade das classificagdes obtidas, as melhores particdes possiveis (usando os
mesmos procedimentos) retirando de cada vez os dados de uma das repeticdes.

A caracterizagdo das classes foi feita recorrendo a técnicas simples, usadas em
técnicas de controlo de qualidade (Montgomery 1991), determinando-se em primeiro
lugar o intervalo de confianca de 95% para a média de todos os valores, comparando-se
seguidamente a média dos individuos de cada classe com esse intervalo de confianca.
Assim, se a média dos individuos de uma classe for superior ao limite superior do
intervalo de confianca considera-se que os individuos dessa classe t€m um «excesso» de
nédulos (ou resistentes) relativamente ao que seria de esperar de uma distribuicdo
equitativa de nédulos (ou resistentes) por todos os individuos e varidveis e portanto
esses individuos representam zonas da raiz em que os nédulos (ou resistentes) ocorrem
preferencialmente. Analogamente, quando a média dos individuos de uma classe for

inferior ao limite inferior do intervalo de confianga considera-se que os
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individuos dessa classe tém um «deficit» de nédulos (ou de nédulos ocupados pelo
in6culo) relativamente ao que seria de esperar de uma distribuigo equitativa de nédulos
(ou indculo) por todos os individuos e varidveis e portanto esses individuos representam
zonas da raiz em que os ndédulos (ou inéculo) ndo ocorrem preferencialmente.
Finalmente, quando a média dos individuos de uma classe estd dentro dos limites do
intervalo de confianga considera-se que os individuos dessa classe sdo «equitativos» em
nddulos (ou inéculo) e portanto esses individuos representam zonas da raiz de

ocorréncia indiferenciada de nédulos ou de nédulos ocupados pelo inéculo introduzido.

2.3.3.6.1. Cultivar Woogenellup.

Na Figura 2.5. apresenta-se o resultado da melhor parti¢do possivel (5 classes)
para os nddulos, baseada nos 4 primeiros eixos factoriais (83.5% da inércia total),
intervalo de confianga entre 1.8 e 2.8 nédulos e, para os resistentes, (5 classes) baseada
nos 5 primeiros eixos factoriais (84.0% da inércia total), intervalo de confianca entre 0.6
e 1.2 resistentes.

Nesta figura, como nas restantes, representam-se as zonas da raiz principal na
coluna central, os nddulos inseridos nestas zonas na coluna da esquerda, e os nddulos
ocupados pela estirpe inoculante (resistente) na coluna da direita. Daf emergem as raizes
secunddrias inseridas nas diferentes zonas da raiz principal em que para o lado esquerdo
se apresenta a distribui¢do dos nédulos e para o lado direito a distribui¢do dos nédulos
ocupados pelo in6culo (resistentes). Representa-se também por e todas as zonas em que
hd excesso (média maior que o limite superior do intervalo de confianga), i quando a
média estd dentro do intervalo de confianga, d todas as zonas em que h4 deficit (média
menor que o limite inferior do intervalo de confianga).

Ao longo da raiz principal parece existir uma distribui¢do uniforme ao longo
dos 4 primeiros cm havendo uma redug¢do do nédulos nas zonas mais profundas de
crescimento radicular. J4 nas raizes secunddrias denota-se uma concentragio de nédulos
nas zonas mais afastadas destas, principalmente nas inseridas nos 2 primeiros
segmentos da raiz principal, denotando que nodulagdo ocorreu logo nos primeiros
estiddios do desenvolvimento da planta e nas zonas mais superficiais do solo. Com o
objectivo de detectar algumas diferengas no padrdo de nodulacdo devidas a efeitos do

solo, foi retirada sucessivamente uma repeticdo da andlise das classificacdes automatica
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Figura 2.5. - Distribui¢io da nodulagio e presenga da estirpe inoculante (resistentes)
nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor particio possivel na andlise das
correspondéncias. Cultivar Woogenellup.

verificando-se que a nodulagdo se mantém preferencialmente nas zonas mais precoces
do desenvolvimento da planta mas detectando-se variacdes que sugerem um efeito de
condicdes de solo, especialmente visiveis quando se retira a Repeti¢do 3 resultando num
padrdo de distribui¢io preferencialmente localizado nos primeiros segmentos da raiz
principal e raizes secundarias af inseridas.

Pela andlise da Figura 2.5. verifica-se que o padrdo da presenca da estirpe
inoculante ao longo do perfil da raiz segue muito de perto o da presenga de nddulos,
sugerindo que a estirpe B competiu com a populagdo nativa na nodulagdo desta
variedade sempre que existiram condi¢des para a formagdo de ndédulos nestas zonas da
raiz. Quando retiramos da analise das melhores classificacdes a Repeticdo 3, mais esta
tendéncia se acentua nomeadamente na raiz principal em que a uma predominéancia das
nodulagdes corresponde também uma predominancia da recuperagdo da estirpe
inoculante, ou seja, parece existir alguma dependéncia para a nodulagdo da presenga do

indculo nos locais correspondentes a Repeticdo 1 e 2.
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2.3.3.6.2. Cultivar Geraldton

Na Figura 2.6. apresenta-se o resultado da melhor parti¢do possivel (2 classes)
para os nddulos, baseada nos 4 primeiros eixos factoriais (77.3% da inércia total),
intervalo de confianca entre 1.4 e 2.6 nddulos e, para os resistentes, (4 classes) baseada
nos 5 primeiros eixos factoriais (85.9.% da inércia total), intervalo de confianca entre
0.4 e (0.8 resistentes.

A distribuicdo dos nddulos nesta variedade parece ser muito uniforme ao longo
da raiz havendo apenas uma situacdo de deficit em LDA. Jd em relacdo a distribuicdo do
indculo (resistentes) ao longo da raiz. existem situagdes de excesso em PA, LAA e
LCR, LDR., o que pode indicar alguma dependéncia do indculo para a formagdo dos
nddulos, ou variacoes da distribuicdo da populacdo nativa. Quando retiramos das
analises a Repeticio 1 verifica-se que a nodulacio nas Repeticdes 2 e 3 depende da
presenca do indculo principalmente em PA, ou seja, um deficit de nodula¢io nesta zona
teve no entanto um excesso em relacdo ao esperado na recuperacdo do inoculo
(resistente) o que pode estar relacionado com a localizacdo privilegiada deste em
relacdo a radicula emergente. Esta situacdo parece ser bem diferente da verificada com
a variedade Woogenellup, em que se verifica esta situacdo, ndo quando se retira a
Repeticdo | mas sim a Repeticdo 3, o que parece indicar que a formacdo dos nddulos e
recuperacdo do indculo estd ligada a interaccoes entre o hospedeiro e as condig¢des

ambientais em que se formam os nodulos.

2.3.3.6.3. Cultivar Daliak

Na Figura 2.7. apresenta-se o resultado da melhor particao possivel (8 classes)
para os nddulos, baseada nos 5 primeiros eixos factoriais (79.9% da inércia total),
intervalo de confianca entre 1.8 e 2.8 ndodulos e, para os resistentes, (2 classes) baseada
nos 4 primeiros eixos factoriais (93% da inércia total), intervalo de confianga entre 0.4 e
1.1 resistentes.

Para esta variedade verifica-se haver alguma uniformidade na distribuicdo dos
nodulos e na recuperacdo do indculo ao longo das diferentes zonas da raiz, apesar das
recuperacdes de indculo terem sido nulas na Repeticio 3 desta variedade. Deve-se

salientar que observando a Figura 2.7. os ndédulos desta variedade se localizam
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essencialmente nos dois primeiros segmentos da raiz principal e em LAA, com uma
recuperacdo da estirpe inoculante equitativa em relacdo ao que seria de esperar. Por
outro lado, a recupera¢io da estirpe inoculante, faz-se essencialmente na raiz principal e
nas secundarias inseridas em PA, verificando-se um deficit de recuperacao em todas as
raizes secunddrias 4 excep¢do da de localizagdo ja referidas, independentemente da

Repeticdo que for retirada.
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Figura 2.6. - Distribui¢do da nodulagdo e presenca da estirpe inoculante (resistentes)
nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor particdo possivel na andlise das
correspondéncias. Cultivar Geraldton.
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Figura 2.7. - Distribuicdo da nodulacio e presenca da estirpe inoculante (resistentes)
nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor particio possivel na andlise das
correspondéncias. Cultivar Daliak.

2.3.3.6.4. Cultivar Nungarin

Na Figura 2.8. apresenta-se o resultado da melhor particdo possivel (3 classes)
para os nddulos, baseada nos 4 primeiros eixos factoriais (80.1% da inércia total),
intervalo de confianga entre 1.6 e 3.0 nédulos e, para os resistentes, (2 classes) baseada
nos 4 primeiros eixos factoriais (82.5% da inércia total), intervalo de confianca entre 0.7
e 1.3 resistentes.

Observando a Figura 2.8. tendo em conta todas as Repeticdes constata-se uma
certa homogeneidade quer na distribuicao dos nddulos quer na recuperacdo da estirpe
inoculante (resistentes). No entanto, quando se retira da andlise a Repeticdo 1, tal como

ja tinha acontecido com a variedade Geraldton, encontramos um excesso de
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recuperacdo de indculo em relagdo ao esperado nos dois primeiros segmentos da raiz
principal e em LAA e LAR, podendo indicar alguma sensibilidade desta variedade na
nodulac¢do em funcdo das condi¢oes do meio e um claro efeito da camada superficial, na

qual a estirpe inoculada parece ter vantagens competitivas.
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Figura 2.8. - Distribui¢do da nodulag¢do e presenca da estirpe inoculante (resistentes)
nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor particio possivel na andlise das
correspondéncias. Cultivar Nungarin.

2.3.3.7. Variabilidade Intra e Inter repeticoes

Das analises anteriores parece evidente existir um marcado efeito das Repeticoes,
isto é das condicgoes do solo, quer na distribui¢ao dos nddulos ao longo da raiz, quer na
recuperacdo da estirpe inoculante (resistente), para além de um possivel efeito das

variedades que, como ja anteriormente verificado, a existir ndo serd determinante.
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Importa por isso verificar agora, se tal efeito das condigoes de solo serd essencialmente
devido ds Repeticdes ou se devido a variagoes elevadas dentro das proprias Repetigdes,
isto é, avaliar se existem marcadas variacdes entre plantas dentro de cada Repeticdo.
Uma das possibilidades para esta verificagdo pode resultar da obten¢do de uma razio
entre os desvios padrdo das cinco plantas de cada Repeti¢do (desvio padrio intra-
repeti¢des) relacionando-o com o desvio padrao das 3 Repeti¢des (desvio padrdo inter-
repeti¢des) para cada um dos locais da raiz e para cada uma das cultivares. Tal relagdo,
quanto mais se afastar da unidade no sentido ascendente, maior a magnitude dos desvios
padrio intra-repeticoes. Em sentido inverso, quanto menor o valor dessa razdo maior a
magnitude da variabilidade inter-repeti¢bes. Esta relacdo pode ser facilmente
visualizada na forma grafica para cada um dos locais da raiz.

Na Figura 2.9. e seguintes, podemos verificar o efeito da variabilidade Intra/Inter
Repeticdes quer para a distribui¢do dos ndédulos quer para a recuperagdo da estirpe
inoculante nas variedades usadas no ensaio. Para a cultivar Woogenellup (Figura 2.6), a
variabilidade Intra/Inter Repeti¢des é superior a | na maior parte dos segmentos da raiz,
o que pode indicar que cada zona de cada raiz tem caracteristicas muito préprias,
provavelmente determinadas por condi¢oes ambientais. Uma situacdo semelhante
podemos observar para a variabilidade detectada na distribuicdo dos nodulos ocupados
pela estirpe inoculante (resistente). Nas restantes cultivares (Figuras 2.10., 2.11. e 2.12.)
a variabilidade medida pela razdo dos desvios padrdo Intra e Inter Repeti¢es € bastante
semelhante a verificada para a cultivar Woogenellup, embora na cultivar Geraldton
exista uma tendéncia para uma redugio da dimensao da variabilidade, principalmente na
recuperacido do indculo (resistentes) com maior incidéncia em segmentos da raiz

principal.
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Figura 2.9. Variabilidade Intra/Inter Repeti¢des nos diferentes locais de nodulagio da
raiz na cultivar Woogenellup. Traco negro continuo indica razdo dos desvios padrio
Intra/Inter Repeticdes igual a 1.
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Figura 2.10. Variabilidade Intra/Inter Repeti¢des nos diferentes locais de nodulagio da

raiz na cultivar Geraldton. Traco negro continuo indica razdo dos desvios padrido

Intra/Inter Repeticdes igual a 1.
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raiz na cultivar Daliak. Traco negro continuo indica razio dos desvios padrdo

Figura 2.11. Variabilidade Intra/Inter Repeti¢des nos diferentes locais de nodulagdo da
Intra/Inter Repeticdes igual a 1.
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Figura 2.12. Variabilidade Intra/Inter Repeti¢cdes nos diferentes locais de nodulacdo da

raiz na cultivar Nungarin. Traco negro continuo indica razido dos desvios padrido

Intra/Inter Repeticdes igual a 1.
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2.4. Discussio

As populag6es nativas de R. leguminosarum bv. trifolii estimadas para o local de
ensaio sdo bastante elevadas, apesar do solo apresentar condi¢Ges consideradas
limitantes de pH e toxicidade de manganés, o que parece estar de acordo com Woomer
et al., (1988), que consideram que a acidez pode ndo constituir uma limitacdo a
presenga de populagdes no solo de dimensao aprecidvel, sendo a presenca do hospedeiro
o factor mais importante na presenca de rizébio no solo (Bottomley, 1991).

Nos resultados obtidos também se verifica que a populagdo vai diminuindo com
a profundidade nos trés niveis estudados, sendo os 5 cm mais superficiais os que
albergam a maior quantidade de rizébios por grama de solo, com cerca de 93 por cento
da populacdo dos 20 cm colhidos. Téo elevada proporgdo da populagéo neste segmento
inicial pode resultar de uma estratégia de sobrevivéncia devido a natural maior
propor¢do de matéria orginica que deverd ser aqui encontrada com vantagem na
proteccdo contra a acidez do solo (Richardson e Simpsom, 1988). PopulagGes nativas
desta dimensdo (= 10°) sdo limitativas 4 implantagdo de estirpes inoculantes, pelo que a
deteccdo de nédulos ocupados por inoculantes nestas condigbes revelariam elevada
capacidade competidoras por parte dessas estirpes (Brockwell e Bottomley, 1995).

A avaliacdo da competi¢@o estimada pela propor¢do de nédulos formados pelas
estirpes inoculantes A e B, revelou esta dltima como a melhor competidora nestas
condigGes de ensaio. Dado que esta estirpe € origindria de um solo 4cido com toxicidade
por aluminio, o resultado obtido estd de acordo com Castillo (1989), referindo este autor
que estirpes isoladas em solos dcidos possuem maior resisténcia a acidez, sendo de
esperar maior facilidade da sua implantagdo em solos com tal caracteristica.

Nio foram detectadas diferencas significativas quer no nimero de nédulos quer
na propor¢cdo de nédulos ocupados pelos inéculos entre as cultivares (Quadro 2.4.).
Verificou-se haver diferengas significativas no nimero de nédulos entre Repeti¢des para
a média das cultivares, sem que isso tenha tido qualquer influéncia na propor¢io da
recuperacdo da estirpe B (Quadro 2.5.). Tal situag@o poderd dever-se a qualquer factor
que interveio na nodulagio das plantas na Repeticéo 1, dado que foi nesta Repeti¢do que
as nodulacdes foram menos abundantes.

A segmentacdo das raizes recolhidas para contagem de nédulos nas diferentes
zonas (Figura 2.1) e recolha da estirpe B, permitiu avaliar zonas preferenciais de

nodulagio e de recuperacdo da estirpe inoculante. Verificou-se ndo haver diferencas
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significativas entre as cultivares para a distribuicdo dos nédulos, excepto no primeiro
segmento da raiz principal, PA (zona do colo). Neste segmento, a cultivar Daliak
formou significativamente mais nédulos do que as cultivares Geraldton e Nungarin.
Dado que a semente foi perolizada podemos pensar que esta cultivar exerceu alguma
influencia na nodulacdo preferencial pelo inoculo nesta zona. Este resultado
corresponde a condi¢cdes menos favordveis para a nodulagdo de todas as estirpes
presentes pois a regido PA de Daliak nd3o foi significativamente beneficiada na
nodulagdo pelo inéculo, nem em valor absoluto nem na proporgdo de nédulos ocupados
pela estirpe B (Quadros 2.9 e 2.11).

Nos diferentes testes estatisticos realizados, os resultados mostraram que a
nodulacdo e recuperacdo do inoculo ndo foi afectada pelas cultivares, no entanto,
quando se avalia a recuperacdo da estirpe B nas diferentes zonas da raiz, verificamos
que, apesar de ndo mutuamente exclusivas, hd diferencas entre variedades na
recuperacdo do indculo nos locais LAA, PC e LCA. Quando esta avaliacio é feita
através da proporcdo dos nédulos ocupados pelo inoculo, novamente as zonas LAA e
PC mostram diferencas significativas entre cultivares. Com base nestas observacoes
podemos inferir que a representatividade das amostras de nédulos na raiz pode ser
influenciada pelas cultivares e nestas, pela zona onde sdo recolhidos os nédulos. Os
critérios baseados no tamanho, cor e posicdo dos nédulos (com preferéncia dos
localizados no colo da raiz) seguidos por vérios autores (Brockwell et al., 1982;
Slattery e Conventry, 1999; Hebb et al., 1998) nas nossas condigcdes de trabalho,
podem conduzir a resultados que ndo representam a distribuicdo do indculo na raiz e
logo a proporcdo da sua recolha, pelo menos em algumas variedades de trevo
subterrneo. Por outro lado, ndo havendo diferencas na recuperacdo do inéculo entre
cultivares no segmento PA e existindo diferencas entre cultivares no segmento PC,
poderemos afirmar que as condi¢des de nodulagdo nestas zonas foram diferentes nas
presentes condicdes de ensaio e, logo, os ocupantes destes segmentos serdo diferentes.
Gibson et al., (1976) e Diatloff e Brockwell (1976) referem nfo haver diferenca
significativa nos ocupantes de nédulos localizados no colo da raiz e os ocupantes de
nédulos no restante do sistema radicular, enquanto Young et al. (1987) refere
poderem existir diferentes tipos electroforéticos entre ocupantes de nédulos na raiz
primdria e raizes secundérias e que uma grande proporcdo da diversidade genética de
uma populagdo nativa é encontrada em plantas individuais. Os resultados agora

obtidos parecem estar mais de acordo com esta iltima constatagio

84



Competicdo R. leg. bv. trifolii em pastagem

Nio houve possibilidade de fazer o estudo emparelhado das séries temporais
correspondentes a formacg@o de nédulos e condigdes de meio verificadas a data em que
o estddio fenoldgico das raizes permitia a nodulacio nas diferentes zonas amostradas.
Um estudo orientado nesse sentido poderia dar lugar a uma abordagem para reduzir a
necessidade de avaliacdo através de séries prolongadas (5 a 6 anos) de ensaios de
avaliacdo de implantacdo de estirpes em sementeiras de Outono em zonas de clima
mediterrdnico com grande variabilidade inter-anual. Este aspecto das avalia¢Ges
cultivar/estirpe tem implicagbes em termos do risco empresarial envolvido
relativamente & propor¢do de sucessos na implantacio de pastagens, sobretudo em

zonas de solos com condi¢des limitantes.
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Competicao M. ciceri em grio de bico

3. Competicao de estirpes Mesorhizobium ciceri em variedades grio de bico de

sementeira OQutono/Inverno
3.1, Introducao

A cultura cerealifera em Portugal ¢ de um modo geral em toda a Europa
mediterrnica tem sofrido forte reducdo nos iltimos anos, sendo de esperar num futuro
proximo a continuagdo dessa tendéncia. De entre as culturas alternativas aos cereais, as
leguminosas para grao constituem uma possivel solugdo para a agricultura mediterrinica,
uma vez que a Europa € altamente deficitdria na producéo de proteina vegetal (Duarte et
al., 1992). As leguminosas grao tém grande importincia na alimentagdo humana e animal,
sendo o grio de bico a segunda leguminosa grdo em importincia no mundo e a primeira na
regido mediterranica (Macis, 1994).

Nas condig¢des do sequeiro do Sul de Portugal, o grao de bico é tradicionalmente
uma cultura de Primavera/Verdo, usada no revestimento de alqueives e, como tal,
caracterizada por pequenas producles unitdrias devido essencialmente a reduzida
disponibilidade de 4gua no solo nos meses de maior crescimento. O desenvolvimento de
variedades de grdo de bico tolerantes a baixas temperaturas invernais e ao fungo
fitopatogénico Ascochyta rabiei, tornou possivel a antecipagdo da época de sementeira,
permitindo que as fases vegetativas e reprodutivas da planta tenham normalmente lugar em
condi¢es de auséncia de stress hidrico, permitindo melhor desenvolvimento vegetativo
com consequéncias num acréscimo do potencial produtivo da cultura (Sousa e Duarte,
1990).

Ensaios realizados em diferentes locais de Portugal indicaram médias de producgio
de grdo para as variedades de sementeira antecipada (Outono/Inverno) da ordem de 2500
kg ha', em contraste com produgdes médias de 700 kg ha™ para as variedades tradicionais
de sementeira primaveril (Duarte, 1992). No entanto, este elevado potencial produtivo das
variedades de Outono/Inverno mostrou-se muito dependente dos locais de ensaio (Pereira
et al., 1992),

Segundo Sousa (1989), as baixas producdes de grio verificadas nas variedades de
sementeira primaveril resultam, para além da fraca disponibilidade de 4dgua, de escassas
nodulagdes, principalmente em Primaveras pouco himidas (situagdo muito frequente no
Sul de Portugal). A utilizagdo de variedades de maior potencial produtivo pela sua

sementeira antecipada, necessitard necessariamente de maiores disponibilidades de azoto,
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principalmente derivado de fixacdo bioldgica, sendo estimadas extracgdes de azoto na
cultura que variam entre 60 e 140 kg ha"' dependendo das condi¢des de crescimento
(Bellido e Garcia, 1986; Carranca et al., 1999).

De entre as leguminosas grao usadas em rotagdo com cereais, o grio de bico é
frequentemente considerado como hospedeiro inferior na sua capacidade de fixacdo de
azoto (Papastylianoi, 1987; Smith et al., 1987; Keatinge et al, 1988), possivelmente
devido, em parte, a auséncia no solo de estirpes de riz6bio apropriadas. As estimativas para
a capacidade fixadora de azoto pelo grdo de bico, variam de 0 a 180 kg N ha! ano, e o
azoto extraido derivado de fixagdo biol6gica pode variar de 0 a 82% dependendo de virios
factores (Keatinge et al., 1988; Carranca et al., 1999). Segundo Beck (1992) a cultura de
variedades tolerantes ao frio e a Ascochyta rabiei em sementeiras de Outono/Inverno na
regido mediterranica, tem evidenciado deficiéncias na nodulago principalmente em solos
onde a cultura nfio tem ocorrido. Nestes locais, serd certamente improvivel a existéncia de
populagdes de M. ciceri adequadas & nodulagdo, pelo que serd de esperar incrementos na
produgdo de grao se for realizada a inoculagio de sementes com estirpes efectivas.

E conhecido o elevado grau de especificidade do grio de bico em relagdo ao seu
microsimbionte (Gaur e Sen, 1979), podendo ser esta situacdo estendida a uma elevada
especificidade na eficdcia simbiética ao nivel da variedade/estirpe (Arsac e Cleyet-Marcel,
1986; Somasegaran et al., 1988), sendo de esperar necessidades de inoculagio onde forem
cultivadas variedades objecto de melhoramento recente, quer em locais onde nfio existam
populagGes nativas, quer em locais onde estas estejam presentes, dado que a co-evolugdo
do rizébio com variedades tradicionais, os poder tornar pouco efectivos na simbiose com
as variedades melhoradas (Beck, 1992).

Em ensaios realizados na Universidade de Evora foi avaliada a eficiéncia
simbidtica de quatro estirpes de rizébio para grio de bico (3 isolamentos regionais e uma
estirpe da colecgdo do ICARDA) inoculadas em variedades regionais e em variedades
melhoradas para a sementeira de Outono/Inverno. No Quadro 3.1 podemos verificar a
variedade “Elvar”, variedade do tipo “Kabuli” seleccionada para a sementeira antecipada,
ndo encontra nas estirpes ensaiadas nenhuma com a qual a sua eficiéncia simbidtica
relativa seja melhor que a generalidade dos outros pares simbi6ticos. Pelo contririo uma
das variedades regionais (Reg 256) teve com os dois isolamentos regionais um

comportamento simbidtico assinaldvel.
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Quadro 3.1. Eficiéncia simbidtica (%) de estirpes M. ciceri testadas em variedades
regionais e em variedades melhoradas para sementeira antecipada. Valores seguidos da
mesma letra ndo diferem significativamente para P<0,05. * — Estirpe ICARDA, ° —
Isolamentos regionais.

Estirpes
CP36* | 98Ca" | 61Ca° | 85Ca°
Reg. 2517 | 43.9cd | 40.3d | 44.1cd | 45.6cd
Reg. 2056 | 40.3d | 453cd | 40.2d | 47.4bd
Reg. 256 | 46.3cd | 47.8bd | 59.2ab | 61.8a
Reg. 2516 | 50.2ad | 60.4bd | 40.3d | 51.7ad
“Elvar” | 39.5d | 42.7cd | 41.8cd | 46.5cd
“Elmo” | 54.0ac | 54.4ac | 62.0s | 59.5ab

Variedade

Com base no exposto, torna-se evidente a necessidade de, por um lado seleccionar
estirpes mais eficazes para estas variedades de sementeira antecipada e, por outro, proceder
a inoculacdo de sementes na cultura de sementeira Outono/Inverno. As condigbes de
competicdo com estirpes nativas deverdo por isso ser consideradas, dado ser o grio de bico
uma cultura tradicional em solos com capacidade de retencfio para a dgua devido a sua
época de sementeira (Primavera), sendo por isso importante conhecer a dimensdo das
populacdes nativas presentes.

O presente trabalho teve como objectivo estimar as populagdes nativas de M. ciceri
em trés locais de solos representativos da regido alentejana e avaliar a capacidade
competitiva de isolamentos de diferentes origens aplicados nos locais testados, usando
como hospedeiro a variedade “Elvar” seleccionada para permitir a sua sementeira no

Outono/Inverno.
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3.2. Material e métodos

3.2.1. Breve descricao dos locais de ensaio
Beja — Solo Bvc — Barros castanhos-avermelhados calcdrios muito descarbonatados de
dioritos ou gabros ou rochas cristalofilicas basicas — Herdade da Almocreva

Evora — Solo Pmg — Solos Mediterrineos pardos de quartzodioritos — Herdade da
Fundagdo Eugénio de Almeida

Elvas - SoloVx - Solos Mediterrineos vermethos ou amarelos de xistos — Herdade das
Casas Velhas

Quadro 3.2 — Caracteristicas quimicas dos solos nos locais de ensaio

K0 P05 NO; pH M.O.
(ppm) (ppm) (ppm) (dgua) (%)
o 180.9 43.4 6.0 7.9 1.4
Si‘:‘gx 275.5 25.0 25.5 5.8 1.7
sgz(;;g 75.5 58.0 5.3 5.9 0.8

2

Em qualquer destes locais ndo é conhecida nos dltimos vinte anos a cultura
tradicional de grdo de bico, sendo na altura a rotacdo de culturas a seguinte: Trigo-Aveia-
Pousio-Girasol. No entanto, no solo do local Beja, por se tratar de um barro, é muito
natural que em tempos af se tenha realizado o alqueive revestido, no qual o grio de bico
seria uma das culturas realizadas. Pelo contrério, no solo do local Evora, é altamente
improvével que a cultura de grio de bico tenha af alguma vez sido realizada. No solo do
local Elvas, na Herdade das Casas Velhas, uma vez que a Estacio Nacional de
Melhoramento de Plantas af realizou ensaios com leguminosas, o grido de bico fez parte
desses ensaios, apesar de na folha de cultura onde se realizaram os presentes ensaios nao é

do nosso conhecimento qualquer uso do solo com grio de bico.
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3.2.2. Quantificaciio das populacdes nativas de M. ciceri

3.2.2.1. Colheita das amostras de solo

As amostras de solo dos locais de ensaio foram recolhidas no dia da sementeira dos
ensaios de competicdo. Foi usada uma sonda de meia cana com a qual se retiraram 3
amostras aleatérias dos 20 cm superficiais em cada uma das trés repetices. As amostras de
solo foram colocadas num saco de plastico. Dado que os locais de ensaio escolhidas
estavam sujeitos a rotacdes de cultura com mobilizagdes de solo, optou-se por usar
amostras compdésitas para cada uma das repeti¢des dos trés locais de ensaio. No laboratério
as amostras de solo foram colocadas a 4°C até ao seu processamento para estimativa

populacional, permanecendo nestas condi¢es durante, no maximo, uma semana.

3.2.2.2. Diluicdes de solo e inoculagio de plantulas

Para a quantificagfo da populacfio nativa M. ciceri presente nos solos em estudo foi
usada a técnica da inoculac@o de plantas com dilui¢des de solo, descrita por Brockwell
(1982). Foram usadas dilui¢des decimais até 10 com inoculagdo de 4 plantas axénicas por
diluicdo para a determinacdo do nimero mais provavel por grama de solo.

O solo recolhido no campo foi homogeneizado e passado por crivo de malha com 2
mm. Pesaram-se amostras para determinag@o do peso seco a 70°C (peso constante), do solo
de cada uma das repeticoes de cada local de ensaio.

De cada amostra compésita de cada uma das repeti¢oes de cada local de ensaio e apés a
determinagdo do teor de humidade do solo, colheram-se duas sub amostras de 10g
(equivalente peso seco) para diluicdes decimais. Assim, procedeu-se a duas estimativas da
populacd@o nativa por cada repeticdo. Em baldes Erlenmeyer 250 ml com 90 ml de solugéo
Harper e Gibson (1984), diluida 1:4, e pérolas de vidro a adi¢do do equivalente a 10 g de
solo seco permitiu obter a primeira dilui¢io de solo (10™). Os baldes foram agitados a 250
ciclos por minuto durante um minimo de 15 minutos, ap6s o que se procedeu a 6
sucessivas dilui¢des decimais.

As sementes de grio-de-bico (variedade “Elvar”) para a obtengdo de plantas armadilha

foram esterilizadas por imersdo durante 5 minutos em solucdo a 5% de hipoclorito de
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cédlcio, ao que se seguiram 3 lavagens em 4gua esterilizada. As sementes assim
desinfectadas foram colocadas em caixas de Petri com agar de 4gua a 0,75%, para
germinagdo & temperatura de 25-30°C. Ao atingirem cerca de 2 cm de comprimento, as
plamtulas obtidas foram transferidas para os sacos de areia. No dia séguinte a transferéncia
das radiculas para o suporte de crescimento procedeu-se 2 sua inoculagio em
quadruplicado usando 1 ml por planta de cada diluigio de solo.

O suporte para o crescimento das plantas foi areia lavada e crivada, contida em sacos
de polipropileno esterilizados. A solugdo nutritiva usada foi a proposta por Harper e
Gibson (1984).

3.2.2.3. Condicdes de Crescimento

Os sistemas para o crescimento de leguminosas em condigdes controladas apresentam
grande variabilidade de solugdes, determinadas por duas condigdes fundamentais; as
caracteristicas do crescimento da planta e o controlo de contaminagdes (Gibson 1987).
Assim sendo, os sistemas fechados que garantem um muito bom controlo asséptico sio
dificeis de implementar quando se trabalha com proteaginosas que apresentam um grande
volume quer de raizes quer de parte aérea apés algumas semanas de crescimento. Por estes
motivos optamos por adaptar um sistema aberto fdcil de executar, de custos reduzidos e
onde o controlo da assepsia € eficaz principalmente nas fases iniciais do crescimento da
planta. O sistema usado foi de sacos de pléastico autoclavaveis com cerca de 17 cm de
altura por 7 cm de largura. Em cada saco foram colocados 200 ml de areia quartzosa e 25
ml de solugdo Harper e Gibson (1984), seguindo-se esterilizagdo na autoclave a 121°C
durante 30 minutos.

Ap6s introdugdo das radiculas e subsequente inoculagio com dilui¢des de solo, os

sacos foram colocados em cimara de crescimento de plantas nas seguintes condigdes:

Fotoperiodo — 16 horas

Temperatura. Diurna - 24°C

Temperatura nocturna - 16°C

Radiacdo fotossinteticamente activa — 350 umol m?s?

Regas — 5 ml de solugdo de 2 em 2 dias a partir da segunda semana de crescimento

Periodo de crescimento — Quatro semanas
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3.2.2.4. Estimativa populacional

A estimativa populacional foi feita pela observacdo do nimero de plantas noduladas
permitindo a elaboragdo de cédigos de positivos e negativos para a consulta de tabelas de
Numero Mais Provavel. Foram usadas as tabelas propostas por Vincent (1970) e adaptadas
por Somasegaran ¢ Hoben (1994), para 6 diluicdes decimais com 4 repeti¢cdes. Foi
registado o somatdrio de todos os tubos positivos de cada ensaio (m) e aplicada a seguinte
expressdo: X = (m x d)/v, em que X € o Nimero Mais Provavel por grama de solo, m o
valor tabelado para o mimero de positivos, d o reciproco do factor de dilui¢io inicial e ¥ o
volume de dilui¢do usado para inocular plantulas. Os resultados encontram-se expressos
em nimero de ufn (unidades formadoras de nédulos) por grama de solo seco a peso

constante.

3.2.3. Obtencdio e caracterizacio de mutantes espontineos resistentes a

antibidticos

O uso de mutantes espontineos resistentes a antibidticos tem incidido
fundamentalmente em R. leguminosarum bv trifolii, sendo bem conhecidas as possiveis
alteracbes 4s caracteristicas simbidticas e competitivas que tais mutantes possam
apresentar em relacao 4s estirpes originais (ver 2.2.3.1). No entanto, o uso desta técnica de
marcagdo em rizobios para grao de bico, ndo tem sido usada com frequéncia e as
referencias a alteracOes apresentadas pelos mutantes em relacdo a caracteres simbi6ticos e
competitivos, também sdo escassas.

O presente protocolo refere-se 4 metodologia seguida para a obtengao de resistentes a
antibidtico, avaliacdo da efectividade simbiética e capacidade competitiva em relagio a

estirpe original.

3.2.3.1 Selecciio de mutantes espontineas a antibidticos

Com o objectivo de obter informagio sobre a competigdo e persisténcia de campo
de estirpes promissoras para grio-de-bico, as estirpes listadas no Quadro3.3. foram
marcadas por resisténcia a antibiéticos. A técnica de marcagio usada foi a da resisténcia a

elevadas concentracdes de antibidticos, por seleccdo de mutantes espontineos. Para a
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obtencdo de tais mutantes foi usada uma modificagio da técnica descrita por

Schwinghamer and Dudman (1973).

Quadro 3.3. Identificacdo de estirpes usadas nos ensaios, sua origem e actividade
nitrogendsica medida pela técnica da reducéo do acetileno (média de 12 plantas).

Actividade Nitrogendsica
Isolamentos In6culo | Origem/Tipo solo (umol CoHy.pl-1.h-1)
53Ca B1 , Beja/Bve 3.730
54Ca B2 Beja/Bve 3.140
61Ca B3 Beja/Bve 3.671
64bCa B4 Beja/Bvc 5.555
83Ca E1 Elvas/Vx 3.210
84aCa E2 Elvas/Vx 4.025
85Ca E3 Elvas/Vx 3.900
98Ca Vi1 Evora/Pmg 4.642
102Ca V2 Evora/Pmg 2.850
CP31 1 ICARDA 2.817
CP36 12 ICARDA 2.338

Suspensdes densas de aproximadamente 10° ufc ml”, foram inoculadas por
espalhamento em placas de Petri com meio de cultura MLA suplementados com 125 pg
ml” de antibiético, usando 0,1 ml de inéculo. Apés incubagio a 28°C durante 6 a 8 dias foi
registado o nimero de colénias formado em cada placa e repicadas para placas com meio
MLA sem antibi6tico, 3 col6nias bem desenvolvidas de cada estirpe e de cada antibiStico
usado. Apds crescimento em duas repicagens sucessivas de cada uma das coldnias
isoladas, repetiu-se o procedimento inicial, agora usando uma concentragio de antibiético
de 250 pg ml'. Apés incubagio contou-se o nimero de colénias desenvolvidas e
repicaram-se 3 colénias bem desenvolvidas para meio sem antibibtico, apés o que se
seguiu novo periodo de incubacdo € mais duas passagens sucessivas de cada col6nia
isolada para meio sem antibidtico. Terminadas estas passagens por meio sem antibiético,

~

procedeu-se & inoculagdo de cada um dos isolamentos por meio com antibiético na
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concentragio de 250 pg ml” para confirmagio da estabilidade e nivel da resisténcia ao
antibidtico obtido.

Para as estirpes em que se usou dupla marcagdo, isto &, resisténcia a dois
antibiéticos, procedeu-se de forma idéntica a seguida para a obtencdo da primeira
resisténcia, agora partindo de um isolamento ji com resisténcia a um antibiético.

Os isolamentos obtidos foram guardados em microtubos com cunhas de Agar e

colocados a 4°C até futura utilizagdo.

3.2.3.2. Avaliacio comparativa da capacidade simbiética

A avaliagio da capacidade simbidtica dos mutantes em comparagcdo com as suas
estirpes originais, foi realizada através da inoculag@o de plantas com as estirpes (Originais
e Mutantes) e avaliagdo apés 8 semanas de crescimento em condi¢des controladas. A
obtencdo de plantulas de grdo de bico, o substrato e suporte de crescimento, bem como as
condigdes de crescimento foram idénticas ao exposto em 3.2.2.2. e 3.2.2.3.. A inoculagio
das pléntulas foi realizada com 2 ml de uma suspensdo diluida com cerca de 10® ufc ml’!
de cada um dos isolamentos em andlise. O ensaio foi realizado em blocos casualizados
com 12 plantas por tratamento. Uma vez por semana foi realizada uma re-casualizacio da
distribuicdo das plantas na cimara de crescimento de modo a uniformizar todas as plantas
em relacdo as condigdes no interior da cdmara. Os pardmetros determinados no fim do
ensaio foram a avaliacio da actividade nitrogendsica pelo método da reducgio do acetileno,
o peso seco de nédulos e o peso seco da parte aérea da planta.

No fim do perfodo de crescimento das plantas, e imediatamente apés a retirada das
plantas da cdmara de crescimento procedeu-se ao corte da parte aérea, lavagem das raizes
para remogao da areia, colocando-as em frascos serolégicos de 50 ml, rolhados, seguindo-
se injeccao de 2 ml de acetileno. Ao fim de uma hora de incubacgéo a 28°C, recolheu-se 1
ml de amostra de gds de cada frasco e quantificou-se a produgdo de etileno usando
cromatografia de fase gasosa, segundo a metodologia descrita por Upchurch (1987).

Ap6s a determinacio da actividade nitrogendsica procedeu-se a recolha de todos os
nédulos em cada planta. Das plantas inoculadas com bactérias resistentes a antibi6tico,
recolheram-se, de forma casualizada, 3 nédulos por planta para verificagdo da resisténcia
ao(s) antibidtico(s) pela técnica da picada de nédulo e meio de cultura (Winarno e

Lie,1979) . Todos os nédulos de cada planta foram recolhidos para determinagio do seu
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peso seco (peso constante a 70°C). As partes aéreas foram empacotadas em sacos de papel
e colocadas na estufa a 70°C para determinag@o do seu peso seco.

Os dados obtidos foram analisados pelo teste t de Student comparando as médias
das estirpes originais com as médias das estirpes mutantes usando o programa informatico
MSTAT-C (Michigan State University)

3.2.3.3. Avaliacdo comparativa da capacidade competitiva

Os mutantes espontineos resistentes a antibi6ticos obtidos foram avaliados quanto
a sua capacidade de competirem com as estirpes de onde derivaram, de forma a determinar
a possibilidade de serem usados em estudos de comportamento no solo, nomeadamente a
de determinar a capacidade competitiva perante as estirpes nativas. A existéncia de desvios
significativos da capacidade competitiva de mutantes em confronto com as estirpes
originais, limitard o uso daqueles como forma de prever o comportamento de inoculantes
seguindo a metodologia escolhida.

Os in6culos preparados para este estudo de competigio em condigdes de laboratério
foram obtidos de forma a estabelecer diferencas na representagdo de cada estirpe (original
¢ mutante), tal como proposto por Bromfield e Jones (1979). Apés a obtengido de uma
suspensdo densa de cada uma das estirpes foi feito o ajustamento da densidade 6ptica de
modo a conferir alguma homogeneidade entre as 22 suspensdes de células (11 originais e
11 mutantes) e estimar uma densidade populacional de aproximadamente 10® células por
mililitro, seguindo-se dilui¢des para contagem de vidveis em placas de inclusdo com meio
MILA. De cada uma das suspensdes de células foi retirado um volume de amostra de modo
a constituir uma mistura de estirpe original e mutuante em 3 niveis de representagio das
estirpes, 1:1 (50% de cada) 1:10 (10% mutante, 90 % original) e 10:1 (90% mutante, 10 %
original). Obtivemos assim, uma propor¢io esperada varidvel na representacio da estirpe
original e seu mutante no inculo, a ser posteriormente estabelecida de forma precisa pela
contagem de vidveis.

A inoculagdo de sementes foi realizada segundo o anteriormente descrito (3.2.2.2. ¢
3.2.2.3.), assim como o substrato, suporte e condi¢des de crescimento. Cada plantula
recebeu 2 ml de inéculo. Cada nivel de mistura de estirpes foi inoculado em 10 plantas. O
ensaio foi assim constituido por 11 emparelhamentos original/mutante, cada um deles em 3
niveis de representacdo, ou seja 33 tratamentos replicados 10 vezes. O periodo de

crescimento foi de 6 semanas.
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Apés o periodo de crescimento, a parte aérea das plantas foi removida e as raizes
lavadas de modo a retirar a areia. Seguiu-se uma higienizacio das raizes usando lixivia
comercial diluida a 10%, sendo todas as raizes colocadas a -18°C até posterior andlise. De
cada uma das 10 plantas de cada tratamento foram picados 5 nédulos localizados na raiz
principal, ap6s desinfecgdo por imersdo em per6xido de hidrogénio (3%, v/v) durante 3
minutos € lavagem em 3 passagens por dgua destilada estéril. Cada picada de nédulo foi
transferida para meio MLLA e meio MLA suplementado com o(s) antibiético(s) referentes a
cada uma das resisténcias dos tratamentos. O crescimento da picada de nédulo em meio
MLA com antibiético constituiu a evidencia da presenca do mutante resistente no interior
do nédulo e a propor¢io dos nédulos formados pelo mutante resistente uma medida da sua
capacidade competitiva em relaco a estirpe original.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita recorrendo ao teste de y2 avaliando
o desvio da propor¢do de nédulos ocupados pelos mutantes em relacdo a proporgdo

observada do mutante no in6culo.

3.2.4. Avaliacao da capacidade competitiva em condices de campo

Uma das caracteristicas mais importantes das estirpes usadas como inoculantes € a
sua capacidade de competir com sucesso com a populacio nativa na ocupacio dos nédulos.
Foram usados os mutantes espontineos resistentes aos antibiticos como forma de
identificar o in6culo em nédulos obtidos nas condi¢bes de campo.

Sementes de grdo-de-bico da variedade “Elvar” foram inoculadas com uma
suspensdo densa de inoculo (109 ufc mi-1) na noite anterior 2 instalagdo dos ensaios,
mediante a introdugio de 10 ml da suspensdo de células no pequeno saco com as 60
sementes a distribuir em cada linha de sementeira. As sementes inoculadas foram
distribuidas em regos com 6 m de comprimento distanciadas cerca de 10 cm umas das
outras. Em cada uma das linhas foi usada apenas uma das estirpes marcadas com 3
repeticdes por estirpe. Para evitar contaminacOGes cruzadas entre linhas, estas foram
separadas de um metro de solo nao perturbado e cada linha (tratamento) foi intercalada
com a sementeira de linhas usando-se a Ervilha. A distribui¢cdo dos in6culos também foi
feita de modo a que ndo ocorressem perfis de resisténcia semelhantes em linhas adjacentes.

Foram usados cuidados de assepsia para evitar contaminagdes cruzadas, nomeadamente o
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uso de novas luvas de litex em cada inéculo distribuido nas linhas e higienizagdo com
lixfvia comercial de todos os utensilios usados no contacto com o solo.

A organizagdo dos ensaios em cada um dos locais estd representada nas Figuras
3.1.,3.2.e3.3..

Antes da abertura dos regos foi realizada uma adubag@o com superfosfato 18% em
toda a superficie do ensaio, usando o equivalente de 90 Kg de superfosfato por hectare.

A colheita das plantas para avaliacdo da ocupacdo de nédulos foi feita ao inicio da
floracdo (Marco de 1995), tendo sido recolhidas 10 plantas por linha. No laboratério, as
raizes foram cuidadosamente lavadas tendo-se retirado 5 plantas por inoculo e repetigdo
para colheita de n6édulos. De cada uma destas plantas foram retirados aleatoriamente 10
nédulos de modo a que cada nédulo estivesse agarrado a um pequeno trogo de raiz. Cada
conjunto de 10 nédulos foi higienizado por imersdo em lixivia comercial diluida 10%
durante 5 minutos, lavados em 3 passagens por dgua destilada estéril e desinfectados por
imersdo em peréxido de hidrogénio (3%, V/V) durante 3 minutos e novamente lavados em
3 passagens por dgua destilada estéril.

Dado o grande nimero de nédulos a processar (superior a 2475), seria impraticével
fazer a sua tipificagdo em tempo que nio condicionasse a sua deterioragio, pelo que se
obtou por uma modificagio do método de conservagdo proposto por Somasegaran ¢ Hoben
(1994). Tubos de 5 ml de tampa roscada foram preenchidos a cerca de um tergo do seu
volume com silica-gel desidratada (azul), colocando-se por cima um pouco de algoddo.
Colocaram-se os nodulos desinfectados sobre o algoddo, cobrindo-se com outro pequeno
trogo de algoddo. O restante do tubo foi completamente preenchido com silica-gel
desidratada e hermeticamente rolhados. A medida que os nédulos vdo desidratando, a
silica-gel vai hidratando e mudando de cor (rosa), quando tal acontecia os tubos foram

abertos e a silica-gel superficial substituida por uma devidamente desidratada.
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Local - Beja - Herdade de Almocreva

Data de instalagdo - 21/12/94

N° sementes/linha = 60

Quant. indculo = 10 ml suspensdo 10°ufemI™ /saco/180 sementes

Olival

caminho

Repeticdo I

I1 ER EL2 EREL3 EREV1ER Bl ER I2 ER B4 ER EL1 EREV2ER B3 ER B2

1,6m 32m

VEIA
Reepetigio 11

Trigo

Repetigio IIT

I1 ER EL2 ER EL3 ER EV1ER B1 ER 12 ER B4 ER EL1 ER EV2ER B3 ER B2

AVEIA
I1 - Icardal - CP31 - STR'+SPC
I2 - Icarda2 - CP36 - Kan'
Bl - Begal - 353Ca - STR +SPC

B2 - Beja2 - 34bCa - STR'+SPC'
B3 - Beja3 - 61Ca - STR +Kan'
B4 - Bejad - 64bCa - STR +SPC’

EL1- Elvasl - 83Ca - Kan'
EL2- Elvas2 - 84aCa - Kan'
EL3- Elvas3 - 85Ca - SPC’
EVl- Evoral - 98Ca - Kan'
EV2- FEvora2 - 102Ca - STR'
ER - Ervilha -

Figura 3.1. Organizagdo dos ensaio de competigdo de estirpes em grio de bico.
Herdade do Almocreva. Beja

101

EL3EREVZER B4 ER I2 ER B3 ER Bl EREVIER B2 EREL2ER II ERELI1 |

6 m

m

32m

Trigo



01

"SBAH "SBUJ2 A SBSB)) SBp 9pepIoY "001q ap 0pid wd sadinsa ap ordnadwios ap oresus op ogdeziuediQ 7 ¢ eanSig

B[BA

CTAYH €THYH TAT YA 19 49 T Y9 #4 YT I'TA WA AT YT €4 99 26 Y9 1 YE I YA €TA YA TAT YA 19 ¥9 U ¥4 4

1] ogdnaday | | 111 ogdnaday

we w

II ¥9 24 43 €4 YHTATYH 11T 99 v ¥9 2 ¥9 19 Y AT HI €TA ¥ TTA 99 11 ¥9 79 ¥H €4 Y3 TAT ¥4 1'1d 949

| | [ odnaday ] 111 oednaday

N
( SOJUAWAS (0§ ]/0%8S/ | [WYN (] opsuadsns Ui ()] = O[NOOUI IpeprIuEny)

09 = BUUI/S9IUdWAS N
¥6/T1/2T - ogdeeIsul ap ereq
SBUJOA Sese)) Sep 9pepioH ‘SeA[d- [8d00]

wg

w9

W oE

unod B[JIA

epensyg

OpUSIIa] B[IA  «—




d0
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Local - Evora - Herdade Fundagio Eugénio de Almeida
Data de instalagdo - 21/12/94
N° sementes/linha = 60

Quantidade inoculo = 10 ml suspensdo 10*ufcml™ /saco/180 sementes

caminho

T

Repetigdo I N
1 EREI2DEREL3EREVIER Bl ER 12 ER B4 ER EL1 ER EV2ER B3 ER B2

(=)

i m
16m 32m AVEIA N
Reepeticido 11 7m

EREV2ER B4 ER I2 ER B3 ER Bl EREV1ER B2 EREL2ER I1 EREL1

L3 —
I 32m

i
|
i
'E,

Trigo

I

I

! AVEIA

i Repeticdo III

1 EREL2EREL3EREVIER Bl ER I2 ER B4 ER EL1 ER EV2ER B3 ER B2
!
|
|
[

AVEIA

Il - Icardal - CP31 - STR +SPC

I2 - Icarda2 - CP36 - Kan'

Bl - Beal - 353Ca - STR +SPC

B2 - Beja2 - 54bCa - STR'+ SPC'

B3 - Bega3 - 6lCa - STR +Kan'

B4 - Bejad - 64bCa - STR'+SPC’
EL1- Elvasl - B83Ca - Kan'
EL2- FElvas2 - B84aCa - Kan"
EL3- Elvas3 - 85Ca - SPC'
EVl- Evoral - 98Ca - Kan'
EV2- Evora2 - 102Ca - STR’

ER - Ervilha -

Figura3.3. Organizagio dos ensaio de competi¢do de estirpes em grio de bico.
Herdade Fundacio Eugénio de Almeida. Evora.
103



Competicio M, ciceri em grio de bico

Quando se procedeu a avaliagdo dos ocupantes de nédulos, foram recolhidos de cada
tubo 5 nédulos, colocados em dgua estéril durante a noite no frigorifico para re-hidratagio,
sendo seguidamente desinfectados por imersdo em peréxido de hidrogénio (3%, V/V)
durante 3 minutos e novamente lavados em 3 passagens por dgua destilada estéril.

A avalia¢@o dos ocupantes de nédulos foi realizada segundo o descrito em 3.2.4.. A
percentagem de nédulos ocupados por uma estirpe com crescimento no meio de cultura
com o respectivo antibiético foi considerada a medida da sua competitividade em relagio

ds estirpes nativas presentes no solo.

Analise estatistica dos resultados

Como anteriormente, na andlise da distribuicdo de ndédulos e recuperagdo de
inéculo nas zonas da raiz do trevo, realizaram-se testes ndo paramétricos testando-se
hip6teses nulas sobre a distribuicdo dos dados aplicando os testes de Kruskal-Wallis e os
testes bilaterais U de Mann-Whitney usando o programa Stargraphics 4.2 (STSC, Inc.,
Rockville, MD, USA). Estas andlises visam esclarecer a importincia de; a) Origem das
estirpes na propor¢cdo de nédulos ocupados pelo inoculante, b) destino, isto &, dos locais
onde foram introduzidas as estirpes, na propor¢io do in6culo recuperado, e c) estirpes em
si afectarem a propor¢ao de nédulos ocupados pelo inoculante.

Com o objectivo de fazer uma andlise mais fina dos resultados, procedeu-se a um
conjunto de andlises para obter uma classificacio das estirpes em funcio das suas origem e
destinos de forma a compreender melhor a distribuicio dos resultados nos 3 locais de
ensaio. A andlise discriminante usando os procedimentos DISAR e DISEL de SPAD-S
(Gueguen et al. 1996), a andlise das correspondéncias usando o procedimento CORBI de
SPAD-N (Lebart et al. 1996) e as classificacoes automdticas usando os procedimentos
RECIP e PARTI-DECLA de SPAD-N (Lebart et al. 1996) permitirdo uma classificagio ou
agrupamento das estirpes segundo as suas origens e destinos (locais de ensaio) em
resultado da propor¢do da recuperagdo da estirpe inoculante.

Para além dos valores absolutos da recuperagdo das estirpes inoculantes nos
diferentes locais de ensaio, a que podemos chamar intensidade de competi¢io, é também
importante verificar a forma como esta se distribui quer entre as plantas recolhidas, quer
entre os locais, quer entre as repeticdes realizadas em cada local, isto é avaliar a

variabilidade da competicdo. Para isso, usaram-se as mesmas técnicas para a andlise da

104



Competicdo M. ciceri em grao de bico

intensidade de competicdo, mas usando como valores ndo a propor¢do de nédulos
ocupados pelo inoculante mas sim o desvio padrio das amostras como medida da
variabilidade. Assim, foi verificada, com base no mesmo tipo de anilises, a competi¢do

medida pela sua intensidade e a competi¢do pela sua variabilidade.

3.3. Resultados

3.3.1. Populacdes nativas de Mesorhizobium ciceri.

As estimativas populacionais de M. ciceri avaliadas pela técnica da infec¢do de
plantas com dilui¢Ges de solo para determinacdo do Niimero Mais Provivel (MPN) por
grama de solo (Quadro 3.4), usando grio de bico de sementeira Outono/Inverno, variedade
“Elvar”, revelaram colonizag¢Ges diferentes em cada um dos solos testados. No solo de Beja
encontramos populages da ordem de 10* unidades formadoras de nédulos por grama de
solo, revelando uma populacdo nativa elevada, apesar de hd4 muitos anos ndo ser cultivado
grdo de bico na folha onde se realizaram os ensaios. PopulagGes desta ordem de grandeza
poderdo resultar de boas condi¢Ges de sobrevivéncia para estas bactérias dado este solo
(Barro vermelho de calcarios, Bvc) ser um solo de muito boas caracteristicas quer no que
respeita ao seu pH, textura, capacidade de retenciio de dgua e teor de matéria orginica
(1,4%). Populagdes desta dimens@o constituem um obstdculo & implantacio de estirpes de
rizébio e resposta i inoculacio de grio de bico.

No solo do local Evora, ndio foi detectada pela técnica usada qualquer planta
nodulada em nenhuma das dilui¢des de solo, pelo que a populagdo nativa usando como
planta armadilha grao de bico “Elvar”, serd presumivelmente nula. No entanto, numa folha
adjacente a utilizada para a realizacio deste ensaio, foi possivel no ano anterior realizar
isolamentos de rizébio a partir de nédulos colhidos em plantas retiradas de uma cultura de
grdo de bico. Assim sendo, a populacdo nativa estard presente, no entanto o seu nimero
serd reduzido, abaixo da capacidade de detecc@o da técnica quantitativa usada (populagGes
inferiores a 10 por grama de solo). Neste solo, ndo seria de esperar populagdes elevadas
para grdo de bico dadas as caracteristicas do solo, nomeadamente reaccdo dcida, textura
ligeira, fraca capacidade de retengdo para a dgua e baixo teor de matéria orginica (0.8%),
tipicas dos solos Pmg (Pardos mediterrnicos de granitos) e por a cultura ndo ser

tradicional na regido Nestas condi¢cdes recuperacdo de estirpes de rizébio inoculado
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(competicdo) estard facilitada pois as populacGes nativas presentes estario em nimero

insuficiente no solo para impedirem a nodulacdo por parte de inoculantes.

Quadro 3.4. Estimativas populacionais de M. ciceri nos solos e repeticdes dos locais de
ensaio, avaliadas pela técnica de infecgdo de plantas para determinacdo do Nimero Mais
Provavel (MPN)

Dilui¢des Somatdrio Valor MPN
Local Repeticdes Estimado | gr? de solo
m uf
10" | 102 | 10° | 10* | 105 | 10° + (m) (uf)
4 4 4 4 0 0 16 1700 1,7x10*
Repl
4 4 3 3 1 0 15 1000 1,0x 10*
4 3 3 1 0 0 11 100 1,0x 10
Beja RepII
4 4 4 4 1 0 17 3100 3,1x 10°
4 4 4 4 2 0 18 5900 59x10*
Rep HI
4 4 3 4 0 0 15 1000 1,0x 10*
3 2 0 0 0 0 5 3,1 3,1x10
Repl
4 3 1 0 0 0 8 17 1,7x 10
2 2 0 0 0 0 4 1,7 1,7x10
Elvas Rep II
3 0 0 0 0 0 3 1 10
4 2 0 0 0 0 6 58 58x10
Rep Il
4 3 0 0 0 0 7 10 1,0x 10
0 0 0 0 0 0 0 0
ReplI
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 .
, Nio
Evora Rep I
o lolo| o] o] o 0 0 Detectavel
0 0 0 0 0 0 0 0
Rep II
0 0 0 0 0 0 0 0

O solo do local Elvas apresentou uma situagio intermédia entre o local Beja e Evora
com uma populacdo nativa para grao de bico que varia entre 10 e 170 unidades formadoras

de nédulos por grama de solo. Trata-se de uma populagio baixa revelando a auséncia de
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hospedeiro ao longo de muito tempo, possivelmente também algum constrangimento a
implantacdo de estirpes, pois também no local Beja, o grdo de bico h4 muitos anos que ndo

€ cultivado e apresenta popula¢des muito superiores.

3.3.2. Selecgo de mutantes espontineos a antibidticos

No Quadro 3.5. observamos a sequencia de valores obtidos no processo de selecg¢do
de mutantes resistentes aos antibioticos. Assim numa primeira passagem da suspensdo
densa (10° mI™") pelo primeiro antibiético, observou-se uma frequéncia de mutagdo que estd
de acordo com a espectivel em estirpes de rizébio (1 em 10° a 1 em 107, Somasegaran e
Hoben, 1994). A partir de col6nias que retiveram resisténcia a 125 pg ml'l, foi feita a sua
inoculagdo em meio com 250 pg ml’. O grande niimero de col6nias observado levou a que
se procedessem a dilui¢cdes seguidas de plaqueamento em meio com este segundo nivel de
antibiético de modo a obter colénias individualizadas que permitissem o isolamento dos
mutantes com o nivel resisténcia pretendido. Esta situagdo € explicada pelo facto de a
ocorréncia da selec¢do de um mutante j& com um nivel aprecidvel de resisténcia lhe
conferir resisténcias a niveis de antibiético mais elevados, pelo menos numa grande parte
da populacéo obtida.

Para a selec¢@o dos mutantes obtidos, quer para o seu uso apenas com resisténcia a
um dos antibidticos, quer para a selec¢cdo de mutantes com resisténcia a dois antibidticos,
foram escolhidas colénias das placas que apresentaram maior mimero de colénias na
diluiggio para a selecgio do nivel maximo de resisténcia (250 pg ml™).

De notar que a frequéncia, avaliada pela média do nimero de col6nias obtido para as
estirpes na exposi¢do inicial ao antibidtico (10), aumentou quando as estirpes j4

apresentava uma resisténcia a um dos antibiéticos (36).

107



Competicdo M. ciceri em grio de bico

Quadro 3.5. Colénias obtidas inoculando 0.1 ml de uma suspenséo inicial de 10° células
por ml. Valores assinalados representam a placa de onde se partiu para o passo seguinte na
selecgdo para 2* marcagdo ou uso do de mutante com resisténcia dnica.

N° col6nias N° colénias N® col6nias
125pugml! | 250 pg ml-1 250 pg ml-1 Perfil de
Estirpe | 1° Antibidtico | Placas o R 2° Antibiético 70 . .
antibiético dilui¢do 10 antibiético resistencia
(media 2 placas)
1 11 23 45
53Ca | Estreptomicina 2 15 0,48 Espectinomicina 32 STR" + SPC*
3 9 0,60 47
1 0 75 38
54bCa | Estreptomicina 2 17 50 Espectinomicina 51 STR' + SPC”
3 11 23 36
1 21 5 41
61Ca | Estreptomicina 2 15 32 Kanamicina 29 STR' + Kan"
3 6 160 25
1 18 65 16
64bCa | Estreptomicina 2 13 53 Espectinomicina 20 STR" + SPC*
3 73 18
1 125
83Ca Kanamicina 2 6 90 Kan®
3 102
1 18 0,11
84aCa Kanamicina 2 25 25 Kan"
3 13 23
1 11 89
85Ca | Espectinomicina| 2 23 67 SPC*
3 15 88
1 3 70
98Ca Kanamicina 2 8 0,61 Kan®
3 11 0,76
1 7 54
102Ca | Estreptomicina 2 1 36 STR*
3 0
1 4 135 29
CP31 | Estreptomicina 2 7 194 Espectinomicina 57 STR' + SPC"
3 10 121 41
1 8 164
CP36 Kanamicina 2 6 126 Kan"
3 148
Média 10 36
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3.3.3. Avaliacao comparativa da capacidade simbiética

De uma maneira geral os mutantes espontineos resistentes a antibidticos
seleccionados ndo apresentaram diferencas no que respeita 4 sua capacidade simbi6tica em
relagdo as estirpes originais avaliada pelo peso seco da parte aérea, pelo peso seco de
nédulos e pela actividade nitrogendsica medida pela redugio do acetileno (Quadro 3.6.),
apesar de detectarem variacOes significativas pontuais em alguns isolamentos resistentes

aos antibidticos e apenas a alguns, ndo em todos, os parimetros analisados. Assim e no que

Quadro 3.6. Eficiéncia Simbidtica de mutantes resistentes a antibi6ticos comparados com
as suas estirpes originais. Valores seguidos de * diferem significativamente da estirpe
original para P<0.05. Entre paréntesis Erro Padrio da Média.

Parte aérea Nédulos CH,
Estirpes Peso seco (mg) Peso seco (mg) (uMol/pl/hr)
Originais | Mutantes | Originais | Mutantes Originais Mutantes

53Ca | 409 (22) 437 (26) 21 (4) 27 (3) 2,33 (0,45) 4.88*(0,99)
54Ca | 398 (36) 398 (20) 26 (6) 32 (5) 4.4 (0,49) 1.81*(0,39)
61Ca | 447 (26) 460 (33) 31 (6) 36 (5) 4,14 (0,75) 2.23*(0,75)
64bCa | 422 (42) 402 (15) 27 (6) 394 6,46 (0,70) 4.20%(0,60)
83Ca | 389 (23) | 465%(26) 42 (5) 40 (5) 4,01 (0,60) 3,96 (0,77)
84aCa | 405(28) | 367(25) 46 (7) 25%4) 3,24 (0,59) 1.93*(0,19)
85Ca | 526 (40) 523 (55) 49 (7) 52 (8) 5,66 (0,94) 6,47 (1,50)
98Ca | 774 (89) 592 (63) 68 (7) 53 (7) 4,9 (1,12) 3,73 (0,58)
102Ca | 554 (47) 486 (34) 50 (1) 45 (5) 3,73 (0,65) 5,41 (0,76)
CP31 | 394 (15 466 (37) 47 (6) 44 (7) 3,96 (0,77) 3,46 (0,68)
CP36 | 492 (54) | 462 (46) 19 (3) 24 (3) 3,03 (0,78) 3,68 (0,79)

diz respeito ao peso seco da parte aérea, apenas se detectaram diferengas significativas na
estirpe 83Ca (STR'), tendo esta inclusivamente revelado uma performance superior 2 da
estirpe original. Em relagdo ao peso seco de nédulos, apenas uma das estirpes, 84aCa
(Kan"), foi significativamente inferior a estirpe original, ndo tendo isso reflexos na
produgdo de peso seco da parte aérea, mas com reducdo significativa na sua actividade

nitrogendsica. Em relagdo a este ultimo pardmetro avaliado, actividade nitrogendsica,
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observamos variagQes significativas em 5 dos 11 isolamentos testados, sendo quatro deles
significativamente inferiores ¢ um superior. No entanto este pardmetro, apesar de
importante, revela apenas a actividade do aparelho enzimdtico fixador de azoto no
momento da colheita e nas condi¢des da andlise, sendo considerado por vérios autores,
uma andlise a ser confrontada com outras para a avaliagdo da capacidade simbiética do par
bactéria’hospedeiro em estudo (Vessey, 1994)

Assim, em termos gerais, apesar de existirem algumas diferencas da capacidade
simbiética entre mutantes e originais, estas ao ndo ocorrerem em todos os parimetros
usados, podemos considerar estes isolamentos mutantes espontineos aos antibiéticos como

aptos para estudos de ecologia.

3.3.4. Avaliaciio comparativa da capacidade competitiva

No Quadro 3.7 apresenta-se os valores das populagbes usadas para inocular as
plantulas, a proporcdo de nédulos ocupados pelos mutantes e os valores de x2 observados
na comparagdo da proporgdo de nédulos formados pelo mutante e sua proporgio no
inéculo. Como € natural, as propor¢oes original/mutante esperadas (1:10, 1:1, 10:1) no
inéculo apresentaram desvios, pelo que as andlises de y2 realizadas a cada par
original/mutante foram baseadas na propor¢do de mutante de facto presente no in6culo e
ndo naquela que se pretendia.

Para o conjunto das estirpes analisadas ndo parece existir uma marcada diferenca
entre isolamentos resistentes aos antibidticos e suas estirpes originais. Assim das 33
combinagdes possiveis (11 pares original / mutante em 3 niveis de propor¢do) 18 ndo
mostraram diferencas significativas pelo teste do 42 entre originais ¢ mutantes, € em 15
detectaram-se tais diferengas. Quer nas combinacGes que mostraram diferencas quer nas
que ndo mostraram, encontramos pares em que a competicio dos mutantes foi tanto
superior como inferior ao esperado, embora estas diferencas apenas tenham sido elevadas
para a da estirpe 64bCa em que a uma representacdo de 79% do mutante no inéculo,
correspondeu apenas a 33,3% de nédulos formados e para a estirpe 85Ca com 70% no
inéculo € 29,7% nos nédulos (Quadro 3.7). De notar que na propor¢do intermédia na
representacdo de original e seu mutante, que se pretendia ser de 1:1 mas que obviamente

apresentou algum desvio em relag@o ao pretendido quando se verificaram com
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Quadro 3.7. Competicio de mutantes versos estirpes originais em diferentes proporgdes

no inéculo. P(y2 >10.828) = 0.001. 32* - % mutante recuperado néo difere da % esperada.

. Poppl_agﬁo Populacio Pop. Total Mutante é\g ;2:3:’) Nédulos | Diferenca 2
Estirpe Resgst.e’nlea Original Mutante Inoculada no o Ocupados na % entre
Antibiético Contada Contada g 1| Inéculo 2 Mutante inoc. e
x 10% ufc mI" | x 108 ufe my? | X 10 0™l | g I“",;]“m % | recuperado
6,10 5 10 11,1 6,1 7,526*
33C2 | SpCySTR'| 643+038 | 3,1+0,65 477 33 50 222 108 | 4,340¢
3,43 81 90 53,3 -27,7 51,272
3,67 5 10 13,3 8,3 15,249
54bCa | SPC'+STR"| 3,88 +0,33 1,8 £0,25 2,84 32 50 15,7 -16,3 11,861
2,01 81 90 66,7 -143 12,592
5,28 5 10 17,7 12,7 34,704
61Ca | SPC'+Kan' | 5,58 +0,68 2,6 +£0,20 4,09 32 50 41,0 9 3,917*
2,90 81 90 80,0 -1 0,036*
2,02 4 10 6,7 2,7 1,290*
64bCa | SPC'+STR"| 2,15+0,30 | 0,88+ 0,60 1,52 29 50 13,3 -15,7 11,975
1,01 79 90 333 -45,7 122,293
9,46 5 10 6,7 1,7 0,527*%
83Ca Kan' 9,98 +0,58 4,8 +0,45 7,39 32 50 29,7 23 0,360*
5,32 81 90 74,7 -6,3 2,829+
10,14 5 10 6,7 1,7 0,561*
84Ca Kan' 10,7 £0,38 5,1+0,55 7,90 32 50 31,0 -1 0,075*
5,66 81 90 62,3 -18,7 22,961
3,24 3 10 0 0 93
85Ca SPC’ 3,5+0,30 0,92 £ 0,40 2,21 21 50 6,7 -14,3 12,144
1,18 70 90 29,7 -40,3 79,016
1,49 29 10 423 13,3 7,960*
98Ca Kan' 1,17 £0,05 4,4 +0,35 2,79 79 50 73,3 -5,7 1,932+
4,08 97 90 100,0 3 2,955*
1,27 13 10 33,3 20,3 34,201
102Ca STR’ 1,22 £0,03 1,7+0,15 1,46 58 50 62,2 4,2 0,659*
1,65 93 90 100,0 7 7,974*
8,48 3 10 17,7 14,7 79,978
CP31 | SPC'+STR"| 9,15 +0,55 2,4 +0,15 5,78 21 50 44,7 23,7 34,663
3,08 70 90 100,0 30 42,361
4,58 2 10 43 23 4,129+
CP36 Kan' 5,00+0,20 | 0,78 +0,70 2,89 13 50 15,7 2,7 0,404*
1,20 58 90 73,3 15,3 9,176*
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as contagens em placa, existe uma muito boa proporcionalidade entre a recuperagido de
nédulos ocupados pelo mutante e a proporgéo real deste no in6culo (Figura 3.4.).

Uma observagio detalhada, de cada um dos emparethamentos original/mutante para
cada nivel de representacdo do mutante na populacio inoculada nas plantas, verificamos
existir sempre uma relagdo positiva e significativa entre o aumento da proporgio de
mutante no inéculo e sua recuperacdo nos nédulos (Figura 3.5), pelo que podemos
considerar estes mutantes como utilizdveis em estudos de ecologia de rizébio em solos

com popula¢Ges nativas.

100 -
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= 75 _
£
g
2
&
o
3 50
g y=0,94x - 0,3269
g R%*=0,6735
:é 25 r=0,821 P<0,01
R

L 2
[ ]
O T T T ]
0 25 50 75 100
% mutante no inéculo

Figura 3.4. Relagio entre % mutantes no inéculo e nédulos ocupados pelo mutante no

nivel intermédio de representacdo.
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Figura 3.5. Relacdo entre proporgio de mutante no inéculo e propor¢do de nédulos
formados pelos mutantes em todos os pares original : mutante (continua)
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3.3.5 Avaliacfo da capacidade competitiva em condi¢des de campo

(Competicao — Intensidade)

Os resultados obtidos na recuperagio de nédulos ocupados pelos inSculos
resistentes a antibidticos que resultaram das colheita de plantas nos trés locais de ensaio
sdo considerados como uma medida da capacidade competitiva das estirpes em estudo
quando introduzidas em solos de diferentes caracteristicas e apresentando populacGes
nativas de rizébio para grio de bico muito diferentes. Os resultados obtidos (Quadro 3.8. e
Figura 3.7.) permitem-nos desde j4 uma observagio sumdria do comportamento
competitivo dos inéculos usados naquelas condigdes de ensaio.

Em primeiro lugar parece evidente que o conjunto dos onze indculos teve um
comportamento diferente em fungdo dos locais onde foram introduzidas. Por exemplo o
inéculo 12 (mutante resultante da estirpe CP 36 da colecgdio do ICARDA) teve uma
capacidade competitiva muito diferente em func@o de locais onde foi introduzido (destino)
variando a proporgéo de nédulos por si ocupados entre 78 % em Evora e 6% e 8% em Beja
e Elvas respectivamente. O inéculo E2 nio foi recuperado em nenhum dos locais de ensaio
revelando-se assim uma estirpe pouco competitiva nas presentes condi¢des de ensaio.
Porem, outras estirpes tiveram um comportamento competitivo mais uniforme em todos os
destinos, embora com variagdes assinaldveis, por exemplo o inéculo I1.

Por outro lado, parece ser visivel uma tendéncia para que as estirpes oriundas de
um dado local, competiam melhor nesse local, sendo que as estirpes de Beja t8m uma
aparente tendéncia para competir methor em Beja do que em Elvas, o mesmo acontecendo
com as estirpes oriundas do local Evora. Ou seja, os dados parecem indicar relacGes de
capacidade competitiva envolvendo os locais de origem, os locais de destino e as
caracteristicas préprias de cada uma das estirpes testadas, com todas as interaccSes daf
resultantes.

ImpGe-se assim uma avaliagdo estatistica que permita estabelecer as relagGes entre
estirpes e locais de aplicagdo, de forma a conhecer os fenémenos subjacentes A competi¢io
de estirpes de rizébio de grio de bico nestes solos com aptiddo 2 cultura de grio de bico de
sementeira Outono/Inverno. Dada a natureza binomial dos dados (dados em proporgdes
onde um nédulo pode dar origem apenas a um de dois resultados, tem estirpe inoculante ou
estirpe nativa) os pressupostos das anélises de varifincia por métodos paramétricos
dificilmente serdo satisfeitos, tendo-se optado por métodos de andlise nfio paramétricos,

pela anélise discriminante, andlise das correspondéncias e classificagdes automaticas.
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Quadro 3.8. Propor¢io média e erro padrdo da média para os nédulos ocupados pelos
in6culos nos locais de ensaio de Beja, Elvas e Evora.

Origem Local Cédigo Ocupacio
Estirpe |Inéculo das de Combinagdo | Nédulos SEM
Estirpes | Destino | Inoc. x Local %
53Ca B1 B1B 43 1,2
54bCa B2 Beja B2B 45 1,1
61Ca B3 B3B 83 1,4
64bCa B4 B4B 70 2,9
83Ca El E1B 8 1,2
84aCa E2 Elvas Beja E2B 0 0,0
85Ca E3 E3B 47 13,0
98Ca V1 Evora V1B 4 0,1
102Ca V2 V2B 26 2,9
CP31 I I1B 66 0,2
CP36 12 ICARDA 12B 6 0,5
53Ca B1 BIE 51 3,1
54bCa B2 Beja B2E 19 1,0
61Ca B3 B3E 15 1,2
64bCa B4 B4E 56 6,6
83Ca El E1E 3 0,1
84aCa E2 Elvas Elvas E2E 0 0,0
85Ca E3 E3E 24 1,3
98Ca V1 Evora VIE 0 0,0
102Ca V2 V2E 11 1,1
CP31 n I1E 51 1,4
CP36 12 ICARDA I2E 8 1,0
53Ca B1 B1V 83 2,6
54bCa B2 . B2V 43 0,1
Beja
61Ca B3 B3V 40 7,2
64bCa B4 B4V 67 19,2
83Ca E1l E1V 24 1,4
84aCa E2 Elvas Evora E2V 0 0,0
85Ca E3 E3V 81 0,0
98Ca \'2! Evora Viv 69 2,5
102Ca V2 V2V 63 5,1
CP31 Il ICARDA nv 43 4,5
CP36 12 12V 78 4,5
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3.3.5.1. Analises niao paramétricas

3.3.5.1.1. A origem das estirpes (independentemente dos destinos, repeticoes e

plantas) afecta a competicio?

Usando o teste de Kruskal-Wallis seguido de testes bilaterais independentes de U

de Mann-Whitney econtraram-se diferencas significativas entre a competi¢cio das

estirpes agrupadas de acordo com a sua origem (P=2.064x10-11). Das 6 comparagdes
realizadas entre pares de amostras s6 ndo havia diferencas significativas entre Beja e
ICARDA (P=0.094) e entre Elvas e Evora (P=0.120); nas restantes houve sempre
diferencas significativas (P<0.036).

Quadro 3.9. Proporcio média da recuperagdo de indculos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio (destinos), repeticGes e plantas. Para valores
seguidos da mesma letra ndo héd diferenca significativa para P<0,05. pelo teste de U de
Mann-Whitney. Entre paréntesis, erros padrdo da média.

Origem n mediana média
Beja 169 60 51429) | a
Elvas 118 0 21.1(3.2) b
Evora 81 0 275@.0) | b
ICARDA 79 25 42.6 (5.0) a

Formam-se dois grupos, um de competicdo (% nédulos ocupados pelo inoculante)
mais elevada com origem em Beja e ICARDA, outro de competi¢io mais baixa com
origem em Elvas e Evora (Quadro 3.9.).

Por razbes que serdo apresentadas posteriormente (3.3.5.2.), houve necessidade de
ndo considerar em certas andlises dos dados os individuos que tinham, em todas as
varidveis, valores nulos de competicdo (E2B, E2E, E2V e V1E). Dai que se tenham
refeito os testes de Kruskal-Wallis e de U de Mann-Whitney para avaliar o efeito da ndo
consideracdo daquelas varidveis. Tal como anteriormente hd diferencas significativas
entre a competicdo das estirpes agrupadas de acordo com a sua origem (P=2.096x10-5).

Das 6 comparagbes realizadas entre pares de amostras s6 havia diferencas significativas

entre Beja e Elvas (P=6.112x10-0) e entre Beja e Evora (P=5.634x10-4); nas restantes

nunca houve diferencas significativas (P> 0.05).
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Quadro 3.10. Proporcdo média da recuperagio de in6culos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio (destinos) repeti¢des e plantas ndo considerando
as varidveis E2B, E2E, E2V e VI1E. Para valores seguidos da mesma letra ndo ha
diferenca significativa para P<0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre paréntesis,
erros padrao da média.

Origem n mediana média
Beja 169 60 51.4 (2.9)
Elvas 86 0 29.0 (4.0)
Evora 68 20 32.8 (4.5)
ICARDA 79 25 42.6(5.0) | ab

Apesar de a origem das estirpes continuar a afectar significativamente a
competi¢do, os dois grupos mutuamente exclusivos que se formavam quando se
consideravam os individuos E2B, E2E, E2V e VIE desaparecem (Quadro 3.10.),
essencialmente devido a que as varjaveis de valor nulo serem precisamente devidas a
estirpes com origem em Elvas e Evora, o que faz aumentar a média da proporgdo de

nédulos ocupados pelos in6culos daquela origem.

3.3.5.1.2. O destino das estirpes (independentemente da origem, repeticdes e

plantas) afecta a competicio?

Detectam-se diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de
testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney (P=1.3111x10-10). Das 3

comparag0es realizadas entre pares de amostras houve sempre diferengas significativas
(P<0.008).

Quadro 3.11. Propor¢io média da recuperagdo de inéculos nos diferentes destinos
independentemente da origem, repeti¢des e plantas. Para valores seguidos da mesma
letra ndo hé diferenca significativa para P<0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre
paréntesis, erros padrdo da média.

Destino n mediana média
Beja 155 20 3513.1) { b
Elvas 149 0 22927 | ¢
Evora 143 60 55435 | a
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Formam-se trés grupos, um de competicio mais elevada com destino Evora, um
de competicdo intermédia com destino Beja € um de competicdo mais baixa com
destino Elvas (Quadro 3.11.)

Nio considerando os individuos que tinham em todas as varidveis valores nulos
de competicio (E2B, E2E, E2V e VIE), verificou-se, como anteriormente, haver

diferencas significativas entre a competicdo das estirpes agrupadas de acordo com o seu

destino (P=6.978x10-9). Das 3 comparacbes realizadas pelo teste de U de Mann-
Whitney entre pares de amostras houve sempre diferencas significativas entre os
destinos (P<0.034). |

Quadro 3.12. Propor¢io média da recuperagdo de indculos nos diferentes destinos
independentemente da origem, repetices e plantas, retirando da andlise as varidveis
E2B, E2E, E2V e VIE. Para valores seguidos da mesma letra ndo hd diferenca
significativa para P<0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney . Entre paréntesis, erros
padrdo da média.

Destino n mediana média
Beja 142 333 38332) | b
Elvas 124 20 276 3.1) | ¢
Evora 136 63.8 582@3.5) | a

Ou seja, considerando ou ndo os individuos com valores nulos de competicéo
(E2B, E2E, E2V e V1E), formam-se os mesmos trés grupos, um de competicdo mais
elevada (destino Evora), um de competicio intermédia (destino Beja) e um de
competi¢io mais baixa (destino Elvas), indicando Evora como o local onde a proporgio
de nédulos formados pelos indculos, independentemente da sua origem, € maior,
seguido de Beja e por iltimo Elvas, sendo este o local de maior dificuldade de

implantagio de inéculos nas condigdes de ensaio.

3.3.5.1.3. Combinaciio origem / destino (independentemente das repeticoes e

plantas) afecta a competicao?

Os testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney detectam diferencas
significativas entre a competi¢do dos dois grupos de estirpes (P=0.010), apresentando-se
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no Quadro 3.13. os parAmetros das amostras analisadas.

Quadro 3.13. Propor¢do média da recuperagdo de nédulos para a combinagio origem /
destino iguais ou diferentes. Entre paréntesis, erros padrao da média.

Combinacdo origem / destino | n | mediana média
origem e destino iguais 125 50 44.4 (3.3)
origem e destino diferentes 322 20 349 2.3)

Nao considerando os dados os individuos que tinham em todas as varidveis
valores nulos de competigao (E2B, E2E, E2V e V1E) continuam a ser detectadas
diferengas significativas entre a competi¢io dos dois grupos de estirpes (P=0.012),

apresentando-se no Quadro 3.14 os pardmetros das amostras analisadas.

Quadro 3.14. Proporgdo média da recuperagdo de nédulos para a combinagio origem /
destino iguais ou diferentes retirando da andlise as varidveis E2B, E2E, E2V e VIE.
Entre paréntesis, erros padrdo da média.

Combinacio origem / destino n | mediana média

origem e destino iguais 113 50 49.1 (3.4)
origem e destino diferentes 289 25 38.9(2.4)

Ou seja, a propor¢do de nédulos ocupados pelos inéculos, com ou sem os
individuos E2B, E2E, E2V e V1E, é superior quando a origem dos inSculos é idéntica a
do local onde foram re-implantados, o que mostra a sua adaptagio 4s condi¢des dos

locais de origem.

3.3.5.1.4. Estirpes (independentemente da origem, destino, repeticées e
plantas) afectam a intensidade da competiciao?

Pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de testes bilaterais independentes de U de
Mann-Whitney detectam-se significativas entre a competi¢do das estirpes (P=0). Das 55

comparagGes realizadas entre pares de amostras em 20 ndo havia diferencas

significativas (P>0.068) e em 35 havia (P<0.049).
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Quadro 3.15. Proporcdo média da recuperacdo de indculos (independentemente da
origem, destino, repeticGes e plantas). As letras resultam do teste de U de Mann-
Whitney. Entre paréntesis, erros padrio da média.

Inéculo n mediana média
B1 45 60 58.4(5.5) | ab
B2 44 36.7 33.8(4.2) | cd
B3 39 40 49.3 (6.3) | abc
B4 41 80 64.8(6.2) | be
E1l 42 0 8.7 (3.6) f
E2 32 0 00 g
E3 44 50 48.4(5.8) | ac
V1 43 0 256(56) | d
V2 38 10 29.6 (5.8) | dh
I 41 60 49.8 (6.9) | ace
12 38 0 348(7.1) | ch

Apesar de haver diferencas significativas entre as estirpes, com duas das estirpes
(E1 e E2) a destacarem-se claramente das restantes, a proliferacdo de grupos com mais
ou menos intersec¢des sugerem que as estirpes por si s ndo explicam as diferencas de
competicio observadas.

Retirando os individuos que tinham em todas as varidveis valores nulos de
competi¢do (E2B, E2E, E2V e V1E) e refazendo-se os testes de Kruskal-Wallis e os
testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney detectam-se de novo diferencas
significativas entre a competigio das estirpes (P=2.062x10-10). Das 45 comparagées
realizadas entre pares de amostras em 24 ndo havia diferengas significativas (P>0.071) e
em 21 havia (P<0.049), com o aumento dos pares de amostras que ndo diferiam
significativamente a resultar da retirada do individuo V1E, com valores nulos de
competicdo em todas as varidveis.

Apesar de continuar a haver diferencas significativas entre as estirpes, agora
naturalmente que s6 com uma das estirpes (E1) a destacar-se claramente das restantes, a
proliferacdo de grupos com mais ou menos intersecgdes sugere que as estirpes por si s6
ndo explicam as diferengas de competicdo observadas quando a anélise € feita sem as
estirpes E2B, E2E, E2V e V1E.
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Quadro 3.16. Propor¢do média da recuperagdo de inéculos (independentemente da
origem, destino, repeti¢cdes € plantas, retirando da andlise as varidveis E2B, E2E, E2V e
VIE. As letras resultam dos testes de U de Mann-Whitney. Entre paréntesis, erros
padrdo da média.

Inéculo n mediana média

B1 45 60 58.4(5.5) | ab
B2 44 36.7 33.8(42) | cd
B3 39 40 49.3 (6.3) | abc
B4 41 80 64.8(6.2) | b

El 42 0 8.7 (3.6) f

E3 44 50 48.4(5.8) | ac
A2 30 29.2 36.8(7.2) | cd
V2 38 10 29.6 (5.8) | de
I 41 60 49.8 (6.9) | abc
2 38 0 34.8(7.1) | ce

As estirpes que se destacam nesta andlise, fazem-no pela negativa, isto &,
apresentam capacidade competitiva nula (E2) ou baixa (E1), sendo que esta dltima
apesar de recuperada nos nédulos o faz com proporgdes baixas inferiores a 10% 2a
excepgdo do local Evora em que é recuperada em 24% dos nédulos (ver Figura 3.7)

Até aqui e pelas andlises ndo paramétricas usando teste de Kruskal-Wallis
seguido, se necessdrio, de testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney
detectaram-se, de um modo geral, as seguintes situagSes na proporgcio de nédulos
formados pelos inéculos:

Origem das estirpes — Formam-se dois grupos em que as estirpes com origem

em Beja e ICARDA mostram maior recuperagéo de inéculo do que estirpes com

origem em Elvas e Evora.

Destino (locais de ensaio) — Formam-se 3 grupos em que a proporgio de

inéculo recolhido é maior em Evora, seguido de Beja e por dltimo Elvas

Combinacio origem / destino — Estirpes com a origem e destino igual formam

maior propor¢do de nédulos do que com origem e destinos diferentes.

Estirpes — Apesar de haver diferengas entre as estirpes, a proliferagdo de grupos

nio mutuamente exclusivos mostram interacgdes ndo permitem explicar

diferencas entre estirpes.
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Recuperacdo nula — Os individuos com nula recuperacdo de inéculo nos
nédulos, 3 t€m origem em Elvas, 1 em Evora. No que se refere aos destino, 1 em

Beja, 2 em Elvase 1 em Evora

3.3.5.2. Analises discriminantes

Nas andlises anteriores, a ndo consideracio de individuos com todos os valores de
competicdo nulos basicamente ndo altera as conclusdes. Adicionalmente, nessas
andlises, procuraram-se diferencas globais, independentes de variacGes internas de cada
grupo considerado. Assumindo que essas variacdes ndo afectam a competigido (e
portanto o resultado das andlises e as conclusdes) entdo os vdrios grupos terdo
caracterfsticas comuns que permitem discrimini-los uns dos outros. Ou seja, como
exemplo, o grupo das estirpes cuja origem e destino € igual terdo caracteristicas de
competicdo para o conjunto das repeticGes e plantas que permitem individualiza-lo e
separa-lo (discrimind-lo) do grupo de estirpes cuja origem e destino sdo diferentes.
Consequentemente, uma andlise discriminante permitird individualizar e separar grupos
(classes).

Realizaram-se andlises discriminantes para as vdrias hip6teses testadas
probabilisticamente por métodos ndo paramétricos, tendo-se eliminado todas as
varidveis de valor de competicdo igual a zero pois este tipo de andlise ndo permite
varidveis sempre com o0 mesmo valor.

Seguiu-se o método da arvore de decisdo bindria (Gueguen e Nakache 1988)
usando os procedimentos DISAR e DISEL de SPAD-S (Gueguen et al. 1996), usando
uma seleccdo aleatéria de 66% dos individuos como grupo-base e os restantes
individuos como grupo-teste e avaliando a qualidade da discriminagdo pela proporgdo
de bem classificados e pela de mal classificados quer do grupo-base quer do grupo-teste.

A andlise discriminante (quer por métodos ndo paramétricos como o da 4rvore
de decisdo bindria quer por métodos paramétricos como a regressdo) envolve
naturalmente a identificacdo de um conjunto de regras de afectacdo de individuos a
classes pré-estabelecidas de acordo com os seus perfis da distribuicdo de valores pelas
varidveis que os caracterizam. Ou seja, cada varidvel terd que ter um significado comum
para todos os individuos. As varidveis sdo, naturalmente e a partida, as 5 plantas de cada
uma das 3 repeti¢es. Tendo em conta o delineamento experimental ndo ha qualquer

correspondéncia entre plantas das vérias repeti¢ces, sendo a sua numeracdo arbitréria,
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isto €, nada h4 de especialmente mais comum entre as repetigbes ditas 1 de locais
diferentes com a mesma estirpe e as repeti¢des 1 e 2 de locais diferentes com a mesma
estirpe nem, naturalmente, entre as plantas ditas 1 de repeti¢bes diferentes do mesmo
local com a mesma estirpe e as plantas ditas 1 e 2 de repeti¢des diferentes do mesmo
local com a mesma estirpe.

Assim, foi necessdrio definir um critério que permitisse dar significado as
variaveis utilizadas para caracterizar cada individuo. O critério seguido foi o da
intensidade da competi¢do ou seja, a propor¢do dos nédulos ocupados por uma dada
estirpe. Para cada individuo (definido pela estirpe e destino) os valores de competi¢do
foram ordenados de forma decrescente do que resultaria  partida que, por exemplo a
varidvel P1 (planta 1) representa, para todos os individuos, a varidvel em que a
percentagem de n6dulos ocupados por um inéculo é méxima e a varidvel P15 (planta
15) representa, para todos os individuos, a varidvel em que a proporgdo de nédulos
ocupados pelo inéculo é minima.

Naturalmente que esta op¢do implica uma organizagdo dos dados que deixa de
reconhecer um delineamento com 3 repeticdes de 5 plantas para cada combinagio
estirpe-destino, ou seja, quer a variabilidade intra-repeti¢des quer a variabilidade inter-
repeticGes desaparecem € permanece apenas a variabilidade total de cada combinagio
estirpe-destino. As 5 plantas em cada repeticdo de cada combinagdo estirpe-destino
representam uma variagido assumida como aleatéria e ligada as préprias caracteristicas
do material em estudo e as 3 repeti¢bes de cada combinagio estirpe-destino representam
uma variacdo assumida como aleatéria e ligada as caracteristicas do local em estudo.
Importava pois investigar qual a relacdo entre a variabilidade intra-repeticdes e a
variabilidade inter-repeti¢cbes para cada combinag@o estirpe-destino para avaliar qual a
importincia relativa da variabilidade inter-repeticbes dentro em cada combinacdo
estirpe-destino.

Para esse efeito houve que tomar decisdes relativamente a forma de quantificar a
variabilidade. A partida optou-se por estatisticas cldssicas de dispersdo, ou seja,
baseadas na varidncia amostral. No entanto, sabendo-se que o valor assumido pela
varidncia tende aumentar com o aumento da média, interessava quantificar a
variabilidade eliminando efeitos de escala associados 2 localizagio dos dados.

A eliminagdo do efeito de escala significa naturalmente que as medidas de
disperséo obtidas sdo relativas a medidas de localizagio iguais, o que pode ser feito quer

usando os dados originais quer transformando-os. No primeiro caso pode usar-se por
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exemplo o coeficiente de variacdo (corrigido se houver amostras de tamanho diferente)
ou a precisdo relativa da média (obrigatoriamente para um nivel de significincia pré-
definido se houver amostras de tamanho diferente); nos dois casos usa-se o desvio
padrdo como medida de dispersdo e a divisdo pela média significa centrar os dados para
uma média unitdria.

Alternativamente pode comecgar por se transformar os dados centrando-os para
uma média nula (subtraindo a cada item o valor da média da amostra a que pertencia) e
calcular a sua dispersdo. Optou-se por esta segunda alternativa calculando-se
seguidamente o desvio padrio das amostras transformadas de forma a manter a
dispersao nas mesmas unidades que a localizagio.

Calculou-se entdo, para cada combinacgdo estirpe-destino, um valor de desvio-
padrdo total (amostra constituida por todos os dados de cada combinagdo estirpe-
destino), um valor de desvio-padrdo inter-repeti¢des (amostra constituida pelas 3 médias
de cada combinacg@o estirpe-destino) € 3 valores de desvio padrdo intra-repeticdes (3
amostras cada uma constituida por todos os dados de cada repeticio de cada

combinagdo estirpe-destino).
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Figura 3.7. Desvios-padrdo centrados total e intra-repeticdes em funcdo do desvio
padrdo centrado inter-repeticdes. A bissectriz, a continuo, representa os valores
esperados para a igualdade entre os desvios-padrdo total e intra-repeti¢cdes e os desvios-
padrdo inter-repeticdes. ¢ desvios-padrdo total, ¢ desvios-padrdo intra-repetigoes.

Nio considerando, qualquer que seja o nivel, valores de desvio padrdo centrado
nulos apresenta-se na Figura 3.7. a distribuicdo dos desvios-padrdo intra-repeticdes e

total em funcdo dos desvios-padrdo inter-repeticdes. O exame da figura mostra que em
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geral o desvio padrdo inter-repeticdes € inferior aos desvios padrdo intra-repeticdes e
total. Globalmente, isto acontece em 93% dos casos para o desvio padrio total € em
74% dos casos para o desvio padrdo intra-repeti¢des. Detalhando um pouco mais, em
57% das combinagdes estirpe-destino o desvio padréo inter-repeti¢cdes € inferior a todos
os valores intra-repeti¢des correspondentes, em 11% dos casos a dois dos valores intra-
repeti¢des, em 25% dos casos s6 a um dos valores intra-repetices € em 7% dos casos a
nenhum. Adicionalmente, do exame da Figura 3.7 € igualmente claro que a distribui¢io
dos desvios padrao totais em relagdo aos desvios padrdo inter-repeti¢des reproduz muito
bem a distribuigdo dos desvios padrdo intra-repeti¢des.

Em resumo, os niveis em que a variabilidade é maior sdo claramente intra-
repetigdes e total, com uma boa equivaléncia entre ambos. Donde, € razodvel aceitar que
a op¢do intensidade da competi¢do (proporgdo de nédulos ocupados pelo inéculo) para
dar significado as varidveis, eliminando a variabilidade intra e sobretudo inter-
repeticdes e mantendo a total, ndo deverd introduzir distor¢des importantes na anélise a
efectuar.

Tendo em conta as exigéncias da andlise discriminante (quer por métodos ndo
paramétricos como o da 4rvore de decisdo bindria quer por métodos paramétricos como
a regressdo) houve também que tomar decisdes relativamente aos 33 dados em falta (44
se os individuos s6 com valores de 0% de competi¢do para todas as varidveis fossem
considerados, ou seja se E2B, E2E, E2V e V1E nio tivessem sido retirados a partida).
Ap6s a reorganizacio dos dados por ordem decrescente de competi¢do havia dados em
falta em 5 das 15 varidveis o que implicava ou estimar valores para esses dados ou
eliminar essas varidveis. Tendo em conta que uma das varidveis representava cerca de
58% dos dados em falta, optou-se por uma decisdo mista, eliminando essa varidvel
(naturalmente que a P15, dltima planta de cada ordenagdo) ¢ estimando valores para os
dados em falta pelo método iterativo assumindo independéncia entre colunas e matrizes
de dados originais (Benzécri, 1976), por forma a simultaneamente conservar o maximo
possivel de varidveis minimizando a distor¢do dos perfis dos individuos, inevitdvel
quando se estimam valores em falta.

No Quadro 3.17 apresentam-se os resultados das anélises discriminantes segundo
as classes pré definidas em relagdo & origem e destino das estirpes bem como uma das
classes que resultou das andlises ndo paramétricas efectuadas anteriormente.

No que se refere a origem das estirpes a consideragdo de apenas duas classes

resultantes dos testes de Kruskal-Wallis seguido de testes bilaterais independentes de U
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de Mann-Whitney (3.3.5.1.1.) melhora globalmente a sua discriminagdo quer em
percentagens totais de boas classificagdes quer na ordenagdo das boas classificagdes das
classes do grupo-base e do grupo-teste, nem por isso a qualidade da discriminagio &
particularmente elevada e muito menos a que seria de esperar se as diferencas
detectadas anteriormente fossem independentes de perfis de competi¢do particulares dos
individuos que constituem cada classe. Apesar disso, parece haver uma boa indicacéo de
que o conjunto das estirpes de Beja ¢ ICARDA apresentam uma melhor capacidade
competitiva quando comparadas com o conjunto das estirpes com origem em Elvas e
Beja para os deferentes locais onde foram testadas.

Quanto a andlise efectuada sobre as classes de destino, apesar da boa
correspondéncia na ordenacgdo das boas classificacdes das classes do grupo-base e do
grupo-teste, a relativamente baixa qualidade da discriminacdio avaliada pelas
percentagens de boas classificagdes sugere mais uma vez que a qualidade da
discriminagdo ndo € particularmente elevada e muito menos a que seria de esperar se as
diferengas detectadas anteriormente fossem independentes de perfis de competigio
particulares dos individuos que constituem cada classe. No entanto a tendéncia parece
corroborar o anteriormente verificado em que o destino Evora foi aquele em que a
recuperagdo de indculo foi mais elevada e o destino Elvas o que maior dificuldade
impds a competicdo das estirpes.

Na consideracdo de duas classes (origem e destinos iguais, origem e destino
diferente), apesar da boa correspondéncia na ordenagdo das boas classificacdes das
classes do grupo-base e do grupo-teste, e da relativamente alta qualidade da
discriminagdo avaliada pelas percentagens de boas classificagdes sugerir que a
qualidade da discriminacgdo ¢ relativamente elevada e claramente a melhor de todos os
critérios de classificacdo até agora examinados, ainda assim ndo € totalmente a que seria
de esperar se as diferencas detectadas anteriormente fossem independentes de perfis
recuperacdo de indculo préprias dos individuos que constituem cada classe. No entanto
a qualidade desta discriminagdo parece indicar que a competicé@o de estirpes inoculantes
parece ser beneficiada, se estas forem inoculadas em locais da sua origem, evidenciando
a importéancia da adaptagio dos rizébios as condi¢Ges ambientais como factor a ter em
conta no problema da competi¢do de indculos e estirpes nativas.

Na andlise discriminantes considerando as dez classes referentes aos indculos
usados, a qualidade da discriminag@o das estirpes é claramente a pior de todas, como de

alguma forma seria de esperar tendo em contas as andlises de Mann-Whitney
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anteriormente realizadas.

O conjunto de andlises discriminantes anteriores permite razoavelmente admitir a

existéncia de diferengas importantes na propor¢io de recuperacdo de inéculos entre os

individuos dentro de cada conjunto de classes consideradas. Tendo em conta que a

melhor discriminagdo resultou da classificagdo de estirpes por origem e destino igual e

por origem e destino diferente parece razodvel admitir que mais do que a origem

comum, o destino comum, a origem e destino igual ou diferente, os perfis de

competi¢do resultassem de respostas diferenciadas das estirpes aquele conjunto de

caracterizagoes.

Quadro 3.17. Anilise discriminante para a competi¢cdo considerando as classes de
origem, destino e estirpes, bem como as definidas nas andlises ndo paramétricas.

Origem das estirpes ~ 4 Classes — Beja, Elvas, Evora e ICARDA

Classificagdo Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 68.4 % 30 %
Mal classificados 31.6 % 70 %
Origem melhor (mdximo) Evora 100 % Elvas 100 %
Origem pior (minimo) ICARDA 0 % Evora e ICARDA 0 %
Origem das estirpes — 2 Classes segundo anilise de 3.3.5.1.1.
Classificagdo Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 79 % 60 %
Mal classificados 21 % 40 %
Origem melhor (médximo) Beja e ICARDA 100 % Beja e ICARDA 66.7 %
Origem pior (minimo) Elvas e Evora 42.9 % Elvas e Evora 50 %
Destino das Estirpes — 3 Classes - Beja, Elvas, Evora
Classificag@o Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 55 % 44.4 %
Mal classificados 45 % 55.6 %
Destino melhor (mdximo) Evora 85.7 % Evora 100%
Destino pior (minimo) Elvas 0 % Elvas 0 %
Combinacio Origem / Destino 2 Classes — Or. = Dest. e Or. # Dest.
Classificagao Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 94.7 % 70 %
Mal classificados 53 % 30 %
Or. # Dest. melhor (maximo) Or. # Dest. 100 % Or. # Dest. 100 %
Or. = Dest. pior (minimo) Or. = Dest. 80 % Or. =Dest. 0 %
Estirpes — 10 Classes — Retirando E2
Classificagfo Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 42.1 % 20 %
Mal classificados 57.9 % 80 %
Estirpes melhor (méximo) B1,B2,E1, 11 100 % B2, I1 100%
Estirpes pior (minimo) B3,B4,E1,E3,V1,V20% B1,B3,B4,E1,E3,V1, V2 0%
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3.3.5.3. Anadlise das correspondéncias

Os resultados das andlises anteriores sugerem que a origem e destino igual ou
diferente € claramente o critério de classifica¢do que permite uma melhor discriminagfo
entre as classes formadas, mas que ainda assim, ndo permite uma discriminacéo tdo boa
quanto seria de esperar se ndao houvesse individuos dentro de cada classe com perfis de
competicio diferenciados. Daf a necessidade de uma andlise «mais fina», sem critérios
de classificacdo pré-estabelecidos, considerando a partida todos os individuos como
tendo perfis de competi¢do (proporcdo de recuperagdo do indculo) diferentes,
procurando identificar e caracterizar os aspectos principais da estrutura do conjunto dos
individuos e agrupd-los pelas semelhangas entre esses aspectos.

Para isso utilizaram-se as técnicas numéricas que constituem a andlise das
correspondéncias seguida de uma classificacio automdtica das coordenadas dos
individuos no espaco reduzido relevante identificado pela andlise das correspondéncias.

A anidlise das correspondéncias foi feita usando o procedimento CORBI de
SPAD-N (Lebart et al. 1996) com os dados organizados da mesma forma que nas
andlises discriminantes no que diz respeito ao significado das varidveis.

A escolha do nimero de eixos factoriais a reter foi feita tendo em conta os valores-
teste (Lebart et al., 2000) conjugado com o teste do “cascalho” (scree test, Johnson e
Wichern, 1998) e com a comparagdo dos valores-proprios de cada eixo factorial com a
média de todos os valores-préprios (quando todos os valores da matriz de dados original
tendem para ser todos iguais ou sdo totalmente aleatérios, ndo hd uma estrutura
diferenciada e todos os valores-proprios tendem para o mesmo valor, isto €, sdo todos

iguais ou quase).

Escolha dos factores a reter

De acordo com os valores-teste s6 o primeiro eixo factorial deveria ser retido; de
acordo com o teste do “cascalho” deveriam ser retidos os dois primeiros eixos factoriais,
o mesmo acontecendo de acordo com a comparagdo com a média de todos os valores-
préprios (Figura 3.8.). Assim, retiveram-se os dois primeiros eixos factoriais que

representam em conjunto 78.7% da inércia total.
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Figura 3.8. Valores préprios em funcio dos eixos factoriais. Linha continua — média
dos valores préprios.

Uma andlise gréfica da relagfio entre os pesos relativos e as distincias de X2 dos
individuos (Figura 3.9.) e das varidveis (Figura 3.10) torna clara a relagio entre ambas,
com a variabilidade a diminuir com o aumento do peso relativo embora com algumas
oscilagdes sobretudo nos pesos relativos menores, ou seja, como seria de esperar tendo

em conta que o peso estd limitado superiormente, individuos com pesos relativos
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Figura 3.9. Distincia de X2 dos individuos em fungdo do seu peso relativo.
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elevados tém geralmente uma variabilidade relativamente pequena mas, mais
importante, individuos com pesos relativos pequenos tendem a ter variabilidades
elevadas.

Em contrapartida, nas varidveis (Figura 3.10.) a resposta é semelhante & dos
individuos, invertendo-se para os valores mais elevados de peso relativo, revelando uma

maior variabilidade na competicdo para pesos relativos mais elevados.
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Figura 3.10. Distincia de X2 das varidveis em fungio do seu peso relativo.

Considerando s6 os dois primeiros eixos factoriais (Figura 3.9), os cinco
individuos que mais contribuem para o primeiro eixo sdo, por ordem decrescente de
contribui¢do, E1V, B1V, I2E, B3B e I1V (representando cerca de 42% do «significado»
deste eixo) e os cinco individuos que mais contribuem para o segundo eixo sio, também
por ordem decrescente de contribuicdo, I2E, B4V, E1E, B1V ¢ I1B (representando cerca
de 45% do «significado» deste eixo). De notar que, se todos os individuos tivessem a
mesma contribui¢do para a construc@o dos eixos, 5 individuos contribuiriam unicamente
com cerca de 17%.

Analogamente, as cinco varidveis que mais contribuem para o primeiro eixo sio,
por ordem decrescente de contribui¢do, PO1, P02, P10, P12 e P11 (representando cerca
de 78% do «significado» deste eixo) e as seis varidveis (hd duas com contribui¢des
iguais), que mais contribuem para o segundo eixo sdo, também por ordem decrescente
de contribuicdo, PO1, P12, P11, P13 e PO4 e P03 (representando cerca de 76% do
«significado» deste eixo). De notar que, se todas as varidveis tivessem a mesma

contribui¢do para a construgdo dos eixos, 5 varidveis contribuiriam unicamente com
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cerca de 36% (43% no caso de 6 varidveis).

Na Figura 3.11. apresenta-se a distribuicdo dos individuos (pares estirpe/destino) e
varidveis (plantas) nos 2 primeiros eixos factoriais, com o tamanho dos circulos
proporcional ao peso relativo dos individuos. O exame da figura revela que hd uma
relagdo genericamente parabélica entre as coordenadas dos individuos e das varidveis
(um pouco menos clara), implicando desde logo uma relacdo geral de 2° grau entre os
dois primeiros eixos. Esta relacdo, conhecida como efeito de Guttman (Lebart ez al.,
2000), traduz a existéncia de uma redundincia das varidveis, ou seja, grosso modo, que
do conhecimento de uma qualquer das linhas da matriz de dados (individuos) se pode
deduzir genericamente uma qualquer das colunas (varidveis) e portanto que a
informacdo da matriz de dados originais estd quase toda representada no primeiro eixo,
tal como seria de esperar da forma como as varidveis foram construidas e € consistente
com o facto de sé o primeiro eixo ter sido retido pelos valores-teste. Como € normal
quando se verifica o efeito de Guttman, o primeiro eixo opde os valores extremos
reflectindo uma ordenag@o por propor¢do de nédulos ocupados pelo inéculo em cada
planta (intensidade da competi¢do). O segundo eixo, itil para afinar a interpretagdo do
primeiro, evidencia globalmente, mais uma vez como é normal quando se verifica o
efeito de Guttman, uma oposi¢do entre os valores extremos de competi¢cdo e os
intermédios.

Detalhando um pouco mais e tendo apenas em conta os individuos que mais
caracterizam o primeiro eixo factorial (E1V, B1V, I2E, B3B ¢ I1V), os individuos sao
ordenados no primeiro eixo basicamente de acordo quer com um gradiente decrescente
(da esquerda para a direita) de peso relativo quer crescente de distdncia de X2. Em
contrapartida, tendo em conta a figura e os individuos que mais caracterizam o segundo
eixo factorial (I2E, B4V, E1E, B1V e I1B) os individuos sdo ordenados no segundo
eixo basicamente de acordo com um gradiente crescente (de cima para baixo) de
distancia de X2 quebrando-se por vezes a correspondéncia directa com o peso relativo.

Tendo em conta s6 as varidveis que mais caracterizam o primeiro eixo factorial
(P01, P02, P10, P12 e P11), estas sdo ordenadas, no primeiro eixo basicamente, de
acordo quer com um gradiente crescente (da esquerda para a direita) de peso relativo
quer decrescente de distdncia de X2, de forma simétrica ao que acontecia com os

individuos.
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Figura 3.11. Representacdo dos individuos (circulos) e varidveis (tridngulos) nos dois
primeiros eixos factoriais, com indicagdo dos individuos e varidveis que caracterizam os
dois eixos.

Em contrapartida, tendo em conta as varidveis que mais caracterizam o segundo
eixo factorial (I2E, B4V, EIE, B1V e I1B) os individuos sdo ordenados no segundo

eixo basicamente de acordo com um gradiente crescente (de cima para baixo) de

distancia de X2 quebrando-se por vezes a correspondéncia directa com o peso relativo.
Considerando a Figura 3.6. e relacionando com o critério de ordenagdo usado na
andlise das correspondéncias, verifica-se que os melhores e piores individuos

(estirpe/destino) e as plantas com melhor e pior recuperagdo da estirpe inoculante sio os

que mais contribuem para a formacao dos eixos e explicagio dos resultados.

3.3.5.4. Classificacoes automaticas

Finalmente, procedeu-se a classificacdes automdticas com base nas coordenadas

dos dois primeiros eixos factoriais. Todas as classificagdes foram feitas usando o
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procedimento RECIP de SPAD-N (Lebart et al. 1996). A partir do dendrograma obtido
realizaram-se diversas parti¢des de acordo com critérios descritos a seguir usando o
procedimento PARTI-DECLA de SPAD-N (Lebart et al. 1996). A classificagéo foi feita

pelo método hierdrquico.

3.3.5.4.1. Particio em quatro classes (Origem das estirpes)

Particio em quatro classes para comparar a constitui¢do esperada de cada classe se
as estirpes com a mesma origem tiverem caracteristicas comuns que permitem distingui-
las umas das outras com a constituicdo observada das mesmas classes.

Na Figura 3.12. representa-se o resultado desta classificagdo representando com a
mesma cor as células que deveriam pertencer 2 mesma classe e com nimeros a classe a
que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competi¢do igual
a Zero).

Parece evidente que h4 uma fraca correspondéncia entre o esperado e o observado,

confirmando o que ja se tinha concluido anteriormente através da andlise discriminante.

Inéculos Beja | Elvas Evora

Bejal 1 3 1
Beja 2 3 - 3
| Beja3 I 2 2
Beja 4 1 3 3
Elvas 1 4 4 4
Elvas 2 .
Elvas 3 3 3 1
Evora | 4 | | 1
Evora 2 2 4 3
ICARDA I || 3 3 2
ICARDA 2 4 4 1

Figura 3.12. Distribui¢do esperada e observada da origem das estirpes (Beja, Elvas,
Evora e ICARDA).
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3.3.5.4.2. Particiao em duas classes de origem idéntica segundo 3.3.5.1.1.

Particdo em duas classes para comparar a constitui¢fio esperada de cada classe se
as estirpes com a mesma origem tiverem caracteristicas comuns que permitem distingui-
las umas das outras com a constituicio observada das mesmas classes, com as classes
esperadas a serem definidas pelo resultado dos testes de Kruskal-Walllis e Mann-
Whitney.

Na Figura 3.13. representa-se o resultado desta classificacdo representando com a
mesma cor as células que deveriam pertencer a mesma classe e com niimeros a classe a
que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competicio igual

a zero).

Inéculos Beja | Elvas | Evora

Beja | 1 2 1
"~ Beja2 2 7. 2
Beja 3 1 o 2
Bejad | 1 2 2
Elvas 1 2 2 2
Elvas2 §
Elvas3 | 2 T
Evora 1 5 1
Evora 2 2 -
ICARDA 1 z 2 b
ICARDA 2 = 2 1

Figura 3.13. Distribui¢do esperada e observada da origem das estirpes (Beja e
ICARDA, Elvas e Evora), considerando as classes resultado dos testes de Kruskal-
Walllis e Mann-Whitney.

Tal como anteriormente, parece evidente que hd uma fraca correspondéncia entre
o esperado e o observado, confirmando o que ja se tinha concluido através da andlise

discriminante.
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3.3.5.4.3. Particio em duas classes (Origem e destino igual ou diferente)

Particdo em duas classes para comparar a constitui¢do esperada de cada classe se
a origem e destino das estirpes fosse igual ou diferente.

Na Figura 3.14. representa-se o resultado desta classifica¢do representando com
a mesma cor as células que deveriam pertencer a mesma classe e com niimeros a classe
a que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competi¢do
igual a zero). Mais uma vez, e de forma mais intensa do que anteriormente através da
analise discriminante, parece evidente que hd uma fraca correspondéncia entre o

esperado e o observado.

In6culos | Beja | Elvas | Evora

Beja 1 | 2 1

Beja 2 2 2 2

Beja 3 1 2 z

Beja 4 1 2 Z

Elvas 1 2 2 2
~ Elvas 2 7

Elvas 3 3 1
Evora 1 2 1
Evora 2 2 s
ICARDA 1 2 2 2
ICARDA 2| 2 2 1

Figura 3.14. Distribui¢iio esperada e observada da origem e destino das estirpes ser
igual ou diferente.

3.3.5.4.4. Particao em dez classes (Estirpes)

Particdo em dez classes para comparar a constituigdo esperada de cada classe se

cada estirpe tiver caracteristicas que permitam distingui-las das restantes com a
constituicdo observada das mesmas classes.

Na Figura 3.15. representa-se o resultado desta classificagdo representando

com a mesma cor as células que deveriam pertencer a mesma classe e com nimeros a
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classe a que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com
competi¢cdo igual a zero). Mais uma vez, e de forma tdo ou mais intensa do que
anteriormente através da andlise discriminante, parece evidente que hd uma fraca

correspondéncia entre o esperado e o observado.

Indculos Beja Elvas | Evora
Beja 1 2 7 1
Beja 2 5 4 5
Beja3 | 4 3
Beja 4 2 5
Elvas 1 9
Elvas 2
Elvas 3

Evora 1 9 . 1

Evora 2 4 | 1

ICARDA 1| 6 7 4
ICARDA 2 9 10 1

Figura 3.15. Distribuicdo esperada e observada para as estirpes.

3.3.5.4.5. Melhor particao possivel.

A melhor parti¢do possivel € a que origina 3 classes, que ndo correspondem, ao
esperado para os destinos, apresentando-se na Figura 3.16. o seu resultado, com células
da mesma cor a pertencerem a mesma classe. A melhor particdo possivel corresponde a
maximizagdo da razao de inércia inter-classes/inércia total e simultinea minimizagdo no
niimero de classes formado.

Para avaliacio da qualidade desta classificacio realizou-se uma analise
discriminante classificando os individuos de acordo com o resultado da particdo em trés
classes, seguindo os procedimentos descritos anteriormente.

Quer no grupo-base quer no grupo-teste todos os individuos foram bem

classificados. Tendo em conta que o eixo com maior explicacio pode ser

indiferentemente caracterizado pelo peso relativo e pela distincia de X2 e dada a
correspondéncia geral entre o peso relativo e medidas de localizacdo como a média e

mediana, optou-se por caracterizar cada classe por estas tltimas.
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Recorrendo a técnicas simples, comuns a métodos de andlise em controlo de
qualidade (Montgomery, 1991), determinou-se em primeiro lugar o intervalo de
confianca de 95% para a média da competi¢do de todas as amostras (38.8 a 46.8%) e
comparou-se a média dos individuos de cada classe com esse intervalo de confianga.
Assim, na classe 1 a competi¢do é claramente superior ao que seria de esperar de uma
distribuicdo equitativa da competi¢do por todos os individuos e varidveis, na classe 3 a
competi¢io é claramente inferior ao que seria de esperar de uma distribui¢do equitativa
da competi¢do por todos os individuos e varidveis, com a classe 2, intermédia, e com a
competi¢do a corresponder ao que seria de esperar de uma distribuicdo equitativa da
competic@o por todos os individuos e varidveis.

Procedendo de forma andloga para cada varidvel, os individuos da classe 1 tém,
para cada uma das 14 varidveis, uma propor¢do de nédulos ocupados pelo indculo,
superior ao que seria de esperar de uma distribuicdo equitativa da competi¢do em cada
uma das varidveis, os individuos da classe 3 tém, para cada uma das 14 varidveis, uma
competicdo inferior ao que seria de esperar de uma distribui¢do equitativa da
competi¢io em cada uma das varidveis, e os individuos da classe 2 tém para a maioria
das varidveis a competicdo que seria de esperar de uma distribui¢do equitativa da
competicdo em cada uma das varidveis, embora nas plantas com menor competi¢do

(P11, P12, P13 e P14) a competicido seja inferior a que seria de esperar.

Indéculos Beja | Elvas | Evora

Beja |

Beja2

Beja3

Beja 4

Elvas 1

Elvas 2

Elvas 3

Evora 1 Classe 1 (n=7; mediana=80; média=74.8)

Evora 2 i i Classe 2 (n=15; mediana=40; média=43.4)

ICARDA 1 Classe 3 (n=7; mediana=0; média=7.6)

ICARDA 2 | Todas amostras de competi¢do igual a zero (n=4)

Figura 3.16. Resultado da melhor classificacdo possivel.

Pela andlise da Figura 3.16. verificamos que no local Beja apenas estirpes de Beja
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(3 em 4) sdo classificadas como de classe 1 (% de nédulos ocupados pelo inéculo
claramente superior ao que seria de esperar de uma distribuicdo equitativa). No local
Evora uma estirpe de cada origem foi classificada como de classe 1. No local Elvas
nenhuma das 11 estirpes foi classificada como de classe 1, sendo 6 classificadas como
de classe 2 (% de nddulos ocupados pelo indculo a corresponder ao que seria de esperar
de uma distribui¢do equitativa por todos os individuos e varidveis), 3 classificadas como
classe 3 (% de nddulos ocupados pelo indculo claramente inferior ao que seria de
esperar de uma distribuicdo equitativa por todos os individuos e varidveis) e duas sem
qualquer recuperagdo de nédulos ocupados pelo inoculante, denotando dificuldades do

local na implantacdo de estirpes.

3.3.5.5. Validacao das classificacoes

Com o objectivo de avaliar a estabilidade das classificacdes e dos constituintes de
cada classe, procedeu-se de igual modo na obtengdo da melhor classifica¢io possivel,
refizeram-se as classificagdes, removendo de cada vez uma das repeticdes do local de
ensaio, isto &, remover as 15 plantas que correspondem a cada repeti¢do de campo.
Assim, usando a melhor classificacdo possivel com as trés repeti¢des como referencia,
podemos verificar para cada uma das trés restantes classificacdes qual a diferenca
provocada por retirar uma repeticdo. A repeticio que causar classificacoes mais
“diferentes”, serd uma repeticdo com caracteristicas muito proprias e portanto passivel e
evidencias diferencas no proprio local de ensaio. Por outro lado é possivel verificar
quais s@o os tratamentos (combinacdo estirpes/destino que se mantém no mesmo tipo de
grupo independentemente da auséncia dos dados referentes a repeticdes. Estas
combinacdes serdo mais estdveis, isto €, menos sujeitas a diferengas introduzidas pela
repeticdo e portanto as conclusdes relativamente a elas serdo mais seguras (Figura
3.17.).

Por exemplo, B1V (estirpe B1 em Evora) aparece sempre no grupo de excesso e
E1B, E1E, E1V aparece sempre no grupo de deficit (sendo que ter 0% é o maximo de
deficit), sdo portanto resultados estaveis e o comportamento dessas estirpes naqueles
locais € minimamente afectado pelas diferencas que possam ter existido entre
repeticoes. Pelo contrario, V2V estd no equitativo para as 3 repeticdes, aparece no grupo
de excesso quando ndo se usa a repeti¢do 1, no deficit quando ndo de usa a repeticio 2 e

no equitativo quando ndo de usa a repeticio 3, sendo entio uma estirpe cujo
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comportamento naquele local (Evora) varia fortemente com as diferengas que possam

ter existido nas repeticoes.

Todks Ba | Bves | baa SemRepl]| Boa
Bsa2
Beia3
Bves 1

Bws | Baa

Bvas 3
Baal
Baa2 |
ICRDAL
IGRDA2

s s e s

e Boal R

Figura 3.17. Validacdo das classificacdes automadticas.

Efeito nas melhores
classifica¢des ao retirar uma das repeticoes.
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3.3.5.6. Resumo final das analises realizadas

Em resumo, na Figura 3.19. apresenta-se um esquema simplificado dos métodos
estatisticos usados bem como o essencial das indicacoes fornecidas pela andlise dos

dados.

— Ha diferencas na competicio exclusivamente devidas 2 origem das estirpes?
— Hé diferencas na competicdo exclusivamente devidas ao destino das estirpes?
o Testes de Kruskal-Wallis
| H diferencas na competigio exclusivamente devidas 3 origem/destino das estirpes? ¢ de Mann-Whimey
SIM. Beja, ICARDA > Elvas, Evora
As diferengas sio independentes da variabilidade de cada grupo SIM. Evora > Beja > Elvas
em cada pergunta e, portanto, cada grupo tem caracteristicas | ‘
que possibilitam uma boa discriminacdo? , —‘f SIM. Origem e destino igual > origem e destin<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>