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Resumo

A competigdo e persisGncia sdo aspectos muito importantes na selecAdo de estirpes

de riz6bio usadas como inoculantes para leguminosas, com o objectivo de uma racional

utilizaglo agron6mica da fixagEo biol6gica de azoto.

Usando quafto cultivares de trevo subterrf,neo, avaliou-se a capacidade competitiva

de duas estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, introduzidas num solo de pH

6cido, com evidOncia de toxicidade por mangan0s e elevadas populag6es nativas. A estirpe

isolada de um solo 6cido com toxicidade de aluminio, revelou-se como a mais competitiv4

mostrando a importincia da origem das estirpes na capacidade competitiva, principalmente

quando aplicados em solos com limitagdes d implantagdo in6cu1os. Estudou-se a

distribuigdo dos n6dulos e recuperag6o do in6culo usando t6cnicas estatfsticas baseadas na

an6lise discriminante, an6lise das correspond6ncias e classificagdes autom6ticas,

verificando-se que, apesar de nflo haver diferengas significativas entre cultivares, quer na

formagflo de n6dulos quer na recuperagflo do in6culo, verificaram-se diferengas na

recuperagdo do in6culo em tr0s zonas distintas da ruz, revelando que a distribuigflo do

in6culo ndo € uniforme, dependendo de variag6es ambientais e de caracterfsticas do

hospedeiro.

No estudo realizado usando onze estirpes de Mesorhizobium ciceri com diferentes

locais de origem, inoculadas em grdo de bico de sementeira Outono/Inverno, e introduzidas

em tr6s solos de caracterfsticas diferentes, albergando populag6es nativas muito de

diferente magnitude, verificou-se que, quer a capacidade competitiva dos in6culos, quer a

sua persistOncia no solo, foi influenciada pela origem das estirpes e pelas caracterfsticas

dos locais de ensaio. A dimenslo da populagflo nativa presente foi determinante na

implantagdo das estirpes nos solos estudados. A avaliagEo da capacidade competitiva e da

persist0ncia, aliada d variabilidade local na expressdo destas caracterfsticas dos pares

estirpe/local de ensaio e atrav6s da andlise possibilitada pelas classificag6es automdticas,

perrnitiu estabelecer um crit6rio de ordenagdo com o objectivo de uma escolha criteriosa de

in6culos em fungdo das caracteristicas do solo onde se pretenda cultivar grdo de bico

inoculado. Os resultados mostram que em solos com baixas populag6es nativas, as estirpes

inoculantes implantam-se, podendo comprometer futuras respostas i inoculagdo com

estirpes de maior efrc1'siafixadora 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 sftain

originated from a soil with low pH and aluminium toxicity, was the most recovered one,

showing its competitive capacity and the importance of sftain origrn 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 sffains, with different origins, inoculated on a Winter sown chickpea variety, in three

different soils, the strains showed differences in the percenr4ge 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

sffains, together with the estimated local variability, analysed by the automatic

classification method, permitted a rank organization of the pairs sffain/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 sftains

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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l.Introdugflo Geral e Objectivos





1. Introdugfio Geral e Objectivos

1.1. A relag6o riz6bio leguminosa

1.1.1. Leguminosas e sua import6ncia agricola

As plantas normalmente conhecidas como leguminosas pertencem i famflia

Izguminosae que compreende cerca de 12000 especies distribu(das por 3 subfamilias,

Mimosoideae, Caesalpinioideae e Pappilionoideae @ostgate, 1982). As leguminosas t6m

uma distribuigdo global sendo hd muito usadas pelo homem como fonte de alimentos (Hadri

et al, 1998; Howieson et a1.,2000b). Muitas leguminosas t6m a capacidade de fixar o azoto

atmosf6rico (Nz) em esffuturas nodulares que formam nas suas raizes resultado, da simbiose

que estabelecem com bact6rias do solo normalmente designadas por riz6bios (Sprent, 2OOl).

A associagdo simbi6tica entre leguminosas e riz6bio tem um papel importante na

produtividade agricola mundial, convertendo cerca de 120 milh6es de toneladas de azoto

atmosf6rico em formas assimil6veis pelas plantas (Freiberg et al,1997).

A import6ncia da fixagflo biol6gica de azoto para a produgdo a]imentar mundial 6

inquestion6vel. As leguminosas usadas desde os prim6rdios da agricultura nos mais variados

sistemas, incluem esp6cies de proteaginosas, oleaginosas e forrageiras, importantes na

alimentagdo humana e animal (Howieson, 1999; Francis, 1999), na melhoria de caracterfsticas

da estrutura do solo tais como porosidade, estabilidade de agregados e retengao de dgua

(Greenland, l97l) e no incremento da fertilidade do solo @rockwell e Bottomley, 1995; van

Kessel e Harfley, 2000).

Os cerca de 6 bili6es de seres humanos que actualmente povoam o planeta consomem

uma m6dia de 11g de N nos alimentos por dia, ou seja, cerca de 24 milhSes de toneladas por

ano (Fink et al, 1999). A produgflo mundial de leguminosas garante cerca de 33Vo das

necessidades da humanidade em N, no entanto, este valor pode-se elevar a cerca de 80Zo das

necessidades, nas regides tropicais e subtropicais. As leguminosas ocupam aproximadamente

275 milhles de hectares ou seja, perto de ll%o das terras ar6veis (Hartley, 2000; Kinzitg,

Socolow, 1994).



1.1.2 Riz6bio

As bact6rias do solo que formam simbioses fixadoras de azoto, normalmente

designadas por riz6bios, sdo microsimbiontes facultativos que podem infectar raizes de muitas

esp6cies de leguminosas (mas ndo de todas) formando n6dulos passfveis de realizar a fixagdo

simbi6tica de azoto afinosf6rico, transformando-o em formas assimildveis pelas plantas

(Herridge et al., 2IJ/l._l; Sessitsch et al., 2002). Os riz6bios s6o bact6rias Gram negativas,

m6veis, com morfologias varii{veis (pleomorficas) sendo a mais frequente a de pequenos

bastonetes (Jordan, l9S4). E frequente apresentarem a forrnagIo de grdnulos de poli-p-

hidroxibutirato como substdncia de reserva quando em crescimento em meios ricos em

carbono, sendo bact6rias aer6bias usam oxigdnio como aceitador final de electrdes (Jordan,

1984).

Presentemente s6o reconhecidas 44 especies de riz6bio distribu(das por 12 g6neros

englobados principalmente na classe a-Proteobacteria (Sawada et al, 2N3), tendo sido

tamb6m referidos casos de nodulagdo de leguminosas por membros da classe B-

Proteobacteria (Vandamme et al,2N2), o que revela uma origem polifiletica das bactdrias

iz6bio (Young, 1996). No Quadro n" 1 apresentam-se as famflias e g6neros propostos por

Sawada et al (2O03), para a classificagdo de riz6bios bem como exemplos de espdcies de

bact6rias e hospedeiros com os quais tOm sido referenciadas relag6es simbi6ticas efectivas.

1.1.3. A simbiose riz6bio - leguminosa

O estabelecimento de qualquer interacgSo simbi6tica necessita de um elevado nivel de

compatibilidade entre os simbiontes e no caso da simbiose entre riz6bio e leguminosas esta

compatibilidade deveri{ ocorrer desde os primeiros estddios da relaglo at6 d diferenciagdo do

n6dulo ( Iong e Ehrhardt, 1989). A fixagdo de Nz atrnosf6rico 6 o culminar de um longo

processo de di6logo qufmico entre a bact6ria e o seu hospedeiro, que resultar6 no

desenvolvimento de um novo "organito" no interior da c6lula hospedeira conhecido como

simbiossoma, sede dos processos bioqufmicos que conduzem i fixagdo de Nz pela bact6ria e

utilizagflo pelo hospedeiro dos compostos azotados resultantes (Hadri et a1.,1998\.
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1.1.3.1. Reconhecimento

Em condig6es naturais um primeiro evento no estabelecimento da relagdo estd

relacionado com o ntlmero de bactbrias necess6rio ao in(cio da relag6o. Todas as plantas

produzem no seu desenvolvimento radical exsudados que constituem um estimulo d

actividade microbiana no solo, particularmente na rizosfera. Este estimulo, conhecido como

como efeito rizosf6rico, 6 particularmente evidente nas bact6rias riz6bio perante exsudados

de leguminosas @arker, 1977), mas tamb6m evidente para muitos outros organismos da

rizosfera @erret et a1.,2000). Apenas alguns organismos poderdo realizar o passo decisivo

para o estabelecimento da simbiose atrav6s da peneffagdo naruzdo hospedeiro, pelo que um

elaborado mecanismo de reconhecimento ter6, de existir. A comunicagdo e reconhecimento

molecular entre macro e microsimbionte 6 rcalizada por troca de sinais quimicos entre ambos.

Os mediadores qufmicos envolvidos neste didlogo molecular incluem flavonoides, factores

Nod, polissacarfdeos de superf(cie e prote(nas extracelulares @rougton et al.,2ON;Penet et

al.,2C[lO; R6lic er al.,1994.

As lectinas s6o proteinas da planta com capacidade de se ligarem especificamente a

receptores de superficie de bact6rias e tOm um papel na adsorgdo draiz e d especificidade no

desenvolvimento de n6dulos (Long e Ehrhardt, 1989). Diaz et al (1989) ao introduzir genes

para a sfntese de lectina de P. sativum em Trifullium repens demonsftou que as raizes de T.

repens transgdnico nodularam com Oxito, quando inoculadas com R. leguminosarum bv.

viciae,bact6ia especifica de P. sativumincapaz de nodular T. repens em condig6es normais.

Em vdrias estirpes de vdrios g6neros de riz6bio tem sido detectada presenga de um

sistema de secregdo trpo Itr (TTSS) usado para o envio de "mensagens" qufmicas a c6lulas

eucariotas com as quais interactuam quer em relagOes simbi6ticas mutualistas quer paras(ticas

Marie et al,2OO3; Saad et al,2O05). O equipamento TTSS 6 normalmente composto por

cerca de 20 proteinas que formam um complexo na membrana bacteriana atrav6s do qual

transitam proteinas intactas drenadas para o ambiente exterior. Estas protefnas t6m como

principais fung6es subverter o metabolismo do hospedeiro (Comelis e Van Gijsegem, 2000),

permitir o tr0nsito de sinais qufmicos atrav6s da membrana plasmdtica da c6lula eucariota

@iittner e Bonas, 2002) e mediar a indugdo de genes no hospedeiro (Hueck, 1998). As

proteinas de riz6bio segregadas por esta via tOm um papel na nodulagdo sendo designadas por

protefnas exteriores de nodulagdo, nops (Ivlarie et al,2003). Tem sido referenciado que as

nops infTtenciam a nodulagdoo o nfmero de n6dulos na planta hospedeira assim como a

efectividade dos n6dulos formados (Viprey et al, 1998; Krishnen, 2002; Ausmees, 2(D4).
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Exopolisacar(deos (EPS), produzidos por riz6bio tamb6m influenciam o desenvolvimento de

n6dulos e estabelecimento da simbiose ( Becker e Piihler, 1998).

Compostos flavonofdes e derivados de 2-fenil-1,4-benzopirona segregados pelas

plantas constituem o principal sinal indutor de resposta por parte do riz6bio @erret et al.,

2000). A resposta do riz6bio a estes estimulos 6 constituida por sinais morfogdnicos

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 ttpo de factor Nod produzido tem um papel significativo na especificidade

e gama de hospedeiros uma vez que induzem a planta a reconhecer certos riz6bios e assim

facilitar a sua penetragdo na raiz @roughton et al.,2w, Parnisk e Downie, zN3).

Os receptores nas leguminosas para os factores Nod produzidos por riz6bio s5o

constituidos por um conjunto de cinases receptoras (Limpens et a\,2ffi3; Madsen et al,20O3).

As cinases sflo controladores de vias enzimdticas ou de sinalizagdo que actuam pela adigflo de

grupos fosfato a proteinas @arniske e Downie, 2oo3). os genes NFRI, 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, 2oo3), que provavelmente

reconhecem factores Nod ligado-se a polimeros contendo N-acetilglucoseamina (Amon et al,

1998; Bateman e Bycroft, 2000), indicando que estas cinases ter6o um papel importante no

reconhecimento.

1.1.3.2. Genes de nodulagflo de riz6bio

Os genes de riz6bio envolvidos na nodulagdo e sua regulagdo sdo normalmente

designados como genes nod. Estes genes necessdrios para a nodulagdo podem estar

localizados em plasmfdeos (Hynes e MacGregor, 1990; Barnett et a1.,2001; Finan et al.,

2OOl), no cromossoma bacteriano ( Kaneko et a1.,2000) ou em ooilhas" simbi6ticas m6veis

integradas no cromossoma (Sullivarr et al., 2002). Cerca de cinquenta genes envolvidos na

nodulagdo t6m sido identificados, pelo que slo divididos, com base nas suas fungoes em cinco

diferentes categorias; (a) genes de regulagio, (b) genes envolvidos na biossftrtese e

modificagdo de factores Nod, (c) genes envolvidos na secregIo de factores Nod (d) genes

envolvidos na secregflo de proteinas e (e) genes sem fungdo ainda definida (Downie, 1998).
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Os genes nodA, nodB, nodC, nodD, nodl e nodl sdo muito comuns e presentes em

todos os riz6bios estudados. Outros genes nod estilo apenas presentes em certos grupos,

esp6cies ou mesmo estirpes. Por exemplo, nodX apenas esti{ presente em R. leguminosarum

bv. viciae estirpe TOM (Firmin et al., 1993). Alguns dos genes de nodulagio como nodA,

nodB e nodC estilo presentes em c6pias rf,nicas enquanto sequOncias paralogas se enconham

noutros locais do genoma para nodD, nodP, nodQe nodT (Surin e Downie, 1988;Baev et al.,

1991; Rivilla e Downie, 1994). Os genes de nodulagdo encontram-se frequentemente

agregados numa pequena regiSo do genoma, estando organizados em oper6es conservados

presentes nalgumas esp6cies de riz6bio (Downie, 1998). A orgaruzag6o f(sica dos genes de

nodulagio, isto 6, a sua sequ6ncia,6 muito varidvel entre g6neros e esp6cies. Por exemplo, em

R. leguminosarum e em S. nwliloti, os genes nodA, nodB, nodC estlo localizados num operdo

por esta ordem @ownie, 1998), enquanto em M. loti, nodA e nodC estSo juntos no operflo e

nodB estf separado e localizado ajusante do operflo (Sullivan, et al.,2OOZ), e em riz6bios que

nodulam Astragalus sinicus os genes nodB e nodC estilo separados de nodA (Zhxrg et al.,

2000).

1.1.3.3. Especificidade

A nodulagdo de leguminosas resulta de uma intensa troca de sinais quimicos entre os

simbiontes pelo que a especificidade da interacAdo simbi6tica 6 controlada em muitos niveis.

O tipo de flavon6ides produzido pela c6lula hospedeira, os genes de nodulagflo presentes no

riz6bio e o(s) tipo(s) de factores Nod produzidos sflo alguns dos factores que determinam a

especificidade da relagdo simbi6tica, bem como a gama de hospedeiros nodul6veis por uma

estirpe de riz6bio.

A sequ6ncia de DNA do gene nodD drferc consideravelmente nas diferentes espdcies

de riz6bio (Downie, L994), pelo que poderemos considerar que diferentes esp6cies produzem

diferentes proteinas NodD em resposta a diferentes tipos de flavon6ides da planta. Em

Rhizobium sp. estirpe NGR234, iz6bio de largo espectro de hospedeiros, a prote(na NodDl

reconhece uma larga gama de flavon6ides, e a transfer6ncia do gene nodDl da estilpe

NGR234 para estirpes de gama de hospedeiros restrita, mostrou um aumento do especffo de

hospedeiros das estirpes de riz6bio ftansformadas, pelo que um nivel inicial da especificidade

estar6 controlado pelo gene nodD de iz6bio @ender et al., 1988).
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Na presenga de indutores flavon6ides as proteinas NodD ou SyrM regulam a fase

inicial da nodulagflo pela activagflo da transcrig[o de outros genes zod (Roche et al., 1996;

Dowie, 1998). SyrM, identificado em S. mclilori, 6 bastante semelhante is proteinas NodD, e

ambos os tipos de protefnas actuam como sensores de sinais da planta e activadoras

transcripcionais @arnett e Long, 1990; Schlaman et al., 1992; Schell, 1993). As proteinas

NodD e SyrM induzem a transcrigeo do operdo nodABC em riz6bio, pela ligagao d "Nod-

box" na regido promotora deste oper6o. A estirpe de largo espectro de hospedeiros, NGR234

de Rhizobium sp., contem 19 diferentes sequOncias hom6logas para a "Nod-box" criando

assim as condig6es para um ajustamento muito fino para a expressdo dos genes nod, em

fung[o das caracter(sticas dos indutores do hospedeiro, determinando a importf,ncia de "Nod-

box" no controlo da especificidade simbi6tica @erret et a1.,2000).

Um oufro n(vel para a determinagIo da especificidade de hospedeiro envolve o tipo de

factores Nod produzido por riz6bio. os genes nod comuns, nodA, nodB e nodC, sdo

responsdveis pela sintese do nricleo central do factor Nod. Apesar destes genes serem comuns

a todos os riz6bios, as suas sequ6ncias podem ser varidveis entre espdcies de riz6bios e isto

tem sido apontado como importante para a especificidade @oche et al.,1996).

Uma outra via que conduz i especificidade de nodulagSo e gama de hospedeiros

resulta do tipo de substituig6es realizadas na estrutura base do oligossacarfdeo que constitui

os factores Nod. Os genes que codificam estes diferentes tipos de substituig6es qufmicas sdo

especfficos das diferentes esp6cies de riz6bio e por isso responsi{veis, em parte, pela

determinagdo da especificidade (genes /rsn). Debell6 et al. (1988) transformaram R
legurninosarum bv. trifolii tomando-o capaz de nodular Medicago sativa e perdendo a

capacidade de nodular o seu hospedeiro natural, afiav6s da transfer0ncia de genes

nodEFGHPQ, responsdveis por diferentes tipos de substituigdes na estrutura base do factor

Nod (Penet et al.,2NO).

Apesar da import6ncia que parece existir do papel do gene nodD e protefnas NodD,

protefnas SyrM, diferengas nas sequOncias dos genes nodA, nodB, nodC, e substituig6es

quimicas na estrutura base dos factores Nod, estes por si s6, ndo conseguem determinar por

completo a especificidade simbi6tica @erret et al., 2000). R. etli e M. loti produzem factores

Nod muito idOnticos apesar destas duas esp6cies 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 a1.,1993;1995).
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l.l.3.4.Infecg5o e desenvolvimento do n6dulo

At6 agora temo-nos referido a alguns dos processos do reconhecimento e da

especificidade, fundamentais para o estabelecimento da simbiose entre riz6bio e leguminosa.

Ap6s esta fase, digamos preliminar, e se hospedeiro ebacl'fria responderam de forma positiva

aos mtituos est(mulos qufmicos, desenvolver-se-6 um processo de infecgdo da ruz e

organogdnese do n6dulo, que segundo Hadri et al. (1998) sdo processos simultdneos o que

mosffa a importflncia do abordado at6 aqui.

A via mais comum de infecAdo da raiz de leguminosas 6 reahzada atrav6s dos p6los

radiculares. A infecAdo 6 iniciada pela adesdo de bact6rias riz6bio ao p0lo radicular seguida de

uma deformagdo deste, conduzindo a um encaracolamento que permite o aprisionamento das

bact6rias adsorvidas (Kijne et al.,1992). A degradagflo da parede celular do p6lo radicular e a

multiplicagdo das c6lulas de riz6bios d6o origem i formagdo do chamado "cordflo de invas6o"

que se desenvolve no sentido das c6lulas corticais da raiz (Turgeon e Bauer, 1985; Kijne,

1992\. Ao mesmo tempo que se desenvolve a infecgdo do p61o radicular e formagio do corddo

de invasSo, cdlulas do cortex da rar^z voltam a ter actividade meristemdtica, diferenciando-se

em prim6rdio nodular (Hadri et al., 1998), cuja distribuigdo na ruz parece seguir um padrEo

correspondente a variagOes do pH intracelular (Oliveira e Marques, 1992). O cordflo de

invasdo contendo os riz6bios em crescimento desenvolve-se no sentido do prim6rdio nodular

no c6rtex daraiz, apresentando ramificag6es que atingem vi{rias c6lulas @akhuizen, 1988). O

cordao de invasflo acaba por libertar c6lulas de riz6bio no citoplasma de algumas c6lulas de

pr6-meristemas, com a produqio de membrana envolvendo casa uma delas (membrana

peribacter6ide). As bact6rias riz6bio diferenciam-se agora na sua forma endosimbi6tica,

tomando o nome de bacter6ides (Newcomb, 1981; Kijne, 1992). Os bacteroides envolvidos

pela membrana peribacter6ide constituem o designado "simbiossoma" local da fixagdo de Nz

(Roth e Stacey, 1989).
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Riz6bio

Exolrclis sacuidrcs (EPS)
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Figura 1.1. Diagrama representativo das interacgSes moleculares conducentes i formagdo de

n6dulos em leguminosas. A produgAo de compostos flavon6ides pela planta induz a activageo
de genes nodD em iz6bio, conduzindo a actlagdo de outros genes nod paru a sintese de

diferentes factores Nod que em conjunto com exopolissacar(deos produzidos pela bact6ria
desencadeiam os passos iniciais do processo de infecAdo especffica; (1) deformagdo do p61o

radicular, (2) formaglo do corddo de invas6o, (3) divisio de cdlulas do c6rtex daruz a serem
infectadas por riz6bio (Adaptado de Haukka, 1997).
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1.1.3.5. A fixagfio do azoto

A fixaEdo de azoto atmosf6rico pela simbiose riz6bio - leguminosa 6 realizada nos

n6dulos formados e nestes, pelos bactero(des nos simbiossomas, sendo a enzima nitrogenase o

cataltzador da reacgio de fixagEo. Este complexo enzimitico 6 constitu(do por duas

metaloprotefnas, designadas por molibdenoferroprotefna (MoFe, ou componente D e

ferroprote(na (N2 redutase ou componente II) cujo funcionamento 6 essencial i fixagflo de Nz

(Howard e Rees, 1996).

As condig6es essenciais i fixagdo de azoto pela nitrogenase sio a disponibilidade de

energia (MgATP) e ambiente de baixa disponibilidade de oxig6nio. Estes dois requerimentos

essenciais resultam das pr6prias caracter(sticas da nitrogenase e da reacado que este complexo

enzimdtico desencadeia ( Postgate, 1982):

Nz + 8H* +8e- + l6MgATP --- 2NH: + Hz + 16ATP + 16Pi

A sfntese de leghemoglobina parece ser um contributo decisivo para o funcionamento

da simbiose e fixagdo de azoto, uma vez que garante (dadas as suas caracterfsticas de

transportador de Oz) uma baixa pressio de difusdo de 02, ao mesmo tempo que garante o 02

necessdrio d produgSo de energia necessi{ria d fixagio de azoto (Appleby, 1984). A

efectividade dos n6dulos para a fixagdo de N2, est6 directamente correlacionada com a

presenga de leghemoglobina (Verma et al., 1992). Alguns estudos parecem sugerir que, pelo

menos em alguns pares simbi6ticos, a leghemoglobina 6 o resultado da simbiose dado que a

globina 6 codificada pela planta hospedeira enquanto que os grupos heme s6o inicialmente

produzidos pela bact6ria e transportados para o citoplasma do hospedeiro (Lee et al., 1983). O

desenvolvimento estrutural da nitrogenase e sua regulagdo s6o codificados por produtos de

getes nif e genesfx de riz6bio (Rubio e Ludden, 2002).

1.1.3.6. Genes da planta envolvidos na formag6o e desenvolvimento de n6dulos

Como vimos, a formag6o de n6dulos pode ser dividida em tr6s etapas distintas: i) a

etapa pr6 infecciosa, ii) infecgdo e organog6nese do n6dulo e iii) funcionamento e

manutengdo do n6du1o. Durante a primeira fase o iz6bio interactua com o p61o radicular

induzindo o seu encaracolamento formando-se uma "bolsa" com bact6rias aprisionadas.

Durante a segunda fase as bact6rias riz6bio penetram a parede celular, dissolvendo-a

parcialmente invadindo a cdlula, formando-se o cordio de invas6o. Entretanto, durante do
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processo de infecAdo algumas c6lulas do c6rtex da raiz diferenciam-se, multiplicam-se e d6o

origem ao prim6rdio do n6dulo. O cordSo de invasflo cresce no sentido desses prim6rdios e os

riz6bios sflo drenados no citoplasma da cdlula cortical diferenciada, por um processo

tipicamente endocitotico, ficando a bactdia rodeada por uma membrana peribacterofde. Na

c6lula cortical, bacldlna e membrana peribacter6ide dividem-se de forma coordenada,

preenchendo o citoplasma da cdlula infectada no c6rtex do hospedeiro. Durante a terceira fase

as bact6rias diferenciam-se em formas pleom6rficas (bacter6ides) e fixam Nz.

A formagdo de n6dulos 6 acompanhada pela expressdo 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 ndo sao

expressos emraizes nflo infectadas ou em outras partes da planta. A expressdo destes genes 6

realizada diferencialmente durante todo o processo de desenvolvimento do n6dulo. A maioria

das nodulinas 6 expressa no in(cio do processo de fixagdo de azoto sendo designadas por "late

nodulins" (NOD). As nodulinas expressas nas fases iniciais do desenvolvimento do n6dulo,

como resposta a factores Nod de riz6bio @sher e Long, 1992), s6o designadas por "early

nodulins" (ENOD). Estes genes s6o expressos quando a planta jd esti infectada e a estrutura

do n6dulo j6 se comegou a formar. Os genes da planta especificamente expressos na fase de

pr6-infec96o ndo sflo designados por nodulinas pois n6o sdo expressos no n6dulo (Franssen et

al.,1993).

As ENOD intervOm nas fases iniciais do processo de infecA6o e organogOnese do

n6dulo. As NOD estSo envolvidas no funcionamento e manutengdo do n6dulo. O desencadear

da expressIo de genes NOD, coincide com o inicio da fixagdo de Nz. Consequentemente os

genes NOD terflo fung6es relacionadas com o processo de fixagio de azoto tais como

assimilagdo e transporte de metabolitos atrav6s da membrana peribacter6ide, e/ou criagdo de

condig6es fisiol6gicas necessdrias i fixagflo de Nz nos bacter6ides, com especial destaque

para a sfntese de leghemoglobina (Franssen etal.,1992).

1,2.O riz6bio no solo

Os riz6bios sdo simbiontes facultativos proliferando no solo como componentes

normais da populagio microbiana do solo, sendo frequente a sua presenga em solos agr(colas

quer como populag6es nativas quer como populag6es naturalizadas (Parker et a1.,1977;Wang

et al., 1999; Ballard e Charman, 2000). Parker et al. (1977) considera riz6bios nativos os
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caracterftticos de uma flora de leguminosas t(pica e espontanea de uma determinada regido ou

local, considerando naturalizados os introduzidos em determinada regiflo ou solo, com ou sem

cultura de leguminosa a acompanha-los, e que adquiriram a capacidade de sobrevivOncia nas

condig6es do local onde foram introduzidos.

Para que uma determinada estirpe de riz6bio nodule com Oxito uma leguminosa

compat(vel, terd de sobreviver e proliferar no solo em condig6es por vezes adversas. Assim, o

aproveitamento das leguminosas depende em muito das caracterfsticas apresentadas pelas

estirpes capazos de viver no solo em condig6es saprofiticas.

O estudo do comportamento do iz6bio no solo engloba aspectos que assentam

essencialmente em tr6s caracter(sticas das estirpes; competitividade, persistEncia e

compet6ncia saprof(tica. Diz-se que uma estirpe 6 competitiva @rockwell e Gibson, 1968),

quando capaz de nodular com sucesso, em presenga de outra ou outras estirpes concorrentes.

Persistente, quando introduzida em novo "habitat", 6 capaz de nele se manter em nfmeros

adequados il nodulaglo dos hospedeiros @rockwell, 1968). A compeGncia saprof(tica 6 uma

caracter(stica da estirpe persistente em solo ndo rizosf6rico, que € capaz de colonizar, e

sobreviver em condig6es adversas (Chatel et al.,1968).

A sobreviv0ncia do riz6bio no solo, estd na depend6ncia de diversos factores, entre

os quais se realga a presenga de rizosferas favordveis, incluindo a do seu hospedeiro espec(-

fico, pH, temperatura, humidade, tipo e abunddncia de mat6na orgAnica, toxicidades,

antagonismos, parasitismo e acA6o de bacteri6fagos.

1.2.1. Dinimica das populag6es de riz6bio no solo

1.2.1.1. A dimensflo das populagdes de riz6bio no solo

A utilizagio da t6cnica de infecgdo de plantas ax6nicas com diluigdes de solo, em

combinagEo com a determinagdo estatfstica dos nfmeros mais prov6veis (NMP), @rockwell,

1963) tem permitido estimativas da densidade das populagOes de riz6bio no solo que podem

variar desde a sua ndo detecgdo a valores da ordem de 107 ufn (unidades formadoras de

n6dulos) por grama @ushby, 1982; Vincent, 1974). Apesar da densidade populacional ter

sido positivamente correlacionada com muitos factores, incluindo mat'6ria orgdnica, teor de

argilas, presenga de leguminosas, ou vigor no crescimento de leguminosas (Woomer et al.,

1988; Lawson et al., 1987) outros estudos n6o mosffaram qualquer relagdo simples entre
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densidades populacionais e parflmetros ambientais especificos (Gibson et a1.,1975; Hiltbold e

tal., 1985; Wood et al., 1985). Provavelmente, tais discrep6ncias estSo relacionadas com a

tdcntca de contagem normalmente utilizada que imp6e restrigdes ao nfmero de amostras de

solo que podem ser analisadas e o perfodo de tempo ao longo do qual as arnostras s6o

tomadas. Nalguns estudos, grandes flutuag6es na densidade populacional t6m sido detectadas

num mesmo local quando as amostras de solo foram tomadas a intervalos de tempo regulares

por perfodos de um ou dois anos (Dudeja e Khuran4 1989).

Distribuig6es ndo uniformes de riz6bios no solo podem confundir interpretag6es da

influ0ncia de parffmetros ambientais na densidade populacional. Wollum e Cassel (1984)

observaram que a densidade populacional de B. japonicum vaiava entre lO2 e ld ufn por

grama de solo ao longo de pequenas distancias no campo (30 cm). Estudos em R.

leguminosarumbv. trifulii revelaram que 9OVo ou mais da populagdo 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,lgT3).

1.2.1.2. Presenga do hospedeiro

Diferentes populag6es de riz6bio podem coexistir num mesmo solo em baixas

densidades durante muitos anos na ausOncia da leguminosa hospedeira (Kucey e Hynes, 1989;

Nutman e Ross, l97O). No entanto, outros estudos mostraram o impacto que a presenga de um

hospedeiro especifico pode ter na perturbag6o do equillbrio das densidades populacionais

entre biovariedades estreitamente relacionadas denffo da mesma esp6cie de Rhizobium. Em

campos de ervilhas (Pisum sativum L.) as populag6es de R. leguminosarumbv. viciae erarn

1000 vezes maiores do que as da biovariedade phaseoli. Em campos vizinhos de feij6o

(Phaseolus vulgaris L.) as densidades populacionais relativas das duas biovariedades estavam

invertidas (Kucey e Hynes, 1989). Estudos realizados por Bottomley (1991) confirmam estas

observag6es com populag6es de R. leguminosarutn bvs. trifulii e viciae. Em pastagens de

trevo subterrflneo onde esp6cies de ervilhaca (Vicia spp.) estavam ausentes, R. leguminosaram

bvs. viciae e trifotii coexistiam em populagdes de <tftg e >lo6tg respectivamente. Em

campos adjacentes n6o utilizados onde as ervilhacas eram a leguminosa dominante e onde as

esp6cies de trevo (Trifulium\ estavam ausentes, as densidades populacionais das duas

biovariedades estavam invertidas. Mais investigagio 6 necessi{ria para esclarecer se o impacto

da presenga do hospedeiro 6 devido a um efeito rizosfdrico selectivo ou devido i libertaq6o de
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c6lulas por parte de n6dulos senescentes. No caso de Bradyrhizobium, apesar de B. japonicum

persistir no solo durante muitos anos na aus6ncia de soja ( Weaver et a1.,1972; Brunel et al.,

1988) n6o sflo conhecidos dados sobre a dindmica das populag6es de solo de B. japonicum

relativamente a outras populag6es de Bradyrhizobium de hospedeiros alternativos.

1.2.1,3. Riz6bios n5o infectivos na populagfio de solo.

Apesar da t6cnica de imunofluoresc6ncia permitir aos pesquisadores a determinagdo

das densidades de riz6bio no solo, sem o recurso i t6cnica da infecgdo de plantas para

determinagdo do NMP, t6m sido expressas preocupag6es acerca da proporgdo de c6lulas

vidveis e competentes para a nodulagdo de entre a populagflo observada por

imunofluorescOncia (Kennedy e Wollum, 1988; Postma et a1.,1988).

Bact6rias sem a capacidade de formar n6dulos t6m sido isoladas, sendo antigenicamente

relacionadas, ou mostrando homologia parcial de DNA, com biovariedades simbioticamente

competentes de R. kguminosarum (Ialis et al., 1989; Soberon-Chavez e Najera, 1989). As

contagens por imunofluoresc6ncia de populag6es nativas de Bradyrhizobium sp. (Lochner er

al., 1989) e de R. leguminosarum bv. trifolii (Bottomley e Dughri, 1989) tOm tido resultados

significativamente superiores a contagens realizadas pelo procedimento para a determinaEdo

do NMP. Apesar disso, existem evidencias de que riz6bios nflo competentes ndo poderIo

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

1,2.1.4. Relag6es entre riz6bios e a populag6o microbiana do solo

A informagSo sobre as relagdes entre riz6bios e a populag6o microbiana do solo 6

bastante escassa. A proporgdo de riz6bios na populagdo microbiana total do solo 6 dificil de

determinar e os valores descritos na literatura apresentam grandes variag6es. Contagens de

bact6rias totais feitas por epifluoresc0nci4 comparadas com contagens de riz6bio por

imunofluoresc6ncia mostram que B. japonicum ( Moawad e tal., 1984) e R. leguminosarum

bv. trifolii (Bottomley e Dughri, 1989;Bottomley e Maggard, 1990) representam entreO,lVo e

l,O7o do total de bact6rias do solo e da rizosfera. Em estudos onde os valores de NMP de

riz6bio foram comparados com contagens em placa das bact6rias totais do solo (considerando

totais apenas as bact6rias cultiv6veis em placa, excluindo por isso muitas outras bact6rias), os
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primeiros contribuem com aproximadamente 87o das bactdrias totais do solo contadas em

pastagens de trevo e cirmpos de soja (Mahler e McDole, 1987) e cerca de 25Vo das bact6rias

totais na rizosfera de trevos @ovira, 1961). Enquanto que a t6cnica de contagem em placa 6

sabido que subestima a magnitude das populag6es de vidveis do solo @ottomley e Maggard,

1990), a quantificagf,o por microscopia de fluoresc6ncia sofre de dificuldades na

determinagdo de qual a proporgSo de bact6rias notivas que pode ser recolhida da matriz do

solo (Crozat e Cleyet-Marel, L984; Postma e tal., 1988; Kim e tal., 1985). A evolug6o da

permanOncia da biomassa microbiana no solo varia em diferentes solos (Van Veen e d.,
1987) e ataxa de declfnio at6 ao equilibrio de populagOes inroduzidas pode ter uma descrigflo

cin6tica cujas taxas de variagflo s6o vari6veis entre solo (Crozat e tal., 1982; Corman e tal.,

1987).

Estudos laboratoriais levados a cabo com riz6bios, mutantes resistentes a antibi6ticos

e fungicidas, introduzidos no solo mostrarirm que protozodrios e outros predadores

microbianos podem causar um declinio na densidade populacional de riz6bios introduzidos no

solo (Hapte e Alexander, 1977;Heynen et a1.,1988; Lennox e Alexander, 1981; Ramirez e

Alexander, 1980). Vale a pena referir, no entanto, que as densidades populacionais de riz6bio

nas quais os predadores se tornam inefectivos sflo similares aos valores tipicamente

encontrados em solo n6o est6ril. Mais ainda, uma vez que os riz6bios introduzidos sflo

distribu(dos diferencialmente no solo em relagdo aos riz6bios nativos (Ozawa e Yamaguchi,

1986), a acessibilidade tanto dos nativos como dos riz6bios introduzidos aos predadores

necessita de ser comparada tanto no solo como na rizosfera.

l.2.2.Efeito de condigOes flrsicas do solo na populagio de riz6bio

Solos de textura grosseir4 susceptfveis de defici€ncia hfdrica, acidificag6o e

deficiOncias nutritivas s6o obstdculos ao estabelecimento de leguminosas e d sua

produtividade. Solos de textura fina, muito meteorizados e dcidos podem tambfm ser

problemdticos se contiverem excessos de elementos t6xicos tais como aluminio e mangan6s,

fracAdes minerais que possuem alta capacidade e afinidade para a absorgdo de fosfato, e se

forem propensos a variagOes estruturais durante os ciclos de humedecimento e secagem. Solos

mal drenados de grande saturageo em bases ndo t€m recebido grande atengf,o, apesar das

dificuldades usualmente encontradas na cultura de leguminosas nestas condigoes.
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1.2.2.1.Interacg6es entre riz6bio e minerais de argila

Apesar das cargas eldctricas caracterfsticas de Rhizobium e Bradyrhizobium serem

diferentes, e poderem variar entre estirpes de riz6bio (Marshal, 1969), evidOncias de que a

carga superficial caracterfutica dos minerais de argila influencia o comportamento de riz6bio

no solo 6 meramente circunstancial. Uma solugdo de exftacAdo contendo gelatina

parcialmente hidrolisada e fosfato de am6nio (pH 8,2) era essencial para a recolha de

riz6bios introduzidos em solos das ordens Oxisol, Vertisol e Andisol (Kinsley e Bohlool,

1981). Apesar de os autores sugerirem que o riz6bio era diffcil de recolher dada a forte

associag6o elecmostdtica com a ftacAdo mineral, uma explicagflo alternativa pode ser a de

que o riz6bio era dispersado com sucesso da estrutura do solo mas subsequentemente

aprisionado pelos colofdes do solo como resultado de um comportamento floculante

an6malo (Demezas e Bottomley, 1986).

Evid6ncias circunstanciais sobre o papel dos minerais de argila no sucesso da nodulagdo

por riz6bio, v6m de experiOncias de nodulagdo competitiva ente misturas de R.

leguminosarumbv. viciae em lentilhas (Lens esculenta), $tlay e Bohlool, 1983) Rhizobium

sp. em leucaena (Moawad e Bohlool, 1984) (Izucaena leucocephala), e Rhizobium sp. (Cicer)

em grdo-de-bico (Somesega.ran, 1989). Diferengas de competigdo foram observadas em

experiOncias 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, n6o houve influOncia 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 a1.,1987).

1.2.2.2. ReIagSo entre estrutura do solo e caracteristicas morfo-fisiol6gicas de

riz6bio

1.2.2.2.L. Dimens6o da c6lula

Ozawa e Yamaguchi (1986) relataram que apesar de 9OVo dos riz6bios nativos esta.rem

fortemente associados ds particulas do solo, um grande per(odo de incubagdo 6 necess6rio at6

que a maioria dos riz6bios introduzidos penetre nos poros dos agregados de solo. Num estudo
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recente, uma maior percentagem de riz6bios introduzidos fica associada is particulas de solo

com diflmetros > 50 pm d medida que o teor de humidade do solo se reduzia (Postrna et al.,

1989). Estes autores langaram a hip6tese de que o movimento do riz6bio para os agregados do

solo seria retardado at6 que os poros de di0metro semelhante ao de um riz6bio crescido em

laborat6rio (< 3,0 pm) estivessem livres de 6gua. Em relagflo i dimensdo do riz6bio indigen4

tem sido demonstrado que tanto B. japonicurn como R.leguminosarutnbv. trifolii decrescem

de tamanho ap6s incubagdo prolongada no solo @ostma et al., 1988; Crozat et al., 1982).

C6lulas morfologicamente atipicas t6m sido observadas em populag6es nativas de B.

japonicum @ohlool e Schmidt, 1970) e R. leguminosarun, bv. trifulii (Bottomley e Dughri,

1989). Provavelmente uma cdlula pequena confere uma vantagem ecol6gica ao .'iz6bio

permitindo a ocupagdo de poros pequenos e evitar de baixo potencial mdrico do solo e

predagdo. Por outro lado, a ocupagIo de poros pequenos pode ser desvantajosa, dado que o

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

1.2.2.2.2. Relagdes Hfdricas

Tem sido demonstrado que as populagSes de Bradyrhizobium spp. (de crescimento

lento) sdo mais persistentes que as populag6es de Rhizobium spp. (de crescimento rdpido) em

solos que sofram deficiOncias hfdricas sazonais (Chatel e Parker, 1973). Tem sido sugerido

que Bradyrhizobium enfta em dormOncia mais rapidamente do qtre Rhizobium dado que os

primeiros mantOm um teor em 6gua interno mais baixo que os 6ltimos, em baixos potencias

h(dricos @ushby e Marshall, 1977). Esta hip6tese n6o tem sido suportada por outros estudos (

Hartel e Alexander, 1986; Mahaler e wollum, 1981; Singleton et al., 1982; woomer e

Bohlool, 1989).

As bact6rias do solo podem ser influenciadas por um grande nfmero de factores

incluindo o teor de humidade do solo @ngland et al.,1993). Gray e Williams (1971) referem

que a maioria dos microrganismos n6o cresce em solos com valores de pF superiores a 4,2,

isto 6, potenciais mdtricos inferiores a - 1,5MPa. Arazdo para esta limitagdo ao crescimento

prende-se com o facto dos microrganismos n6o exercerem uma pressdo de sucgflo suficiente

para 6gaa presente nos poros de diAmetro inferior a0,2 W (diflmetro m6ximo dos poros com

dgua num potencial m6trico de - 1,5MPa e dimensdo minima conhecida para Rhizobium e

Agrobacter em condigdes muito adversas no solo). Amara e Miller (1986) verificararn que o

nfmero de Rhizobium phaseolf decresce em potenciais m6tricos inferiores a -1,5MP4 o
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mesmo acontecendo a B- japonicum onde o declinio populacional varia de uma a tr6s ordens

de grandeza em potenciais de -1,5Mp4 quando comparado com potenciais pr6ximos da

capacidade de campo (Mahler e Wollum, 1980). Apesar disso, Postrna et al. (1989)

verificaram que R. trifolii sobreviveu muito melhor em solos com um teor de 6gua inicial

mais baixo quando comparado com solos em que esse teor inicial era superior, o que pode

estar relacionado com a predagio por protozodrios (apenas presentes em poros de didmetro

superior a 10 pm).

A capacidade de izdbio sobreviver em solos com condigdes limitantes de

disponibilidade hidrica 6, varidvel entre esp6cies @ushby e Marshall, 1977;Mahler e Wollum,

1981) e enffe estirpes dentro de espdcies (Amara e Miller, 1986). Issa e Wood (1995)

verificaram que em riz6bio para grflo-de-bico o efeito, sobre o crescimento e sobrevivOncia,

do tipo de solo e das estirpes usadas nos ensaios, foi muito maior do que o efeito do potencial

mdtrico mesmo quando este variou entre -0,03 e -5 MPa.

O tipo de solo influencia bastante o crescimento e sobreviv6ncia em condig6es de

stress h(drico. Os riz6bios sobrevivem melhor em solos de textura fina do que em solos

grosseiros (Danzo e Alexander, 1974; Postma et al., 1990), existindo evidOncias de que os

minerais de argila oferecem protecAdo hs c6lulas contra fen6menos de dessecagdo (Bushby e

Marshal, 1977).

Nio deixa de ser interessante que apesar da infecgdo de pOlos radiculares de trevo

subterr6neo ( com diametros geralmente superiores a 10 pm) n6o ocorrer a potenciais

mdtricos inferiores a -0,3 Mpa ( Worral e Rougley, 1976), as sementes de frevo subterr0neo

podem germinar no solo com potenciais hfdricos t6o baixos como -1,2 Mpa (McWilliair;., et

al., 1969), pelo que pode haver germinagdo e desenvolvimento radicular sem que haja

imediata nodulagdo, apesar de poder haver populaqflo de iz6bio para o poder faz.er, .

1.2.2.2.3. Mobilidade

Dada a capacidade do riz6bio produzir flagelos, vdrios relat6rios sugerem que a

mobilidade pode ser vantajosa para o iz6bio colonizar raizes de leguminosas e iniciar a

formag6o de simbioses (Ames e Bergman, 1981; Caetano-Anolles et a1.,1988; Mellor et al.,

1987; Thornton e Davey, 1983). No entanto, apenas um daqueles estudos de nodulagdo foi

levado a cabo em solo, e esse solo seria um solo de textura muito ligeira (Thomton 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 combinagdo de factores do

solo que facilitariam o movimento de bact6rias para a superf(cie da raiz. Os resultados de

outros estudos em solo levantam drividas sobre a importincia da mobilidade na facilitagio do

acesso d superffcie da raiz em condig6es de solo n6o saturado. Em solos de diferentes

texturas, o movimento de R. leguminosarum bv. trifulii cessou quando os poros cheios de

6gua se tornaram descontinuos (-0,005 a - 0,026 Mpa) apesar dos poros ocupados por dgua

serem ainda bastante grandes (< 6,8 pm) relativamente ao tamanho da c6lula rizobiana

(Hambdi, l97l).Liu, et al.(1989)mostrou ndo haver diferengas entre um mutante n6o m6vel e

a sua respectiva estirpe-mde de B. japonicun, ao colonizaremigualmente as rizosferas de soja

num solo "silt loam" (usualmente cancteizado por fraca estrutura e domftrio dos poros

pequenos). Para evitar compactag6es desnecess6rias do solo, a maior parte das leguminosas 6

semeada no campo ap6s o solo ter secado o suficiente para permitir o tr6fego de mdquinas.

Nestas circunstincias de solo n6o saturado, parece razodvel especular que a mobilidade nflo

confere qualquer vantagem e que apenas os riz6bios localizados na periferia dos agregados

entrareo em contacto com a radicula emergente e com os sftios primdrios de nodulagio.

1.2.2.3. Temperatura

A temperatura do solo 6 um factor determinante para a capacidade de riz6bio para

competir e persistir no solo e rizosfera. As estirpes diferem entre si na sua capacidade em

crescer e sobreviver numa gama de temperaturas (hartel e Alexander, 1984; Boonkerd e

Weaver, 1982). A incapacidade de inoculantes para R. leguminosarum bv. rifolii em persistir

por mais do que uma 6poca de crescimento em solos do Oeste Australiano tem sido atribufda

i prevalOncia de altas temperaturas estivais (Chatel e Parker, 1973).

A temperatura pode alterar as relag6es competitivas entre estirpes. Weber e Miller
(1972) plantaram soja em vasos contendo solo com largas populag6es de riz6bios nativos.

Diferentes serogrupos predominaram nos n6dulos das plantas incubadas a diferentes

temperaturas. Duas estirpes de R. trifulii foram inoculadas em trevos onde se detectou que a

maioria dos n6dulos a 12"C era formada por uma das estirpes, invertendo-se a situagdo

quando a temperatura de incubagdo foi de 25"C (Hardson e Jones, 1979). Por outro lado,

Brockwell et al. (1982), em ensaios de campo, ao correlacionarem o efeito entre pares de

locais de diferentes temperaturas, verificaram ndo haver uma influ6ncia global da temperatura

tanto na competigdo como na persistEncia das estirpes inoculantes em ensaio.
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1.2.3.Influ6ncia das propriedades quimicas do solo no riz6bio

1.2.3.1,. A acidez do solo

As leguminosas sdo exigentes quanto hs reservas minerais do solo. Muitos solos que

podem beneficiar do crescimento de leguminosas e fixagdo de azoto associada, sio

frequentemente deficientes nos minerais essenciais para o crescimento das leguminosas. Estes

solos s6o frequentemente dcidos (pH < 5,5), ou de poder tampflo muito fraco sendo sujeitos a

acidificagflo tanto como resultado do crescimento de leguminosas como da aplicagflo de

fertilizantes amoniacais a ndo leguminosas usadas na rotagdo (Mahler e McDole, 1987;

Rasmussen e Rohde, 1989). Apesar da aplicagdo de calc6rio poder rectificar o problema, a sua

disponibilidade, custo e a sua aplicagflo pode constituir uma s6ria limitagdo d sua utilizagdo.

Por outro lado, em solos de baixa capacidade de troca cati6nica a sobre dosagem das

correcg6es pode ocorrer levando a graves desordens fisicas e qu(micas ( Robson, 1989).

Apesar do factor comum a todos os solos 6cidos ser o seu baixo pH, 6 importante considerar

que grandes variag6es na sua textura estrutura, mineralogia, teor de mat6ria orgAnica,

actividade de esp6cies i6nicas monom6ricas ou polim6ricas de aluminio e disponibilidade de

Cu '*, Mn '*, Mo, e P, tornam muito dif(cil a comparagdo de resultados de estudos

desenvolvidos em diferentes solos. Os resultados apresentados por Coven$ et al. (1987)

exemplificam este problema fornecendo exemplos das diferentes limitagdes ao crescimento de

leguminosas que foram encontradas em solos 6cidos no Sudoeste da Austrdlia.

l.2.3.2.Influencia da acidez no crescimento e sobreviv6ncia

Os problemas no estabelecimento de leguminosas em solos dcidos tOm sido

frequentemente atribufdos i sensibilidade vari6vel do riz6bio i acidez. A identificagdo de

estirpes de Bradyrhizobium capazes de crescer a baixo pH na presenga de alumi,nio sohivel

@ate e Halliday, 1979; Keyser e Munns, 1979) estimulou numerosas pesquisas nas colecg6es

de outras esp6cies de riz6bio para a detecAdo de estirpes tolerantes it acidez e i toxicidade por

aluminio (Cooper, 1982; Grahaffr et al., 1982; Hartel et al., 1983; Vargas e Graham, 1988;

Wood e Cooper, 1988; Howieson e, al., 1988). A extensdo l6gica destes esforgos foi a de
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questionar se os riz6bios nativos em solos 6cidos seriam colonizadores de sucesso dada a sua

superior tolerflncia d acidez.

Estudos de populag6es nativas de riz6bio em solos 6cidos nflo produziram resultados

que suportem esta possibilidade. Woomer et al. (1988) num levantamento realizado em solos

do Havai com valores de pH enfie 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

precipitagdo m6dia anual recebida pelo solo mais dcido teve uma influOncia positiva na

densidade populacional que suplantou o impacto negativo, se este existiu, do baixo pH do

solo. Ndo foram detectadas diferengas na tolerfincia d acidez de isolamentos de R.

legurninosarum bv. trifolii (Wood e Shepherd, 1987) e Rhizobium mcliloti (Howieson et a.1.,

1988) e colhidas em solos de pH vari6vel. A maioria da populagdo de R. leguminosarurnbv.

trifolii recolhida de um solo extremamente 6cido ndo era mais tolerante d. acidez do que as

estirpes do laborat6rio, e a maioria da populagdo "evitava" o baixo pH colonizando os 2 cm

superficiais menos dcidos do perfil solo @ichardson e Simpson, 1988). Apesar da calagem

de um solo 6cido alterar a ocupagflo de n6dulos por quatro serotipos nativos de R.

legurninosarum bv. trifolii em trevo subterrdneo ( Dughri e Bottomley, 1984), a densidade

populacional dos 4 serotipos ndo foi alterada pela calagem, independentemente da influOncia

do calcdrio nas capacidades de nodulagdo (Almendras e Boftomley, 1987).

l.2.3.3.Influ6ncia da acidez na formag6o de n6dulos

Tanto na formagdo como na actividade de vdrias simbioses riz6bio-leguminosa, tem

sido demonstrada a sensibilidade d acidez do solo. Na verdade, a importincia do pH no

processo de infecgflo foi reconhecido h6 muitos anos quando pequenas quantidades de

calcdrio adicionado a sementes de trevo se mostraram ben6ficas para a nodulaEdo de

leguminosas semeadas em solos dcidos (Loneragan et a1.,1955). No processo de infecAao de

certas leguminosas de regi6es temperadas (Trifolium, Pisum e Medicago) foi detectado ser

mais sens(vel h acidez do que o pr6prio crescimento da planta (Lie, 1969; Munns, 1968). Para

alem disso, a formag6o do n6dulo @ushby, 1981; Munns et al.,1979) e a expressdo dos genes

nod pelo izdbio (Richardson et al., 1988) pode ser mais sens(vel d. acidez ou ao aluminio do

que o crescimento ou sobreviv0ncia do riz6bio per se. Apesar de tanto estirpes de

Bradyrhizobium sp. (Vigna) Al-sensfveis como estirpes Al-tolerantes sobreviverem bem em

solo 6cido rico em aluminio (Soby e Bergman, 1983), as estirpes Al-sensfveis nodulam com
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menor efiLcdcia em solo 6cido do que o fazem as estirpes Al-tolerantes ( Hanel et a1.,1983).

Em contraste, Graham et al. (1982) detectaram que uma estirpe 6cido-tolerante de R.

legurninosarum bv . phnseoli ndo s6 sobrevivia melhor do que a estirpe dcido-sensfvel em solo

6cido como dava origem a melhor nodulagdo e produgdo de feij6o.

l.2.3.4.Influ6ncia da acidez no funcionamento do n6dulo

Apesar do crescimento de muitas leguminosas em condig6es de fixagflo de azoto ser

mais sens(vel d acidez e ao alumfnio do que plantas a crescer com base em azoto mineral,

(Andrew, 1976; Doerge et al., 1985; Munns et al., 1979) existem excepgdes onde n6o tfm

sido detectadas diferengas enfte crescimento dependente da simbiose e azoto mineral

(I-indstrom et a1.,1985; Munns et a1.,1981). TOm tamb6m sido documentadas diferengas de

tolerAncia d asidez entre g6neros de leguminosas (Munns et al., 1977), entre esp6cies do

mesmo g6nero (Carvalho et al.,1981), e entre cultivares da mesma esp6cie (Kim et a1.,1985;

Vargas e Graham, 1988 e 1989). A capacidade de adaptagdo de esp6cies de leguminosas a

solos dcidos de baixa fertilidade 6 frequentemente revelada pela sua indiferenga d fertilizagSo

mineral ( Henzell, 1988).

1.2.3.5. Influ6ncia do fosfato

E bem conhecida a caracter(stica de muitas leguminosas serem inferiores a outras

esp6cies vegetais na captagdo de fosfato do solo (Caradus, 1980). Como consequ6ncia, muitos

solos requerem quantidades aprecidveis de fertilizantes fosfatados para que a cultura de

leguminosas possa ser economicamente vi6vel (Ozanne e Biddiscombe, 1969). Uma vez que

algumas leguminosas tOm maiores necessidades em f6sforo para o crescimento usando azoto

resultante da fixagdo simbi6tica do que piua o crescimento quando usam azoto mineral

(Cassman et a1.,1981; Israel,1987; Singleton et a1.,1985), surge a questEo de saber se estas

diferengas se devem a diferentes capacidades de armazenagem do P por parte da c6lula de

riz6bio. Soja inoculada com a estilpe USDA 110, crescida em condig6es de escassez de P deu

origem a menor actividade nitrogendsica e menor teor de azoto na parte a€rea, do que quando

inoculada com bact6rias crescidas em condig6es de abunddncia de P (Mullen et al., 1988).

Estirpes de B. japonicum, (Cassmanet al.,l98l)il R. meliloti, @eck e Munns, 1984 e 1985) e
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R. leguminos&rurn bv. trifolii (kung e Bottornley, 1987) mostraram diferengas na sua

capacidade de captar baixas concentrag6es de P inorgdnico. No caso de R. leguminosarumbv.

trifolii, estirpes que mosftam superior capacidade de armazenar P, eram membros do serotipo

indfgena dominante nos n6dulos de trevo subterrdneo em solos 6cidos deficientes em P

(Almendras e Bottomley, 1987).

1.2.3.6. Influ6ncia do c6lcio

Apesar das pequenas necessidades em cdlcio para o crescimento de riz6bio em

condigdes de laborat6rio, vdrias evid6ncias sugerem um papel cr(tico do cdlcio no crescimento

e sobreviv6ncia de rizdbio no solo em condig6es de baixo pH. A velocidade de crescimento

de S. mcliloli aumenta com o incremento da concentragio 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 cdlcio,

em condig6es, 6cidas para o crescimento de S. melilori sdo maiores do que o inicialmente

previsto (Howieson et al., 1992). O declinio populacional a pH 4 6 tamb6m reduzido com o

aumento das concentrag6es de c6lcio no meio (Dilworth et a1.,1999). Beck e Munns (1984 e

1985) referem por outro lado que ci{lcio suplementar 6 necessdrio para o crescimento de ,S.

meliloti em baixas concentrag6es de fosfatos inorgf;nicos e de escassez de 6gua. Tamb6m as

estirpes de S. meliloti isoladas de solos dcidos e com comportamento dcido-tolerante,

requerem nfveis de cdlcio mais elevados para o crescimento, quando comparadas com estirpes

6cido-sens(veis (O'Hara et al., 1989).

O c6lcio tem um papel importante no processo de formagdo dos n6dulos, participando

na sfntese de proteinas importantes na adeslo de R. kguminosarum bv. viciae a p0los

radiculares de ervilha (Smit er al., 1989). Em condigdes ac(dicas o aumento da concentrag[o

de cdlcio amplifica a indugIo de genes nod de R. leguminosarum bv. trifolii por 7,4'-

dihidroxiflavona @ichardson e, al., 1988).
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1.3. Competigio pela ocupag6o de n6dulos

1.3.1. O problema da Competig6o

A presenga de populag6es de riz6bio nativas ou naturalizadas 6 muito frequente na

generalidade dos solos agricolas sendo comum a nodulagdo de leguminosas cultivadas sem

inoculagdo prdvia (Thies et al., 1991; Sessitsch et al.,2N2). Esta distribuigdo generalizada

pode ser devida d disseminagdo global de muitas leguminosas cultivadas bem como aos

riz6bios usados na sua inoculagflo @rockwell e Bottomley,1995; Ballard e Charrnan, 2000).

Apesar de nodularem com grande frequ6ncia, a eficiOncia na fixagio de azoto 6 muito varidvel

e, frequentemente, muito baixa em relagdo 6s necessidades da planta cultivada (Keyser e Li,

1992; Ballard e Charman, 2000; Denton et al., ZAOD. A soja (Glycine mate) onglndria e

domesticada na China nodula eficazmente sem inoculagflo naquela zona do globo (Keyser e

Li,1992),jd quando cultivada sem inoculagdo na Amdrica do Norte a nodulagflo e fixagflo de

azoto pelas estirpes nativas 6 normalmente pobre (Zdor e Pueppke, 1998). Como

consequ6ncia, a inoculagdo de leguminosas como prdtrca agron6mica usando estirpes de

riz6bio de superior qualidade paru a nodulagdo e fixaglo de azoto tem sido usada de forma a

aumentar a produtividade da cultura de leguminosas @rockwell et al., 1982; Thies et al.,

1991; Howieson e Ballard, 2N4). A inoculagflo de leguminosas 6 especialmente indicada e

praticada quando se introduz uma nova esp6cie de leguminosa numa nova regido ou num

local em que n6o h6 tradigdo na sua cultura (Brockwell e Bottomley,1995).

Respostas positivas i inoculagdo quer na produtividade da cultura quer na ocupagdo de

n6dulos pela(s) estirpe(s) de riz6bio inoculante tOm sido referenciadas em locais onde a

cultura € realizada pela primera vez e onde os solos n6o possuem riz6bios nativos

compativeis ( Bell e Nutman, 1971; Brockwell et a1.,1987; Somesegaran et a1.,1988). No

entanto, em muitos solos com populag6es nativas de riz6bio bem estabelecidas estas criam

obstdculos i nodulagdo, criando uma presslo competitiva que impede a formagdo de n6dulos

por parte da estirpe inoculante ( Jonson et al., 1965; Bromfield et al., 1986; Bohlool et al.,

1992; Brockwell e Bottomley, 1995). Em alguns casos a estirpe inoculante domina a

ocupagdo de n6dulos no ano da implantagdo (estirpes competitivas) mas vfo perdendo

representatividade nos n6dulos formados nos anos subsequentes, evidenciando problemas de

persistEncia (Parker et a1.,1977; Brockwell et a1.,1982; Dowling e Broughton, 1986; Hebb et

al., 1998). A ocupag[o de n6dulos por estirpes nativas excluindo as estirpes inoculantes,

ocorre mesmo nas raras situag6es @rockwell e Bottomley, 1995> em que a populagdo
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inoculante em muito ultrapassa em nrimero a populageo nativa presente (Weaver e Fredericlq

1974), tendo sido referidos casos em que a resposta d inoculag6o nAo ocorre na presenga de

apenas 50 ufn por grama de solo de riz6bios nativos (Thies et al.,l99l).
As populagSes nativas de riz6bio estdo bem adaptadas ao seu 'habitat" mas

apresentam com frequOncia uma baixa capacidade fixadora de azoto, especialmente quando se

procede i cultura de leguminosas seleccionadas (Triplett e Sadowsky,1992; Denton et al.,

20n.2).

Por estes motivos, as populag6es nativas ou naturalizadas de riz6bios constituem uma

barreira competitiva importante ao sucesso da implantagio de estirpes inoculantes para

leguminosas., sendo referido por Triplett e Sadowsky (1992) como "o problema da

competigflo em riz6bio".

1.3.2. Factores que afectam a competigio

A competigSo aqui referida diz respeito i competigdo entre estirpes de Rhizobium

geneticamente relacionadas para a nodulagdo de uma dada planta hospedeira. (Sadowsky e

Graham, 1998). Pode ser assumido que mutagdes que afectam a maior parte dos genes

necessdrios ao crescimento e sobrevivOncia no solo tambdm resultario num fen6tipo menos

competitivo, pelo que tais genes ndo s6o verdadeiros loccus de competigdo (Sadowsky e

Graham, 1998). Tal como referido por Sffeeter (1994) estudos dos assim chamados

determinantes gen6ticos para a competigdo t6m muitas limitag6es, uma vez que no ambiente

onde se encontram, a grande diversidade gen6tica dos riz6bios permitird a capacidade para a

ocupagdo de uma variedade de nichos, e a adaptagdo para a sobreviv6ncia em alguns destes

nichos poderd n6o ser relevante na competig6o para a nodulagEo. Apesar disso, tOm sido

identificados certos factores aos quais t6m sido amibufdas fung6es especfficas na competigdo

(Sadowsky e Graham, 1998; Triplett e Sadowsk:y,1992).

1.3.2.1. Factores abi6ticos

Os factores abi6ticos que afectam a competigdo para a nodulagflo incluem a limitagdo

de nutrientes pam plantas e bact6rias, a humidade do solo e o seu teor em mat6ria org6nic4 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 riz6bio a condigdes de extrema alcalinidade, incrementos de

temperatura e de concenffagflo de sais tOm sido referidas (Lie, 1984; Surange et a1.,1997}Em

ensaios de campo realizados no Brasil, a fertrlizagdo e correcgdo do solo com P, K, S,

micronutrientes e calagem, a nodulaglo por estirpes inoculantes marcadas foi fortemente

incrementada (Oliveira et al., 1998). Estirpes de trevo subterrflneo tamb6m tOm mostrado

diferengas na capacidade de resistir d dessecagdo (Fuhrmann, 1986). Esti{ postulado que uma

baixa actividade da 6gua pode alterar o tipo e quantidade de exsudados de raiz libertados,

assim como o crescimento da plant4 e assim indirectamente afectar a capacidade de certas

estirpes competirem na formagdo do n6du1o (Sadowsky e Graham, 1998). O efeito do teor de

humidade e do pH ir6o variar na depend6ncia da temperatura, e valores extremos de

temperatura ser6o prejudiciais paru a nodulagIo (Sadowsky e Graham, 1998). Estirpes com

toler0ncias acrescidas a estas diferentes condig6es sflo de esperar serem mais competitivas do

que estirpes mais sensfveis.

1.3.2.2. Factores da Planta

Uma das t6cnicas sugeridas para ultrapassar o problema da competigio 6 a utilizagdo

de germoplasmas de plantas que excluam a nodulagio por estirpes de riz6bio indesejdveis

(Triplett e Sadowsky, 1992). Estirpes altamente eficientes na fixagio de azoto podem

competir melhor na formagdo de n6dulos quando o gen6tipo da planta restringe a nodulagdo

por outras estirpes (Cregan e Keyser, 1986). No caso da ervilha cultivar Afghanistan, a

resist6ncia d nodulagflo pela maioria das estirpes Europeias 6 determinada por um gene

recessivo da planta hospedeira (Lie, 1984). O gene nodX da estirpe TOM permite a esta

ultrapassar a resist6ncia da planta d nodulagdo ( Davis et al., 1988). A ffansfer6ncia do gene

nodX para estirpes que normalmente n6o nodulam a variedade Afghanistam de ervilh4

conferem-lhes a capacidade de nodular esta variedade (Fobert et al.,l99l).

O tipo de leguminosa cultivada pode tambdm influenciar a competig6o por nodulagdo

preferencial por certas estirpes. Num ensaio de campo com ervilha e fava verificou-se

preferOncia por certas estirpes de riz6bio. Um grupo de estirpes, identificado por perfis de

plasmfdeos especificos, formou cerca de metade dos n6dulos 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 n6dulos em fava mas nenhum em ervilha (Hynes e

O'Connell, 1990). Situagio identifica foi verificada num outro estudo realizado no Egipto em

28



Introdugdo Geral

que uma estirpe inoculante para lentilhas ndo mostrava capacidade competitiva em relagdo is
nativas, mas que quando inoculada em trevo bersim mostrou-se altamente competitiva, apesar

de nflo haver diferengas na produgdo em relagdo aos ffevos n5o inoculados (Moawad et al.,

1998).

1.3.2.3. Quimiotaxia e mobilidade

Em mutantes de riz6bio sem mobilidade mas com capacidade de nodulagdo e ndo

afectados na velocidade de crescimento, tsfii sido verificado um comportamento menos

competitivo na formagio de n6dulos quando comparados com as estirpes-mie (Ames e

Bergman, 1981; Mellor et al., 1987), provavelmente devido a uma menor capacidade de

adsorsdo aos pelos radiculares ( Caetano-Anoll1s et a1.,1988). Por outro lado, a obtengao de

mutantes hiperm6veis, teve como resultado o incremento da capacidade competitiva em

relagdo il estirpe-mde @auer e Caetano-Anoll6s, 1990; Wei e Bauer, Lggg).Insucessos na

capacidade competitiva tOm tambdm sido detectados em estirpes com mutag6es para a

quimiotaxia quando comparadas com as estirpes-mde, sendo que a quimiotaxia para

compostos especfficos importantes para a nodulagflo pode ser importante para um fenStipo

competitivo para a nodulagdo (Yost er 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 n6dulos. Num estudo de Oresnik et al. (1998) a

mutagio 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-mde, uma vez que os genes para a utilizagdo deste composto sdo indutiveis por

exfratos da ra;^z de trevo, o que sugere algum papel destes genes nas etapas iniciais da

formag6o dos n6dulos. Nouffos trabalhos, a competigdo para a nodulagflo foi correlacionada

com a capacidade de utilizagdo de homoserina, um composto abundante nos exsudados da

ruiz de ervilha (Hynnes e O'Connel, 1990). A toxina "mimosina" produzida pela leguminosa

arb6rea Irucaena, tambdm parece interferir com a competigIo, 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 nodulagEo

Quando as raizes ficam infectadas e noduladas por iz6bio, desenvolve-se uma

resposta autoregulat6ria por parte da planta hospedeira que previne infec96es por inoculag6es

subsequentes (Sargent et al., 1987). Esta resposta 6 demonstrada por ensaios com raizes

separadas (Split-root assay), nos quais raizes de plantas jovens sdo espacialmente separadas.

Se uma das secA6es de ralzes for inoculada e a outra secAdo for inoculada com um atraso de

mais de 24 horas, a nodulagdo prossegue normalmente na primeira secgdo enquanto que na

segunda a nodulagio 6 fortemente retardada. Estes resultados permitem inferir que estirpes

que nodulem rapidamente poderIo ter uma vantagem competitiva. Vdrios estudos mostram

que uma capacidade de nodulagdo mais r6pida conduz a uma competigflo 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 rfiltima mesmo quando o

inoculo de ACMP18 era 9 vezes mais abundante ( Maleck et a1.,1998; Stephens e Cooper,

1988). H6 no entanto, estudos conradit6rios que indicam que uma estirpe capaz de formar

infecgdes mais rdpidas do que o seu competidor era, em fltima an6lise menos competitiva

(Zdor e Pueppke, 1988). Tais estudos apresentam como principal dificuldade de interpretagdo,

o facto de a velocidade de nodulagflo n6o ser um conceito bem definido, e a velocidade tr qual

decorre a iniciagdo do processo de infecAio pode n6o estar relacionada com a velocidade de

formagio dos n6dulos.

1.3.2.6. Efectividade simbi6tica

Microsimbiontes efectivos devem ser capiLzes de formar n6dulos nos seus hospedeiros

e fixar azoto. Uma regido de DNA em S. Melilori foi identificada e designada por nfe para a

eficiOncia na formagdo de n6dulos; mutag6es em nfe retardam a formagdo de n6dulos e

reduzem a competitividade da estirpe ( Sanjuan e Olivares, 1989). O gene nfeC de B.

japonicum tamb6m foi evidenciado como afectando a competigdo (Chun e Stacey, 1994).

Mutag6es no gene noU na estirpe USDA 2Ol de Rhizobium fredii provocam atrasos na

nodulagdo, diminuig6o da eficiOncia de fixagdo de azoto e redugio na competitividade da

estirpe @oundy-Mills et al., 1994). Usando ensaios de raiz separada (Split-root assay),

Sargent e colaboradores (1987), mostraram que a pr6-exposigdo das raizes a uma estirpe

mutante Fix+ mas incapaz de nodular, nflo inibia nodulag6es posteriores pela estirpe
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selvagem. A inoculagdo simult6nea de uma secAdo daruz com o mutante e a outra secg6o

com a estirpe selvagem resulta num bloqueio da nodulagdo pelo mutante e a co-inoculagf,o de

um ensaio de raiz simples resultava em vantagem competitiva pela estirpe selvagem. Alguma

investigagdo indica que ,ls plantas seleccionam como simbiontes estirpes efectivas na fixag6o

de azoto para a formagdo dos seus n6dulos (George e Rober! 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 60Vo dos n6dulos

apresentavam co-infecgf,o, em contraste com os 2-4Vo frequentemente encontrados (Hynes,

1990). Aqueles autores chamam a atengdo paru a possibilidade de avaliar co-infecg6es em

estudos de competigdo.

1..3.2.7. Caracteristicas da superfiicie da c6lula bacteriana

As caracter(sticas da superficie celular que s6o determinantes do hospedeiro ou que

sejam importantes paru a nodulagdo ser6o importantes para a competitividade. A contribuig6o

de outras caracterfsticas da superficie celular para um fen6tipo competitivo jd ndo 6 t5ro clara.

Em algumas esp6cies EPS ndo sflo determinantes para uma nodulagdo efectiva. Num estudo

onde foram obtidos mutantes de B. japonicum induzidos por Tn5, com produgdo de EpS

polisacaridicos de mais baixo peso molecular em relagflo aos da estirpe parental, verificou-se

que os mutantes eram mais competitivos do que a estirpe parental na nodulagflo de soja

(Ozawa et al., 1992). Por ouffo lado, oufra estirpe de B. japonicum foi mais competitiva do

que a estirpe parental ap6s mutagdo induzida por Tn5, manifestando deficiOncia nos seus EpS

@hagwat et al., 1999). Um mutante de S. meliloti deficiente em LPS mostrou

competitividade alterada na nodulagEo de luzerna onde se revelou mais lento na formag6o de

n6dulos, menor nfmero de n6dulos e de uma maneira geral menos competitiva do que a

estirpe parental (Lagares et al., 1992). Este estudo mostra a dificuldade em separar e

influ6ncia dos factores necess6rios piua uma efectiva nodulagdo dos factores que contribuem

para a competigf,o entre estirpes.
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1.3.2.8. Plasmideos de riz6bio e competigeo

As bact6rias da famflia das Rhizobiaceae sdo caructeizadas por conterem plasmfdeos

de grande dimensSo. Estirpes de R. leguminosarurn possuem um cromossoma com 3200 kb e

quatro ou mais plasm(deos com dimensSes superiores a 3@ kb (Hynes e Finan, 1998). Apesar

de alguns destes plasmfdeos serem necessdrios para a simbiose, nenhum parece ser essencial

para a sobrevivOncia, pelo que ndo poderdo ser considerados como "mini cromossomas"

(Hynes e Finan, 1998). Para a16m disso, estes elementos gen6ticos comportam-se da mesma

forma que plasmideos mais pequenos ao poderem ser transferidos para outros g6neros

bacterianos mantendo a capacidade de se replicarem e, aparentemente, sem produzirem danos

d bact6ria receptora, sendo tamb6m possivel a cura destes grandes plasmideos ou a delecAflo

de grandes porg6es deles (Hynes e McGregor, 1990; Oresnik et al., 2000). As fung6es

deterrninadas por plasmfdeos incluem funqOes simbi6ticas, produgdo de bacteriocinas,

actividade cataliticae produgdo de melanina ( Hynes et a1.,1988; Hynes e Finan, 1998).

Alguns plasmideos tOm sido relacionados com um fen6tipo competitivo ou n6o

competitivo. Plasmfdeos auto-transmissiveis detectados em estirpes R. leguminosarunn bv.

viciae t6m mostrado capacidade de transferir a produgdo de bacteriocinas para estirpes

incapazes de o fazer, em frequ6ncias relativamente altas de 10-l a 10-2 (Hirsch, 1978; Hirsch,

t979). O plasm(deo Sym auto-transmissivel pRLlJl confere a capacidade de nodular ervilhas

bem como outras fung6es simbi6ticas @rewin et al., 1980; Johnston e, a1.,1978). Esta

transfer0ncia de plasmfdeos 6 verificada em g6is de agarose pelo aparecimento de plasmideos

extra ou maiores (reorganizados) nas cdlulas receptoras, correspondendo a plasm(deos do

mesmo tamanho nas c6lulas dadoras (Hirsch et a1.,1980).

Alguns plasmfdeos n6o simbi6ticos t6m sido ligados a um comportamento competitivo

@rewin et al., 1983; Bromfield et al., 1985; Martinez-Romero e Rosenblueth, 1990). Em

alguns casos a cura de plasmfdeos em estirpes de Rhizobium loti redtz a competitividade em

relagIo d estirpe parental @rom et al., 1992). Por outro lado, estirpes de Rhizobium loti

curadas mostram competitividade e eficiOncia fixadora de azoto incrementados em relagflo i
estirpe parental @ankhurst et al., 1986). Estes resultados mostriun a dificuldade em

estabelecer o papel dos plasmfdeos no desenvolvimento de um fen6tipo competitivo.
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1.3.2.9. Bacteriocinas e Rhizopinas

As bacteriocinas sdo compostos proteicos de origem microbiana com actividade

antibi6tica contra estirpes filogeneticamente pr6ximas com o organismo produtor @arefoot et

al., 1994). As rizobiocinas referem-se a bacteriocinas produzidas por riz6bio (Roslycky,

1967). As colicinas de E. coli e outras Enterobacteriaceae sdo provavelmente as melhor

caructeizadas de todas as bacteriocinas, sendo conhecido que a produgdo de bacteriocinas

ocolre em todo o espectro de eubacterias e Archea (Konisky, 1982; Sahl e Bierbaum, 1998;

Jacket a1.,1995:' Cheung et al., 1997). A capacidade de produzir bacteriocinas pode constituir

uma vantagem competitiva na nLatweza, 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 ltuconostoc plantarurn em competir na fermentagSo de azeitonas verdes

(Riley, 1998).

Os rabalhos desenvolvidos por Triplett e colaboradores t6m-se focalizado na

aplicagdo pr6tica de uma rizobiotoxina no problema da competigdo de estirpes na ocupagio de

n6dulos (Triplett e Barta, 1987; Triplett, 1988; Triplett e Sodowsky, 1992; Scupham et al.,

1996; Robleto et al., 1997 Robleto et al., 1999). A estirpe T24 de Rhizobium trifolii 6
conhecida pela capacidade de induzir a formagdo de n6dulos ineficazes e de inibir ou prevenir

a formagdo de n6dulos por outras estirpes (Schwinghamer e Belkengren, 1968). A capacidade

da estirpe T24 em competir com sucesso com outras estirpes 6 devida d produgao de

trifolitoxina (TFX) que possui um car6cter inibidor e antibi6tico contra riz6bios (Triplett e

Barta, 1987). A TFX, de produg[o constitutiva tem um relativo largo espectro de actuageo

@obleto et aL,1999; Triplett e Barta, 1987). Triplett e Barta (1987) evidenciaram que a TFX

aumenta a capacidade competitiva paraanodulagdo da estirpe T24.

TOm sido obtidos riz6bios recombinantes para a produgSo de bacteriocinas,

especialmente TFX, com evidentes vantagens do ponto de vista competitivo quer em solo

est6ril quer n6o est6ril @obleto et al., 1997). Apesar disso, a obtengdo de estirpes

recombinantes com estas caracterfsticas a utilizar na agricultura, envolve riscos dado

existirem evidencias de que a produgdo de TFX poderd ter um efeito negativo na

biodiversidade microbiana da rizosfera @obleto et a1.,1999).

Outro factor que pode contribuir paru a capacidade competitva de algumas estirpes 6 a

produgio 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 c6lulas da mesma estirpe presentes nos cord6es de invasdo (Murphy et a1.,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 metab6lica especffic4 tendo sido

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

essencial para uma nodulagdo eficiente (Fry et al.,20Ol; Jiang et al.,20Ol).

1.4.Introdug6o de estirpes de riz6bio

1.4.1. Avaliagflo da necessidade de inoculagEo

O termo "inoculagio de leguminosas" 6 normalmente usado para descrever a aplicagao

de riz6bio a sementes ou ao meio usado para o crescimento de plantas leguminosas. Salfeld

terd realizado, por volta de 1880, a primeira descrigdo do acompanhamento da resposta de

leguminosas a inoculag6es por transferOncia de solo, ao que se seguiram tentativas para a

produgdo de in6culos na d6cada seguinte ao isolamento da bact6ria dos n6dulos por

Beijerinck em 1888. Nobbe e Hiltner requereram, em 1895, patentes na Inglaterra e Estados

Unidos para a produgflo de inoculantes para leguminosas tendo mais tarde sido

comercializados com a marca Nimagin (Fred et a1.,1932; Eaglesham, 1989).

Segundo Giller e Wilson (1991), para o estabelecimento de nodulag6es e fixag6o de N2

efectivas, a inoculagflo de leguminosas 6 normalmente necessdria nas seguintes situag6es:

1) Quando riz6bios compatfveis estflo ausentes no solo

2) Quando a populagIo compatfvel no solo 6 muito baixa para dar origem a uma rdpida

nodulagdo

3) Quando a populagEo indigena 6 inefectiva ou menos efectiva na fixagIo de Nz do que

estirpes seleccionadas para a leguminosa em cultura.

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

5) Na recuperagIo de solos sujeitos a fortes perturbag6es fisicas ou quimicas.

Para a16m destes crit6rios, outro tipo de Onfase quanto d necessidade de inoculagflo,

principalmente em leguminosas de produgdo de grdo, pode ser considerado, tal como proposto

por Roughley e Brokwell (1987):
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1) Promiscuidade do hospedeiro em relagdo 6s estirpes com que

2) Efectividade simbi6tica de estirpes nativas associadas a

aparentadas com a cultura

minosas indigenas

3) Historial da cultura no local, em especial o intervalo em que a cu n6o foi feita

4) Condig6es do solo com influencia na persistOncia e capacidade

Para a determinagdo de beneffcios resultantes da inoculagdo de ensalos

simples de resposta i inoculagdo t6m sido considerados como um pr6 isito essencial para

a introdugIo de leguminosas em novas dreas e para a selecg6o de esti de riz6bio (Vincent,

1970; Nutmaq 1976; Date, 1977; Sylvester-Bradley, 1984). Estes comparam plantas

testemunha nflo inoculadas, plantas inoculadas com estirpes selecci e plantas nf,o

inoculadas fertilizadas com azoto mineral. As plantas do testemunha nflo

inoculado indicam a presenga ou ausOncia de estirpes indigenas e, presentes, ddo-nos

indicagdes sobre a sua efectividade simbi6tica. Os ffatamentos indicam-nos a

capacidade das estirpes usadas em colonizar o ambiente radicular planta hospedeira

(rizosfera) e de competirem pela ocupagdo de n6dulos com estirpes i eventualmente

presentes. O tratamento com utilizagdo de fertilizagdo azotada ite garantir que a

leguminosa desenvolve o seu potencial de crescimento, permitindo a

factores limitantes.

detecAdo de ouffos

A possibilidade de resposta i inoculagdo pode tamb6m ser pela contagem

(Thompson eda populagdo de riz6bio no solo usando uma planta armadilha

Vincent, 1967). Se a populagdo de nz6bios ind(genas efectivos no solo pequena (menor

que 20-50 c6lulaVg solo) 6 provdvel que uma resposta produtiva i seja detectada

(Singleton e Tavares, 1986; Thies et al.,1991). No entanto, apesar m6todo nos poder

dizer onde ser6 prov6vel encontrar respostas d inoculagdo, a presenga de lag6es indigenas

numerosas n6o afasta a hip6tese de se detectarem respostas i inocu se forem usados

in6culos de alta qualidade, muito competitivos e de elevada efecti

compatfveis estiverem ausentes, o incremento na nodulagdo e fixagdo de

ser proporcional h dimensflo da populagflo de riz6bio aplicada no inocu

1985;1989).

Se riz6bios

da cultura poderd

@rockwell et al.,
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1.4.2. Caracteristicas das estirpes inoculantes

Segundo Brockwell et al. (1982) a necessidade de riz6bios inoculantes para

leguminosas serd crescente, dado que, por um lado, novas variedades de leguminosas de

superiores performances agron6micas e produtivas v6o sendo introduzidas nos sistemas

culturais e, por outro, solos com limitag6es de fertilidade e pluviosidade serf,o reclamados

para a cultura de leguminosas. Assim, a selecgSo de estirpes inoculantes deverd ter em conta,

para al6m de elevada efrcdcia fixadora de azoto atmosf6rico com hospedeiros compativeis,

vdrias outras caracterfsticas assim sumarizadas por Freire e Scholles (1996):

- Caracterfsticas agron6micas

. Capacidade competitiva para a formagdo de n6dulos na presenga de estirpes

concorrentes

. Sobreviv0ncia na semente e resistOncia i dessecagdo

. Persist0ncia e sobrevivOncia no solo. Toler0ncia a elevadas temperaturas,

deficit hfdrico, acidez de solo e perturbagOes quimicas associadas

. Capacidade para migrar a partir do local de inoculagflo

. Tolerdncia a agro-qufmicos e antibi6ticos

- Caracterfsticas culturais e industriais

. Estabilidade gen6tica

. Crescimento rdpido e pequena produgdo de gomas exffacelulares

. Sobreviv0ncia no ve(culo de transporte de inoculo.

1.4.3. O sucesso da inoculag5o de leguminosas

A presenga e dimensdo de populag6es nativas de riz6bio s6o o factor deterrninante do

sucesso do estabelecimento de inoculantes em condig6es de campo @rockwell e Bottomley,

1995). As bact6rias riz6bio estflo disseminadas pela generalidade dos solos agrfcolas

acompanhando a distribuigSo da presenga de leguminosas quer introduzidas quer como

componentes da flora espontlinea de um dado local. No entanto, alguns solos permanecem

sem populag6es de riz6bio significativas para algumas das leguminosas mais cultivadas, como

6 o caso da soja na Austrdlia (Diatloff e Brockwell, 1976) e da luzerna no Cerrado Brasileiro

(Xavier et al.,2OO5). O Oxito no estabelecimento de inoculantes nestas condig6es 6 frequente.

Se as condigSes eddficas forem apropriadas para o vigoroso crescimento da leguminosa
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hospedeira e a quantidade de riz6bios veiculadas na inoculagdo for suficiente, 6 ent6o de

esperar uma colonizagdo de raiz, rizosfera e solo durante a estageo de crescimento da cultura.

Ap6s o primeiro ano de cultura e quando ocorrer a senescOncia dos n6dulos, numerosas

c6lulas vidveis ser6o libertadas para o solo constituindo uma fonte de inoculo para as culturas

subsequentes, tornando-se um componente persistente da micropopulagflo do solo (Kuykendal

et al.,1982).

Em solos com populag6es nativas, a dimensf,o destas 6 muito varidvel em termos

num6ricos para uma determinada leguminosa, sendo normalmente tanto maiores quanto

melhores condig6es de crescimento da leguminosa hospedeira. Para Rupela et al. (1987) o

principal factor que determina a magnitude das populag6es de riz6bio para grdo de bico 6 a

presenga (continua ou a periodicidade com que ocorre) do hospedeiro apropriado. Como j6

anteriormente referido, ouffos factores como acidez de solo, textura e distfrbios quimicos

afectam a dimensdo das populagdes de riz6bio no solo, apesar de ser considerado que os

factores ambientais n6o t6m uma influOncia regular na populagdo de riz6bio desde que ndo

afectem a ocorr6ncia de leguminosas na vegetagdo @rockwell e Bottomley, 1995). Para estes

mesmos autores, quando no solo existem grandes populagOes de riz6bio (superiores a 104 ufn

gr-l de solo) a inoculagdo de leguminosas 6 invariavelmente fftil, sendo considerado que, na

presenga de populagdes nativas entre 10 e 1000 por grama de solo, a introdugdo de riz6bios

atrav6s de inoculantes para leguminosas poder6 ter import6nciaprdtica e mesmo assim na

condigflo de que a populagdo nativa residente, ou uma boaproporgfio dela, seja pouco efrcaz

na fixag6o de azoto.

Nestas circunstancias assume particular import0ncia n6o s6 a quantidade de riz6bio

veiculado pelo inoculo como tambdm a forma como este 6 veiculado. Vdrios autores

mostraram que respostas na ocupag6o de n6dulos por estirpes inoculantes em condigdes de

competigEo com estirpes nativas estSo na dependOncia directa da quantidade de inoculo

(Roughley et al., 1993; Somasegaran et a1., 1988; Date, 2000), e para que ocora uma

ocupagflo de pelo menos 50Vo dos n6dulos 6 necessdria uma dose de inoculo 1000 vezes

superior ao nrimero estimado de riz6bios nativos presentes no solo @ohlool e Schmidt, 1973;

Weaver e Frederick, 1974). Alocalizagdo estrat6gica do in6culo no solo junto aos locais da

raiz que primeiramente aceitam infecg6es pode tamb6m constituir uma vantagem na ocupag6o

de n6dulos por estirpes inoculantes, sendo a base para a prdtica corrente da perolizagflo de

sementes (Ferreir4 I 983).

O sucesso da implantag[o de estirpes inoculantes para leguminosas estd tamb6m

relacionado com a origem das estirpes usadas e sua relagdo com condig6es de solo. O caso da
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acidez do solo e suas limitag6es na nodulagdo e competigdo de estirpes tem sido objecto de

muitos estudos sobre as vantagens da utilizagflo 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 e Simpson, 1989; Howieson e Ewing, 1986; Vargas e

Graham, 1988).

Na selecgIo de estirpes apropriadas para serem usadas como inoculantes Brockwell er

al. (1,982) referem que a abordagem pragmdtica 6 a de que a estirpe que melhor responder em

ensaios de campo serd a desejdvel para uso naprdtica da inoculagdo de sementes na cultura de

leguminosas, dando assim Onfase i import6ncia da avaliagdo de estirpes em situag6es de

campo.

1.5. Objectivos

O fiabalho agora apresentado pretende ser um contributo para um melhor

conhecimento sobre a forma como estirpes de riz6bio se implantam em solos de diferentes

situag6es ecol6gicas do Alentejo, tirando partido de ensaios de campo desenvolvidos para

outros fins para al6m dos aqui abordados.

E conhecido que devido a s6culos de co-evolugflo os solos portugueses s6o

colonizados por populag6es nativas de riz6bio para ffevos, apresentando variagdes quer na

dimensSo das populagdes quer na sua efectividade simbi6tica (Ferreira e Marques, 1992;

Ferreira e Castro, 1990). Jd em relagdo 6s populag6es de riz6bio para 916o de bico o

conhecimento 6 bastante incipiente apesa"r de ser uma cultura com alguma importincia num

passado recente. Em relaglo a este hospedeiro, a introdugflo de novas variedades de

sementeira antecipada (Outono/Inverno), imp6e um conhecimento sobre as populag6es

nativas em diferentes solos e o comportamento de estirpes introduzidas.

Assim os objectivos propostos s6o:

1) Estimar a dimensdo das populag6es nativas de riz6bio pata trevo subterrdneo e

par:a grio de bico.

2) Avaliar a capacidade competitiva de inoculantes de R. leguminosarumbv. trifolii

usando duas estirpes de diferente capacidade de tolerdncia a condig6es adversas

3) Estudar o padrdo de nodulagdo e recuperagdo de inoculantes em diferentes

variedades de trevo subterr6neo
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4) Avaliar o comportamento competitivo e de persistOncia no solo de estirpes de M.

ciceri de origens diferentes e em solos de diferentes.

A presente dissertaglo engloba quatro capitulos. Para al6m da presente introduqdo, o

segundo capftulo refere-se ao estudo da implantagdo de estirpes de R. leguminosarum bv.

trifolii em solo que apresenta limitag6es de pH e toxicidade de manganOs, no terceiro e quarto

capitulos apresenta-se o estudo sobre a competigdo e persistOnciade M. ciceri em trOs locais

do Alentejo, procurando relacionar o comportamento de estirpes com as condig6es de meio e

sua variagdo.
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2. competigio de estirpes Rhizobium legaminosarum bv. trifotii num solo de

pastagem

2.1. Introdugfio

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 6 uma esp6cie de riz6bio muito frequente

nos solos de Portugal devido i abundflncia de esp6cies indigenas de trevos o que

permitiu uma co-evolugdo entre as dois organismos que poderd ter resultado na grande

diversidade gen6tica detectada nas populag6es de riz6bio nativo @erreira e Marques,

1992). Tal variabilidade gen6tica nestas populagdes nativas terd expressio na

variabilidade da capacidade de fixag6o de azoto encontrada entre riz6bios para trevo

(Ferreira e Marques, 1986; Ferreira e Castro, 1989). Por este motivo 6 prflttcacorrente a

inoculagdo de sementes de trevos na implantagdo de pastagens, especialmente das

baseadas em trevo subterr0neo, tendo-se usado numa primeira fase in6culos oriundos de

isolamentos ex6ticos, principalmente importados da Austrdlia @erreira e Castro,l989),

tendo-se verificado em trabalhos de selecgflo de estirpes nativas a superioridade de

alguns dos isolamentos nacionais passfveis de serem usados como inoculantes para

trevo (Ferreira, 1983, 1986; Ferreira e Marques 1992). Para alem destes trabalhos,

foram realizadas pesquisas para o isolamento e selecgdo de estirpes com capacidade de

tolerdncia a condig6es adversas de solo nomeadamente, de baixo pH e evidOncias de

toxicidade de aluminio, tendo sido isoladas vdrias estirpes prometedoras quer na

capacidade de fixar azoto quer na tolerdncia a estas condigdes de solo prejudiciais i
nodulagio, competigflo com estirpes nativas e fixagio de azoto e-eitio, 19g6).

Os crit6rios fundamentais para a selecgflo de estirpes usadas como inoculantes

incluem, para a16m de elevada capacidade de fixagdo de azoto com uma gama alargada

quanto possfvel de hospedeiros, capacidade competitiva com estirpes nativas,

colonizagflo da rizosfera e persistOncia no solo mesmo na ausOncia de hospedeiro,

principalmente quando usadas em solos com populag6es nativas de aprecidvel dimens6o

@rockwell et a1.,1982: Thies et al.,'1991; Brockwell e Bottomley, 1995).

O comportamento de in6culos na competigdo com estirpes nativas 6 afectado

pelo hospedeiro (Rougley et al., 1976; Brockwell et a1.,1977), pelas caracter(sticas do

solo, nomeadamente pH e desequilibrios qufmicos (Dughri e Bottomley, lg94).

Concentrag6es elevadas de alumfnio e mangan6s afectam a sobreviv6ncia de riz6bio
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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 faga sentir.

Um aspecto pouco abordado na literatura diz respeito d forma como sdo

distribuidos os n6dulos ao longo do sistema radicular e, na situagdo de perolizaqdo de

sementes, 6 importante conhecer as implicag6es que a aplicagflo do in6culo em local

privilegiado paraa nodulagflo pela estirpe inoculante, tem na capacidade de recuperagdo

de estirpes em estudos de competig6o. Tamb6m o aspecto relacionado com o ndmero de

plantas a recolher para a avaliagdo da ocupagio de n6dulos bem como o nfmero de

n6dulos a recolher em cada planta 6 objecto de grande discrepdncia na literatura. No

Quadro 2.1. podemos verificar que em diferentes estudos de competigflo de estirpes,

dois crit6rios parecem ser os mais relevantes. A escolha de um rfnico n6dulo

proeminente, isto 6, bem desenvolvido, de cor avermelhada e localizado junto ao colo

daraiz parece ser um crit6rio de eleigdo dos autores que consideram que, por um lado,

n6dulos localizados nas primeiras zonas de desenvolvimento da ruz tiveram um papel

relevante no crescimento da rad(cula e, por outro lado, n6dulos proeminentes na regido

do colo daraiz ndo diferem significativamente dos n6dulos localizados noutras zonas do

sistema radicular (Gibson et al., 1976; Diatloff e Brockwell, 1976). Outros autores

privilegiam a recolha aleat6ria ao longo da raiz e outros ainda ndo fazem qualquer

refer6ncia d forma como foram eleitos os n6dulos objecto de tipagem para identificagio

dos seus ocupantes.

A andlise do Quadro 2.1. permite-nos tamb6m observar que quer o nfmero de

n6dulos recolhidos por planta quer o nfmero de plantas por tratamento objecto de

avaliaqdo da ocupagdo de n6dulos, tamb6m revela falta de crit6rio uniforme, com

consequOncia na grande variagdo do total de n6dulos avaliados por tratamento podendo

variar entre 4 e 2@. Tamb6m o m6todo de identificagdo dos ocupantes de n6dulos e o

tipo de ensaio, seja no campo ou no laborat6rio, parece n6o inlluenciar o m6todo e o

tipo de amostragem nos autores apresentados.

No presente estudo, avaliamos o comportamento competitivo de duas estirpes de

Rhizobium leguminosarum bv. trifulii inoculadas em quatro cultivares de ftevo

subterrAneo semeadas num solo usado como pastagem ao longo de 11 anos. Face aos

resultados obtidos por vdrios autores que indicam variag6es na susceptibilidade d

nodulagflo em diferentes zonas da raiz @huvaneswan et al., 1981; Oliveira, 1989), foi

rcalizada ama zonagem do sistema radicular de forma a identificar zonas preferenciais

de nodulagdo e de recuperagdo da estirpe que se revelou como mais competitiv4 dado
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que as zonas radiculares susceptfveis de nodular v6o estando sujeitas a condig6es

diversas ao longo do tempo, e v6o ocupando posig6es diversas no perfil de solo, pelo

que, dada a possibilidade de colonizagdo diversificada, dependente da diversidade de

iz6bio compat'veis presentes (Harrison et al., 1989), uma amostragem dirigida apenas

ao colo ou uma amostragem aleat6ria sdo inadequadas, ndo perrnitindo detectar o efeito

de condicionantes da nodulag6o.

Quadro 2.1. Estratdgias de irmostragens de n6dulos para a caracteizagflo dos ocupantes
em estudos de competigdo de estirpes seguidas por vdrios autores. " - Amostragem
dirigida a n6dulos proeminentes baseados no tamanho, cor e posigflo; b - Amostragem
aleat6ia; " - Sem indicagflo do tipo de amostragem. M6todos de identificagdo: ID-
Imunodifusflo; AF-fulticorpos Fluorescentes; ELISA-Enzime Linked Imunosorbent
Assey; RA-Resist0ncia a Antibi6tico; PCR-Polimerase Chain Reaction; PP-Perfil de
Plasmfdeos; IAR- Resist€ncia Intrinseca a antibi6ticos; AG-Imunoaglutinagdo.

Hospedeiro Trpo de Ensao
Nddulos

por Planta

No de

Rerehcdes

N0 de

Plantas

Nddulos por

Tratamento

Mdtodo de

deteccto
Autor

Trevo Campo IL 4 4 l6 ID Brockwel el dI., 1982

ftflo de bico

Lab I
vernmculite

- Il! 4 2 )t-y0 AF
Somaseguanetal

1988
Vasos/Solo 1-|P a) 2 42 -72 AF

I rev0 Campo l5i 4 N6o

referc

60 ELISA Slattery e Coventy,

1999

I revo Campo Nlo

referc

N[o reterc 40 200 EL]SA/RA ll.enmck e Jones,

I 985

Trevo Campo l0t 160 AF Ames-Gottfred e

Cbdstie,1989
Lxema Campo lr 6 NEo

referc

l0l PCH/ID Hebberal.,1998

Erulha Campo f Sem Reps 6 30 RA A.muget l98l
Erulha Lab/Agu 20( l0 200 PP/M Breunetal.,1983

Trevo
Lab/ Asu 6D t2 12

RA
Mcloughlm al a/.,

I 985Lab/solo 8b J 40

Lenfilha Lab,IVenncrilte 50% >20b 3
't

AF May e Bohlool, 1983

Erulha Lab/Agu 7. 1
I 4 IAR Josey etal..19'19

Fa1flo Campo Na0

referc

4 4 IAR/AG Beynon e Josey, 1980

Ferl[o Lab./Arera 5t 4 2E AF/PP Pepper el al.- 1989

Luzema Lab /Arera l0( J 2 100 RA Lewrs etal.,l98'l
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2.2.Matcrial e M6todos

2.2.l.Plantas

Quatro cultivares de trevo subterrflneo (Nungarin, Geraldton, Ddiak e

Woogenellup) foram introduzidas por sementeira directa com uma elevada densidade de

sementeira de 2OO kgAra em proporg6es 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 presenga de leguminosas com vista i
avaliagflo dos efeitos da mobilizagio de solo e antecedentes culturais no

restabelecimento de pastagens, segundo o protocolo apresentado por Carvalho et al.,

1990).

2.2.2.5o1o

O ensaio foi instalado no Centro de Estudos e Experimentagdo da Mitra

(C.E.E.M.) pertencente d Universidade de Evora, num solo Lit6lico ndo Hfmico de

Granitos (Pg) com pH de 4,5 em KCI e 2,67o de mat6ria orgflnica. Em trabalhos

anteriores, foi detectada toxicidade por mangan6s na cultura de trigo (Carvalho, 1987).

2.2.3.lnficalos e Instalag6o do ensaio

2.2.3.1,. Uso de mutantes espontiineos resistentes a antibi6ticos

Os estudos de ecologia de riz6bio dependem de metodologias capazes de fazer a

identificagdo de estirpes utilizadas em ensaios de campo, particularmente em locais

onde as populag6es nativas exercem pressdo competitiva na ocupagdo de n6dulos. Tais

metodologias deverdo ser razoavelmente especificas, reprodut(veis, simples, nf,pidas e

capazes de serem aplicadas a vdrias estirpes. Os m6todos de identificagio normalmente

usados em estudos de ecologia de riz6bio incluem morfologia colonial, mdtodos

imunol6gicos (imunodifusflo, anticorpos fluorescentes, ELISA), mdtodos moleculares

(perfis de plasmfdeos, PCR, RAPD) e resistOncia a antibi6ticos (Resist0ncia intrinseca e

mutantes resistentes a elevadas concentrag6es de antibi6tico).
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A resist6ncia intrinseca a antibi6ticos consiste na determinagdo do padrflo de

resistOncia a uma dada gama de antibi6ticos exibido pela(s) estirpe(s) em estudo. Apesar

de fitil e muito usado, este m6todo, p&to. ser fidvel na distingSo entre diferentes estirpes,

necessita da utilizagdo de uma larga gama de antibi6ticos ( 12 a 15), para al6m de ser

aconselhdvel em estudos de acompanhamento de inoculantes introduzidos no solo, um

conhecimento pr6vio do padrdo de resist6ncia encontrado nas estirpes nativas presentes

no local de ensaio @eynon e Josey, 1980; Stein et al., 1982; Sinclair e Eaglesham,

1984). Este m6todo tem a grande vantagem de usar, em estudos de ecologia, estirpes

n6o alteradas e de permitir a caracterizagdo de populag6es nativas.

Uma segunda possibilidade para a identificagdo de estirpes com base na sua

resist6ncia a antibi6ticos, recorre i obtengdo de mutantes resistentes a elevadas

concentrag6es de antibi6tico e sua utilizagdo em ensaios de campo como forma de

avaliar o comportamento de estirpes de riz6bio em diferentes situag6es ecol6gicas,

metodologia inicialmente proposta por Obaton (1971). As estirpes marcadas com

resist6ncia a antibi6ticos podem ser f6cil e definitivamente reconhecidas em culturas a

partir de solo ou n6dulos, quando crescem em meios de cultura onde a pressflo selectiva

das concentragOes correctas do(s) antibi6tico(s) apropriado(s) se faz sentir. Apesar da

aparente simplicidade do m6todo, a escolha do tipo de antibi6tico a usar deve ser

criteriosa dado que a aquisigflo de resist6ncia pode interferir em vi{rias caracterfsticas

das estirpes, incluindo caracteres simbi6ticos, com destaque para a nodulagao,

efectividade na fixagdo de azoto e competigdo. Pankhurst (1977) divide uma larga gama

de antibi6ticos em quatro grupos segundo os seus modos de acgio e suas consequenciais

ao nfvel dos caracteres simbi6ticos, tanto em estirpes de crescimento lento como em

estirpes de crescimento r6pido. O grupo dos aminoglicosidos, @streptomicin4

Espectinomicina, Kanamicina, Neomicina, Gentamicina e ouffos) inibidores de sintese

de protefnas nos ribossomas bacterianos, parerer ser aquele em que os seus mutantes

resistentes menos interfer6ncia t6m na efectividade simbi6tica apesar de vdrios relatos

em contriirio (Hagedorn, 1979; znlazna-Kowalska, l97l; Jones e Bromfield, 1978;

Bromfield e Jones, 1979; Renwick e Jones, 1985). Tamb6m em relagf,o 6 capacidade

competitiva destes mutantes tOm sido encontradas variagdes em relagdo 6s estirpes

originais (Turco et a1.,1986; Jones e Bromfield, 1978; Amarger, 1981).

Segundo Bushby (1982) a selecAio de mutantes para estudos de ecologia deve ter

em conta o nfvel de resist6ncia atingido, bem como, a estabilidade da mutaqlo ap6s

vdrias gerag6es e passagem pelo hospedeiro. Os mutantes resistentes a antibi6tico
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devem manter a efectividade simbi6tica e a capacidade competitiva patenteadas pela

estirpe original.

2.2.3.2. In6culos usados

Utilizaram-se duas estirpes de Rhizobium leguminosarurn bv. trifolii

pertencentes d colecg6o do Departamento de Microbiolog1a da Estageo Agron6mica

Nacional. Identificadas na colecgdo como Ts282 e Ts248-5. A estirpe Ts282,

identificada na colecAdo da Estagdo Florestal Nacional como 123Ts-2a, foi seleccionada

pela sua elevada eficdciana fixagEo de azoto e pelo seu largo espectro de hospedeiros

(Ferreira, 1986). A estirpe Ts248-5 foi seleccionada, para al6m da sua capacidade

fixadora de azoto quando testada em trevo subterrflneo da cultivar Mount Barker, pela

sua tolerf,ncia no crescimento e nodulagdo a baixo pH (4,5) e em meio com 100 pM

Al+++ Grit6o, 1986). A partir destas duas estirpes foram isolados mutantes espont6neos

resistentes a antibi6ticos 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 nfvel de resistOncia superior a25O pglml

de Espectinomicina (Ts282 - Estirpe A) e Estrptomicina (Ts248-5 - Estirpe B) no meio

de cultura (AML). O nivel de resist6ncia aos antibi6ticos atingido permite a sua

identificagdo a partir de isolamento de n6dulos recolhidos do solo (Obaton, 1971). Foi

usada uma marcagdo simples (apenas resisGncia a um antibi6tico) dado no local de

ensaio nflo se terem detectado estirpes nativas com resist6ncias a estes antibi6ticos

(Maximino, 1992). Nos mutantes escolhidos nflo foi detectada alteragdo das suas

caracter(sticas culturais e simbi6ticas quando comparadas com as estirpes originais,

podendo assim ser usadas como indicadores do seu comportamento no solo @ushby,

te82).

Para a preparagdo dos in6culos a usar no ensaio de campo, inoculou-se meio de

Manitol Levedura (ML) seguindo-se incubagdo durante 72 horas a 28C em agitagflo.

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 perfodo de 10

dias para incubagSo a 25C. Constitu(ram-se dois lotes de mistura de trevos, cada um

deles inoculados com uma das estirpes (A ou B), utilizando o processo de perolizaqdo

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

2.2.3.3. Sementeira

A sementeira dos ffevos foi realizada por sementeira directa, em que cada

passagem do semeador foi feita distribuindo semente inoculada com cada um dos

in6culos A e B. Enffe cada distribuiglo de semente inoculada foi feita uma desinfecAao

das tremonha de semente usando-se uma solugdo comercial de lixfvia deixando um

periodo de cerca de duas horas para secagem. O ensaio foi realizado em blocos

casualizados com tr6s repetig6es. Os talh6es de ensaio tinham uma dimensdo de 2,1

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

2.2.4. Bstimativas populacionais

2.2.4.1. Vidveis nas sementes (ufc)

Utilizou-se uma contagem de vidveis em placa para avaliar o nrimero 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 6gua destilada estdril e cinco pdrolas de vidro esterilizadas, ficando a

embeber durante 15 minutos para dissolugdo do inv6lucro resultante da perolizagdo, ao

que se seguiu uma forte agitaqdo em vortex durante 2 minutos. A partir da suspens[o

assim obtidarealizaram-se 3 diluigdes decimais, plaqueando-se, em triplicado, 200 pl de

In6culo Origem
Tolertncia d acidez

e toxicidade Al

Resist6ncia a

antibi6tico

Ts282 A
Vila Vigosa

Luvissolo
Sens(vel

Espectinomicina

250 ppm

Ts248-5 B

Cova da Beira

Derivado de gneisses

pH 4,3

Tolerante

pH 4,5

100 FM Al'r-F*

Estreptomicina

250 ppm
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cada diluig6o. Sobre o in6culo em placa de Petri verteram-se 20 rnl de meio de Agar de

Manitol kvedura suplementado com Ciclohexamida, Vermelho do Congo (Vincent,

1970) e o antibi6tico apropriado na concentragdo de 250 @rll.l, segundo o in6culo de

cada um dos lotes de semente. Ap6s 4 dias de incubagdo contaram-se o nrimero de

col6nias tipicas em cada uma das placas e estimou-se a densidade de in6culo em cada

semente.

2.2.4.2. Populag6o nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

2.2.4.2.1. Colheita e processamento das amostras de solo

Para cada uma das trOs repetig6es do ensaio foram recolhidas amostras de solo

usando uma sonda de meia cana, retirando-se tr0s cilindros de solo at6 i profundidade

de 20 cm em cada uma das repetigSes. Para um saco foram retirados segmentos

cil(ndricos de solo de modo a obter amosftas correspondentes a tr6s nfveis de

profundidade; 1-5 cm, 5-10 cm e 10-20 cm. Com as t€s amostras recolhidas por

repetigdo constituise uma amostra comp6sita representativa de cada repetigIo de

ensaio. Uma vez no laborat6rio, cada um dos sacos correspondentes aos frOs nfveis de

profundidade, foi homogeneizado e o solo crivado por crivo de 2mm, tendo-se colocado

todas as amostras a 4"C at€ d realizaEdo das diluig6es de solo para estimativa da

populaglo 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

realizadaem Novembro de 1987.

2.2.4.2.2. Diluig6es de solo e inoculagflo 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 solugflo nutriente WB

(Wacek e Brill, 1976) dilu(da a um quarto e sem adigdo de sacarose. A suspensdo de

solo obtida em bal6o Erlenmeyer 250 ml foram adicionadas p6rolas de vidro tendo-se

procedido i sua agitagio em agitador orbital durante 10 minutos a 25O ciclos por

minuto.
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Sementes de trevo subterrAneo cultivar Nungarin foram exteriormente

desinfectadas segundo o descrito por Vincent (1970), distribufdas em placas de Petri

com Agar de 6gua O,8Vo, colocadas uma noite a 4"C e incubadas a 28"C para

germinagdo. Quando as radiculas atingiram aproximadamente I cm foram

ass6pticamente transferidas para frascos serol6gicos de 25 rnl cheios com areia

quartzosa est6ril e 4 ml de solugEo nutritiva WB.

A partir da diluigdo 1:10 inicialmente realizad4 procedeu-se a uma nova

diluigdo da suspensdo de solo de modo a obter uma diluigdo inicial de 1:500, sendo esta

a diluigdo inicial, realizando-se 6 diluig6es sequenciais de factor 1:5, usando-se I ml de

cada diluigdo para inoculagflo de pl0ntulas em quadruplicado para determinagf,o do

Nrimero Mais Provdvel (IvPN) de riz6bio por grama de solo, segundo o descrito por

Brockwell (1963).

2.2.4.2.3. Crescimento e observagSo de raizes

Os frascos com as pldntulas de ffevo inoculadas com as diluig6es de solo foram

colocados em cdmara de crescimento de plantas com fotoperfodo de 16 horas e 8 horas

de obscuridade. A temperatura diuma foi de 24"C e nocturna de 18t.A radiagdo

fotossinteticamente activa medida na cdmara foi de 350 pmol m-'s-'. O crescimento das

plantas durou 3 semanas, tendo-se realizado semanalmente uma redistribuigdo dos

frascos na cflmara de modo a minimizar efeitos de variagdo t6rmicas e luminosas nos

diferentes locais das prateleiras onde se localizariln os fracos suporte.

Ap6s o crescimento, as plantas foram cuidadosamente removidas dos frascos, e

o sistema radicular lavado em 6gua corrente de modo a remover a areia. O sistema

radicular foi cuidadosamente observado de modo a detectar a presenga de n6dulos. A

presenga de um rinico n6dulo num sistema radicular foi considerado como um resultado

positivo e a aus6ncia de n6dulos, um resultado negativo. A estimativa das densidades

populacionais de .R. legurninosarum bv. trifolii foi feita comparando os c6digos de

positivos e negativos obtidos com as tabelas apresentadas por Brockwell,1963,1982) e

os resultados apresentados em unidades formadoras de n6dulos (ufn) por grama de solo.
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2.2.5. Colheita de trevo e identificagf,o das estirpes inoculantes

A colheita dos ffevos realizada para a identificagdo das variedades de trevo e da

detecgflo da presenga de estirpes inoculantes nos seus n6dulos foi realizada no inlcio de

Primavera de 1988. Nas linhas de sementeira, foram recolhidas sec96es de cerca de 20

cm de comprimento por 10 cm de largura e uma profundidade de cerca de 15 cm. Foram

recolhidas de forma aleat6ia 3 secA6es por talhdo de ensaio. No laborat6rio, em 6gua

corrente foi retirado o solo, separadas as plantas, identificadas as variedades de trevo, as

raizes removidas e desinfectadas com lixfvia comercial diluida a lOTo. Colocadas em

sacos de pl{stico foram congeladas a -18"C at6 futura utilizagdo. Pelo menos cinco

raizes por variedade de trevo, por repetigdo e por in6culo (A e B) foram recolhidas.

2,2.6. ldenfrficagSo da estirpe inoculante

Todos os n6dulos de cada raiz foram contados e picados com agulha est6ril

segundo Winarno e Lie (1979). A picada resultante foi seguidamente transferida para

meio de Agar Manitol [.evedura (AML) e para meio AML suplementando com os

antibi6ticos em uso (Espectinomicina para o despiste da estirpe A e Estreptomicina para

o despiste da estirpe B). A ausOncia de crescimento nos meios suplementados com

antibi6tico foi tomada como indicadora da presenga de estirpes nativas no respectivo

n6dulo, enquanto que o crescimento ti,pico de col6nia de riz6bio foi tomado como

indicador das estirpes introduzidas, A ou B conforme o antibi6tico usado.

2.2.7.Dstribuig6o dos n6dulos ao longo daraia

A recuperagEo dos ocupantes de n6dulos foi realizada registando a posigIo

relativa dos n6dulos naraiz. Com o auxflio de uma grelha (Figura n" 2), dividiu-se a raiz

a raiz principal em segmentos de I cm desde o colo at6 aos 4 cm. A partir daf foi

considerado o restante da raiz principal. Foram tamb6m consideradas as rafzes

secundi{rias inseridas nos diferentes segmentos da ruiz pincipal, obtendo-se assim os

c6digos de localizagdo apresentados na Figura 2.2.. Este sistema pennitiu conhecer a
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localizagdo preferencial dalocalizag6o dos n6dulos bem como estabelecer a sua relagdo

com a recuperagdo das estirpes inoculantes.

Figura 2.1. Zonagem da ruiz de trevo subterrdneo para colheita de n6dulos e
caracteizaqflo da sua distribuigdo.

e,
(lla
o
'tr
o{
N
ftl
&

7-nna A - 1" cm darafu
ZonaR-Restante daraiz
C6digos:
PA - 1" cmraizprincipal
PB - 2" cmruizprincipat
PC - 3" cmraizprincipal
PD - 4" cmraizprincipal
PR - Restanteraiz principal
LAA - 1" cm raizes secund6rias inseridas no 1" cm daraizprincipal
LAR - Restante das secunddrias inseridas no 1" cm daratzprincipal
LBA - 1" cm raizes secunddrias inseridas no 2" cm daraizprincipal
LBR - Restante das secunddrias inseridas no 2" cm daruzprincipal
LCA - 3" cm raizes secunddrias inseridas no 1" cm daruzprincipal
LCR - Restante das secunddrias inseridas no 3" cm daruzprincipal
LDA - 1" cm raizes secunddrias inseridas no 4" cm daruzprincipal
LDR - Restante das secundi{rias inseridas no 4" cm daranz principal
LRA - 1" cm raizes secundiirias inseridas no restante daraizprincipal
LRR - Restante das secunddrias inseridas no restante daruzprincipal
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2.3. Resultados

2.3.1. Populagio nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Os resultados obtidos para a populagdo nativa de riz6bio pa.ra trevo subterrf,neo

parecem denotar uma populagflo elevada principalmente na camada mais superficial do

solo, verificando-se, como seria de esperar, uma redugdo 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 tr€s repetig6es. De

notar que a populagdo na repetigdo 2 6 inferior d da repetigio I em mais do que uma

ordem de logaritmo e que esta repetigdo 1 apresenta uma populagdo sempre superior is

outras repetigdes em todas as profundidade analisadas.

Quadro 2.3. Populagdo de R. lgguminosarum bv. trifulii no local de ensaio segundo
repetig6es e profundidade (ufn g-t de solo).

Profundidade (cm)

0-5 5-10 "t0 - 20

Rep I 5,6x105 1,4x 1Oa 1,7x1oa

Rep ll 1 ,0x1 0a 4,Ox1O2 1 ,0x103

Rep lll 8,1x104 2,0x103 1,1xl03

Segundo Brockwell e Bottomley (1995), populagdes destas dimens6es

constituem um obsti{culo i implantagEo de estirpes inoculantes, tanto mais que o solo no

local de ensaio evidencia um pH 6cido com toxicidade provocada por manganOs na

cultura de trigo (Carvalho, 1987).

As populag6es introduzidas com as sementes inoculadas apesar de n6o poderem

ser consideras como elevadas, deixam no entanto a possibilidade de revelarem a sua

capacidade competitiva perante populagdo nativa (Quadro 2.4.).
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Quadro 2.4.. Populag[o de in6culo por semente (ufc/semente).

ln6culo Populagio

A 1 ,7x103 + 3,1x102

B 1 ,3x1 03 *.4,7x1O2

2.3.2. Capacidade competitiva das estirpes introduzidas

A capacidade competitiva das estirpes introduzidas revelada pela proporgflo dos

n6dulos ocupados por cada uma das estirpes utilizadas nas quatro variedades de trevo

subterrdneo estudadas 6 apresentada no Quadro 2.5., sendo evidente a diferenga

registada enffe a estirpe A e a estirpe B, independentemente do hospedeiro de onde os

n6dulos foram recolhidos. Podemos tamb6m verificar que o nfmero de n6dulos

formados em cada uma das variedades de trevo subterrdneo 6 independente da

proporgdo de inoculo recolhido, evidenciando a capacidade de nodulagdo das estirpes

nativas.

Quadro 2.5. Nfmero de n6dulos recolhidos em cada cultivar (No Nod) e percenr4gem de
n6dulos ocupados (%R) por cada uma das estirpes A e B.

lnoc. A
o/oR Cultivares - F[3,54] = 2,08 n.s

No Nod. Cultivares - F[3,54] = 1,65 n.s

lnoc. B
%R Cultivares - F[3,50] = 0,76 n.s

No Nod. Cultivares - F[3,55] = 0,39 n.s

Entre

lnoc.
M6dia Cultivares - F[1,110] = 99,43 P<0,001

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

estirpes nativas significativamente superior i verificada para a estirpe A. Dadas as

Var.

lnoc.

Woogenellup Geraldton Daliak Nungarin

Ne Nod. o/"R Ne Nod. o/"R Nq Nod. o/"R No Nod. Y"R

A 45 3 32 6 35 3 32 1

B 35 39 29 34 32 30 36 45
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caracterfsticas evidenciadas pelas estirpes, tais resultados seriam de esperar pois a

estirpe B possui maior toler0ncia quer ao efeitos da acidez de solo, quer il toxicidade ao

alumfnio, sendo origin6ria de solo que apresentava tais caracterfsticas (Leit6o, 1986),

que lhe poderSo ter conferido alguma capacidade em tolerar a toxicidade por manganOs

evidenciada neste solo. A estirpe A, derivada da estirpe l23Ts-2", anteriormente testada

em solo vermelho de xisto (Vx), de pH 5, foi considerada muito competitiva em relagf,o

a outras estirpes testadas e 6s nativas (Ferreira, 1986). No entanto, o solo dos referidos

ensaios apresentava uma populagdo nativa de riz6bio para ftevo de apenas 40 ufn g-l e

realizou-se uma calagem do solo antes da realizagdLo desse ensaio, o que poderd ter tido

influ€ncia nos bons resultados obtidos na recuperagio desta estirpe naquelas condig6es.

2.3.3. Avaliag6o da distribuigio dos n6dulos e da estirpe de competitiva ao

longo da raiz

Com o objectivo de conhecer melhor as condigdes de competigdo de estirpes

inoculantes, a forma como a nodulagdo se distribui ao longo da raaz e a variabilidade

dos resultados obtidos poder ser devida a condigdes do solo e/ou das plantas, procedeu-

se, aquando da recolha dos n6dulos da raiz, a uma zonagem da raiz registando-se

segundo, o esquema da Figura 2.1., os locais daraiz onde se enconfravam os n6dulos

assim como daqueles que revelavam a presenga da estirpe B, revelada pela sua

resist6ncia ao antibi6tico usado como marcador @streptomicina).

Nos resultados apresentados no Quadro 2.6., verifrca-se uma variag6o significativa

no nrimero de n6dulos formados nas tr0s repetig6es usadas no delineamento, pelo que

importava fazer uma abordagem mais fina de forma a verificar as raz6es de tal variagflo.

Optou-se por um fiatamento dos dados recorrendo a m6todos baseados na an6lise

discriminante e andlise das correspondOncias seguida de classificagdes automdticas de

forma a classificar as zonas da raiz segundo a presenga de n6dulos e de resistentes

(considerada a estirpe inoculante B) em todas as cultivares usadas e em todas as

repetig6es. Tendo em conta anatureza binomial dos dados adoptaram-se m6todos n6o

param6tricos por serem apropriados quando os pressupostos distribucionais da andlise

de varidncia n6o s6o satisfeitos (nem aproximadamente), testando-se hip6teses nulas

sobre a distribuiglo dos dados e n6o sobre parAmetros estatfsticos especfficos, como seja

a m6dia na an6lise de vari0ncia (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. Nfmero de nddulos e proporgio de n6dulos ocupados pela estirpe B (VoR)
em cada repetigdo

No Nod
Repetig6es para m6dias das cultivares

Cultivares para m6dia das repetig6es

F[2,56] = 12,34 PS0,001

F[3,55]=0,39 n.s

Y"R
Repetig6es para m6dias das cultivares F[3,51] = 1,27

Cultivares para m6dia das repetig6es F[3,50] = 0,76

n.s

n.s

2.3.3.1. A cultivar (independentemente de repetig6es e plantas) afecta o

nrimero de n6dulos?

Optou-se por testar a igualdade da nodulagf,o entre as 4 cultivares

separadamente para cada uma das 15 varidveis localizagdo na rarz e para o total

(somat6rio) de nodulag6es nas raizes.

Assim, para as 16 vari6veis examinadas, s6 se detectaram diferengas

significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em NPA (P=0.015), em todas as restantes, as

cultivares ndo diferiam significativamente quanto ao ntimero de n6dulos (P20.086).

Numa primeira abordagem, ndo parece haver diferengas significativas entre as

cultivares no que diz respeito d nodulagdo independentemente das repetig6es e plantas.

No entanto, e tendo em conta que a hip6tese cientifica estd a ser avaliada por um

total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a t6cnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin,

198s).

De acordo com essas t6cnicas e tendo em conta os niveis de significdncia

var

Rep.

Woogenellup Geraldton Daliak Nungarin

No Nod. %R Na Nod. o/"R Ne Nod. o/"R Ne Nod. o/"R

I 26 28 't7 38 19 M I 58

il 38 28 21 30 30 14 53 48

ilt 41 61 48 34 50 42 31

Med 35 39 29 34 33 30 36 45
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individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hip6tese nula de n6o haver

diferenEas significativas enffe a nodulaglo das 4 cultivares deverd ser aceite (P=0.317),

conforme o apresentado no Quadro 2.7..

Quadro 2.7.Pardmetros estat(sticos das varidveis em que nflo se detectaram diferengas
significativas no no de n6dulos entre as cultivares, independentemente das repetig6es e
plantas (N - Somat6rio da nodulag6es absolutas).

n mediana mddia (SE)

N 59 28 32.4 (2.s\

NLAA 59 6 6.3 (0.6)

NLAR 59 5 8.s (1.3)

NPB 59 2 2.7 (0.3)

NLBA 59 I t.7 (o.4)

NLBR 59 I 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.e (0.2)

NLRA 59 0 0.2 (0.r)

NLRR 59 0 0.2 (0.1)

Adicionalmente, 6 de ainda de referir que na rfuica varidvel em que se

detectaram diferengas significativas entre as cultivares (NPA - N6dulos recolhidos no

1" segmento daraiz principal, Figura 2.1.) os 0estes de U de Mann -Whitney ndo foram

conclusivos no que diz respeito a quais as cultivares que diferem de quais, jd que se

formaram grupos ndo mutuamente exclusivos (Quadro 2.8.) embora parega

relativamente claro que a nodulagdo na zona NPA de Daliak 6 superior i das restantes

cultivares.
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Quadro 2.8. Pardmetros estatfsticos para o n" de n6dulos na zona PA. Valores seguidos
da mesma letra n6o diferem significativamente.

NPA n mediana m6dia (SE)

Woogenellup 15 5 s.1 (0.6) ab

Geraldton r5 3 3.7 (0.6) b

Daliak 15 7 6.7 (0.7) a

Nungarin l4 3.5 4.8 (1.4) b

2.3.3.2. A cultivar (independentemente das repetigdes e plantas) afecta a

presenqa da estirpe inoculante?

Optou-se por testar a igualdade da estirpe inoculante (resistente ao antibi6tico)

entre as 4 cultivares separadamente para cada uma das 15 vari6veis localizagdo na raiz e

para o total (somat6rio) da sua presenga nas raizes (R). Assim, para as 16 vari6veis

examinadas, detectaram-se diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em R

(P=0.010), RLAA (P=2.252x19-31, RpC (p=0.037) e RLCA (p=4.566x1Q-3); em todas

as restantes, as cultivares n6o diferiam significativamente quanto il presenga da estirpe

inoculante (P>0.109).

Numa primeira abordagem, ndo parece haver diferengas significativas entre as

cultivares no que diz respeito d presenga da estirpe B, independentemente das repetig6es

e plantas. No entanto, e tendo em conta que a hip6tese cientifica esti4 a ser avaliada por

um total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a tdcnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin,

1985). De acordo com essas t6cnicas e tendo em conta os nfveis de significf;ncia

individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hip6tese nula de nao haver

diferengas significativas de recuperagdo de in6culo nas 4 cultivares n6o dever6 ser

aceite (P=7.601x19-4), conforme o Quadro 2.9..
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Quadro 2.9. Pardmetros estat(sticos das varidveis em que nflo se detectaram
diferengas significativas na presenga da estirpe inoculante enffe as cultivares,
independentemente das repetigdes e plantas.

n mediana m6dia (SE)

RPA 59 I 2.0 (0.3)

RLAR 59 0 1.8 (0.s)

RPB 59 0 0.e (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.r (0.04)

RLRR 59 0 0.1 (0.03)

Apesar de globalmente haver diferenqas significativas entre as cultivares no que

diz respeito d presenga do in6culo, nas vari6veis em que se detectaram diferengas

significativas entre as cultivares @, 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, j6 que se formaram geralmente grupos n6o mutuamente exclusivos

(Quadro 2.lO), sendo a fnica excepgdo RLCA, em que Nungarin tem valores

significativamente superiores aos das restantes 3 cultivares. Nas restantes vari6veis a

tend6ncia parece ser de Woogenellup e Nungarin terem valores de recuperagdo de

in6culo superiores e Daliak sempre inferiores.
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Quadro 2.L0. ParAmetros estatfsticos para o no resistentes nas zonas RLAA, RPC,
RLCA e R - Somat6rio das recuperag6es de in6culo absolutas.

n mediana m6dia (SE)

R

Woogenellup 15 11 13.0 (2.s) a

Geraldton 15 7 8.2 (1.9) ab

Daliak 15 3 4.t (1.2) b

Nungarin t4 8 t2.t (3.4) a.

RLAA

Woogenellup 15 4 3.7 (o.e) a

Geraldton 15 2 1.5 (0.4) b

Daliak 15 0 0.s (0.3) c

Nungarin t4 1 1.8 (0.s) ab

RPC

Woogenellup 15 0 0.s (0.3) ab

Geraldton 15 0 0.5 (0.3) ab

Daliak 15 0 0.1 (0.r) b

Nungarin t4 1 1.0 (0.4) a

RLCA

Woogenellup t5 0 0.1 (0.1) b

Geraldton 15 0 0.2 (0.2\ b

Daliak 15 0 0 (0) b

Nungarin t4 0 0.s (0.2) a

A cultivar (independentemente das repetig6es e plantas) afecta do

in6culo quando expressa em percentagem da nodulagflo?

Optou-se por testar a igualdade das percentagens de resistOncia (RN) entre as 4

cultivares separadamente para cada uma das 15 varidveis localizagdo naraiz e para o

total (somat6rio) de resistentes e n6dulos nas raizes. Assim, para as 16 vari{veis

examinadas, detectaram-se diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis em RN
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(P=0.047), RNLAA (P=8.157x10-3) e RNPC (P=0.018); em todas as restantes, as

cultivares n6o diferiam significativamente quanto i percentagem de resistentes

(P20.0s3).

Numa primeira abordagem, n6o parece haver diferengas significativas entre as

cultivares no que diz respeito i percentagem de n6dulos ocupados pelo inoculante

independentemente das repetigdes e plantas. No entanto, e tendo em conta que a

hip6tese cientffica estd a ser avaliada por um total de 16 varidveis, decidiu-se recorrer a

t6cnicas de meta-andlise (Hedges e Olkin, 1985).

De acordo com essas t6cnicas e tendo em conta os nfveis de significdncia

individuais dos 16 testes independentes de Kruskal-Wallis, a hip6tese nula de n6o haver

diferengas significativas entre a percentagem de resistentes das 4 cultivares n6o dever6

ser aceite (P=4.488x19-31, tal como apresentado no Quadro2.11..

Apesar de haver globalmente diferengas significativas entre as cultivares no que diz

respeito d percentagem de resistentes, nas varidveis em que se detectaram diferengas

significativas entre as cultivares @N, RNLAA e RMC) os testes de U de Mann-

Whitney ndo foram geralmente conclusivos no que diz respeito a quais das cultivares

diferem de quais, jd que se formaram geralmente grupos ndo mutuamente exclusivos

(Quadro 2.12.), a rinica excepgdo sendo RNLAA em que Daliak tem valores de

percentagem de resistentes significativamente inferiores aos das restantes 3 cultivares.

Nas restantes duas vari6veis a tendOncia parece ser a de Nungarin ter percentagens de

resistentes superiores e Daliak inferiores.
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Quadro 2.11. ParAmetros estatfsticos das vari6veis em que ndo se detectaram
diferengas significativas na percentagem de resistentes entre as cultivares,
independentemente das repetig6es e plantas.

n mediana m6dia (SE)

RNPA 56 33.3 M.8 (s.3)

RNLAR 52 0 18.e (3.8)

RNPB 50 0 3r.2 (s.s)

RNLBA 30 0 18.s (6.6)

RNLBR 30 26.1 36.8 (7.2)

RNLCA 18 0 36.1 (10.6)

RNLCR 15 33.3 30.4 (7.6)

RNPD 23 0 34.1(9.6\

RNLDA 7 0 e.s (e.s)

RNLDR 7 0 32.1 (17.9\

RNPR 2l 0 28.4 (8.0)

RNLRA t0 0 3s.0 (1s.0)

RNLRR 6 7.1 3s.7 (20.s\
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Quadro 2.12. Pardmetros estatisticos para a percentagem de resistentes nas zonas
RNLAA, RNPC e RN - Somat6rio da percentagem de resistentes absolutos.

n mediana m6dia (SE)

RN

Woogenellup 15 33.3 38.8 (6.6) ab

Geraldton 15 41.0 34.2 (s.s) ab

Daliak 15 14.8 1e.8 (6.7) b

Nungarin 14 42.5 41.0 (6.7) a

R}tLAA

Woogenellup t5 36.4 4s.s Q.e) a

Geraldton 15 28.6 29.1(6.7) a

Daliak 13 0 1,0.7 (4.6) b

Nungarin 11 33.3 43.8 (10.3) a

RNPC

Woogenellup 10 0 3s.0 (1s.0) ab

Geraldton 8 25.O 43.8 (17.s) a

Daliak 10 0 2.s (2.s) b

Nungarin 10 75.0 63.3 (t3.3) a

2.3.3.4. An6lises Discriminantes

Nas andlises anteriores concluiu-se que ndo havia diferengas significativas entre

as cultivares no que diz respeito ao nfmero de n6dulos, o contriirio acontecendo com o

nfmero de n6dulos ocupados pelo in6culo e, naturalmente, com a percentagem da sua

recuparagdo. No entanto, nos dois riltimos n6o s6 ndo se detectaram diferengas

significativas ente as cultivares para a maior parte das vari6veis como, nos casos em

que se detectaram, n6o foi poss(vel determinar de forma n6o ambfgua, qual ou quais as

cultivares que diferem de qual ou quais. Naturalmente que nessas andlises se

procuraftIm diferengas globais, independentes de variag6es internas de cada grupo

considerado, pelo que a ambiguidade observada poderd ser devida a perfis diferenciados

das plantas, podendo admitir-se que quer no caso em que ndo hd diferengas entre as
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cultivares quer nos dois casos em que globaknente h6, as cultivares tenham

caracterlsticas para o conjunto das plantas e repetigOes que permitam individualiz6-las e

separ6-las (discrimin6-las) umas das outras. Consequentemente, uma anflise

discriminante permitird individualizar e separar grupos (cultivares).

Assim realizaram-se andlises discriminantes para as vdrias hip6teses testadas

probabilisticamente por mdtodos n6o param6tricos. Seguiu-se o m6todo da 6rvore de

decisdo bin6ria (Gueguen e Nakache 1988) usando os procedimentos DISAR e DISEL

de SPAD-S (Gueguen et al. 1996), usando uma selecAdo aleat6ria de 66Vo dos

indivfduos como grupo-base e os restantes como grupo-teste e avaliando a qualidade da

discriminagdo pela proporgEo 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 andlise

discriminante para as varifveis n6dulos e pa.ra as varidveis presenga da estirpe

inoculante. Tendo em conta que para as varidveis in6culo, em percentagem dos n6dulos,

o nfmero de dados em falta representava quase metade (49.6Vo) da mafiiz de dados

optou-se por nio realizar uma an6lise discriminante com estas vari6veis.

Quadro 2.13. Anilise discriminante para as vari6veis n6dulos e presenga da estirpe
inoculante. Quatro classes (Woogenellup, Geraldton, Daliak e Nungarin).

Do Quadro 2.13 resulta que, apesar da descrigdo das plantas pelas varidveis

presenga do in6culo melhorar a capacidade de discriminagflo das plantas classificadas

pelas cultivares quando comparada com a descrigflo pela distribuigdo dos n6dulos, ainda

Classificagdo Grupo-base: Grupo-teste:

N6dulos
Bem classificados 4l clo 3O7o

Mal classificados 597o 7OVo

Variedade melhor (mriximo) Woogenellup 1007o Woogenellup 1007o

Variedade pior (mfnimo) Daliak e Nungarin 07o Daliak e Nungarin 07o

In6cuIo
Bem classificados 51.37o 407o

Mal classificados 48.7Vo 6O7o

Variedade melhor (mdximo) Woogenellup 907o Woogenellu p e D aliak 6OVo

Variedade pior (minimo) GeraldanOTo GeraldnnOVo
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assim a capacidade de discriminagdo destas 6 relativamente baixa, sugerindo e de

alguma forma confirmando as conclusdes obtidas previamente dos testes ndo-

param6tricos, que os perfis de n6dulos e de resistentes n6o permitem diferenciar

satisfatoriamente as cultivares. Isto 6, ao tentar classificar ou caracterizar as variedades

affav6s da presenga de n6dulos nos diferentes locais ou zonas daraiz, verificamos que

apenas a variedade Woogenellup assim pode ser caracterizada. Jd a cancteizagdo das

variedades ou classes atrav6s da presenga da estirpe inoculante, a discriminagdo das

variedades embora melhor, continua muito baixa. A redugdo da qualidade da

classificaEdo da variedade Woogenellup verificada na distribuigdo dos n6dulos

ocupados pela estirpe inoculante na raiz, principalmente no grupo teste, pode indicar

que localizagf,o de n6dulos e recuperagdo de inoculo poderdo n6o estar relacionados

2.3.3.5. Classificag6es automdticas

Adicionalmente, e como forma independente de avaliagdo da hip6tese de haver

diferengas entre as cultivares, realizann-se classificagdes automdticas em 4 classes e no

nfmero de classes 6ptimo pelo m6todo hierdrquico. As classificag6es automdticas foram

feitas usando as coordenadas dos indivfduos nos factores retidos usando o m6todo

hierdrquico que cria partig6es dos indiv(duos agregando os mais pr6ximos, resultando

numa hierarquia de partigdes (dendograma) usando como crit6rio de agregag6o a perda

de in6rcia minima, crit6rio de Ward (Lebart et al., 1984, 2000). As classificag6es

automdticas (criag6o e corte do dendograma) foram feitas usando os procedimentos

RECIP e PARTI-DECLA de SPAD-N (I-ebart et al., 1996).

Assim, sem crit6rios de classificaglo pr6-estabelecidos, e considerando h partida

todos os indivfduos como tendo perfis de competigdo diferentes, procurou-se agrupar os

indivfduos, tendo como pressuposto que, a haver diferengas entre as cultivares, estas se

<<amrmariam> pelas classes pondo em evid6ncia as semelhangas e dissemelhangas entre

os indivfduos.

A andlise das correspond6ncias foi feita usando o procedimento CORBI de

SPAD-N (Lebart et at. 1996), a escolha do nfmero de eixos factoriais a reter foi feita

tendo em conta os valores-teste (Irbart et al. ZO00) conjugado com o teste do

<<cascalho> (scree /esr, Johnson e Wichern, 1998) e com a comparagdo dos valores-

pr6prios de cada eixo factorial com a m6dia de todos os valores-pr6prios.
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Todas as classificaEses foram feitas usando o procedimento RECIP de SPAD-N

(lrbart et al. 1996). A partir do dendrograma obtido realizaram-se diversas partigdes de

acordo com crit6rios descritos a seguir usando o procedimento PARTI-DECLA de

SPAD-N (Lebart et al. 1996).

Tal como para as an6lises discriminantes, as classificagSes automdticas foram

realizadas separadamente para as varidveis n6dulos e recuperagSo do in6culo, n6o tendo

sido feitas (dado o excessivo nfmero de valores em falta) para as variiiveis expressas em

perceniagem dos n6dulos ocupados pela estirpe inoculante.

2.3.3.5.1. Classfficaqio automdtica com base nas varidveis nr6dulos.

Partiqio em quatro classes para comparar a constituigio esperada de cada classe

se as plan[as da mesma cultivar tiverem caracteristicas comuns de nfimero de n6dulos

nas vdrias zonas da raiz que permitem distingui-las umas das outras com a constituigao

observada das mesmas classes.

ClassificaESo baseada nos primeiros 4 eixos factoriais obtidos da an:ilise das

correspond6ncias (62.37o da in6rcia total).

Na Figura 2.2 apresenta-se o resultado des[a classificaE5o (que e

simultaneamente a classificagio 6ptima) representando com a mesma cor as c6lulas que

deveriam pertencer i mesma classe e com nrimeros a classe a que de facto pertencem (a

preto dados inexistentes).

Do exame do Figura 2.2 venfica-se que se formam essencialmente duas classes,

a classe I constituida por 35 elementos e que inclui plantas das 4 cultivares (5 de

Woogenellup, l0 de Geraldton, 12 de Daliak, 8 de Nungarin) e a classe 3 constituida

por 2l elementos e que tamb6m inclui plantas das 4 cultivares (8 de Woogenellup, 5 de

Geraldton, 3 de Daliak, 5 de Nungarin), com duas classes com um nfmero residual de

elementos. respectivamente2 na classe 2 e l na classe 4. Ou seja, e tendo como base as

varidveis n6dulos, n6o h6 evid6ncias, antes pelo contriirio, de haver diferenEas entre as

cultivares.
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Planta

I

Planta

2

Planta

3

Planta

4

Planta

5

Woogenolup Rep. I :,1ffi]l*

Geraldton Rep. I irH!.Igift
i|t#i"qi.ffi

Rep.2 ti,#{4: ;-:,',I.-"-:l!
F;#i?,,fif;,ffi1i4

Rep.3 ll'ffi *,Trffi ll.ri;i,ffi'ffi r*iiffi#li

Daliak Rep. I l, f, t,,,

Rep.2

Rep.3 '*,='
l' 1 "t"'o io

Figura 2.2. Diskibuiglo observada e esperada das cultivares (Woogenellup, Geraldton,
Daliak e Nungarin) com base em n6dulos.

2,3.3.5.2. ClassfficagSo automitica com base nas variiveis n6dulos ocupados

pelo in6culo

PartigSo em quatro classes para comparar a constihrigio esperada de cada classe

se as plantas da mesma cultivar tiverem caracteristicas coilruns de ndmero de resistentes

nas vdrias zonas da raiz que permitem distingui-las umas das ouftas com a constituigio

observada das mesmas classes.

Classificagio baseada nos primeiros 6 eixos factoriais obtidos da ani{.lise das

correspond6ncias {74.OVo da in6rcia total)-

Na Figura 2.3. apresenta-se o resultado desta classificagEo represeniando com a

mesma cor as c6lulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe a

que de facto pertencem (a preio 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 clarartente, 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 Datiak, T 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

incid6ncia de plantas com zero n6dulos ocupados pelo inocuto em Daliak, repetigEo 3.

Figura 2.3. Distribuigflo observada e esperada das cultivares (Woogenellup, Geraldton,

Daliak e Nungarin) com base nas varii{veis n6dulos ocupados pelo in6culo.

2.3.3.5.3. ClassilicaSo automStica 6ptima com base nas variiveis n6dulos

ocupados peloin6culo

ClassifrcaEio baseada nos primeiros 6 eixos factoriais obtidos da ani{lise das

correspond0ncias Q4.O1o da in6rcia total).

Na Figxa 2.4. representa-se o resultado desta classificagSo (5 classes)

representando com a mesma cor as cdlulas que pertencem i mesma classe (a preto dados

inexistentes, a cinzento claese com todos os elementos som resistentes iguais a zero).
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Figura 2.4. Classificag[o dptima das cultivares (Woogenellup, Geraldton, Daliak e
Nungarin) com base n6dulos ocupados pelo in6culo.

Do exame da Figura 2.4 e da sua comparagflo com a Figura 2.3. verifica-se

basicamente que a anterior classe 1 se dividiu, dando origem is classes representadas a

azul e rosa na Hgura 2.4. (ambas com elementos das 4 cultivares), mantendo-se as

re$lantes praticamente inalteradas. Ou seja, e tal como na classificagflo baseada em

n6dulos, nflo hr{ evid6ncias, autes pelo contriirio, de haver diferenEas entre as cultivares.

2,3.3.6.Distribuig5o de n6dulos e resistentcs pelas diferentes zonas da raiz

Trata-se agora de analisar a distribuigio de n6dulos e resistentes pelas diferentes

zonas da raiz, ou seja, de alguma fonna fianspor a abordagem anterior e passar a

considerar as zonas como os individuos descritos pelas varidveis plantas das vdrias

repetigEes das diferentes cultivares. Apesar de termos concluido n6o haver diferengas

entre as cultivmes no que diz respeito as nrirnero de n6dulos e no nfmero de nddulos

70



Competrgdo R. les.bv. trifolii empastasem

ocupados pelo in6culo, esta nova abordagem tr6, ser realizada separadamente para cada

cultivar.

Esta abordagem assente essencialmente em ani{lises de correspondOncias e

classificag6es autom6ticas. Naturaknente que a organizagio dos dados exige que cada

vari6vel (planta) tenha um significado comum para todos os indivfduos (zonas da ruz).

As vari6veis sflo, naturalmente e i partida, as 5 plantas de cada uma das 3 repetig6es.

Tendo em conta o delineamento experimental todas as plantas da mesma repetigdo

foram obtidas no mesmo local (qualquer que seja a cultivar) que se distingue, mais n6o

seja aleatoriarnente, das plantas de outra repetigdo.

A an6lise das correspondOncias foi feita usando o procedimento CORBI de

SPAD-N (I€bart et al. 1996) A escolha do nfmero de eixos factoriais a reter foi feita

tendo em conta os valores-teste conjugado com o teste do <<cascalho>> e com a

comparagf,o dos valores-pr6prios de cada eixo factorial com a m6dia de todos os

valores-pr6prios (quando todos os valores da matriz de dados original tendem para ser

todos iguais ou sdo totalmente aleat6rios, n6o hd uma estrutura diferenciada e todos os

valores-pr6prios tendem para o mesmo valor, isto 6, s6o todos iguais ou quase).

Tendo em conta que o objectivo destas aniflises era essencialmente determinar

como 6 que os indivfduos (<<zonas>) se agrupavam tendo em conta os seus perfis dados

pela vari6veis, apresentamos seguidamente o resultado da melhor partigdo possivel no

espago reduzido resultante da andlise das correspondOncias, bem como, para avaliar a

estabilidade das classificag6es obtidas, as melhores partig6es possiveis (usando os

mesmos procedimentos) retirando de cada vez os dados de uma das repetig6es.

A caracteizagdo das classes foi feita recorrendo a t6cnicas simples, usadas em

t6cnicas de controlo de qualidade (Montgomery 1991), determinando-se em primeiro

lugar o intervalo de confianEa de 957o para a m6dia de todos os valores, comparando-se

seguidamente a m6dia dos indivfduos de cada classe com esse intervalo de confianga.

Assim, se a mddia dos individuos de uma classe for superior ao limite superior do

intervalo de confianga considera-se que os indivfduos dessa classe t€m um <<excesso>> de

n6dulos (ou resistentes) relativamente ao que seria de esperar de uma distribuig[o

equitativa de n6dulos (ou resistentes) por todos os indivfduos e varidveis e portanto

esses individuos representam zonas daruz em que os n6dulos (ou resistentes) ocorrem

preferencialmente. Analogamente, quando a m6dia dos indivfduos de uma classe for

inferior ao limite inferior do intervalo de confianga considera-se que os
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indivfduos dessa classe tOm um <<deficit> de n6dulos (ou de n6dulos ocupados pelo

in6culo) relativamente ao que seria de esperar de uma distribuigdo equitativa de n6dulos

(ou in6culo) por todos os indiv(duos e varidveis e portanto esses individuos representam

zonas da raiz em que os n6dulos (ou in6culo) ndo ocorrem preferencialrnente.

Finalmente, quando a m6dia dos individuos de uma classe estd dentro dos limites do

intervalo de confianga considera-se que os individuos dessa classe s6o <<equitativos>> em

n6dulos (ou in6culo) e portanto esses indivfduos representam zonas da raiz de

ocorrOncia indiferenciada de n6dulos ou de n6dulos ocupados pelo in6culo introduzido.

2.3.3.6.1. Cultivar Woogenellup.

Na Figura 2.5. apresenta-se o resultado da melhor partigf,o possivel (5 classes)

para os n6dulos, baseada nos 4 primeiros eixos factonus (83.5Vo da in6rcia total),

intervalo de confianga entre 1.8 e 2.8 n6dulos e, para os resistentes, (5 classes) baseada

nos 5 primeiros eixos factoriais (84.0Vo da in6rcia total), intervalo de confianga entre 0.6

e 1.2 resistentes.

Nesta figura, como nas restantes, representam-se as zonas da raiz principal na

coluna central, os n6dulos inseridos nestas zonas na coluna da esquerda, e os n6dulos

ocupados pela estirpe inoculante (resistente) na coluna da direita. Daf emergem as rafzes

secundi{rias inseridas nas diferentes zonas daruz principal em que para o lado esquerdo

se apresenta a distribuigdo dos n6dulos e para o lado direito a distribuigdo dos n6dulos

ocupados pelo in6culo (resistentes). Representa-se tamb6m por g todas as zonas em que

h6 excesso (m6dia maior que o limite superior do intervalo de confianga), ! quando a

m6dia est6 dentro do intervalo de confiang4 { todas as zonas em que hd deficit (m6dia

menor que o limite inferior do intervalo de confianga).

Ao longo daraiz principal parece existir uma distribuigdo uniforme ao longo

dos 4 primeiros cm havendo uma redugdo do n6dulos nas zonas mais profundas de

crescimento radicular. J6 nas raizes secundiirias denota-se uma concentragdo de n6dulos

nas zonas mais afastadas destas, principalmente nas inseridas nos 2 primeiros

segmentos da raiz principal, denotando que nodulagflo ocorreu logo nos primeiros

estddios do desenvolvimento da planta e nas zonas mais superficiais do solo. Com o

objectivo de detectar algumas diferengas no padrdo de nodulagIo devidas a efeitos do

solo, foi retirada sucessivamente uma repetigdo da an6lise das classificag6es automdtica
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Figura 2.5. - Distribuigno da nodulaE6o e presenga da estirpe inoculante (resistentes)

nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor pardgao possivel na andlise das

correspondencias. Cultivar Woogenellup.

verificando-se que a nodulageo se mantem preferencialmente nas zonas mais precoces

do desenvolvimento da planta mas detectando-se variag6es que sugerem um efeito de

condigdes de solo, especialmente visiveis quando se retira a RepetigSo 3 resultando num

padreo de distribuiEdo preferencialmente localizado nos primeiros segmentos da raiz

principal e ra(zes secun*irias ai inseridas.

Pela andlise da Figura 2.5. verifica-se que o padreo da presenga da estirpe

inoculante ao longo do perfil da raiz segue muito de perto o da presenqa de n6dulos,

sugerindo que a estirpe B competiu com a populageo nativa na nodulag[o desta

variedade sempre que existiram condiEdes para a formagio de n6dulos nestas zonas da

raiz. Quando retiramos da aniilise das melhores classificag6es a Repetig5o 3, mais esta

tendOncia se acentua nomeadamente na raiz principal em que a uma predominancia das

nodulagbes corresponde tamb6m uma predominAncia da recuperagSo da estirpe

inoculante, ou seja, parece existir alguma depend6ncia para a nodulagIo da presenga do

in6culo nos locais correspondentes ir Repetigdo I e 2.
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2.3.3.6.2. Cultivar Geraldton

Na Figura 2.6. apresenta-se o resultado da melhor partigEo possivel (2 classes)

para os n6dulos, baseada nos 4 primeiros eixos factoriais (71 .3o/o da in6rcia total),

intervalo de confianga entre 1.4 e2.6 n6dulos e, para os resistentes, (4 classes) baseada

nos 5 primeiros eixos factoriais (85.9.7o da in6rcia total), intervalo de confianga entre

0.4 e 0.8 resistentes.

A distribuigSo dos n6dulos nesta variedade parece ser muito uniforme ao longo

da raiz havendo apenas uma situagf,o de deficit em LDA. Jil em relaEio i distribuiE6o do

in6culo (resistentes) ao longo da raiz, existem situagdes de excesso em PA, LAA e

LCR. LDR., o que pode indicar alguma depend6ncia do in6culo para a formaE6o dos

n6dulos, ou variagbes da distribuig6o da populagflo nativa. Quando retiramos das

an6lises a Repetig6o I verifica-se que a nodulagSo nas RepetigSes 2 e 3 depende da

presenga do in6culo principalmente em PA, ou seja, um deficit de nodulagio nesta zona

teve no entanto uln excesso em relaEio ao esperado na recuperaESo do inoculo

(resistente) o que pode estar relacionado com a localizaE6o privilegiada deste em

relaE6o i radrcula emergente. Esta situagSo parece ser bem diferente da verificada com

a variedade Woogenellup, em que se verifica esta situagSo, n6o quando se retira a

Repetigio 1 mas sim a Repetigio 3, o que parece indicar que a formagSo dos n6dulos e

recuperaESo do in6culo esti{ ligada a interacgdes entre o hospedeiro e as condigdes

ambientais em que se formam os n6dulos.

2.3.3.6.3. Cultivar Daliak

Na Figura 2.7. apresenta-se o resultado da melhor partigio possivel (8 classes)

para os n6dulos, baseada nos 5 primeiros eixos factorius (79.97o da in6rcia total),

intervalo de confianEa entre 1.8 e 2.8 n6dulos e, para os resistentes, (2 classes) baseada

nos 4 primeiros eixos factoriais (937o da in6rcia total), intervalo de confianga entre 0.4 e

1.1 resistentes.

Para esta variedade verifica-se haver alguma uniformidade na distribuigio dos

n6dulos e na recuperagSo do in6culo ao longo das diferentes zonas da raiz, apesar das

recuperaESes de in6culo terem sido nulas na Repetigdo 3 desta variedade. Deve-se

salientar que observando a Figura 2.7. os n6dulos desla variedade se Locals,zam
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essencialmente nos dois primeiros segmentos da raiz principal e em LAA, com uma

recuperaEio da estirpe inoculante equitativa em relaEdo ao que seria de esperar. Por

outro lado, a recuperagio da estirpe inoculante, faz-se essencialmente na raiz principal e

nas secunddrias inseridas em PA, verificando-se um deficit de recuperaESo em todas as

ra(zes secuntlirias 6 excepgio da de localizaE6o j6 referidas, independentemente da

RepetiEIo que for retirada.
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Figura 2.6. - DistribuigSo da nodulaESo e presenga

nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor
coffespondencias. Cultivar Geraldton.
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Figura 2.7. - DistribuiESo da nodulagio e presenga da estirpe inoculante (resistentes)
nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor partigSo possivel na aniilise das

correspondencias. Cultivar Daliak.

2.3.3.6.4. Cultivar Nungarin

Na Figura 2.8. apresenta-se o resultado da melhor pardEeo possivel (3 classes)

para os n6dulos, baseada nos 4 primeiros eixos factoriais (80.17o da in6rcia total),

intervalo de confianEa entre 1.6 e 3.0 n6dulos e, para os resistentes, (2 classes) baseada

nos 4 primeiros eixos factoriais (82.57o da in6rcia total), intervalo de confianga entre 0.7

e 1,3 resistentes.

Observando a Figura 2.8. tendo em conta todas as Repetigdes conslata-se uma

cer[a homogeneidade quer na distribuiEflo dos n6dulos quer na recuperagio da estirpe

inoculante (resistenies). No entanto, quando se retira da anillise a Repetig6o 1, tal como

jd tinha acontecido com a variedade Geraldton, encontramos um excesso de
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recuperaEf,o de inoculo em relaEio ao esperado nos dois primeiros segmentos da raiz

principal e em LAA e LAR, podendo indicar alguma sensibilidade desta variedade na

nodulaqSo em fungdo das condigSes do meio e um claro efeito da camada superf,rcial, na

qual a estirpe inoculada parece ter vantagens competitivas.

Figura 2.8. - DistribuiESo da nodulag5o e presenEa da estirpe inoculante (resistentes)

nas diferentes zonas da raiz resultante da melhor partigio possivel na aniilise das

correspond6ncias. Cultivar Nungarin.

2.3.3.7. Variabilidade Intra e Inter repetigdes

Das anillises anteriores parece evidente existir um marcado efeito das RepetigSes,

isto 6 das condigdes do solo, quer na distribuiESo dos n6dulos ao longo da ruz, quer na

recuperaq5o da estirpe inoculante (resistente), para al6m de um possivel efeito das

variedades que, como jii an0eriormente verificado, a existir n6o seril determinante.
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Importa por isso veriflcar agora, se tal efeito das condig6es de solo serd essencialmente

devido ils Repetigoes ou se devido a variagbes elevadas dentro das pr6prias Repetig6es,

isto 6, avaliar se existem marcadas variagOes entre plantas dentro de cada Repetigio.

IJma das possibilidades para esfa verificagflo pode resultar da obtenqSo de uma raz6o

entre os desvios padrio das cinco plantas de cada Repetigdo (desvio padrio intra-

repetigbes) relacionando-o com o desvio padr6o das 3 Repetig6es (desvio padrSo inter-

repetig6es) para cada um dos locais da raiz e para cada uma das cultivares. Tal relag5o.

quanto mais se afastar da unidade no sentido ascendente, maior a magnitude dos desvios

padrSo intra-repetiEbes. Em sentido inverso, quanto menor o valor dessa razSo maior a

magnitude da variabilidade inter-repetigSes. Esta relagio pode ser facilmente

visualizada na forma grdfica para cada um dos locais da raiz.

Na Figura 2.9. e seguintes, podemos verificar o efeito da variabilidade IntraAnter

RepetigSes quer para a distribuiEso dos n6dulos quer para a recuperag6o da estirpe

inoculante nas variedades usadas no ensaio. Para a cultivar Woogenellup (Figura 2.61, a

variabilidade Intra/Inter RepetiEses 6 superior a I na maior parte dos segmentos da raiz,

o que pode indicar que cada zona de cada raiz tem caracteristicas muito pr6prias.

provavelmente determinadas por condiEdes ambientais. Uma situaglo semelhante

podemos observar para a variabilidade detectada na distribuigao dos n6dulos ocupados

pela estirpe inoculante (resistente). Nas restantes cultivares (Figuras 2.1O.,2.11. e 2.12.)

a variabilidade medida pela raz6o dos desvios padr6o Intra e Inter RepetiEbes 6 bastante

semelhante )r verificada para a cultivar Woogenellup, embora na cultivar Geraldton

exista uma tend6ncia para uma redugIo da dimens5o da variabilidade, principalmente na

recuperag6o do in6culo (resistentes) com maior incidOncia em segmentos da raiz

principal.

78



Comnetic5o R. l.e-o.hv tifolii em nastroern

N6duIos

Resistentes

p 3 p 3 t 3,< a 3 5 3 3 t g 
=&&&&dil&&dd

Locais da Ralz

13
E12
F 11,E 10
-oOvEr I
El$ 7
6E 6

il& 5
24
EJ
rcl /g1

0

13
E12
* 11
I 10:e
En 8
8.'5" Z
.EE 6
AE 5
24
€g
,8)N-dr
ill

0

2 S 2 3 2 s S 2 s 3 3 E 2 g 3zzzzzzzzz.2
Locais da Rafz

Figura 2.9. Yariabilidade Intra./Inter Repetigdes nos diferentes locais de nodulagao da
raiz na cultivar Woogenellup. Trago negro continuo indica raz6o dos desvios padrao
lntra./Inter RepetigSes igual a 1.
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Figura 2.10. Variabilidade Intra./tnter Repetig6es nos diferentes locais de nodulagIo da
raiz na cultivar Geraldton. Trago negro continuo indica raz6o dos desvios padrdo
Intra/Inter Repetigdes igual a 1.
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Figura 2.11. Variabilidade Intra./Inter Repetigdes nos diferentes locais de nodulagdo da
taiz na cultivar Daliak. Trago negro continuo indica razSo dos desvios padrdo
Intra./Inter Repetig6es igual a 1.
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Figura 2.12. Yaiabilidade Intra/tnter Repetig6es nos diferentes locais de nodulagdo da

raiz na cultivar Nungarin. Trago negro contfnuo indica raz6o dos desvios padrdo

Intra.finter Repetig6es igual a 1.
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2.4. Discussfio

As populag6es nativas de R. leguminosarumbv. trifolii estimadas para o local de

ensaio s6o bastante elevadas, apesar do solo apresentar condigSes consideradas

limitantes de pH e toxicidade de manganOs, o que parece estar de acordo com Woomer

et al., (1988), que consideram que a acidez pode n6o constituir uma limitagflo i
presenga de populagSes no solo de dimensdo aptecifvel, sendo a presenga do hospedeiro

o factor mais importante na presenga de riz6bio no solo @ottomley, 1991).

Nos resultados obtidos tamb6m se verifica que a populagEo vai diminuindo com

a profundidade nos trOs nfveis estudados, sendo os 5 cm mais superficiais os que

albergam a maior quantidade de riz6bios por grama de solo, com cerca de 93 por cento

da populagdo dos 20 cm colhidos. T6o elevada proporgflo da populagdo neste segmento

inicial pode resultar de uma estrat6gia de sobrevivOncia devido i natural maior

proporgdo de mat6ria orgflnica que deverd ser aqui encontrada com vantagem na

protecgdo contra a acidez do solo (Richardson e Simpsom, 1988). Populag6es nativas

desta dimensdo (= 105) seo Hmitativas 6 implantag6o de estirpes inoculantes, pelo que a

detecAflo de n6dulos ocupados por inoculantes nestas condig6es revelariam elevada

capacidade competidoras por parte dessas estirpes @rockwell e Bottomley, 1995).

A avaliagdo da competigdo estimada pela proporgSo de n6dulos formados pelas

estirpes inoculantes A e B, revelou esta riltima como a melhor competidora nestas

condig6es de ensaio. Dado que esta estirpe 6 origindria de um solo 6cido com toxicidade

por aluminio, o resultado obtido esti{ de acordo com Castillo (1989), referindo este autor

que estirpes isoladas em solos dcidos possuem maior resist6ncia i acidez, sendo de

esperar maior facilidade da sua implantagdo em solos com tal caracterlstica.

Ndo foram detectadas diferengas significativas quer no nrimero de n6dulos quer

na proporgdo de n6dulos ocupados pelos in6culos entre as cultivares (Quadro 2.4.).

Verificou-se haver diferengas significativas no nflmero de n6dulos entre Repetig6es para

a m6dia das cultivares, sem que isso tenha tido qualquer influ6ncia na proporgdo da

recuperagdo da estirpe B (Quadro 2.5.).Tal situagEo poderd dever-se a qualquer factor

que interveio na nodulagdo das plantas na Repetigdo 1, dado que foi nesta Repetigdo que

as nodulag6es foram menos abundantes.

A segmentagdo das raizes recolhidas para contagem de n6dulos nas diferentes

zonas (Figura 2.1) e recolha da estirpe B, permitiu avaliar zonas preferenciais de

nodulagIo e de recuperuqdo da estirpe inoculante. Verificou-se n6o haver diferengas
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significativas entre as cultivares para a distribuigdo dos n6dulos, excepto no primeiro

segmento da ruz principal, PA (zona do colo). Neste segmento, a cultivar Datiak

forrnou significativament€ mais n6dulos do que as cultivares Geraldton e Nungarin.

Dado que a semente foi perolizada podemos pensar que esta cultivar exerceu alguma

influencia na nodulagSo preferencial pelo inoculo nesta zona. Este resultado

corresponde a condigdes menos favordveis para a nodulagflo de todas as estirpes

presentes pois a regido PA de Daliak n6o foi significativamente beneficiada na

nodulagflo pelo in6culo, nem em valor absoluto nem na proporgdo de n6dulos ocupados

pela estirpe B (Quadros 2.9 e2.ll).

Nos diferentes testes estat(sticos realizados, os resultados mostraram que a

nodulagdo e recuperagdo do inoculo n6o foi afectada pelas cultivares, no entanto,

quando se avalia a recuperagSo da estirpe B nas diferentes zonas daruz, verificamos

que, apesar de ndo mutuamente exclusivas, hd diferengas enffe variedades na

recuperagflo do in6culo nos locais LAA, PC e LCA. Quando esta avaliagdo 6 feita

atrav6s da proporgdo dos n6dulos ocupados pelo inoculo, novamente as zonas LAA e

PC mostram diferengas significativas entre cultivares. Com base nestas observagdes

podemos inferir que a representatividade das amostras de n6dulos na raiz pode ser

influenciada pelas cultivares e nestas, pelazona onde s6o recolhidos os n6dulos. Os

crit6rios baseados no tamanho, cor e posigdo dos n6dulos (com prefer0ncia dos

localizados no colo da ruz) seguidos por vdrios autores @rockwell et al., 1982;

Slattery e Conventry, 1999; Hebb et al., 1998) nas nossas condig6es de trabalho,

podem conduzir a resultados que nf,o representam a distribuigdo do in6culo na ruz e

logo a proporglo da sua recolha, pelo menos em algumas variedades de trevo

subterr0neo. Por outro lado, n6o havendo diferengas na recuperagdo do in6culo enfte

cultivares no segmento PA e existindo diferengas entre cultivares no segmento PC,

poderemos afirmar que as condigdes de nodulagdo nestas zonas foram diferentes nas

presentes condig6es de ensaio e, logo, os ocupantes destes segmentos ser6o diferentes.

Gibson et al., (1976) e Diatloff e Brockwell (1976) referem nf,o haver diferenga

significativa nos ocupantes de n6dulos localizados no colo daraiz e os ocupantes de

n6dulos no restante do sistema radicular, enquanto Young et al. (1987) refere

poderem existir diferentes tipos electrofor6ticos entre ocupantes de n6dulos na raiz

primr{ria e raizes secunddrias e que uma grande proporgdo da diversidade gen6tica de

uma populagio nativa 6 encontrada em plantas individuais. Os resultados agora

obtidos purecem estar mais de acordo com esta riltima constataglo

84



Comoetigdo R. leg. bv. trifolii empastagem

Ndo houve possibilidade de fazer o estudo emparelhado das s6ries temporais

correspondentes i formagdo de n6dulos e condig6es de meio verificadas i data em que

o estddio fenol6gico das raizes permitia a nodulagflo nas diferentes zonas amostadas.

Um estudo orientado nesse sentido poderia dar lugar a uma abordagem para reduzir a

necessidade de avaliagdo atrav6s de s6ries prolongadas (5 a 6 anos) de ensaios de

avaliaqf,o de implantagdo de estirpes em sementeiras de Outono em zonas de clima

mediterrdnico com grande variabilidade inter-anual. Este aspecto das avaliag6es

cultivar/estirpe tem implicag6es em termos do risco empresarial envolvido

relativamente I proporgdo de sucessos na implantagIo de pastagens, sobretudo em

zonas de solos com condiqdes limitantes.
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3. Competigfio de estirpes Mesorhizobium ciceri em variedades 916o de bico de

sementeira Outono/Inverno

3.1. IntrodugSo

A cultura cerealifera em Portugal e de um modo geral em toda a Europa

mediterrflnica tem sofrido forte redugio nos riltimos anos, sendo de esperar num futuro

pr6ximo a continuagdo dessa tendOncia. De entre as culturas alternativas aos cereais, as

leguminosas para gt6o constituem uma possfvel solugdo para a agricultura mediterrdnic4

uma vez que a Europa 6 altamente deficitdria na produgflo de protefna vegetal (Duarte er

al., 1992). As leguminosas grdo tOm grande importAncia na alimentagdo humana e animal,

sendo o grflo de bico a segunda leguminosa 916o em importfincia no mundo e a primeira na

regrdo mediterrdnica (Magds, 199 4).

Nas condig6es do sequeiro do Sul de Portugal, o 916o de bico 6 tradicionalmente

uma cultura de Primavera./Verdo, usada no revestimento de alqueives e, como tal,

caracteizada por pequenas produg6es uniti{rias devido essencialmente i reduzida

disponibilidade de 6gua no solo nos meses de maior crescimento. O desenvolvimento de

variedades de grdo de bico tolerantes a baixas temperaturas invernais e ao fungo

fitopatog6nico Ascochyta rabiei, tornou possivel a antecipagdo da 6poca de sementeir4

permitindo que as fases vegetativas e reprodutivas da planta tenham normalmente lugar em

condig6es de ausOncia de stress hfdrico, permitindo melhor desenvolvimento vegetativo

com consequOncias num acr6scimo do potencial produtivo da cultura (Sousa e Duarte,

1990).

Ensaios realizados em diferentes locais de Portugal indicaram m6dias de produgf,o

de 916o pila as variedades de sementeira antecipada (Outono/ftrverno) da ordem de 2500

kg ha 1, em contraste com produgOes m6dias de 700 kg ha 1 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 @ereira

et al.,1992\.

Segundo Sousa (1989), as baixas produgOes de grdo verificadas nas variedades de

sementeira primaveril resultam, para al6m da fraca disponibilidade de 6gaa, de escassas

nodulag6es, principalmente em Primaveras pouco hrimidas (situagdo muito frequente no

Sul de Portugal). A utilizagdo de variedades de maior potencial produtivo pela sua

sementeira antecipada, necessitar6 necessariamente de maiores disponibilidades de azoto,
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principalmente derivado de fixagdo biol6gica, sendo estimadas extrac96es de azoto na

cultura que variam enffe 60 e 140 kg ha I dependendo das condigdes de crescimento

(Bellido e Garci4 1986; Ca:ranca et al., 1999).

De enffe as leguminosas 916o usadas em rotagdo com cereais, o grflo de bico 6

frequentemente considerado como hospedeiro inferior na sua capacidade de fixagflo de

azoto @apastylianoi, 1987; smith et al., 1987; Keatinge et al., 1988), possivelmente

devido, em parte, d ausOncia no solo de estirpes denz6bio apropriadas. As estimativas para

a capacidade fixadora de azoto pelo grdo de bico, variam de 0 a 180 kg N ha-l ano, e o

azoto extra(do derivado de fixagf,o biol6gica pode variar de 0 a 82Vo dependendo de v6rios

factores (Keatinge et a1.,1988; Carranca et al., 1999). Segundo Be,ck (1992) a cultura de

variedades tolerantes ao frio e a Ascochyta rabiei em sementeiras de Outonolkrverno na

regrlo mediterrfinica, tem evidenciado deficiOncias na nodulagfio principalmente em solos

onde a cultura ndo tem ocorrido. Nestes locais, ser6 certamente improvdvel a existOncia de

populag6es de M. ciceri adequadas d nodulagEo, pelo que ser6 de esperar incrementos na

produgdo de grdo se for realizada a inoculag[o de sementes com estirpes efectivas.

E conhecido o elevado grau de especificidade do grdo de bico em relagSo ao seu

microsimbionte (Gaur e Sen, 1979), podendo ser esta situagio estendida a uma elevada

especificidade na eficdcia simbi6tica ao nfvel da variedade/estirpe (Arsac e Cleyet-Marcel,

1986; Somasegaran et al.,1988), sendo de esperar necessidades de inoculagdo onde forem

cultivadas variedades objecto de melhoramento recente, quer em locais onde ndo existam

populagdes nativas, quer em locais onde estas estejam presentes, dado que a co-evolugdo

do riz6bio com variedades tradicionais, os poder tornar pouco efectivos na simbiose com

as variedades melhoradas @eck, 1992).

Em ensaios realizados na Universidade de Evora foi avaliada a eficiOncia

simbi6tica de quatro estirpes de riz6bio para grflo 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 antecipad4

nflo encontra nas estirpes ensaiadas nenhuma com a qual a sua eficiOncia simbi6tica

relativa seja melhor que a generalidade dos outros pares simbi6ticos. Pelo contrdrio uma

das variedades regionais (Reg 256) teve com os dois isolamentos regionais um

comportamento simbi6tico assinaldvel.
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Quadro 3.1. Efrci0ncia simbi6trca (7o) de estirpes M. ciceri testadas em variedades
regionais e em variedades melhoradas para sementeira antecipada. Valores seguidos da
mesma letra ndo diferem significativamente para PS0,05. n - Estirpe ICARDA, b -
Isolamentos regionais.

Variedade
Estirpes

CP36N 98Ca" 6lCa" 85Ca'

Reg.2517 43.9cd 40.3d 44.lcd 45.&d

Reg.2056 40.3d 45.3cd 40.2d 47.Abd

Reg.256 46.3cd 47.8bd 59.2ab 61.8a

Reg. 2516 5O.2ad 60.4bd 40.3d 5l.7ad

"Elvar" 39.5d 42.7cd 41.8cd 46.Scd

"E[mo" 54.Oac 54.4ac 62.0s 59.5ab

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

d inoculagdo de sementes na cultura de sementeira Outono/Inverno. As condig6es de

competigdo com estirpes nativas deverSo por isso ser consideradas, dado ser o grf,o de bico

uma cultura tradicional em solos com capacidade de retengdo para a 6gua devido d sua

6poca de sementeira @rimavera), sendo por isso importante conhecer a dimensEo das

populagdes nativas presentes.

O presente trabalho teve como objectivo estimar as populagdes nativas de M. ciceri

em tr0s locais de solos representativos da regiflo 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 m6todos

3.2.1. Breve descrig5o dos locais de ensaio

Beja - Solo Bvc - Ba:ros castanhos-avermelhados calcdrios muito descarbonatados de
dioritos ou gabros ou rochas cristalofflicas b6sicas - Herdade da Almocreva

Evora - Solo Pmg - Solos Mediterrdneos pardos de quartzodioritos - Herdade da
Fundagdo Eug6nio de Almeida

Elvas - SoloVx - Solos Mediterr0neos vermelhos ou amarelos de xistos - Herdade das
Casas Velhas

Quadro 3.2 - Caracterfsticas quimicas dos solos nos locais de ensaio

KzO
(ppm)

Pzos
(ppm)

Nor
(ppm)

pH
(6eua)

M.O.
(Vo\

Beja
Solo Bvc

180.9 43.4 6.0 7.9 1.4

Elvas
Solo Vx 275.5 25.0 25.5 5.8 1.7

Evora
Solo Pms

75.5 58.0 5.3 5.9 0.8

Em qualquer destes locais ndo 6 conhecida nos riltimos vinte anos a cultura

tradicional de 916o de bico, sendo na altura a rotagdo de culturas a seguinte: Trigo-Aveia-

Pousio-Girasol. No entanto, no solo do local Bej4 por se tratar de um barro, 6 muito

natural que em tempos af se tenha realizado o alqueive revestido, no qual o grdo de bico

seria uma das culturas realizadas. Pelo contrdrio, no solo do local Evora, 6 altarnente

improvdvel que a cultura de grflo de bico tenha af alguma vez sido realizada. No solo do

local Elvas, na Herdade das Casas Velhas, uma vez que a Estaglo Nacional de

Melhoramento de Plantas ai realizou ensaios com leguminosas, o grdo de bico fez pafie

desses ensaios, apesar de na folha de cultura onde se realizaram os presentes ensaios ndo 6

do nosso conhecimento qualquer uso do solo com grflo de bico.
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3.2.2. Quantificagflo das populagOes nativas de M. cberi

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 competigdo. Foi usada uma sonda de meia cana com a qual se retiraram 3

amostras aleat6rias dos 20 cm superficiais em cada uma das tr6s repetiq6es. As amostras de

solo foram colocadas num saco de pldstico. Dado que os locais de ensaio escolhidas

estavam sujeitos a rotagdes de cultura com mobilizagOes de solo, optou-se por usar

amostras comp6sitas para cada uma das repetig6es dos trOs locais de ensaio. No laborat6rio

as amostras de solo foram colocadas a 4"C aG ao seu processamento para estimativa

populacional, pernanecendo nestas condig6es durante, no mdximo, uma semana.

3.2.2.2. Diluig6es de solo e inoculagio de plintulas

Para a quantificagdo da populagdo nativa M. ciceri presente nos solos em estudo foi

usada a t€cnica da inoculag[o de plantas com diluigOes de solo, descrita por Brockwell

(1982). Foram usadas diluig6es decimais atl 10-6 com inoculag do de 4 plantas ax6nicas por

diluigflo para a determinagdo do nrimero mais provdvel por grama de solo.

O solo recolhido no campo foi homogeneizado e passado por crivo de malha com 2

mm. Pesaram-se amostras para determinagflo do peso seco a 7ffC (peso constante), do solo

de cada uma das repetig6es de cada local de ensaio.

De cada amostra comp6sita de cada uma das repetigOes de cada local de ensaio e ap6s a

determinagdo do teor de humidade do solo, colheram-se duas sub arnostras de 10g

(equivalente peso seco) para diluigdes decimais. Assim, procedeu-se a duas estimativas da

populagdo nativa por cada repetigdo. Em bal6es Erlenmeyer 250 ml com 90 ml de solugdo

Harper e Gibson (1984), dilufda 1:4, e p6rolas de vidro a adigdo do equivalente a 10 g de

solo seco permitiu obter a primeira diluigdo de solo (10-1). Os balOes foram agitados a 250

ciclos por minuto durante um minimo de 15 minutos, ap6s o que se procedeu a 6

sucessivas diluigdes decimais.

As sementes de gr6o-de-bico (variedade "Elvar") para a obtengio de plantas armadilha

foram esterilizadas por imersdo durante 5 minutos em solug6o a 5Vo de hipoclorito de
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c6lcio, ao que se seguiram 3 lavagens em 6gaa esterilizada. As sementes assim

desinfectadas foram colocadas em caixas de Petri com agar de 6gua a o,75%o, para

germinagdo i temperatura de 25-30"C. Ao atingirem cerca de 2 cm de comprimento, as

plflmtulas obtidas foram transferidas para os sacos de areia. No dia seguinte d transfer€ncia

das radiculas para o suporte de crescimento procedeu-se i sua inoculagdo em

quadruplicado usando I ml por planta de cada diluigdo 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. Condig6es de Crescimento

Os sistemas para o crescimento de leguminosas em condigSes controladas apresentam

grande variabilidade de solug6es, determinadas por duas condig6es fundamentais; as

caracter(sticas do crescimento da planta e o controlo de contaminagOes (Gibson 1987).

Assim sendo, os sistemas fechados que garantem um muito bom controlo ass6ptico s6o

dif(ceis de implementar quando se trabalha com proteaginosas que apresentam um grande

volume quer de rarzes quer de parte adrea ap6s algumas semanas de crescimento. Por estes

motivos optamos por adaptar um sistema aberto fdcil de executa.r, de custos reduzidos e

onde o controlo da assepsia € efrcaz principalmente nas fases iniciais do crescimento da

planta. O sistema usado foi de sacos de pl6stico autoclavaveis com cerca de 17 cm de

altura por 7 cm de largura. Em cada saco foram colocados 2@ 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 radfculas e subsequente inoculagflo com diluig6es de solo, os

sacos foram colocados em cdmara de crescimento de plantas nas seguintes condig6es:

Fotoperfodo - 16 horas

Temperatura. Diurna - 24"C

Temperatura nocturna - 16"C

Radiagdo fotossinteticamente activa - 350 pmol m-2 s-l

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

Per(odo de crescimento - Quatro semanas
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3.2.2.4. Estimativa populacional

A estimativa populacional foi feita pela observaglo do nfmero de plantas noduladas

permitindo a elaboragflo de c6digos de positivos e negativos para a consulta de tabelas de

Nrimero Mais Provdvel. Foram usadas as tabelas propostas por Vincent (1970) e adaptadas

por Somasegaran e Hoben (1994), para 6 diluigOes decimais com 4 repetigdes. Foi

registado o somat6rio de todos os tubos positivos de cada ensaio (m) e aptcada a seguinte

expressdo: X = (m x d/v, em que X 6 o Nfmero Mais Provr{vel por grama de solo, m o

valor tabelado para o nfmero de positivos, { o recfproco do factor de diluigdo inicial e g o

volume de diluigdo usado para inocular pl6ntulas. Os resultados encontram-se expressos

em ndmero de ufn (unidades formadoras de n6dulos) por grama de solo seco a peso

constante.

3.2.3. Obteng6o e caracterizagilo de mutantes espont6neos resistcntes a

antibi6ticos

O uso de mutantes espont6neos resistentes a antibi6ticos tem incidido

fundamentalmente em R. leguminosarum bv trifolii, sendo bem conhecidas as possfveis

alterag6es 6s caracterlsticas simbi6ticas e competitivas que tais mutantes possam

apresentar em relagflo 6s estirpes originais (ver 2.2.3.1). No entanto, o uso desta tdcnica de

marcagflo em riz6bios para grflo de bico, ndo tem sido usada com frequOncia e as

referencias a alterag6es apresentadas pelos mutantes em relagflo a caracteres simbi6ticos e

competitivos, tamb6m s6o escassas.

O presente protocolo refere-se h metodologia seguida para a obtengdo de resistentes a

antibi6tico, avaliagdo da efectividade simbi6tica e capacidade competitiva em relag6o d

estirpe original.

3.2.3.1Selecg6o de mutantes espontiineas a antibi6ticos

Com o objectivo de obter informagf,o sobre a competiglo e persistEncia de campo

de estirpes promissoras para grdo-de-bico, as estirpes listadas no Quadro3.3. foram

marcadas por resist6ncia a antibi6ticos. A t6cntca de marcagdo usada foi a da resist€ncia a

elevadas concentrag6es de antibi6ticos, por selecgflo de mutantes espont6neos. Para a
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obtengdo de tais mutantes foi usada uma modificagdo da tdcnica descrita por

Schwinghamer and Dudman (1973).

Quadro 3.3. Identificagdo de estirpes usadas nos ensaios, sua origem e actividade
nitrogen6sica medida pela t6cnica da redugdo do acetileno (m6dia de 12 plantas).

Isolamentos In6culo Origem/Tipo solo

Actividade Nitrogendsica

(pmol C2H4.pr1.6-1;

53Ca
B1 Beja/Bvc 3.730

54Ca
82 Beja/Bvc 3.144

6lCa B3 Beja/Bvc 3.671

@bCa B4 Beja/Bvc 5.555

83Ca
E1 Elvas/Vx 3.210

84aCa
B2 Elvas/Vx 4.025

85Ca
E3 Elvas/Vx 3.900

9ECa
v1 Evora/Pmg 4.642

102Ca
Y2 Evora/Pmg 2.850

CP31
I1 ICARDA 2.817

CP36
t2 ICARDA 2.338

Suspens6es densas de aproximadamente 10e ufc ml-l, foram inoculadas por

espalhamento em placas de Petri com meio de cultura MLA suplementados com 125 pg

ml-l de antibi6tico, usando 0,1 ml de in6culo. Ap6s incubagio a28"C durante 6 a 8 dias foi

registado o nrimero de col6nias formado em cada placa e repicadas para placas com meio

MLA sem antibi6tico, 3 col6nias bem desenvolvidas de cada estirpe e de cada antibi6tico

usado. Ap6s crescimento em duas repicagens sucessivas de cada uma das col6nias

isoladas, repetiu-se o procedimento inicial, agora usando uma concenfragAo de antibi6tico

de 250 p.g d-1. Ap6s incubagdo contou-se o nfmero de col6nias desenvolvidas e

repicaram-se 3 col6nias bem desenvolvidas para meio sem antibi6tico, ap6s o que se

seguiu novo per(odo de incubagdo e mais duas passagens sucessivas de cada col6nia

isolada para meio sem antibi6tico. Terminadas estas passagens por meio sem antibi6tico,

procedeu-se i inoculagdo de cada um dos isolamentos por meio com antibi6tico na
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concentragdo de 250 lrg mf'para confirmagdo da estabitidade e nfvel da resist€ncia ao

antibi6tico obtido.

Para as estirpes em que se usou dupla marcagdo, isto 6, resist6ncia a dois

antibi6ticos, procedeu-se de forma id0ntica i seguida paru a obtengflo da primeira

resisGnci4 agora partindo de um isolamento ji{ com resist6ncia a um antibi6tico.

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

colocados a4"C at6 futura atilizagdo.

3.2.3.2. Avaliagf,o comparativa da capacidade simbi6tica

A avaliagdo da capacidade simbi6tica dos mutantes em comparagEo com as suas

estirpes originais, foi realizada atrav6s da inoculagf,o de plantas com as estirpes (Originais

e Mutantes) e avaliagdo ap6s 8 semanas de crescimento em condig6es controladas. A

obtengio de plfintulas de grdo de bico, o substrato e suporte de crescimento, bem como as

condig6es de crescimento foram id6nticas ao exposto em 3.2.2.2. e 3.2.2.3.. A inoculagdo

das pldntulas foi realizada com 2 ml de uma suspensdo diluida com cerca de 108 ufc ml-l

de cada um dos isolamentos em an6lise. O ensaio foi realizado em blocos casualizados

com 12 plantas por tratamento. Uma vez por semana foi realizada uma re-casualizagdo da

distribuigdo das plantas na cdmara de crescimento de modo a uniformizar todas as plantas

em relagdo is condig6es no interior da c0mara. Os pardmetros determinados no fim do

ensaio foram a avaliag5Lo da actividade nitrogendsica pelo mdtodo da redugdo do acetileno,

o peso seco de n6dulos e o peso seco da parte adreada planta.

No fim do periodo de crescimento das plantas, e imediatamente ap6s a retirada das

plantas da cfimara de crescimento procedeu-se ao corte da parte a€re4lavagem das rafzes

para remogflo da areia, colocando-as em frascos serol6gicos de 50 ml, rolhados, seguindo-

se injecglo de 2 ml de acetileno. Ao fim de uma hora de incubagdo a28"C, recolheu-se 1

ml de amostra de g6s de cada frasco e quantificou-se a produgflo de etileno usando

cromatografia de fase gasosa segundo a metodologia descrita por Upchurch (1987).

Ap6s a determinagdo da actividade nitrogen6sica procedeu-se d recolha de todos os

n6dulos em cada planta. Das plantas inoculadas com bact6rias resistentes a antibi6tico,

recolheram-se, de forma casualizada, 3 n6dulos por planta para verificagflo da resisGncia

ao(s) antibi6tico(s) pela t6cnica da picada de n6dulo e meio de cultura (Winarno e

Lie,1979). Todos os n6dulos de cada planta foram recolhidos para determinagdo do seu
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peso seco (peso constante a 70eC). As partes adreas foram empacotadas em sacos de papel

e colocadas na estufa a 70"C para determinagflo do seu peso seco.

Os dados obtidos foram analisados pelo teste t de Student comparando as m6dias

das estirpes originais com as m6dias das estirpes mutantes usando o programa informdtico

MSTAT-C (Michigan State University)

3.2.3.3. Avaliagflo comparativa da capacidade competitiva

Os mutantes espontineos resistentes a antibi6ticos obtidos foram avaliados quanto

i sua capacidade de competirem com as estirpes de onde derivaram, de forrna a determinar

a possibilidade de serem usados em estudos de comportamento no solo, nomeadarnente a

de determinar a capacidade competitiva perante as estirpes nativas. A exist6ncia de desvios

significativos da capacidade competitiva de mutantes em confronto com as estirpes

originais, limitar6 o uso daqueles como forma de prever o comportamento de inoculantes

seguindo a metodologia escolhida.

Os in6culos preparados para este estudo de competigflo em condig6es de laborat6rio

foram obtidos de forma a estabelecer diferengas na representagdo de cada estirpe (original

e mutante), tal como proposto por Bromfield e Jones (1979). Ap6s a obtengdo 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 suspens6es de c6lulas (11 originais e

11 mutantes) e estimar uma densidade populacional de aproximadamente 108 cdlulas por

mililitro, seguindo-se diluig6es para contagem de vi6veis em placas de inclusEo com meio

MLA. De cada uma das suspens6es de c6lulas foi retirado um volume de amostra de modo

a constituir uma mistura de estirpe original e mutuante em 3 nfveis de representagdo das

estirpes, l:l (SOVo de cada) l:lo (l0%o mutante, 90 7o oiginal) e 10:1 (9OVo mutarrte, lO Vo

original). Obtivemos assim, uma proporgflo esperada varidvel na representagEo da estirpe

original e seu mutante no in6culo, a ser posteriormente estabelecida de forma precisa pela

contagem de vi6veis.

A inoculagdo de sementes foi realizada segundo o anteriormente descrito (3.2.2.2. e

3.2.2.3.), assim como o substrato, suporte e condigdes de crescimento. Cada plAntula

recebeu 2 ml de in6culo. Cada nivel de mistura de estirpes foi inoculado em 10 plantas. O

ensaio foi assim constitu(do por 11 emparelhamentos originaUmutante, cada um deles em 3

niveis de representaqdo, ou seja 33 tratamentos replicados 10 vezes. O perfodo de

crescimento foi de 6 semanas.
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Ap6s o periodo de crescimento, a parle adrea das plantas foi removida e as raizcs

lavadas de modo a retirar a areia. Seguiu-se uma higienizagio das rafues usando lixfvia

comercial dilufda a lO7o, sendo todas as raizes colocadas a -18"C at6 posterior an6lise. De

cada uma das 10 plantas de cada tratamento foram picados 5 n6dulos localizados na raolz

principal, ap6s desinfecAdo por imers6o em per6xido de hidrog€nto (3Vo, v/v) durante 3

minutos e lavagem em 3 passagens por dgua destilada estdril. Cada picada de n6dulo foi

transferida para meio MLA e meio MLA suplementado com o(s) antibi6tico(s) referentes a

cada uma das resistOncias dos tratamentos. O crescimento da picada de n6dulo em meio

MLA com antibi6tico constituiu a evidencia da presenga do mutante resistente no interior

do n6dulo e a proporglo dos n6dulos formados pelo mutante resistente uma medida da sua

capacidade competitiva em relagdo d estirpe original.

A an6lise estatfstica dos dados obtidos foi feita recorrendo ao teste de y,2 avaliando

o desvio da proporgdo de n6dulos ocupados pelos mutantes em relagio d proporgEo

observada do mutante no in6culo.

3.2.4. lyaliagSo da capacidade competitiva em condigdes de campo

Uma das caracter(sticas mais importantes das estirpes usadas como inoculantes 6 a

sua capacidade de competir com sucesso com a populagIo nativa na ocupagdo dos n6dulos.

Foram usados os mutantes espont6neos resistentes aos antibi6ticos como forma de

identificar o in6culo em n6dulos obtidos nas condig6es de campo.

Sementes de grflo-de-bico da variedade "Elvar" foram inoculadas com uma

suspensdo densa de inoculo (109 ufc ,o1-1) na noite anterior d instalagIo dos ensaios,

mediante a introdugflo de 10 ml da suspensdo de c6lulas no pequeno saco com as 60

sementes a distribuir em cada linha de sementeira. As sementes inoculadas foram

distribufdas 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

repetig6es por estirpe. Para evitar contaminag6es cruzadas entre linhas, estas foram

separadas de um metro de solo ndo perturbado e cada linha (tratamento) foi intercalada

com a sementeira de linhas usando-se a Ervilha. A distribuiqflo dos in6culos tamb6m foi

feita de modo a que nflo ocoressem perfis de resistEncia semelhantes em linhas adjacentes.

Foram usados cuidados de assepsia para evitar contaminag6es cruzadas, nomeadamente o
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uso de novas luvas de l6tex em cada in6culo distribuido nas linhas e higienizagdo com

lixfvia comercial de todos os utensflios usados no contacto com o solo.

A organizagio dos ensaios em cada um dos locais est6 representada nas Figuras

3.1.,3.2. e 3.3..

Antes da abertura dos regos foi realizada uma adubagdo com superfosfato 187o em

toda a superficie do ensaio, usando o equivalente de 90 Kg de superfosfato por hectare.

A colheita das plantas para avaliagdo da ocupagdo de n6dulos foi feita ao inicio da

floragdo (Margo de 1995), tendo sido recolhidas 10 plantas por linha. No laborat6rio, as

raizes foram cuidadosamente lavadas tendo-se retirado 5 plantas por inoculo e repetigao

para colheita de n6dulos. De cada uma destas plantas foram retirados aleatoriamente 10

n6dulos de modo a que cada n6dulo estivesse aga:rado a um pequeno trogo de raiz. Cada

conjunto de 10 n6dulos foi higienizado por imersdo em lixfvia comercial diluida lOVo

durante 5 minutos, lavados em 3 passagens por 6gua destilada estEril e desinfectados por

imersdo em per6xido de hidrog6nio (37o, VA/) durante 3 minutos e novamente lavados em

3 passagens por 6gua destilada est6ril.

Dado o grande nfmero de n6dulos a processar (superior a2475), seria impratic6vel

fazsr a sua tipificagdo em tempo que nflo condicionasse a sua deterioragdo, pelo que se

obtou por uma modificaglo do m6todo de conservag6o proposto por Somasegaran e Hoben

(1994). Tubos de 5 ml de tampa roscada foram preenchidos a cerca de um tergo do seu

volume com sflica-gel desidratada (azul), colocando-se por cima um pouco de algodf,o.

Colocaram-se os n6dulos desinfectados sobre o algoddo, cobrindo-se com outro pequeno

trogo de algod6o. O restante do tubo foi completamente preenchido com sflica-gel

desidratada e hermeticamente rolhados. A medida que os n6dulos vflo desidratando, a

sflica-gel vai hidratando e mudando de cor (rosa), quando tal acontecia os tubos foram

abertos e a sflica-gel superficial substitu(da por uma devidamente desidratada.
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Local - Beja - Herdade de Almocreva

Data de instalagdo - 2lll2l94
No sementes/linha: 60

Quant. in6culo: 10 ml suspensdo 1O8ufcml-t /sacoll80 sementes

Olival

11 ER

L]
l6m

EL2 ER EL3

!I|
3.2 m

83 ER BT EREV1ER

tltltlltl

I1 - Icardal - CP3l - STR'+SPC'

12- Icafia} - CP36 - Kart'-

81 - Bejal - 53Ca - STR'+SPC'

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

B3- Beja3 - 6lCa - STR'+fan'
B4- Beja4 - 64bCa-STR'+SPC
ELl- Elvasl - 83Ca - Kan'

ELz- Elvas2 - 8,{aCa - Kan

EL3- Elvas3 - 85Ca - SPC'

EVl- Evoral - 98Ca - Kan'

EYz- Evora2 - l02Ca - STR'

ER - Ervilha

Figura 3.1. Organrzagdo dos ensaio de competigdo de estirpes em grdo de bico.

Herdade do Almocreva. Beja
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Local - Evora - Herdade Fundagdo Eugenio de Almeida

Data de instalagdo - 2l/12194
No sementes/linha: 60

Quantidade inoculo: l0 ml suspensdo lO8ufcml-r isacoil80 sementes

T
I\T

o
bo

F

ELlEREVzER B3 ER 82

ililil||tl
B2 EREL2ER II ERELI

rilliltill
ELlEREV2ER B3 ER 82

liltiltilt

i ,, 
"* 

EL2 ER EL3 ER Ev1 ER ,, tf"lot*' 
"* 

u*

IU- UJ il ilr 1 ril"il ill
i Reepetigdo II

,8,Bls ER Ev2 ER 84 ER [z ER B3 ER Br ER Evr ER

'il il | ll I ll I ll I ll I ll I ll
. AVEIA

1 Repetigdo III
i 11 EREL2ERELSEREV1ER B1 ER I2 ER B4 ER

Iillillillill[il lil

Il - Icardal - CP31 - STR'+SPC'

12- Icatda} - CP36 - Kan'

B1 - Bejal - 53Ca - STR'+SPC'

82- Beja2 - 54bCa-STR'+SPC'
83- Beja3 - 61Ca - STR'+Kan'

84- Beja4 - 64bCa-STR'+SPC'

ELl- Elvasl - 83Ca - Kan'

DLz- Elvas2 - E,laCa - Kan'

EL3- Elvas3 - 85Ca - SPC'

EVl- Evoral - 98Ca - Kan'

EV2- Evom2 - L02Ca - STR'
ER - Ervilha

Figura3.3. Orgaruzagdo dos ensaio de competigEo de estirpes em grdo de bico.
Herdade Fundagdo Eugenio de Almeida. Evora.
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Quando se procedeu i avaliagdo dos ocupantes de n6dulos, foram recolhidos de cada

tubo 5 n6dulos, colocados em 6gua est6ril durante a noite no frigorifico para re-hidratagflo,

sendo seguidamente desinfectados por imersdo em per6xido de hidrogdnro (3Vo, YN)
durante 3 minutos e novamente lavados em 3 passagens por dgua destilada est6ril.

A avaliag6o dos ocupantes de n6dulos foi realizada segundo o descrito em 3.2.4.. A

percentagem de n6dulos ocupados por uma estirpe com crescimento no meio de cultura

com o respectivo antibi6tico foi considerada a medida da sua competitividade em relagdo

6s estirpes nativas presentes no solo.

An6lise estatfstica dos resultados

Como anteriormente, na an6lise da distribuigdo de n6dulos e recuperagf,o de

in6culo nas zonas da ranz do trevo, rcalizaram-se testes n6o param6tricos testando-se

hip6teses nulas sobre a distribuig6o dos dados aplicando os testes de Kruskal-Wallis e os

testes bilaterais U de Mann-Whitney usando o progftlma Statgraphics 4.2 (STSC, Inc.,

Rockville, MD, USA). Estas andlises visam esclarecer a importAncia de; a) Origem das

estirpes na proporglo de n6dulos ocupados pelo inoculante, b) destino, isto 6, dos locais

onde foram introduzidas as estirpes, na proporgflo do in6culo recuperado, e c) estirpes em

si afectarem a proporgdo de n6dulos ocupados pelo inoculante.

Com o objectivo de fazer uma aniflise mais fina dos resultados, procedeu-se a um

conjunto de andlises para obter uma classificagSo das estirpes em fung6o das suas origem e

destinos de forma a compreender melhor a distribuigflo 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 correspondOncias usando o procedimento CORBI de

SPAD-N (Lebart et al. 1996) e as classificagSes autom6ticas usando os procedimentos

RECIP e PARTI-DECLA de SPAD-N (Lebart et al. 1996) permitirdo uma classificagEo ou

agrupamento das estirpes segundo as suas origens e destinos (locais de ensaio) em

resultado da proporgdo da recuperagflo da estirpe inoculante.

Para al6m dos valores absolutos da recuperagflo das estirpes inoculantes nos

diferentes locais de ensaio, a que podemos chamar intensidade de competigIo, 6 tamb6m

importante verificar a forma como esta se distribui quer entre as plantas recolhidas, quer

entre os locais, quer entre as repetig6es realizadas em cada local, isto 6 avaliar a

variabilidade da competigio. Para isso, usaram-se as mesmas t6cnicas para a andlise da
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intensidade de competigdo, mas usando como valores ndo a proporgdo de n6dulos

ocupados pelo inoculante mas sim o desvio padrdo das amostras como medida da

variabilidade. Assim, foi verificad4 com base no mesmo tipo de andlises, a competigdo

medida pela sua intensidade e a competigdo pela sua variabilidade.

3.3. Resultados

3.3.1. Populag6es nativas de Mesorhizobium ciceri.

As estimativas populacionais de M. ciceri avaliadas pela t6cnica da infecgdo de

plantas com diluig6es de solo para determinagdo do Nrimero Mais Provdvel (MPN) por

grama de solo (Quadro 3.4), usando grdo de bico de sementeira Outono/Inverno, variedade

"Elvar", revelaram colonizag6es diferentes em cada um dos solos testados. No solo de Beja

enconffamos populagOes da ordem de 104 unidades formadoras de n6dulos por grama de

solo, revelando uma populagdo nativa elevad4 apesar de hd muitos anos n6o ser cultivado

916o de bico na folha onde se realizaram os ensaios. Populag6es desta ordem de grandeza

poderdo resultar de boas condig6es de sobreviv6ncia para estas bact6rias dado este solo

(Barro vermelho de calciirios, Bvc) ser um solo de muito boas caracter(sticas quer no que

respeita ao seu pH, textura, capacidade de retengdo de 6gua e teor de mat6ria org6nica

(l,4%o). Populag6es desta dimensSo constituem um obst{culo i implantagio de estirpes de

riz6bio e resposta d inoculagdo de 916o de bico.

No solo do local Evora, ndo foi detectada pela t6cnica usada qualquer planta

nodulada em nenhuma das diluig6es de solo, pelo que a populagSo nativa usando como

planta armadilha grdo de bico "Elvar", ser6 presumivelmente nula. No entanto, numa folha

adjacente d utilizada para a realizag5Lo deste ensaio, foi possfvel no ano anterior realizar

isolamentos de riz6bio a partir de n6dulos colhidos em plantas retiradas de uma cultura de

916o de bico. Assim sendo, a populagdo nativa estard presente, no entanto o seu nfmero

serd reduzido, abaixo da capacidade de detecgdo da t6cnica quantitativa usada (populag6es

inferiores a 10 por grirma de solo). Neste solo, ndo seria de esperar populagdes elevadas

para grdo de bico dadas as caracterfsticas do solo, nomeadamente reacgIo dcida, textura

ligeira, fraca capacidade de retengdo para a dgua e baixo teor de matdria orgdnica (O.8Vo),

tfpicas dos solos Pmg @ardos mediterrf,nicos de granitos) e por a cultura n6o ser

tradicional na regido Nestas condigdes recuperagflo de estirpes de riz6bio inoculado
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(competigflo) estard facilitada pois as populag6es nativas presentes estardo em nfmero

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

Quadro 3.4. Estimativas populacionais de M. ciceri nos solos e repetig6es dos locais de
ensaio, avaliadas pela t6cnica de infecgdo de plantas para determinagdo do Nfmero Mais
Prov6vel (MPN)

t ocal RepetigOes
Diluig6es Somat6rio Valor

Estimado
(m)

MPN
grl de solo

(ufn)
l0r 10-2 l0-3 104 10s 105 +

Beja

Rep I
4 4 4 4 0 0 t6 1700 1,7 xld
4 4 3 J I 0 15 r000 1,0 x 104

Rep II
4 3 3 I 0 0 lt 100 1,0 x ld
4 4 4 4 I 0 t7 3100 3,1 x lOa

Rep trI
4 4 4 4 2 0 t8 5900 5,9 x 104

4 4 J 4 0 0 t5 1000 1,0 x lOa

Elvas

Rep I
J 2 0 0 0 0 5 3,1 3,1 x 10

4 J 1 0 0 0 8 t'7 1,7 x 102

Rep II
2 2 0 0 0 0 4 t,7 1,7 xlO

-1 o 0 0 0 0 -) I 10

Rep Itr
4 2 0 0 0 0 6 5.8 5,8 x 10

4 3 0 0 0 0 7 10 1,0 x ld

Evora

Rep I
0 0 0 0 0 0 0 0

N6o
Detectdvel

0 0 0 0 0 0 0 0

Rep tr
0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

Rep III
0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

O solo do local Elvas apresentou uma situageo interm6dia entre o local Beja e Evora

com uma populageo nativa para g160 de bico que varia entre 10 e 170 unidades formadoras

de n6dulos por grama de solo. Trata-se de uma populagdo baixa revelando a ausencia de
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hospedeiro ao longo de muito tempo, possivelmente tamb6m algum constrangimento i
implantagIo de estirpes, pois tambdm no local Beja o 916o de bico h6 muitos anos que n6o

6 cultivado e apresenta populag6es muito superiores.

3.3.2. SelecgSo de mutantes espontSneos a antibi6ticos

No Quadro 3.5. observamos a sequencia de valores obtidos no processo de selecAflo

de mutantes resistentes aos antibi6ticos. Assim numa primeira passagem da suspensdo

densa (10ern1-1) pelo primeiro antibi6tico, observou-se uma frequOncia de mutagdo que estd

de acordo com a espectdvel em estirpes de riz6bio (1 em 10s a 1 em 107, Somasegaran e

Hoben, 1994). A partir de col6nias que retiveram resist6ncia a 125 pg ml-l, foi feita a sua

inoculagio em meio com 250 pg d-1. O grande nfmero de col6nias observado levou a que

se procedessem a diluig6es seguidas de plaqueamento em meio com este segundo n(vel de

antibi6tico de modo a obter col6nias individualizadas que permitissem o isolamento dos

mutantes com o nfvel resistEncia pretendido. Esta situagEo 6 explicada pelo facto de a

ocorrOncia da selecgflo de um mutante j6 com um nfvel aprecidvel de resist6ncia lhe

conferir resistOncias a nfveis de antibi6tico mais elevados, pelo menos numa grande parte

da populagflo obtida.

Para a selecAdo dos mutantes obtidos, quer para o seu uso apenas com resistOncia a

um dos antibi6ticos, quer para a selecAdo de mutantes com resist0ncia a dois antibi6ticos,

foram escolhidas col6nias das placas que apresentaram maior ntimero de col6nias na

diluigdo paruaselecgflo do n(vel mdximo de resist6ncia(250 pg d-t).
De notar que a frequOncia avaliada pela m6dia do ndmero de col6nias obtido para as

estirpes na exposigdo inicial ao antibi6tico (10), aumentou quando as estirpes jd

apresentava uma resistOncia a um dos antibi6ticos (36).
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Quadro 3.5. Col6nias obtidas inoculando 0.1 ml de uma suspensdo inicial de 10e c6lulas
por ml. Valores assinalados representam a placa de onde se partiu para o passo seguinte na
selecAdo paraT marcagdo ou uso do de mutante com resistOncia rinica.

Estirpe 1" Antibi6tico Placas

N'col6nias

125 pg rnl-t

antibi6tico

N'col6nias

250 pgml-l

diluigflo 10-6

(media 2 placas)

2" Artibi6tico

N" col6nias

250 pg m1-1

2"
antibi6tico

Perfil de

resistencia

53Ca Estreptomicina

I

2

J

11

l5

9

23

0,48

0,60

Espectinomicina

45

32

47

STR'+ SPC'

54bCa EsEeptomicina

I
2

J

10

17

t1

75

50

23

Espectinomicina

38

51

36

STR'+ SPC'

61Ca Estreptomicina

I

2

.,

2t

15

6

5

32

160

Kanamicina

4t

29

25

STR'+ Kan'

64bCa Estreptomicina

I

2

.,

18

l3

9

65

53

73

Espectinomicina

t6

20

18

STR'+ SPC'

83Ca Kanamicina

I

2

.,

8

6

4

125

90

to2
Kan'

84aCa Kanamicina

I

2

J

18

25

t3

0,11

25

23

Kan'

85Ca Espectinomicina

I
,,

3

1t

23

l5

89

67

88

SPC.

98Ca Kanamicina

I

2

3

J

8

tl

70

0,6r

o,76

Kant

t0?-ca Estreptomicina

I

2

J

7

I
0

54

36 STR'

cP3r EsEeptomicina

I
2

3

4

7

10

r35

194

tzt
Espectinomicina

29

57

4t
STR'+ SPC

cP36 Kanamicina

1

2

J

8

6

5

164

126

148

Kant

M6dia t0 36
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3.3.3. Avaliag6o comparativa da capacidade simbi6tica

De uma maneira geral os mutantes espontdneos resistentes a antibi6ticos

seleccionados n6o apresentaram diferengas no que respeita i sua capacidade simbi6tica em

relagio ds estirpes originais avaliada pelo peso seco da parle a€re4 pelo peso seco de

n6dulos e pela actividade nitrogendsica medida pela redugio do acetileno (Quadro 3.6.),

apesar de detectarem variag6es significativas pontuais em alguns isolamentos resistentes

aos antibi6ticos e apenas a alguns, nflo em todos, os pardmeEos analisados. Assim e no que

Quadro 3.6. Efici0ncia Simbi6tica de mutantes resistentes a antibi6ticos comparados com
as suas estirpes originais. Valores seguidos de * diferem significativament€ da estirpe
original para PS0.05. Enfre par6ntesis Erro Padrdo da M6dia.

diz respeito ao peso seco da parte a&e4 apenas se detectaram diferengas significativas na

estirpe 83Ca (STR'), tendo esta inclusivamente revelado uma performance superior i da

estirpe original. Em relagdo ao peso seco de n6dulos, apenas uma das estirpes, 84aCa

(Kan'), foi significativamente inferior i estirpe original, ndo tendo isso reflexos na

produgflo de peso seco da parts aere4 mas com redugdo significativa na sua actividade

nitrogen6sica. Em relagSo a este ultimo pardmeffo avaliado, actividade nitrogendsic4
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Estirpes

Parte a6rea

Peso seco (ms)

N6dulos

Peso seco (ms)

C2Il4

(uMoUplftr)

Orisinais Mutantes Orisinais Mutantes Originais Mutantes

53Ca 409 (22\ 437 Q6\ 2t @\ 27 (3) 2.33 (O.4s\ 4.EE*(0.99)

54Ca 398 (36) 398 (pO) 26 (6\ 32 (5\ 4.4 0.49\ 1.81*(0.39)

6LCa 447 Q6\ 460 (33\ 31 (6) 36 (s) 4,14 (0,75\ 2.23*(0.751

64bCa 422 (42\ 402 (ts) 27 (6\ 39 (4\ 6.46 Q.70\ 4.20*(O.@l

83Ca 389 Q3) 465*Qt;l 42 6) 40 (5) 4,01 (0.60) 3.96 0.77\
E4aCa 40s (28) 367 (2s) 46 0\ 25*@l 3,24 (0,59) 1.93*(0.19)

85Ca s26 (40) 523 (55\ 49 (7\ s2 (8) 5.66 (0.94) 6.47 (r.s0\

98Ca 774 (89) 592 (63\ 68 (7) 53 0\ 4,9 (1,12) 3,73 (0.s8)

102Ca 554 (47') 486 G4\ 50 (7) 45 6\ 3.73 (0.65) 5,41Q.76\

CP31 394 (rsl 466 (37\ 47 6\ 44 0\ 3,96 (0,77) 3,46 (0.68)

CP36 492 (54\ 462 @6\ 19 (3) 24 (3) 3.03 (0.78) 3,68 (0,79\
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observamos variag6es significativas em 5 dos 11 isolamentos testados, sendo quatro deles

significativamente inferiores e um superior. No entanto este par6.metro, apesar de

importante, revela apenas a actividade do aparelho enzimdttco fixador de azoto no

momento da colheita e nas condig6es da an6lise, sendo considerado por vdrios autores,

uma an6lise a ser confrontada com outras para a avaliagflo da capacidade simbi6tica do par

bactdria/hospedeiro em estudo (Vessey, 1994)

Assim, em termos gerais, apesar de existirem algumas diferengas da capacidade

simbi6tica entre mutantes e originais, estas ao n6o ocorrerem em todos os parflmetros

usados, podemos considerar estes isolamentos mutantes espont6neos aos antibi6ticos como

aptos para estudos de ecologia.

3.3.4. Avaliagflo comparativa da capacidade competitiva

No Quadro 3.7 apresenta-se os valores das populag6es usadas para inocular as

pldntulas, a proporgdo de n6dulos ocupados pelos mutantes e os valores de 262 observados

na comparagio da proporgflo de n6dulos formados pelo mutante e sua proporgdo no

in6culo. Como 6 natural, as proporg6es originaVmutante esperadas (1:10, 1:1, 10:l) no

in6culo apresentaram desvios, pelo que as andlises de A realizadas a cada par

originaUmutante foram baseadas na proporgdo de mutante de facto presente no in6culo e

n6o naquela que se pretendia.

Para o conjunto das estirpes analisadas nflo parece existir uma marcada diferenga

entre isolamentos resistentes aos antibi6ticos e suas estirpes originais. Assim das 33

combinagdes poss(veis (11 pares original / mutante em 3 niveis de proporgdo) 18 n6o

mostraram diferengas significativas pelo teste do y"2 entrc originais e mutantes, e em 15

detectaram-se tais diferengas. Quer nas combinag6es que mostraram diferengas quer nas

que n6o mostraram, encontramos pares em que a competigdo dos mutantes foi tanto

superior como inferior ao esperado, embora estas diferengas apenas tenham sido elevadas

para a da estirpe 64bCa em que a uma representagdo de 79Vo do mutante no in6culo,

correspondeu apenas a 33,3Vo de n6dulos formados e para a estirpe 85Ca com 7O7o no

in6culo e 29,7Vo nos n6dulos (Quadro 3.7). De notar que na proporgdo interm6dia na

representagdo de original e seu mutante, que se pretendia ser de l:1 mas que obviamente

apresentou algum desvio em relagdo ao pretendido quando se verificaram com
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Quadro 3.7. Competigdo de mutantes versos estirpes originais em diferentes proporgOes
no in6culo. P(X2>-10.828) = 0.00t. ** - Vo mutante recuperado n6o difere daVo esperada.

Estirpe
Resist€ncia
Antibi6tico

Populag6o
Original
Contada

x 10E ufc ml-l

Populag6o
Mutante
Contada

x 108 ufc ml-r

Pop. Total
Inoculada

x 108 ufc ml-r

Mutante
no

In6culo
Vo

Mutante
Esperado

no
In6culo

Vo

N6dulos
Ocupados
Mutante

Vo

Diferenga
taEo entrje

inoc. e
recuperado

12

53Ca
SPC+STR' 6,43 * 0,38 3,1 + 0,65

6,10 5 l0 I 1.1 6,1 7,526*
4.77 33 50 ))') -10,8 4810*
3,43 8I 90 53,3 -27,7 st,2t2

54bCa 3,88 r 0,33 1,8 + 0,25

3,67 5 10 13,3 8,3 15,249

SPC+STR' 2,84 32 50 15,7 -16.3 ll,86I
2,01 81 90 66,7 -t4,3 t2,592

61Ca SPC+Kan' 5,58 + 0,68 2,6 t0.20
5,28 5 10 17,7 12,7 '34,7M

4,09 32 50 4t,o 9 3,917*
2,90 8t 90 80,0 I Oos6'r

64bCa 2,15 r.0,30 0,881 0,60

2,02 4 10 6,7 2,7 1,299*
SPC+STR' t,52 29 50 13,3 -15,7 11,975

1,01 79 90 33,3 45,7 122,293

83Ca Kan' 9,98 + 0,58 4,8 + 0,45

9,46 5 lo 6,7 1,7 0SZZ*
7,39 32 50 29,7 -2,3 O3tro't'
5,32 8l 90 74,7 -6,3 2,829*

84Ca Kant 10,7 + 0,38 5,1 r 0,55

10,14 5 10 6.7 1,7 0,561*

7,90 32 50 31,0 0,075*
5,66 81 90 62.3 -18,7 22,961

85Ca SPC 3,5 t 0,30 0,92 + O,4O

3,24 3 l0 0 0 93

2,21 2t 50 6,7 -14,3 12,144

1,18 70 90 29,7 -40,3 79,016

98Ca Kan' I,17 + 0,05 4,4 !0,35
1.49 29 10 42,3 13,3 7,960*
2,79 79 50 73,3 -5,7 1932*
4,08 97 90 100,0 3 2,955*

lO2Ca STR' 1,22 + 0,03 1,7 + 0,15

1,27 t3 l0 33,3 20,3 34,201

1,46 58 50 62,2 4,2 0,659*
1,65 93 90 100,0 7 7,974*

CP3I SPC+STR' 9,15 r 0,55 2,4 +O,15

8.48 3 l0 17,7 14,7 79,979

5,78 2t 50 44,7 23,7 34,ffi3
3,08 70 90 100,0 30 42,361

CP36 Kan' 5,00 + 0,20 0,78 r 0,70

4,58 2 10 4,3 2,3 4lzg*
2,89 t3 50 15,7 2,7 0,40c*
1,20 58 90 73,3 15,3 9,176*
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as contagens em plac4 existe uma muito boa proporcionalidade entre a recuperag6o de

n6dulos ocupados pelo mutante e a proporgdo real deste no in6culo @gura 3.4.).

Uma observagdo detalhada de cada um dos emparelhamentos originaUmutante para

cada nivel de representagEo do mutante na populagdo inoculada nas plantas, verificamos

existir sempre uma relagdo positiva e significativa enffe o aumento da proporgflo de

mutante no in6culo e sua recuperagdo nos n6dulos @igura 3.5), pelo que podemos

considerar estes mutantes como utilizdveis em estudos de ecologia de riz6bio em solos

com populag6es nativas.
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Figura 3.4. Relagflo enf:e 7o mutantes no in6culo e n6dulos ocupados pelo mutante no

nfvel interm6dio de representagdo.
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3.3.5 Avaliag6o da capacidade competitiva em condig6es de campo

(Competigflo - Intensidade)

Os resultados obtidos na recuperagdo de n6dulos ocupados pelos in6culos

resistentes a antibi6ticos que resultaram das colheita de plantas nos tr0s locais de ensaio

sf,o considerados como uma medida da capacidade competitiva das estirpes em estudo

quando introduzidas em solos de diferentes caracterfsticas e apresentando populagoes

nativas de riz6bio para 916o de bico muito diferentes. Os resultados obtidos (Quadro 3.8. e

Figura 3.7.) permitem-nos desde j6 uma observagdo sumi{ria do comportamento

competitivo dos in6culos usados naquelas condig6es de ensaio.

Em primeiro lugar parece evidente que o conjunto dos onze in6culos teve um

comportamento diferente em fungEo dos locais onde foram introduzidas. Por exemplo o

in6culo 12 (mutante resultante da estirpe CP 36 da colecgdo do ICARDA) teve uma

capacidade competitiva muito diferente em fungdo de locais onde foi introduzido (destino)

variando a proporgdo de n6dulos por si ocupados enfre 78 Vo emEvora e 6Vo e 87o emBeja

e Elvas respectivamente. O in6culo E;2ndLo foi recuperado em nenhum dos locais de ensaio

revelando-se assim uma estirpe pouco competitiva nas presentes condigdes de ensaio.

Porem, outras estirpes tiveram um comportamento competitivo mais uniforme em todos os

destinos, embora com variag6es assinaldveis, por exemplo o in6culo 11.

Por outro lado, parece ser visfvel uma tend0ncia para que as estirpes oriundas de

um dado local, competiam melhor nesse local, sendo que as estirpes de Beja t6m uma

aparente tend6ncia para competir melhor em Beja do que em Elvas, o mesmo acontecendo

com as estirpes oriundas do local Evora. Ou seja, os dados parecem indicar relagOes de

capacidade competitiva envolvendo os locais de origem, os locais de destino e as

caracterfsticas pr6prias de cada uma das estirpes testadas, com todas as interacA6es dai

resultantes.

Imp6e-se assim uma avaliagdo estat(stica que permita estabelecer as relag6es entre

estirpes e locais de aplicagdo, de forma a conhecer os fen6menos subjacentes i competigflo

de estirpes de riz6bio de 916o de bico nestes solos com aptiddo i cultura de grflo de bico de

sementeira Outono/Inverno. Dada a riratlureza binomial dos dados (dados em proporgoes

onde um n6dulo pode dar origem apenas a um de dois resultados, tem estirpe inoculante ou

estirpe nativa) os pressupostos das andlises de vari6ncia por m6todos param6tricos

dificilmente serdo satisfeitos, tendo-se optado por m6todos de andlise ndo param6tricos,

pela andlise discriminante, andlise das correspond6ncias e classificagdes automdticas.
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Quadro 3.8. Proporgdo m6dia e erro padrio.da m6dia para os n6dulos ocupados pelos
in6culos nos locais de ensaio de Beja, Elvas e 6vora.

Estirpe In6culo
Origem

das

Estimes

Local
de

Destino

C6digo
Combinagflo

Inoc. x l,ocal

OcupagSo

N6dulos

Vo

SEM

53Ca
54bCa
61Ca
64bCa

B1

B2
B3
B4

Beja

Beja

B18
B2B
B3B
B48

43

45

83

70

1,2

1,1

1,4
2-9

83Ca
84aCa
85Ca

E1

E2
E3

Elvas
E1B
E2B
E3B

8

0
47

1,2
0,0
13.0

98Ca
lOZCa

V1
Y2

Evora
V1B
v2B

4
26

0,1

2.9
CP31
cP36

I1

12
ICARDA I1B

T2B
66
6

0,2
0,5

53Ca
54bCa
6lCa

64bCa

B1
B2
B3
B4

Beja

Elvas

BlE
B2F,
B3E
B4E

51

19

15

56

3,1

1,0

1,2

6-6
83Ca

84aCa
85Ca

E1

E2
E3

Elvas
ElE
E2E
E3E

3

0

24

0,1

0,0
1,3

98Ca
1OZCa

v1
Y2

Evora
VlE
Y2E

0
11

0,0
1.1

CP3I
CP36

I1

t2
TCARDA

IlE
r2E

51

8

1,4

1,0

53Ca

54bCa
61Ca

64bCa

B1
B2
B3
B4

Beja

Evora

BlV
B2V
B3V
B4V

83

43

40
67

2,6

0,1

7,2
19.2

83Ca

84aCa
85Ca

E1

E2

E3

Elvas
ElV
EzV
E3V

24

0
81

1,4

0,0
0.0

98Ca
l02Ca

v1
Y2

Evora
vlv
Y2Y

69

63

2,5

5,1

CP31

CP36

I1

n TCARDA
I1V
tzY

43

78

4,5

4,5

rt6
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3.3.5.1. An6lises nio param6tricas

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

ptantas) afecta a competig6o?

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

de Mann-Whitney econfraram-se diferengas siguificativas entre a competigio das

estirpes agrupadas de acordo com a sua origem (P=2.064x10-11). Das 6 comparag6es

realizadas entre pares de amostras s6 ndo havia diferengas significativas entre Beja e

ICARDA (P=0.094) e entre Elvas e Evora (P=0.120); nas restantes houve sempre

diferengas significativas (PS0.036).

Quadro 3.9. Proporg6o m6dia da recuperagio de in6culos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio (destinos), repetigdes e plantas. Para valores
seguidos da mesma letra n6o h6 diferenga significativa para PS0,05. pelo teste de U de

Mann-Whitney. Enfie parOntesis, erros padrdo da m6dia.

Origem n mediana m6dia

Beja t69 60 st.4 (2.9) a

Elvas 118 0 zt.t (3.2) b

Evora 81 0 27.s (4.0\ b

ICARDA 79 25 42.6 (s.o) a

Formam-se dois grupos, um de competigdo (7o n6dulos ocupados pelo inoculante)

mais elevada com origem em Beja e ICARDA, outro de competigflo mais baixa com

origem em Elvas e Evora (Quadro 3.9.).

Por raz6es que serdo apresentadas posteriormente (3.3.5.2.), houve necessidade de

n6o considerar em certas andlises dos dados os indivfduos que tinham, em todas as

varidveis, valores nulos de competigdo (BZB, EzE, EZY e VIE). Daf que se tenham

refeito os testes de Kruskal-Wallis e de U de Mann-Whifirey para avaliar o efeito da n6o

consideragIo daquelas vari6veis. Tal como anteriormente h6 diferengas significativas

enffe a competigdo das estirpes agrupadas de acordo com a sua origem (P=2.096x10-5).

Das 6 comparag6es realizadas entre pares de amostras s6 havia diferengas significativas

enfre Beja e Elvas (P=6.1lzxl}-q e enffe Beja e Evoru (P=5.634x10-4); nas restantes

nunca houve diferengas significativas @> 0.05).
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Quadro 3.10. Proporgdo m6dia da recuperagio de in6culos de diferente origem
independentement€ de locais de ensaio (destinos) repetig6es e plantas n6o considerando
as varii{veis E2B, E2E, E2Y e VlE. Para valores seguidos da mesma letra n6o h6
diferenga significativa paru PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre parOntesis,
erros padrdo da m6dia.

Origem n mediana m6dia

Beja r69 60 sl.4 (2.e) a

Elvas 86 0 29.O (4.0) b

Evora 68 20 32.8 (4.s) b

TCARDA 79 25 42.6 (5.0) ab

Apesar de a origem das estirpes continuar a afwtar signilicativamente a

competigdo, os dois gupos mutuamente exclusivos que se formavam quando se

consideravam os indiv(duos E2B, E2E, EzY e VlE desaparecem (euadro 3.10.),

essencialmente devido a que as variaveis de valor nulo serem precisamente devidas a

estirpes com origem em Elvas e Evora, o que faz aumentar a m€dia da proporgdo de

n6dulos ocupados pelos in6culos daquela origem.

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

plantas) afecta a competig5o?

Detectam-se diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de

testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney (P=l.3lttxt0-10). Das 3

comparag6es realizadas enffe pares de amosffas houve sempre diferengas significativas

(Pso.008).

Quadro 3.11. Proporgdo m6dia da recuperagdo de in6culos nos diferentes destinos
independentemente da origem, repetig6es e plantas. Para valores seguidos da mesma
letra n6o h6 diferenga significativa para t50,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre
par6ntesis, erros padrflo da m6dia.

Destino n mediana m6dia

Beja 155 20 35.r (3.1) b

Elvas 149 0 22.9 (2.7) c

Evora t43 60 ss.4 (3.5) a
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Formam-se tr6s grupos, um de competig6o mais elevada com destino Evora, um

de competiglo interm6dia com destino Beja e um de competigdo mais baixa com

destino Elvas (Quadro 3.11.)

Ndo considerando os individuos que tinham em todas as varidveis valores nulos

de competigdo @2B, EzE, EzY e VlE), verificou-se, como anteriormente, haver

diferengas significativas enffe a competigdo das estirpes agrupadas de acordo com o seu

destino (P=6.978x19-9;. Oas 3 comparag6es realizadas pelo teste de U de Mann-

Whitrey entre pares de amostras houve sempre diferengas significativas entre os

destinos (PSO.O:+;.

Quadro 3.12. Proporglo m6dia da recuperag6o de in6culos nos diferentes destinos
independentemente da origem, repetigdes e plantas, retirando da andlise as vari6veis
E2B, EzE, E2Y e VlE. Para valores seguidos da mesma letra n6o h6 diferenga
significativa para PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whinrey . Enffe parOntesis, erros
padrf,o da m6dia.

Destino n mediana m6dia

Beja 142 33.3 38.3 (3.2) b

Elvas 124 20 27.6 (3.t) c

Evora 136 63.8 s8.2 (3.s\ a

Ou seja, considerando ou ndo os indiv(duos com valores nulos de competigflo

(828, EZF,, E2Y e VIE), formam-se os mesmos tr6s grupos, um de competigdo mais

elevada (destino Evora), um de competigflo interm6dia (destino Beja) e um de

competigdo mais baixa (destino Elvas), indicando Evora como o local onde a proporglo

de n6dulos formados pelos in6culos, independentemente da sua origem, 6 maior,

seguido de Beja e por riltimo Elvas, sendo este o local de maior dificuldade de

implantagdo de in6culos nas condig6es de ensaio.

3.3.5.1.3. Combinag6o origem / destino (independentemente das repetigdes e

plantas) afecta a competig5o?

Os testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney detectam diferengas

significativas entre a competigdo dos dois grupos de estirpes (P=0.010), apresentando-se
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no Quadro 3.13. os pardmetros das amostras analisadas.

Quadro 3.13. Proporgdo m6dia da recuperagdo de n6dulos para a combinagflo origem /
destino iguais ou diferentes. Entre par0ntesis, erros padrdo da m6dia.

Combinagdo origem / destino n mediana m6dia

origem e destino iguais 125 50 44.4 (3.3)

origem e destino diferentes 322 20 34.e (2.3)

Nflo considerando os dados os individuos que tinham em todas as varidveis

valores nulos de competigio (828, E2E,, EzY e VIE) continuam a ser detectadas

diferengas significativas entre a competigdo dos dois grupos de estirpes (k0.012),

apresentando-se no Quadro 3.14 os par0metros das amosffas analisadas.

Quadro 3.14. Proporgio m6dia da recuperagdo de n6dulos para a combinagflo origem /
destino iguais ou diferentes retirando da andlise as varidveis E2B, EzF,, E2V e VlE.
Entre par€ntesis, erros padrdo da m6dia.

Combinagdo origem / destino n mediana m6dia

origem e destino iguais 113 50 49.1(3.4)

origem e destino diferentes 289 25 38.e (2.4)

Ou seja, a proporg6o de n6dulos ocupados pelos in6culos, com ou sem os

individuos E2B,E2E,E2Y e VlE, 6 superior quando a origem dos in6culos 6 id6ntica i
do local onde foram re-implantados, o que mosfra a sua adaptagdo ds condig6es dos

locais de origem.

3.3.5.1.4. Estirpes (independentemente da origem, destino, repetigOes e

plantas) afectam a intensidade da competig6o?

Pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de testes bilaterais independentes de U de

Mann-Whiurey detectam-se significativas entre a competigdo das estirpes (P=0). Das 55

comparag6es realizadas entre pares de amostras em 20 n6o havia diferengas

significativas (80.068) e em 35 havia (PS0.049).
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Quadro 3.L5. Proporgdo m6dia da recuperagdo de in6culos (independentemente da
origem, destino, repetig6es e plantas). As letras resultam do teste de U de Mann-
Whitney. Entre par6ntesis, erros padrdo da m6dia.

In6culo n mediana m6dia

B1 45 60 s8.4 (s.s) ab

B2 44 36.7 33.8 (4.2) cd

B3 39 40 4e.3 (6.3) abc

B4 4t 80 64.8 (6.2) be

E1 42 0 8.7 (3.6) f
E2 32 0 0 (0) (}o

E3 M 50 48.4 (5.8) ac

V1 43 0 2s.6 (s.6) d

v2 38 10 29.6 (s.8) dh

I1 4t 60 49.8 (6.9) ace

t2 38 0 34.8 (7.r) ch

Apesar de haver diferengas significativas entre as estirpes, com duas das estirpes

(El e E2) a destacarem-se claramente das restantes, a proliferagdo de grupos com mais

ou menos intersecA6es sugerem que as estirpes por si s6 n6o explicam as diferengas de

competigflo observadas.

Retirando os indivfduos que tinham em todas as varidveis valores nulos de

competigdo @28, EzE, Ezy e V1E) e refazendo-se os testes de Kruskal-Wallis e os

testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney detectam-se de novo diferengas

significativas entre a competigf,o das estirpes (P=2.062x10-10). Das 45 comparag6es

realizadas entre pares de amostras em 24 ndo havia diferengas significativas (Q0.07 1) e

em 2l havia @50.049), com o aumento dos pares de amostras que ndo diferiam

significativamente a resultar da retirada do individuo VlE, com valores nulos de

competig[o em todas as vari6veis.

Apesar de continuar a haver diferengas significativas entre as estirpes, agora

naturalmente que s6 com uma das estirpes (E1) a destacar-se claramente das restantes, a

proliferagdo de grupos com mais ou menos intersecAdes sugere que as estirpes por si s6

ndo explicam as diferengas de competigdo observadas quando a andlise € feita sem as

estirpes E2B,E2E, E2V e V1E.
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Quadro 3.16. Proporgflo m6dia da recuperagdo de in6culos (independentemente da
origem, destino, repetig6es e plantas, retirando da aniflise as vari6veis E2B,E2E,E2Y e
VlE. As letras resultam dos testes de U de Mann-Whitney. Entre parOntesis, erros
padrflo da m6dia.

In6culo n mediana m6dia

B1 45 60 s8.4 (s.5) ab

B2 4 36.7 33.8 (4.2) cd

B3 39 40 4e.3 (6.3) abc

B4 4t 80 64.8 (6.2) b

EI 42 0 8.7 (3.6) f
E3 44 50 48.4 (s.8) ac

V1 30 29.2 36.8 (7.2) cd

Y2 38 10 29.6 (s.8) de

I1 4t 60 49.8 (6.e) abc

t2 38 0 34.8 Q.t) ce

As estirpes que se destacam nesta an6lise, fazem-no pela negativa, isto 6,

apresentam capacidade competitiva nula (E2) ou baixa (El), sendo que esta riltima

apesar de recuperada nos n6dulos o faz com proporg6es baixas inferiores a IOVo d

excepgdo do local Evora em que 6 recuperadaem24vo dos n6dulos (ver Figura 3.7)

At6 aqui e pelas anillises n6o param6tricas usando teste de Kruskal-Wallis

seguido, se necessdrio, de testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitrey

detectaram-se, de um modo geral, as seguintes situag6es na proporgdo de n6dulos

formados pelos in6culos:

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

em Beja e ICARDA mostram maior recuperagEo de in6culo do que estirpes com

origem em Elvas e Evora.

Destino Qocais de ensaio) - Formam-se 3 grupos em que a proporgdo de

in6culo recolhido 6 maior em Evora, seguido de Beja e por riltimo Elvas

CombinagEo origem / destino - Estirpes com a origem e destino igual formam

maior proporgEo de n6dulos do que com origem e destinos diferentes.

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

n6o mutuarnente exclusivos mostram interac96es nIo perrnitem explicar

diferengas enffe estirpes.
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RecuperagSo nula - Os indivfduos com nula recuperagdo de in6culo nos

n6dulos, 3 t6m origem em Elvas, 1 em Evora. No que se refere aos destino, L em

Beja,2 em Elvas e I em Evora

3.3.5.2. An6lises discriminantes

Nas andlises anteriores, a n6o consideragflo de individuos com todos os valores de

competigflo nulos basicamente n6o altera as conclus6es. Adicionalmente, nessas

andlises, procuraram-se diferengas globais, independentes de variag6es internas de cada

grupo considerado. Assumindo que essas variag6es n6o afectam a competigf,o (e

portanto o resultado das an6lises e as conclus6es) ent6o os vdrios grupos ter6o

caracteristicas comuns que permitem discrimind-los uns dos outros. Ou seja, como

exemplo, o gupo das estirpes cuja origem e destino 6 igual terdo caracteristicas de

competigdo para o conjunto das repetig6es e plantas que permitem individualizil-lo e

separ6-1o (discrimind-lo) do grupo de estirpes cuja origem e destino s6o diferentes.

Consequentemente, uma ani{lise discriminante permitird individualizar e separar grupos

(classes).

Realizaram-se andlises discriminantes para as vdrias hip6teses testadas

probabilisticamente por m6todos ndo param6tricos, tendo-se eliminado todas as

vari6veis de valor de competigdo igual a zero pois este tipo de an6lise n[o permite

vari6veis sempre com o mesmo valor.

Seguiu-se o m6todo da drvore de decisdo bindria (Gueguen e Nakache 1988)

usando os procedimentos DISAR e DISEL de SPAD-S (Gueguen et al. 1996), usando

uma selecAdo aleat6ria de 66Vo dos indiv(duos como grupo-base e os restantes

indivfduos como grupo-teste e avaliando a qualidade da discriminagio pela proporgdo

de bem classificados e pela de mal classificados quer do grupo-base quer do grupo-teste.

A an6lise discriminante (quer por m6todos ndo paramdkicos como o da drvore

de decisSo bindria quer por m6todos param6tricos como a regressflo) envolve

naturalmente a identificagdo de um conjunto de regras de afectagdo de indivfduos a

classes pr6-estabelecidas de acordo com os seus perfis da distribuigdo de valores pelas

varidveis que os caracterizam. Ou seja, cada varidvel terd que ter um significado comum

para todos os indivfduos. As varidveis s6o, naturalmente e i partida, as 5 plantas de cada

uma das 3 repetigdes. Tendo em conta o delineamento experimental n6o h6 qualquer

correspondOncia entre plantas das v6rias repetiq6es, sendo a sua numeragflo arbitrifria
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isto 6, nada h6 de especialmente mais comum entre as repetig6es ditas I de locais

diferentes com a mesma estirpe e as repetig6es I e 2 de locais diferentes com a mesma

estirpe nem, naturalmente, entre as plantas ditas 1 de repetig6es diferentes do mesmo

local com a mesma estirpe e as plantas ditas I e 2 de repetigdes diferentes do mesmo

local com a mesma estirpe.

Assim, foi necessi{rio definir um critfrio que permitisse dar significado is
varidveis utilizadas para caracteizar cada indivfduo. O crit6rio seguido foi o da

intensidade da competigdo ou seja, a proporgflo dos n6dulos ocupados por uma dada

estirpe. Para cada indivfduo (definido pela estirpe e destino) os valores de competigdo

foram ordenados de forma decrescente do que resultaria i partida que, por exemplo a

varidvel Pl (planta 1) representa, para todos os indivfduos, a vari6vel em que a

percentagem de n6dulos ocupados por um in6culo 6 mdxima e a vuifvel P15 (planta

15) representa, pa"ra todos os indivfduos, a varidvel em que a proporgflo de n6dulos

ocupados pelo in6culo 6 m(nima.

Naturalmente que esta opgflo implica uma organizagio dos dados que deixa de

reconhecer um delineamento com 3 repetig6es de 5 plantas pala cada combinagdo

estirpe-destino, ou seja, quer a variabilidade inra-repetig6es quer a variabilidade inter-

repetig6es desaparecem e permanece apenas a variabilidade total de cada combinagdo

estirpe-destino. As 5 plantas em cada repetigflo de cada combinagdo estirpe-destino

representam uma variagdo assumida como aleat6ria e ligada is pr6prias caracterfsticas

do material em estudo e as 3 repetig6es de cada combinagdo estirpe-destino representam

uma variagio assumida como aleat6na e ligada ds caracterfsticas do local em estudo.

Importava pois investigar qual a relagdo entre a variabilidade intra-repetig6es e a

variabilidade inter-repetigOes para cada combinagdo estirpe-destino para avaliar qual a

importincia relativa da variabilidade inter-repetig6es dentro em cada combinagdo

estirpe-destino.

Para esse efeito houve que tomar decisdes relativamente d forma de quantificar a

variabilidade. A partida optou-se por estatfsticas cl6ssicas de dispersdo, ou seja,

baseadas na vari0ncia amostral. No entanto, sabendo-se que o valor assumido pela

varidncia tende aumentar com o aumento da m6dia, interessava quantificar a

variabilidade eliminando efeitos de escala associados d localizagdo dos dados.

A eliminagdo do efeito de escala significa naturalmente que as medidas de

dispersEo obtidas s6o relativas a medidas delocalizagdo 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 variagSo (corrigido se houver amosffas de tamanho diferente)

ou a precisIo relativa da m6dia (obrigatoriamente para um nfvel de significdncia pr6-

definido se houver amostras de tamanho diferente); nos dois casos usa-se o desvio

padrdo como medida de dispersdo e a divisZo pela m6dia significa cenhar os dados para

uma m6dia uniu{ria.

Alternativamente pode comegiu por se transformar os dados centrando-os para

uma m6dia nula (subtraindo a cada item o valor da m6dia da amostra a que pertencia) e

calcular a sua dispersdo. Optou-se por esta segunda alternativa calculando-se

seguidamente o desvio padrdo das amostras transforrnadas de forma a manter a

dispersdo nas mesmas unidades que a localizagio.

Calculou-se entio, para cada combinagfio estirpe-destino, um valor de desvio-

padrdo total (amosffa constituida por todos os dados de cada combinagdo estirpe-

destino), um valor de desvio-padrf,o inter-repetigdes (amostra constitufda pelas 3 m6dias

de cada combinagdo estirpe-destino) e 3 valores de desvio padrAo intra-repetig6es (3

amosffas cada uma constitu(da por todos os dados de cada repetigflo de cada

combinagflo estirpe-destino).
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Figura 3.7. Desvios-padrflo centrados total e intra-repetigOes em fungdo do desvio
padrdo centrado inter-repetig6es. A bissectriz, a contfnuo, representa os valores
esperados para a igualdade entre os desvios-padr6o total e inffa-repetig6es e os desvios-
padrdo inter-repetig6es. I desvios-padrio total, 0 desvios-padrdo intra-repetigdes.

N6o considerando, qualquer que seja o n(vel, valores de desvio padrflo centrado

nulos apresenta-se na Figura 3.7. a distribuigdo dos desvios-padrdo intra-repetigdes e

total em fungdo dos desvios-padrio inter-repetig6es. O exirme da figura mosffa que em
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geral o desvio padrio inter-repetig6es 6 inferior aos desvios padrEo intra-repetig6es e

total. Globalmente, isto acontece em 93Vo dos casos para o desvio padrdo total e em

74Vo dos casos para o desvio padrflo intra-repetigdes. Detalhando um pouco mais, em

57Vo das combinagdes estirpe-destino o desvio padrdo inter-repetig6es 6 inferior a todos

os valores intra-repetigOes correspondentes, em l\7o dos casos a dois dos valores intra-

repetigdes, em25vo dos casos s6 a um dos valores intra-repetigdes e em 77o dos casos a

nenhum. Adicionalmente, do exame da Figura 3.7 6 igaalmente claro que a distribuigflo

dos desvios padrdo totais em relagdo aos desvios padrdo inter-repetigdes reproduz muito

bem a distribuigdo dos desvios padrflo intra-repetigdes.

Em resumo, os niveis em que a variabilidade 6 maior s6o claramente intra-

repetigdes e total, com uma boa equivalOncia entre ambos. Donde, € ruzodvel aceitar que

a opg6o intensidade da competigdo (proporg[o de n6dulos ocupados pelo in6culo) para

dar significado ds varidveis, eliminando a variabilidade intra e sobretudo inter-

repetig6es e mantendo a total, ndo deverd introduzir distorg6es importantes na andlise a

efectuar.

Tendo em conta as exig6ncias da an6lise discriminante (quer por m6todos nio

param6tricos como o da iirvore de decisio bindria quer por m6todos param6tricos como

a regressdo) houve tamb6m que tomar decis6es relativamente aos 33 dados em falta (44

se os indivfduos s6 com valores de UVo de competigSo para todas as vari6veis fossem

considerados, ou seja se E2B, EZB, E2Y e VlE n6o tivessem sido retfuados d partida).

Ap6s a reorganizagdo dos dados por ordem decrescente de competigdo havia dados em

falta em 5 das 15 varidveis o que implicava ou estimar valores para esses dados ou

eliminar essas vari6veis. Tendo em conta que uma das varidveis representava cerca de

587o dos dados em falta optou-se por uma decisdo mista, eliminando essa varidvel

(naturalmente que a P15, riltima planta de cada ordenag6o) e estimando valores para os

dados em falta pelo m6todo iterativo assumindo independ6ncia entre colunas e matrizes

de dados originais @enz6ci,1976), por forma a simultaneamente conservar o mdximo

poss(vel de vari6veis minimizando a distorgflo dos perfis dos individuos, ineviti4vel

quando se estimam valores em falta.

No Quadro 3.17 apresentam-se os resultados das andlises discriminantes segundo

as classes prd definidas em relagdo i origem e destino das estirpes bem como uma das

classes que resultou das an6lises ndo param6tricas efectuadas anteriormente.

No que se refere i 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 classificag6es quer na ordenagdo das boas classificag6es das

classes do grupo-base e do grupo-teste, nem por isso a qualidade da discriminagflo 6

particularmente elevada e muito menos a que seria de espeftLr se as diferengas

detectadas anteriormente fossem independentes de perfis de competigdo particulares dos

individuos que constituem cada classe. Apesar disso, parece haver uma boa indicagdo de

que o conjunto das estirpes de Beja e 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 d an6lise efectuada sobre as classes de destino, apesar da boa

correspondOncia na ordenagdo das boas classificagdes das classes do grupo-base e do

grupo-teste, a relativamente baixa qualidade da discriminagdo avaliada pelas

percentagens de boas classificagSes sugere mais uma vez que a qualidade da

discriminagdo n6o 6 particularmente elevada e muito menos a que seria de esperar se as

diferengas detectadas anteriormente fossem independentes de perfis de competigao

particulares dos indivfduos que constituem cada classe. No entanto a tend0ncia parece

corroborar o anteriormente verificado em que o destino Evora foi aquele em que a

recuperagdo de in6culo foi mais elevada e o destino Elvas o que maior dificuldade

imp6s i competigdo das estirpes.

Na consideragdo de duas classes (origem e destinos iguais, origem e destino

diferente), apesar da boa correspond6ncia na ordenagdo das boas classificag6es das

classes do grupo-base e do grupo-teste, e da relativamente alta qualidade da

discriminagdo avaliada pelas percentagens de boas classificag6es sugerir que a

qualidade da discriminag6o 6 relativamente elevada e claramente a melhor de todos os

critdrios de classificagdo ati agora examinados, ainda assim ndo 6 totalmente a que seria

de esperar se as diferengas detectadas anteriormente fossem independentes de perfis

recuperagflo de in6culo proprias dos indivfduos que constituem cada classe. No entanto

a qualidade desta discriminag[o parece indicar que a competigdo de estirpes inoculantes

parece ser beneficiad4 se estas forem inoculadas em locais da sua origem, evidenciando

a importflncia da adaptaqdo dos riz6bios ds condig6es ambientais como factor a ter em

conta no problema da competiglo de in6culos e estirpes nativas.

Na andlise discriminantes considerando as dez classes referentes aos in6culos

usados, a qualidade da discriminagdo das estirpes 6 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 an6lises discriminantes anteriores permite razoavelmente admitir a

exist6ncia de diferengas importantes na proporg[o de recuperagio de in6culos entre os

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

melhor discriminagflo resultou da classfficagIo 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

competigdo resultassem de respostas diferenciadas das estirpes iquele conjunto de

caracterizag6es.

Quadro 3.17. Andlise discriminante para a competigSo considerando as classes de
origem, destino e estirpes, bem como as definidas nas andlises n6o param6tricas.

Origem das estirpes - 4 Classes - Beja, Elvasr Ilvora e ICARDA
Classificacdo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 68.4 Vo 3O Vo

Mal classificados 31.6 7o 7O Vo

Ori Eem melhor (mr{ximo) Evoral0[J Vo Elvas 100 7o

Origempior (m(nimo) ICARDA0 7o EvoraeICARDA0To
Origem das estirpes - 2 Classes segundo anilise de 3.3.5.1.1.

ClassificacSo Grupo-base: Grupo-teste:
Bem classificados 79 Vo 60 Vo

Mal classificados 21 4o 4O 9o

Origem melhor (mdximo) Beia e ICARDA 100 7o Beia e ICARDA 66.7 Vo

Origem pior (minimo) Elvas e Evora42.9 7o Elvas e EvoralO 7o

Destino das Estirpes - 3 Classes - Beja, Elvas, Evora
Classificacdo Gruoo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 55 Vo M.4Vo
Mal classificados 45 Vo 55.6 7o

Destino melhor (mr6ximo) Evora85.7 Vo Evoral00%o
Destino oior (m(nimo) Elvas 0 Vo ElvasO 7o

Combinag5o Origem / Destino 2 Classes - Or. = Dest. e Or. * Dest.
Classificac6o Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 94.7 Vo 7O 4o

Mal classificados 5.3 7o 30 Vo

Or. * Dest. melhor (mdximo) Or. * Dest. lN 7o Or. #Dest. l@Vo
Or. = Dest. pior (minimo) Or. = Dest.80 7o Or.=Dest.07o

Estirpes - 10 Classes - Retirando E2
ClassificacSo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 42.1Vo 20 Vo

Mal classificados 57.9 7o 80 ?o

Estirpes melhor (m6ximo) Bl,Bz,El,I],100vo B2,It lNVo
Estirpes pior (mfnimo) 83, 84, El, E3, Yl,Y2O 7o 81, B3, B4, El, E3, Vl, Y2 UVo
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3.3.5.3. An6lise das correspond6ncias

Os resultados das ani{lises anteriores sugerem que a origem e destino igual ou

diferente 6 claramente o crit6rio de classificagdo que permite uma melhor discriminagf,o

entre as classes formadas, mas que ainda assim, n6o permite uma discriminagflo t6o boa

quanto seria de esperar se n6o houvesse indivfduos dentro de cada classe com perfis de

competigdo diferenciados. Daf a necessidade de uma andlise <<mais fina>>, sem crit6rios

de classificag6o pr6-estabelecidos, considerando d partida todos os indivfduos como

tendo perfis de competigdo (proporgIo de recuperag6o do in6culo) diferentes,

procurando identificar e caracteizar os aspectos principais da estrutura do conjunto dos

indivfduos e agrupdJos pelas semelhangas entre esses aspectos.

Para isso utilizaram-se as t6cnicas num6ricas que constituem a andlise das

correspondOncias seguida de uma classificagdo automdtica das coordenadas dos

indivfduos no espago reduzido relevante identificado pela andlise das correspond6ncias.

A an6lise das correspondOncias foi feita usando o procedimento CORBI de

SPAD-N (Irbart 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 nfmero de eixos factoriais a reter foi feita tendo em conta os valores-

teste (Lebart et a1.,2000) conjugado com o teste do "cascalho" (scree /esl, Johnson e

Wichern, 1998) e com a comparag6o dos valores-pr6prios de cada eixo factorial com a

m6dia de todos os valores-pr6prios (quando todos os valores damatiz de dados original

tendem para ser todos iguais ou sflo totalmente aleat6rios, ndo hd uma estrutura

diferenciada e todos os valores-pr6prios tendem para o mesmo valor, isto 6, 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 m6dia de todos os valores-

pr6prios (Figura 3.8.). Assim, retiveram-se os dois primeiros eixos factoriais que

representam em conjunto 78.7Vo da in6rcia total.
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Figura 3.8. Valores pr6prios em fungio dos eixos factoriais. Linha cont(nua - m6dia
dos valores pr6prios.

Uma andlise grfificada relagdo entre os pesos relativos e as distincias de 12 dos

indivfduos (Figura 3.9.) e das varidveis (Figura 3.10) toma claraa relagdo entre ambas,

com a variabilidade a diminuir com o aumento do peso relativo embora com algumas

oscilag6es sobretudo nos pesos relativos menores, ou seja, como seria de esperar tendo

em conta que o peso esti{ limitado superiormente, indivfduos com pesos relativos
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Figura 3.9. DistinciadeX2 dos individuos em fungdo do seu peso relativo.

131



Competigdo M. ciceri em grdo de bico

elevados t6m geralmente uma variabilidade relativamente pequena mas, mais

importante, individuos com pesos relativos pequenos tendem a ter variabilidades

elevadas.

Em conffapartida, nas vari6veis @gura 3.10.) a resposta 6 semelhante d dos

indivfduos, invertendo-se para os valores mais elevados de peso relativo, revelando uma

maior variabilidade na competigdo para pesos relativos mais elevados.

Figura 3.10. Dist6nciadeX2 das varidveis em funqdo do seu peso relativo.

Considerando s6 os dois primeiros eixos factoriais @gura 3.9), os cinco

indiv(duos que mais contribuem paJa o primeiro eixo sdo, por ordem decrescente de

contribuig6o, ElV, B1V, I2E, B3B e IIV (representando cerca de 42Vo do <significado>

deste eixo) e os cinco indivfduos que mais contribuem para o segundo eixo sflo, tamb6m

por ordem decrescente de contribuigdo,DE, B4V, E1E, BlV e IIB (representando cerca

de 457o do <significado>> deste eixo). De notar que, se todos os individuos tivessem a

mesma contribuigio para a construgdo dos eixos, 5 indivfduos contribuiriam unicamente

com cerca de 177o.

Analogamente, as cinco vari6veis que mais contribuem para o primeiro eixo sdo,

por ordem decrescente de contribuigdo, P01, P02, P10, P12 e Pl1 (representando cerca

de 78Vo do <significado> deste eixo) e as seis varidveis (h6 duas com contribuigoes

iguais), que mais conffibuem para o segundo eixo sflo, tamb6m por ordem decrescente

de contribuigflo, P01, Pl2, Pll, Pl3 e P04 e P03 (representando cerca de 76Vo do

<significado> deste eixo). De notar que, se todas as vari6veis tivessem a mesma

contribuigdo paru a consffugdo dos eixos, 5 varidveis contribuiriam unicamente com
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cerca de 367o (43Vo no caso de 6 vari6veis).

Na Figura 3.11. apresenta-se a distribuigdo dos individuos (pares estirpe/destino) e

varidveis (plantas) nos 2 primeiros eixos factoriais, com o tamanho dos cftculos

proporcional ao peso relativo dos individuos. O exame da figura revela que hd uma

relagdo genericamente parab6lica entre as coordenadas dos individuos e das varidveis

(um pouco menos clara), implicando desde logo uma relagdo geral de 2" grau entre os

dois primeiros eixos. Esta relag6o, conhecida como efeito de Gutffnan (Irbart et al.,

2000), tadaz a existOncia de uma redunddncia das varidveis, ou seja, grosso modo, que

do conhecimento de uma qualquer das linhas da matiz de dados (individuos) se pode

deduzir genericamente uma qualquer das colunas (vari6veis) e portanto que a

informagdo da matriz de dados originais esti4 quase toda representada no primeiro eixo,

tal como seria de esperar da forma como as vari6veis foram construfdas e 6 consistente

com o facto de s6 o primeiro eixo ter sido retido pelos valores-teste. Como 6 norrnal

quando se verifica o efeito de Guttman, o primeiro eixo op6e os valores extemos

reflectindo uma ordenagdo por proporgdo de n6dulos ocupados pelo in6culo em cada

planta (intensidade da competig6o). O segundo eixo, ritil para afinar a interpretagSo do

primeiro, evidencia globalmente, mais uma vez como 6 normal quando se verifica o

efeito de Guttman, uma oposigdo entre os valores extremos de competigdo e os

interm6dios.

Detalhando um pouco mais e tendo apenas em conta os individuos que mais

caracteizam o primeiro eixo factorial @1V, BlY,l2E, B3B e IlV), os indivfduos s6o

ordenados no primeiro eixo basicamente de acordo quer com um gradiente decrescente

(da esquerdapara a direita) de peso relativo quer crescente de dist6ncia de X2. Em

contrapartida, tendo em conta a figura e os indivfduos que mais caracterizarn o segundo

eixo factoriaT(128, B4V, ElE, BIV e IlB) os individuos sdo ordenados no segundo

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

distdncia deX2 qaebrando-se por vezes a correspondOncia directa com o peso relativo.

Tendo em conta s6 as varidveis que mais caracterizafir o primeiro eixo factorial

(P01, P02, PlO, Pl2 e P11), estas s6o ordenadas, no primeiro eixo basicamente, de

acordo quer com um gradiente crescente (da esquerda paru a direita) de peso relativo

quer decrescente de distSncia de X2, de forma sim6rica ao que acontecia com os

indiv(duos.
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Figura 3.11. Represenageo dos indivfduos (cfrculos) e varidveis (tri0ngulos) nos dois
primeiros eixos factoriais, com indicagflo dos indiv(duos e vari6veis que caracterizam os
dois eixos.

Em contrapartida, tendo em conta as varidveis que mais caracteizam o segundo

eixo factorial (r28, B4v, E1E, B1v e I1B) os indiv(duos sdo ordenados no segundo

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

dist0ncia deX2 quebrando-se por vezes a correspond6ncia directa com o peso relativo.

Considerando a Figura 3.6. e relacionando com o critdrio de ordenagdo usado na

ani{lise das correspond6ncias, 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 formagSo dos eixos e explicagflo dos resultados.

3.3.5.4. Classificag6es automiticas

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

dos dois primeiros eixos factoriais. Todas as classificagOes foram feitas usando o
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proced.imento RECIP de SPAD-N (Lebart et al. 1996). A partir do dendrograma obtido

reahzararr-se diversas partig6es de acordo com critdrios descritos a seguir usando o

procedimento PARTI-DECLA de SPAD-N (l-ebart et al. 1996). A classificag5o foi feita

pelo mdtodo hieriirquico.

3.3.5.4.1. Partig5o em quatro dasses (Origem das estirpes)

Partig5o em quatro classes para comparar a constituigEo esperada de cada classe se

as estirpes com a mesma origem tiverem caracteristicas comuns que perrritem distingui-

las umas das outras com a constituigSo observada das mesmas classes.

Na Figura 3.12. representa-se o resultado desta classificagdo representando com a

mesma cor as c6lulas que deveriam pert€ncer i mesma classe e com nrimeros a classe a

que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competigEo igual

a zero).

Parece evidente que hri uma fraca correspondOncia entre o esperado e o observado,

confirrrando o que jrl se tinha concluido anteriormen0e atravds da aniilise discriminante.

Figura 3.1.2. Distribuigio esperada

Evora e ICARDA).
e observada da origem das estirpes (Beja, Elvas,
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3.3.5.4.2. Partig5o em duas classes de origem id6ntica segundo 3.3.5.1.1.

Partiglo em duas classes para comparar a constituigdo esperada de cada classe se

as estirpes com a mesma origem tiverem caracteristicas comlrns que permitem distingui-

las umas das outras com a constituig6o observada das mesmas classes, com as classes

esperadas a serem definidas pelo resultado dos testes de Kruskal-Walllis e Mann-

Whitrey.

Na Figura 3.13. representa-se o resultado desta classificagEo representando com a

mesma cor as c6lulas que deveriam pertencer i mesma classe e com ndmeros a classe a

que de facto lnriencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competiglo iguat

a zero's.

Figura 3.13. DishibuiqSo esperada e observada da origem das estirpes (Beja e
ICARDA, Elvas e 6vora), considerando as classes resultado dos tesies Ae fruikal-
Wa lllis e Mann-Whitney.

Tal como anteriormente, parece evidente que hr{ uma fraca correspond6ncia entre

o esperado e o observado, confirmando o que jri se tinha concluido atrav6s da andlise

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

Panigio em duas classes para comparar a constituigio esperada de cada classe se

a origem e destino das estirpes fosse igual ou diferente.

Na Figura 3.14. representa-se o resultado desta classificagSo representando com

a mesma cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe

a que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com competigio

igual a zero). Mais uma vez, e de forma mais intensa do que anteriormente atrav6s da

andlise discriminante, parece evidente que hii uma fraca correspond6ncia entre o

esperado e o observado.

ln6culos Beja EIvas Evora

Beja I 1 2 t
Beja 2 2 2 n

L

Beja 3 I 2 2

Beja 4 1 z n

Elvas I 2 2 2

Elvas 2 i:i:#!jl;i?
;it::!i: fiiJif:igrt

Elvas 3 2 2 t

Evora I ,'
Ti?tWi{it

2

I

Evora2 .| 2

ICARDA 1 2 1 2

ICARDA 2
,t
L ') I

Figura 3.14. DistribuiE6o esperada e observada da origem e destino das estirpes

igual ou diferente.

3.3.5.4.4. Partigio em dez classes (Estirpes)

PartigSo em dez classes para comparar a constituiEso esperada de cada classe se

cada estirpe tiver caracter(sticas que permitam distingui-las das restantes com a

constituiEio observada das mesmas classes.

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

com a mesma cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com ndmeros a
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classe a que de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com

competigSo igual a zero). Mais uma yez, e de forma &io ou mais intensa do que

anteriormente atrav6s da and^lise discriminante, parece evidente que hd uma fraca

correspond6ncia entre o esperado e o observado.

ln6culos Beja Elvas Evora

Beja I 2 7 I
Beja 2 5 4 5

Beja 3 I 4 3

Beja 4 2 5 6

Elvas I 9 l0 8

Elvas 2 r#lijjl

Evora I I ifi:1,+!{ffi I
Evora 2 rSt

ICARDA I ii ''$', itr"t:,L,t

ICARDA 2 v 10 I

Figura 3.15. Distribuiglo esperada e observada para as estirpes.

3.3.5.4.5. Melhor partiSo possivel.

A melhor partiglo possivel 6 a que origina 3 classes, que nio correspondem, ao

esperado para os destinos, apresentando-se na Figura 3.16. o seu resultado, com cdlulas

da mesma cor a pertencerem i mesma classe. A melhor partigio possivel corresponde i
maximizagIo da razlo de in6rcia inter-classes/in6rcia total e simult6nea minimizag5o no

nfimero de classes formado.

Para avaliagSo da qualidade desta classificagSo realizou-se uma aniilise

discriminante classificando os individuos de acordo com o resultado da partigio em tr6s

classes, seguindo os procedimentos descri tos anteri ormente.

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

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

indiferentemente caracterizado pelo peso relativo e pela d.istAncia de X2 e darJa a

correspondOncia geral entre o peso relativo e medidas de localizaESo como a m6dia e

mediana, optou-se por caracterizar cada classe por estas riltimas.

138



Comoeticio M. ciceri em g16o de bico

Recorrendo a tdcnicas simples, comuns a m6todos de andlise em controlo de

qualidade (Montgomery, 1991), de0erminou-se em primeiro lugar o intervalo de

confianga de 95Vo para a m6dia da competigio de todas as amostras (38.8 a 46.87o) e

comparou-se a mddia dos individuos de cada classe com esse intervalo de confianga.

Assim, na classe I a competiEso 6 claramente superior ao que seria de esperar de uma

distribuiElo equitativa da competigSo por todos os individuos e variiiveis, na classe 3 a

competiElo 6 claramente inferior ao que seria de esperar de uma distribuigdo equitativa

da competiEso por todos os individuos e varidveis, com a classe 2, intermldia, e com a

competig5o a corresponder ao que seria de esperar de uma distribuiEio equitativa da

competig6o por todos os indivfduos e variiiveis.

Procedendo de forma aniloga para cada variiivel, os individuos da classe I t6m,

para cada uma das 14 variiiveis, uma proporgio de n6dulos ocupados pelo in6culo,

superior ao que seria de esper:r de uma distribuig5o equitativa da competigdo em cada

uma das varidveis, os individuos da classe 3 t6m, para cada uma das 14 varidveis, uma

competig5o inferior ao que seria de esperar de uma distribuigio equitativa da

competig5o em cada uma das varidveis, e os individuos da classe 2 tOm para a maioria

das variriveis a competiEso que seria de esperar de uma distribuigio equitativa da

competigio em cada uma das varidveis, embora nas plantas com menor competiEio

(PLl,Plz, Pl3 e Pl4) a competigio seja inferior ir que seria de esperar.

In6culos Beja Elvas Evora

Beia I
Beja2
Beja 3

Beja 4

Elvas I

Elvas 2

Elvas 3

Evora I

Evora 2

ICARDA I
ICARDA 2

Classe I (n=7; mediana=SO; m6dia=74.8)

Classe 2 (n=1 5; mediana=40; mddia=43.4)

Classe 3 (n=7; mediana=0; mddia=7.6)

Todas amostra-s de competigio iguni a zero (n=4)

Figura 3.1.6. Resultado da melhor classificagEo possivel.

Pela aniilise da Figura 3.16. verificamos que no local Beja apenas estirpes de Beja
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(3 em 4) slo classificadas como de classe I (Vo de n6dulos ocupados pelo in6culo

claramente superior ao que seria de esperar de uma distribuiglo equitativa). No local

Evora uma estirpe de cada origem foi classificad.a como de classe l. No local Elvas

nenhuma das 11 estirpes foi classificada como de classe 1, sendo 6 classificadas como

de classe 2 (7o de n6dulos ocupados pelo in6culo a corresponder ao que seria de esperar

de uma distribuig5o equitativa por todos os indiv(duos e variiiveis), 3 classifrcadas como

classe 3 (?o de n6dulos ocupados pelo in6culo claramente inferior ao que seria de

esperar de uma distribuiglo equitativa por todos os indiv(duos e variiiveis) e duas sem

qualquer recuperagio de n6dulos ocupados pelo inoculante, denotando dificuldades do

local na implantagSo de estirpes.

3.3.5.5. Validagfro das classificaqdes

Com o objectivo de avaliar a estabilidade das classificagdes e dos constituintes de

cada classe, procedeu-se de igual modo na obteng5,o da melhor classificagio poss(vel,

refizeram-se as classificagSes, removendo de cada vez uma das repetigSes do local de

ensaio, isto 6, remover as 15 plantas que correspondem a cada repetiEdo de campo.

Assim, usando a melhor classificaglo poss(vel com as trOs repetigdes como referencia,

podemos verificar para cada uma das tr6s restantes classificagSes qual a diferenga

provocada por retirar uma repetigdo. A repetiEio que causar classificaE6es mais

"diferentes", serd uma repetigilo com caracter(sticas muito pr6prias e portanto pass(vel e

evidencias diferengas no pr6prio local de ensaio. Por outro lado 6 possivel verificar

quais sIo os tratamentos (combinagdo estirpes/destino que se manrcm no mesmo tipo de

grupo independentemente da ausOncia dos dados referentes a repetigdes. Estas

combinag6es serSo mais estiiveis, isto 6, menos sujeitas a diferengas introduzidas pela

repetiEio e portanto as conclusSes relativamente a elas ser6o mais seguras figura
3. r7.).

Por exemplo, BIV (estirpe Bl em Evora) aparece sempre no grupo de excesso e

ElB, ElE, ElV aparece sempre no grupo de deficit (sendo que ter 07o € o miiximo de

deficit), s6o portanto resultados estiiveis e o comportamento dessas estirpes naqueles

locais 6 minimamente afectado pelas diferengas que possam ter existido entre

repetigdes. Pelo contri{rio, V2V estii no equitativo para as 3 repetigSes, aparece no $upo

de excesso quando n6o se usa a repetigio 1, no defrcit quando ndo de usa a repetigdo 2 e

no equitativo quando n6o de usa a repetig5o 3, sendo entSo uma estirpe cujo
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comportamento naquele local @vora) varia fortemente com as diferengas que possam

ter existido nas repetigSes.

Figura 3.17. Validagio das classificagdes automdticas. Efeito nas melhores
classificagdes ao retirar uma das repetigdes.
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33.5.6. Resumo final das an{lises rralizadas

Em resumo, na Figura 3.19. apresenta-se um esquema simplificado dm mdtodos

estatisticos usados bem como o essencial das indicagSes fornecidas pela andlise dos

dados.

Figura 3.1,8. Organizaqio geral da andlise e m6todos estatisticos usados no ensaio de

compedqeo em condiESes de campo.
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3.3.6. Variabilidade da CompetigSo

At6 agora toda a an6lise incidiu sobre o valor da proporgflo de n6dulos ocupados

pelos in6culos nos tr6s locais de ensaio (Intensidade da competiglo). No entanto, al6m

do estudo da proporgSo de n6dulos ocupados pelo in6culo, poderd ser importante saber

como 6 que a esses valores de recuperagdo de in6culo se distribuem e, portanto,

investigar a competigIo ndo em termos da proporgdo de n6dulos ocupados pelos

in6culos, mas sim na variabilidade com que a capacidade competitiva dos in6culos

ocorre nos locais de ensaio, tanto mais que se verificou anteriormente parecer haver

alguma relaglo nas combinag6es origem./destino envolvendo as estirpes com origem em

Beja e alocalizagdo preferencial da variabilidade inter-repetig6es (3.3.5.2.).

Adoptar-se-6 de novo o desvio padrio das amostras centradas com m6dia nula

como medida de variabilidade. Tendo em conta que anteriormente se detectou que a

variabilidade se localiza essencialmente intra-repetigdes, faz todo o sentido considerar

as repetig6es dentro de cada combinagdo estirpe-destino como a unidade base para

estimar a variabilidade.

Tendo em conta o delineamento experimental isto conduz i existOncia de

somente 3 vari6veis para descrever os 30 indivfduos (combinag6es estirpes-destino),

muito longe da situagdo que ocorria na anillise da competigdo em termos da sua

intensidade (7o n6dulos ocupados pelo in6culo) e da que seria desejdvel. Este facto

conduziu d opgdo de re-amostrar os dados dentro de cada repetigdo de cada combinagEo

estirpes-destino pelo m6todo de jackloife, calculando z desvios-padrdo para cada

repetigdo de cada combinagdo estirpes-destino, removendo um valor de intensidade de

competigio de cada vez @fron 1982). Este procedimento corresponde a considerar que

em vez de 5 plantas por repetigflo se poderiam ter amostrado s6 4 e portanto, como as 5

plantas recolhidas foram seleccionadas aleatoriamente, qualquer uma delas poderia nflo

ter sido recolhida. O cdlculo dos desvios-padrdo foi feito de forma id6ntica ao realizado

p,ua a andlise da variabilidade intra-repetig6es, inter-repetig6es e total (3.3.5.2.), ou seja

com centragem dos dados de intensidade de competigio a m6dia nula ap6s se proceder

ao jacl<knife. Todos os procedimentos de andlise posteriores foram os seguidos em

3.3.5.1. a 3.3.5.6., apresentando-se seguidamente apenas os resultados julgados mais

relevantes para a discuss1o, nomeadamente os resultados das andlises nflo paramdtricas

retirando todos os indivfduos com variabilidade nula e finalmente o resultado da melhor

classificagdo possfvel da variabilidade dos in6culos nos diferentes destinos.
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Quadro 3.18. M6dia dos desvios padrdo e erro padrdo da m6dia como medida da
variabilidade da competigflo nos diferentes locais de ensaio, Beja, Elvas e Evora.

Estirpes In6culo

Origem

das

Estirpes

Local

de

Destino

C6digo

Combinagio
Inoc. X
Local

M6dia

Desvios

Padrflo

SEM

53Ca

54bCa

61Ca

64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Beja

BlB
B2B
B38
B48

2r,4
23,7

16,2

23,3

1,8

1,5

3,0

2.5

83Ca

84aCa

85Ca

E1

w
E3

Elvas
ElB
E2B
E3B

9,1

0

13.8

2,5

0

2.5

98Ca

lO2Ca

v1
v2

6vora VlB
v2B

7,1

2t.t
1,4

3.4

CP31

CP36

I1

t2
ICARDA IlB

DB
45,2

5,4

,))

1,5

53Ca

54bCa

6ICa
64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Elvas

BlE
B2E
B3E

B4E

40,1

19,2

14,7

24.4

2,7

1,9

2,4

3-O

83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2

E3

Elvas
E1E

E2E

E3E

7,4

0

20-8

2,4

0

1,4

98Ca

l02Ca
VI
Y2

Evora
VlE
Y2E

0

9,3

0

[,9
CP31

CP36

II
12

ICARDA
TlE

TzE

36,6

14,8

2,8

4,5

53Ca

54bCa

6lCa
64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Evora

BlV
B2V
B3V
B4V

20,6

30,9

19,0

0

3,6

1,1

1,3

0
83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2

E3

Elvas
EIV
EzY
E3V

30,0

0

25.3

4,1

0

1.6

98Ca

lO2Ca

V1

Y2
Evora

v1v
v2v

23,4

23,4

1,6

4,0

CP31

CP36

I1

t2
ICARDA

IlV
NY

48,7

77.4

2,7

2,9
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3.3.6.1. A origem das estirpes (independentemente dos destinos, repetigdes e

plantas) afecta a variabilidade da competigflo?

Quadro 3.19. Variabilidade na recuperagio de in6culos de diferente origem
independentement€ de locais de ensaio (destinos) repetigOes e plantas nflo considerando
as varidveis E2B,E2E,EzY,B4Y e V1E. Para valores seguidos da mesma letra n6o hd
diferenga significativapara PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre par6ntesis,
erros padrdo damddia.

Origem n mediana m6dia

Beja 163 22.2 23.1(1.1) a

Elvas 90 18.8 t7.t (r.6) b

Evora 75 14.4 16.9 (1.8) b

ICARDA 90 27.0 28.0 (2.3) a

Usando o teste de Kruskal-Wallis nos dados referentes d origem das estirpes

retirando as varidveis de valores nulos de desvio padrdo (E,2B,B'zE,,E2V, B4V e VIE)

detectam-se diferengas significativas na variabilidade da competig[o das estirpes

agrupadas de acordo com a sua origem (P=5.884x19-31. Das 6 comparag6es realizadas

entre pares de amostras pelo teste U de Mann-Whitney s6 n6o havia diferengas

significativas entre Elvas e Evora (P=0.588) e entre Beja e ICARDA @==0.100); nas

restantes houve sempre diferengas significativas @S4.443x10-3), ou seja, formam-se

dois grupos, um de variabilidade mais elevada (origem Beja e ICARDA) e um de

variabilidade baixa (origem Elvas e Evora). Comparando com o que a aconteceu na

intensidade da competigflo (3.3.5.1.1) e apesar de af os grupos formados ndo serem

mutuamente exclusivos, a tend6ncia parece manter-se, isto 6, os in6culos mais

competitivos agrupados pela sua origem, revelam-se os de maior variabilidade na

proporgdo com que ocupam os n6dulos quer se considerem ou nlo os indiv(duos com

valores nulos de recuperagdo de in6culo ou de desvio padrdo.
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3.3.6.2. O destino das estirpes (independentemente da origem, repetig6es e

plantas) afecta a variabilidade da competigio?

Quadro 3.20. Variabilidade na recuperagdo de in6culos de diferentes destinos,
independentemente da origem, repetig6es e plantas n6o considerando as varidveis E2B,
E2E, EzV, B4V e VlE. Para valores seguidos da mesma letra ndo hd diferenga
significativa para PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre parenbsis, erros
padrdo da m6dia.

Destino n mediana m6dia

Beja 150 16.7 18.6 (1.3) b

Elvas 135 20.6 20.8 (1.s) b

Evora t33 25.0 26.6 (t.s) a

Os testes de Kruskal-Wallis detectam diferengas significativas entre L

variabilidade da competigio das estirpes agrupadas de acordo com o seu destino

(P=0.020). Nas 3 comparag6es realizadas entre pares de amostras pelo teste de U de

Mann-Whitrey, s6 n6o houve diferengas significativas enffe os destinos Beja e Elvas

(P=0.373), com estes a diferirem significativamente do destino Evora (PS0.009). Ou

seja, ndo considerando os indivfduos com valores nulos de desvio padrdo @28, EzE,

E2Y,B4Y e VIE) formam-se dois grupos, um de variabilidade mais elevada (destino

Evora), e outro de variabilidade mais baixa (destinos Beja e Elvas).

Como anteriormente em relagdo 6 origem dos in6culos, o local de maior

variabilidade na implantagdo dos in6culos (destino), tamb6m foi o local de maior

proporgdo de recuperagdo dos in6culos (3.3.5.1,2.).

3.3.6.3. Combinag6o origem / destino (independentemente das repetigdes e

plantas) afecta a variabilidade da competigEo?

N[o foram detectadas diferengas significativas pelos testes bilaterais

independentes de U de Mann-Whitney entre a combinagio origem / destino dos dois

grupos de in6culos (P{.331). Ou sej4 a aplicagdo de in6culos de uma dada origem no

seu local de origem ou em local diferente parece nflo interferir na variabilidade da
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recuperagdo dos in6culos, ao contrdrio do verificado para a proporgEo da recolha de

in6culo no ano da sua aplicagdo (competigdo - intensidade), onde a introdugdo de

in6culos no local de sua origem ocasiona uma recuperaglo de in6culo

siguificativamente superior d sua aplicagdo noutro local dos testados (3.3.5.1.3.).

Quadro 3.21. Variabilidade na recuperagdo de in6culo para a combinagdo origem /
destino igual ou diferente, n6o considerando as vari6veis E2B,EzE, E2V, B4V e VlE.

Combinagdo origem / destino n mediana m6dia

origem e destino iguais 120 20.9 20.0 (1.2)

origem e destino diferentes 298 19.9 22.7 (t.t)

3.3.6.4. Estirpes (independentemente da origem, destino, repetig6es e

plantas) afectam a variabilidade da competigEo?

Importa agora avaliar se as estirpes, independentemente da sua origem ser ou

n6o id6ntica ao seu destino, das repetigSes e das plantas, afectam a variabilidade da sua

recuperagdo, isto 6, tentar detectar estirpes cuja variabilidade na sua recuperagdo se

afaste das restantes, pois estirpes de comportamento mais homog6neo nas diferentes

condigdes do presente ensaio, poderflo ser estirpes com caracter(sticas interessantes a

serem usadas como in6culos em condig6es de uso agron6mico.

Tal como atE aqui, realizaram testes de Kruskal-Wallis seguido de testes

bilaterais independentes de U de Mann-Whitney. Detectam-se diferengas significativas

enffe a variabilidade da competigdo das estirpes (P=1.665x10-15). Das 45 comparag6es

realizadas entre pares de amostras em20 n6o havia diferengas significativas (80.053) e

em 25 havia (PS0.041), com o aumento dos pares de amostras que n6o diferiam

significativamente a resultar sobretudo da retirada do indiv(duo E2, com valores nulos

de desvio padrdo em todas as vari6veis
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Quadro 3.22. Variabilidade na recuperageo de in6culo para as estirpes
(independentemente da origem, destino, repetigSes e plantas, retirando da andlise as

variilveis E2B,F2E, E2V e VlE. As letras resultam dos testes de U de Mann-Whitney.
Entre par6ntesis, erros padrEo da mddia.

n mediana m6dia

BI 45 23.6 27.4 (2.s) acd

B2 45 25.2 24.6 (t.4) ac

B3 43 16.6 16.s (1.e) bdeg

B4 30 22.2 23.e (2.6) acde

EI 45 0 rs.s (2.8) bdeg

E3 45 21.7 re.e (1.6) abcde

v1 30 L6;l rs.3 (2.1) bdeg

v2 45 14.1 18.0 (2.6) bcdeg

TI 45 47.9 43.s (2.1) f
12 45 0 12.6 (2.6) beg

Apesar de continuar a haver diferengas significativas entre as estirpes, com uma

das estirpes (I1) a destacar-se claramente das restantes por excesso, a proliferaEflo de

grupos com mais ou menos intersecgSes sugere que as estirpes por si s6 n6o explicarn as

diferengas de competigio observadas quando a aniilise 6 feita sem as estirpes E2B,EZE,

E2V, B4V e VlE.

3.6.5. Melhor partig5o possfvel

Como anteriormenie, realizaram-se todas as andlises para a determinagio das

coordenadas dos eixos factoriais e tendo-se verificado os pressupostos deste tipo de

andlise, apresenta-se agora o resultado da melhor partigSo poss(vel. A melhor partigSo

possivel 6 a que origina 3 classes, que nio correspondem, como anteriormente, ao

esperado para as origens tendo em conta as andlises de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney

considerando ou n6o os individuos E2B, E2E,E2Y, B4V e V1E, nem para os destinos.

Apresentando-se na Figura 3.20 o seu resultado, com c6lulas da mesma cor a

pertencerem i mesma classe (a cinzento, classe com todas as amostras com competigSo

igual a zero; a preto o caso particular de B4E).

Para avaliaEio da qualidade desta classifrcaqSo realizou-se uma anillise
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discriminante classificando os individuos de acordo com o resultado da partigdo em tr6s

classes, seguindo os procedimentos descritos anteriormence. Quer no grupo-base quer

no grupo-teste todos os individuos foram bem classificados. Tendo em conta que o eixo

com maior explicagio pode ser indiferentemente caracterizado pelo peso relativo e pela

rListAncia ,Je X2 e dada a correspond6ncia geral entre o peso relativo e medidas rJe

localizagSo como a m6dia e mediana, optou-se por caracterizar cada classe por estas

riltimas.

Classe I (n=13: nrediatta=26.3: m6dia=29.2)

Classe 2 (n=l l: mediaua=13.7: nt6dia=18.0)

Classe 3 (n=4, mediana=0: m6dia=9.2)

Classe com todas amostras de variabilidade da

competiEeo igual a zer<t (,n=4)

! Ctr.." com todas amostras tte variabilidade rla

c:ompetiqio iguais dentro de cada repetiEdo; (n=l )

Figura 3.20. Resultado da melhor classificaE[o possivel.

Determinou-se em primeiro lugar o intervalo de confianga de 95Vo para a mddia

da variabilidade da competigdo de todas as amostras (20.5 a 23.8qd e comparou-se a

m6dia dos infividuos de cada classe com esse intervalo de confianga. Assim, na classe I

a variabilidade da competigSo 6 superior ao que seria de esperar de uma distribuigSo

equitativa da variabilidade da competiEio por todos os individuos e varidveis e nas

classes 2 e 3 a variabilidade da competigdo 6 inferior ao que seria de esperar de uma

distribuigio equitativa da variabilidade da competigSo por todos os individuos e

variiiveis, com a classe 3 com uma variabilidade extremamente baixa.

56 as estirpes Beja 2, Evora 2 e ICARDA 1 mantOm uniformirlade na classe a

que pertencem em todos os destinos, com a primeira e riltima destas estirpes a

pertenceram i classe de variabilidade da competigio, superior ao que seria de esperar de

uma distribuiEdo equitativa e constituindo mais de metade dos indiv(duos dessa classe, e

a estirpe Evora 2 pertencente i classe de variabilidade da competig6o inferior (mas
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interm6dia) ao que seria de esperar de uma distribuiqio equitativa.

Adicionalmente, e tendo em conta que ainda que distintas, as classes 2 e 3 tOm

ambas variabilidades de competig6o inferiores ao que seria de esperar de uma

distribuiElo equitativa, apresenta-se na Figura 3.21. o resultado da jung5o dessas classes

numa rinica, passando assim a haver unta classe de variabilidade da competiqflo acima e

outra abaixo do que seria de esperar de uma distribuigSo equitativa.

Tendo em conta que o algoritmo de classificagSo usado uma vez terminado o

processo de classificaglo n6o prevO a re-afectagio de indiv(duos a outras classes pr€-

existentes, naturalmente que esta nova classificagio <<artificial> resulta id6ntica i
classificagSo em duas classes feita anteriormente para comparar l) a constituigdo

esperada de cada classe se as estirpes com a mesma origem tiverem caracier(sticas

comuns que permitem distingui-las umas das outras com a constituiglo observada das

mesmas classes, com as classes esperadas a serem definidas pelo resultado dos testes de

Kruskal-Walllis e Mann-Whitney excluindo E2B, E2E, E2V, B4V e VIE e 2) a

constituiEio esperada de cada classe se a origem e destino das estirpes fosse igual ou

diferente.

Beja Elvas Evora

Beia I
Beja2
Beja 3

Beja 4

Elvas I

Elvas 2

Elvas 3

Evora I

Evora2
ICARDA I

ICARDA 2

Classe I (n=13; mediana=26 .3: m€.dta=29.2)

Classe 2 (n=15: mediana=10.0: mddia=15.7)

Classe com todas amostras de variabilidade da

igual a zero (n=4)

! Ctus. com torJas amostras de variabilirJatle da

iguais dentro de cada repetiElo; (n=l)

Figura 3.21. Resultado da jungio das duas classes de menor variabilidade da
competig5o obtidas da melhor classificag5o possivel.

As melhores classificaEdes obtidas com os dados de competigio das estirpes

comparadas com as melhores classificagdes da variabilidade da recuperagdo de in6culo

nos diferentes locais, verifica-se que os in6culos mais competitivos, apresentam
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tambdm maior variabilidade na sua recuperagio. Assim, 4 das 7 combinag6es

estirpe/local de competigdo superior ao que seria de esperar de uma distribuiEdo

equitativa, correspondem a combinagbes de variabilidade da competiESo d superior ao

que seria de esperar de uma distribuiE6o equitativa da variabilidade distribuida por todos

os indiv(duos e vari6veis.

3.4. Discussf,o

Os in6culos usados nos ensaios de campo resultantes da selecESo de mu[antes

espontineos resistentes a antibi6ticos, revelaram-se capazes e apropriados ao

desenvolvimento do presente estudo. Sendo possivel ocorrerem alteragdes na

capacidade simbi6tica e competitiva, resultanies da mutag5o que confere resisGncia aos

antibi6ticos (Amarger, 1981; Bromfield e Jones, t978:' Pankhurst, 197'l), os resultados

indicam que nestas estirpes de M. ciceri e com os antibi6ticos usados, a intensidade de

tais alteragSes terd sido reduzida. Os niveis atingidos na recuperagio de in6culo nos

n6dulos recolhidos em plantas nas diferentes condiEses de ensaio de campo, quer no

ano da sua inoculaElo quer no ano seguinte, mostram que estes in6culos foram

recuperiiveis e mantiveram a caracteristica que os permitiu identificar como ocupantes

de n6dulos. Se alguma alteraEio houve na capacidade competitiva em relaq5o 6s

estirpes originais, os resultados obtidos nos ensaios de campo ter6o sido uma subestima

do que realmente se ob0eria usando a estirpes originais.

O uso de 916o de bico de sementeira antecipada Outonollnverno (variedade

"Elvar") como planta armadilha usada nas estimativas populacionais de riz6bio para

este hospedeiro, revelou que, apesar ser uma variedade objecto de melhoramento

recente e da alteragSo da 6poca tradicional da cultura, os solos usados albergam

populaEdes nativas em nfmero variiivel e que nodulam com sucesso este hospedeiro.

As populaE6es nativas estimadas nos trOs locais de ensaio permitiram condigSes

de competigio diferenciadas para estirpes usadas como inoculantes, sendo a populagSo

nativa no solo do local Beja muito superior i do local Elvas e esta por sua vez muito

superior i do local Evoru. Assim, e sendo a dimensIo da populagio nativa o principal

obsfiiculo i nodulagio de hospedeiros por parte de estirpes inoculantes (Somasegaran e/

al.,1988; Thies er al., l99L Roughley et al., L993; Brockwell e Bottomley, 1995; Date,

2000), esperar(amos encontrar grandes limitag6es na ocupaEso de n6dulos pelos
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in6culos no local Beja, reduzidas no local Evora sendo o local Elvas uma situagEo

intermddia do ponto de vista da limitagdo da nodulagdo por parte de in6culos. Estas

populag6es nativas de diferente dimensdo nos locais avaliados, podem resultar de

caracterfsticas dos solos. Assim, o solo de Beja, com maior teor de minerais de argila,

maior capacidade de retengdo para a 6gw e pH favor6vel serd local com melhores

condig6es de sobreviv6ncia para populag6es de riz6bio, ao contrdrio do solo de Evora

que por ser de textura ligeira e pH tendendo para a acidez, as condigdes de

sobreviv0ncia de populag6es residentes s6o menos favor6veis @ushby e Marshall,

1977). O solo de Elvas, apesar de aparentemente ter boas condig6es de colonizagdo por

riz6bios, revelou-se problemdtico na implantagdo de estirpes e nas populag6es nativas

presentes.

Os resultados obtidos na proporgflo de n6dulos ocupados pelos in6culos nos 3

locais de ensaio, mosffam um comportamento onde se revelam efeitos quer inerentes

aos solos dos locais de ensaio, quer das pr6prias estirpes. Exemplo destas variag6es 6

dado pela proporgflo de n6dulos ocupados pelo in6culo 12 (resultante da estirpe

ICARDA CP36), que ocupou 78Vo dos n6dulos no local 6vora, 6Vo em Beja e 8c/o em

Elvas. Surpreendentemente, o local Elvas, revelou-se como o mais dif(cil na

implantagdo da generalidade dos in6culos usados, incluindo os que tinham origem em

isolamentos realizados em local pr6ximo do talhdo de ensaio, n6o existindo no local

aparentes constrangimentos de natureza f(sica ou qufmica ao crescimento de 916o de

bico (Almeida, 1998).

Agrupando os in6culos pela sua origem, independentemente dos 3 locais de

ensaio, formaram-se dois grupos de diferente capacidade competitiva; um de capacidade

competitiva elevada (43 - 5l Vo de nidalos ocupados pelo in6culo) constitu(do por

estirpes de Beja e ICARDA e outro de capacidade competitiva mais baixa (21 -28 Vo de

n6dulos ocupados pelo in6culo) constitufdo por estirpes de Elvas e 6vora.

Independentemente dos in6culos, os locais de destino mosEaram diferengas

significativas na proporgEo de n6dulos ocupados pelos in6culos, sendo sua recuperagao

m6dia de 58Vo em Evora, 38Vo em Beja e de 287o em Elvas, mostrando claramente o

efeito da dimensEo das populagdes nativas encontradas nos solos dos locais de ensaio. O

local Elvas, como jd referido, mostou limitag6es na implantagflo dos in6culos quer com

origem em Elvas quer com outras origens, realgado pelo facto de nas recuperag6es nulas

de in6culo, 3 em 4 serem de estirpes oriundas de Elvas e no que se refere aos destinos,

duas das recuperag6es nulas ocorrem em Elvas, uma em Beja e outra em 6vora.

153



Comneticfro M circri em orin de hinn

Sendo a origem das estirpes usadas como in6culos correspondente (excepto

ICARDA) aos locais onde se instalaram os ensaios (destino) verificou-se que a

introdugdo de estirpes em solos da sua origem perrnite uma recuperagflo do in6culo

(49Vo) significativamente superior i recuperagdo do in6culo em local diferente da sua

origem (39Vo), o que pode ser importante na escolha de in6culos a implantar,

principalmente em solos dcidos e onde se faga sentir pressdo competitiva por parte de

estirpes nativas (Vargas e Graham, 1988; Howieson et al., 1988). Estes resultados estao

de acordo com as observag6es de Abril et al. (1997), que mostram que a inoculagdo de

916o de bico com estirpes nativas bem adaptadas is condigdes locais, resulta numa

melhor resposta d inoculagdo quando comparada com a resposta i inoculagdo por

estirpes ex6ticas.

Usando os dados obtidos com a proporgdo de n6dulos ocupados por cada um dos

in6culos (11) ern cada um dos locais de ensaio (3) com 3 repetig6es por local, 5 plantas

analisadas por in6culo, foi possivel realizar andlises discriminantes e andlises das

correspondOncias seguidas de classificag6es autom6ticas de modo a tentar estabelecer

relag6es de correspondOncia entre locais de mais f6cil implanageo de estirpes,

caracterfsticas da pr6pria estirpe e seu local de origem.

A necessdria reorganizagflo dos dados para a andlise discriminante, resultou

claro que a variabilidade intra-repetig6es na proporgdo de n6dulos ocupados pelos

in6culos i bastante superior d variabilidade inter-repetig6es, constatagflo importante no

delineamento experimental em ensaios de campo para a avaliagdo da competitividade de

estirpes de riz6bio, em conson6ncia com o verificado no ensaio com frevo subterrdneo e

de acordo com Young et al. (1987), ao estudar a variagdo de grupos electrofor6ticos de

R. leguminosarum entre plantas e locais.

As classificag6es automdticas, nomeadamente a que resulta da melhor

classificagflo possfvel, indica-nos, como seria de esperar, que no locat Bej4 apenas

estirpes origindrias deste local pertencem a uma classe de competigdo superior ao que

seria de esperar de uma distribuigdo equitativa da proporgdo de n6dulos ocupados pelo

in6culo, isto 6, pertencentes a uma classe mais competitiva. O locd Evora, tambdm

como seria de esperar, dada a dimensSo da populagdo nativa presente, 6 o local onde a

proporgdo de n6dulos ocupados pelo in6culo 6 superior ao esperado de uma distribuigio

equitativa na presenga de in6culo nos n6dulos, onde 6 possfvel detectar 4 das 11 estirpes

como apresentando uma proporgdo de n6dulos por si ocupados superior ao que seria de

esperar de uma distribuiqflo equitativa entre as estirpes na ocupagio de n6dulos.

154



Comoeticflo M- ciceri em grflo de hico

Em relagfio i variabilidade de competigeo medida pelos valores de desvio

padreo centrados d m6dia nula os dados revelaram que a variabilidade estd relacionada

com o aumento da proporgEo de n6dulos ocupados pelo in6culo, quer se agrupem :rs

estirpes pela sua origem, quer se agrupem pelos destinos, tal como acontecia com os

valores de proporgdo de n6dulos ocupados pelo in6culo, ndo tendo sido detectadas

diferengas significativas na variabilidade quer se apliquem as estirpes no seu local de

origem quer em local diferente. No entanto, parece existir para os locais Beja e Elvas

uma relagdo positiva enEe proporgdo de recolha de in6culo e variabilidade, nEo sendo

tdo clara no solo do local Evora.

Os resultados da melhor classificagdo poss{vel para a variabilidade da

competigflo, permitem detectar estirpes que, apesar de muito competitivas, apresentam

elevada variabilidade na proporgio de n6dulos si ocupados, o que mostra, por um lado o

efeito da importincia para a nodulagflo das condig6es na rizosfera e, por outro, a

import6ncia da escolha de inoculantes que mostrem capacidade competitiva estdvel

numa gama alargada de condig6es ambientais. Por exemplo, o in6culo Bl (estirpe 53Ca

isolada no solo de Beja) muito competitiva no local Beja e Evora, variabilidade superior

em Beja e inferior i que seria de esperar de uma disribuigdo equitativa da variabilidade,

em Evora. Ou seja, a variabilidade da competigdo de certas estirpes tamb6m est6

relacionada com a dimensdo da populag6o nativa, em que estirpes mais competitivas

apresentam maior estabilidade na sua presenga nos n6dulos em locais com menor

populagflo nativa.. Por outro lado, o in6culo Il (estirpe CP3l da colecgdo ICARDA)

mostrou capacidade competitiva correspondente ao que seria de esperar de uma

distribuigflo equitativa, logo de mediana capacidade competitiva, nos trOs locais de

ensaio, apresentando uma variabilidade superior ao que seria de esperar em todo os

locais ensaiados, o que pode estar relacionado com o facto de se tratar de uma estirpe

ex6tica.

Com os dados disponibilizados com este ensaio, e usando os resultados obtidos

das classificagOes automdticas (principalmente da melhor classificagdo possfvel), na

situagdo escolher uma estirpe para inocular 916o de bico em Bej4 teria necessariamente

de escolher uma estirpe altamente competitiva, pelo que das tr€s estirpes com esta

caracterfstica no local Bej4 escolheria o in6culo 83 (estirpe 61Ca de origem em solo de

Beja) por ser aquele que apresenta maior estabilidade no comportannento competitivo,

isto 6, de variabilidade inferior d que seria de esperar de uma distribuigdo equitativa por

todos os indivfduos e varidveis considerados na aniflise.
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4. PersistGncia de estirpes Mesorhizobium ciceri em variedades de

grflo de bico de sementeira Outono/Inverno
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4.1. Introdug5o

A persist6ncia de uma estirpe inoculante pode ser definida como a sua

capacidade de sobreviver e de se manter no solo em nrimeros adequados i nodulagflo do

seu hospedeiro @rockwell, 1968). Esta caracterfstica das estirpes est6 fortemente

relacionada quer com a capacidade competitiva, pois 6 importante formar n6dulos para

se manter no solo, quer com a sua competOncia saprofitica, isto 6, com a capacidade de

se manter no solo mesmo na aus6ncia do hospedeiro.

Nas nossas condiqOes de sequeiro, a generalidade das leguminosas como de

outras plantas, apresentam um ciclo anual que culmina com a produgflo da semente e

senescOncia da planta, voltando-se a iniciar o ciclo com o surgimento das primeiras

chuvas no Outono. Nestas condigSes, durante o periodo estival, os hospedeiros nao

estlio presentes e as bact6rias terdo de sobreviver, ndo apenas h ausOncia daquele mas

tambdm 6s condigdes particularmente adversas, nomeadamente de temperatura e de

escassez de 6gua.

A manutengflo de uma estirpe inoculante no solo (persistente) tem sido encarada

como uma caracterfstica desej6vel para os in6culos usados em leguminosas pascicolas,

dado que a normal auto-regeneragdo de pastagens permanentes permitiria que estirpes

persistentes garantissem a nodulagdo ao longo do perfodo de vida ritil da pastagem (4 a

6 anos) sem necessidade de nova inoculagdo.16 no que diz respeito a leguminosas 916o,

que normalmente entram num ciclo de rotagdo de culturas de duragdo vari6vel, a

persist€ncia de uma estirpe inoculante pode ser, ou nio, uma caracter(stica desejdvel em

fungdo de vdrios factores como a presenga e abundflncia de estirpes nativas. Assim, em

solos onde estas estejam presentes, as condigSes de competigio e persisGncia, est6o

confrontadas com estirpes perfeitamente adaptadas is condig6es do local @ohlool et

al., 1992; Brockwell e Bottomley, 1995). J6 na situagdo de solos com baixas ou nulas

populag6es nativas, a persist6ncia de inoculantes pode constituir um factor limitativo,

quer i nodulagflo de novas variedades de hospedeiro e, portanto com diferentes

caracterfsticas gen6ticas e logo de especificidade simbi6tic4 quer i introdugflo de novas

estirpes mais adaptadas na sua capacidade fixadora de azoto com variedades

inroduzidas que enconfram no solo estirpes adaptadas que constituem um factor de

pressio competitiva.

Obaton et al. (2N2), ao estudar o comportamento de estirpes de 8. japonicum

introduzidas em Franga (onde n6o ocorrem populagdes nativas de riz6bio para G$cine
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max) 2O anos antes, com subsequentes introdug6es de novas estirpes nos mesmos

talh6es, verificou que essas estirpes ocupavam aindq num dos talh6es de ensuo,32Vo

dos n6dulos formados, tendo sido tamb6m observadas variag6es na eftcdcia simbi6tica

das estirpes hd muito inffoduzidas e ainda presentes no solo.

Estas estirpes persistentes a longo prazo, tamb6m ditas de naturalizadas podem

constituir uma bareira tr implantagdo de novas estirpes e tornarem-se ineficazes quer

em simbiose com os hospedeiros com os quais foram inicialmente seleccionadas quer

para hospedeiros objecto de recente melhoramento gen6tico (Beck, 1992), pelo que a

introdugdo de estirpes inoculantes nestas condig6es terd de ser muito criteriosa.

No presente estudo, estamos perante uma destas situag6es, tendo solos com

nlveis populacionais de riz6bio para 916o de bico muito diferentes (como vimos,

variando da ausOncia a valores da ordem de 104 g-1 de solo), hospedeiro objecto de

melhoramento recente e alteragdo da 6poca de sementeira logo de condig6es para a

nodulagdo. Justifica-se assim este ensaio de persist€ncia das estirpes disponiveis, de

modo a avaliar a sua implantagdo nas condig6es anteriormente descritas.
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4.Z.Matnrial e m6todos

4.2.1.Instalagflo do ensaio de persist6ncia

O ensaio de persistOncia foi instalado nos precisos locais onde foram instalados

os ensaios de competigIo. No final do Ver6o de 1996 todo o talhflo de ensaio foi limpo

de material vegetal seco, usando uma moto-rogadora, de modo a limpar o solo causando

o m{nimo de perturbagEo neste. Ap6s as primeiras chuvas, todo o talhflo de ensaio foi
pulverizado com herbicida sistdmico n6o residual (Glifosato 360 g l-1), para controlo de

infestantes emergentes usando uma solugdo de lVo de herbicida i dose de 400 litros por

hectare. No final de Novembro, foram abertos regos de sementeira nos precisos locais

onde no ano anterior foram instaladas as linhas com grflo de bico inoculado, assim como

as linhas intercalares com ervilha. A abertura dos regos foi feita com um abre-regos

manual, tendo-se o cuidado de o limpar, lavar com 6gua e desinfectar com lixfvia

comercial, sempre que se mudava de rego, de modo a evitar contamina€des entre regos.

Tamb6m o operador, sempre que mudava de rego, passava as botas por lixivia

comercial. Em todo este processo, a trdfego sobre os talh6es de ensaio foi reduzido ao

minimo.

A sementeira do ensaio foi feita com semente desinfectada, como em 3.2.2.2..

Tal como no ensaio de competigdo, foram usadas 60 sementes por rego. Todo o material

usado para tapar regos foi sempre desinfectado na mudanga de rego.

4.2.2.Qaantificag6o de populagSes nativas deM. ciceri

4.2.2.1. Colheita de amostras de solo

No dia da instalagflo dos ensaios de persist6ncia, recolheram-se amostras de solo

para a quantificagio da populagdo nativa, procedendo-se tal como em 3.2.2.1., mx
tendo o cuidado de faznr a colheita na enftelinha, de modo a n[o colher nos locais onde

foi semeado 916o inoculado.
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4.2.2.2. Diluigdes de solo e inoculagSo de plAntulas, condig6es de

crescimento e estimativa populacional

Os procedimentos foram os descritos em3.2.2.2.13.2.2.3 e3.2.2.4.

4.2.2.3. AvaliagSo da persist6ncia em condigdes de campo

A colheita das plantas para avaliagdo da ocupagIo de n6dulos foi feita ao inicio

da floragflo (Margo de 1996), tendo sido recolhidas 10 plantas por linha. Todos os

procedimentos posteriores foram feitos como descrito em3.2.4.

A avaliagflo dos ocupantes de n6dulos foi realizada segundo o descrito em

3.2.4.. A percentagem de n6dulos ocupados por uma estirpe com crescimento no meio

de cultura com o respectivo antibi6tico foi considerada a medida da persist6ncia em

relagEo 6s estirpes nativas presentes no solo.
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4.3. Resultados

4.3.1. Populag6es nativas de Mesorhizobiwn cberi

As estimativas populacionais de M. ciceri determinadas para este segundo ano de

ensaio neste local, mantiveram basicamente o mesmo padrdo do encontrado no ano

anterior. De notar que as amostras de solo foram recolhidas no espago da entrelinh4

pelo que se algum efeito houve na populag6o presente no solo, resultante da inoculagdo

realizada no ano anterior e pelo crescimento da planta hospedeir4 este restringiu-se

apenas i linha, ndo se estendendo, pelo menos de forma perceptfvel, ds entrelinhas. No

Quadro 4.1. apresentam-se os valores dessas populagOes.

Quadro 4.1. Estimativas populacionais de M. ciceri nos solos e repetig6es dos locais de
ensaio, avaliadas pela t6cnica de infecAdo de plantas para determinagio do Nr(mero Mais
Prov6vel (MPN), no segundo ano de ensaio (ensaio de persist0ncia).

Local Repetig6es Diluic6es
Soma

+

Valor
estimado

(m)

MPN gr rSolo

(uto)10-r lo'2 103 104 1(}5 10{

Beja

Rep I
4 4 3 3 I 0 15 1000 1,0 x lOa

4 4 4 4 0 0 t6 1700 1,7 x l}a

Rep tr
4 4 4 4 2 0 18 5800 5,8 x lOa

4 4 4 3 3 I t9 10000 1,0x ld

Rep III
4 3 4 4 2 0 t7 3100 3,1 x lOa

4 4 4 3 3 0 l8 s800 5,1 x 104

Elvas

Rep I
4 3 0 0 0 0 7 10 1,0x ld
4 3 I 0 0 0 8 t7 1,7 xlG

Rep tr
4 4 2 I 0 0 tl 100 1,0 x ld
4 4 I 0 0 0 9 3l 3,1 x ld

Rep Itr
4 4 0 0 0 0 8 t7 1,7 x lG
4 2 0 0 0 0 6 5,8 5,8 x lOa

Evora

Rep I 0 0 0 0 0 0 0 0

Ndo
detectdvel

0 0 0 0 0 0 0 0

Rep tr 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0

Rep Itr
0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

163



Persist6ncia M. ciceri em srflo de bico

4.3.2. Capacidade competitiva das estirpes introduzidas no ano anterior

A persist6ncia das estirpes, medida pela proporgdo de n6dulos ocupados pelos

in6culos 18 meses ap6s a sua introdugEo, revelou-se varidvel entre locais de ensaio,

estirpes e origem das estirpes.

No Quadro 4.2. apresentam-se os resultados da proporgflo m6dia de recuperagdo

dos in6culos nos diferentes locais. No local Beja, a generalidade dos in6culos com

origem em estirpes isoladas em solo deste local, revelou capacidade de persistir neste

solo, com valores de recuperagdo a variar enfte 16 e 52Vo de n6dulos ocupados pelo

in6culo. As estirpes originfuias de outros locais, revelaram valores de recuperagdo

baixos, ndo tendo sido recuperado o in6culo V2 (estirpe lO2Cu de origem Evora), pelo

que este ndo persistiu nas condigdes do solo de Beja. Em contrapartida no local Evora,

as recuperag6es de in6culo s6o muito elevadas para a generalidade dos in6culos, embora

2 dos in6culos apresentem valores muito baixos. No local Elvas, as dificuldades na

recuperagdo de in6culo mantiveram-se tal como verificado para a competigdo, n6o se

tendo recuperado cinco dos onze in6culos usados. De realgar o facto de duas das tr6s

estirpes origindrias de solo do local Elvas n5o terem sido recuperadas e a rinica

detectada @2) ocupou apenas 7 Vo dos n6dulos.

Na Figura 4.2. representa-se graficamente a proporgdo de n6dulos ocupados

pelos in6culos no ano da sua inoculagflo (competig6o) e no ano seguinte (persist0ncia)

Podemos verificar que os valores de persist€ncia estSo fortemente relacionados com os

valores de competigf,o, existindo uma forte influ6ncia dos locais e das estirpes. As

estirpes origin6rias de Bej4 boas competidoras naquele local, apresentam valores de

persistOncia pr6ximos dos de competigEo, com excepgdo do in6culo 83, revelando

naturalmente a boa implantagflo destas estirpes no seu local de origem. As estirpes com

outras origens tiveram, como seria de esperar, uma redugdo da sua recuperagdo no

segundo ano neste local de Beja.Iino solo do local 6vora, os valores de persist6ncia da

generalidade das estirpes estd pr6ximo dos seus valores de competigflo, tendo

inclusivamente sido superiores no caso de algumas estfpes, o que mostra o sucesso da

sua implantag6o neste local. No local Elvas, 6 excepgdo do in6culo V2, todos os outros

tiveram valores de persistOncia inferiores aos de competigdo. Nos resultados

apresentados h6 , no entanto, uma estirpe com um comporiamento rlnico, j6 que nflo foi

recuperada no ano da introdugflo nos trOs locais, surgindo agora presente nos n6dulos

recolhidos nos trOs locais de ensaio, tendo inclusivamente ocupado 187o dos n6dulos no
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local Beja local de maior dificuldade na implantagdo de estirpes oriundas de outros

locais.

Quadro 4.2. Proporglo m6dia e erro padrflo da m6dia para os n6dulos ocupados pelos
in6culos no locais de ensaio de Bej4 Elvas e Evora no ano seguinte e sua introdugAo.

PersistAncia M rirert em orfrn dc hinn

Estirpe In6culo
Origem

das

Estimes

Local
de

Destino

C6digo

Combinagiio

Inoc x Local

OcupagEo

N6dulos
Vo

SEM

53Ca
54bCa
61Ca
64bCa

BI
B2
B3
B4

Beja

Beja

BlB
B2B
B38
B48

48
35

16

52

9.6
5.5

3.4
6.1

83Ca

84aCa
85Ca

E1

E2
E3

Elvas
E1B
EzB
E3B

2

18

3

1.5

1.9

1.4
98Ca
lO2Ca

V1
Y2

Evora V18
Y2B
IlB
t2B

1

0
15

1

1.4

0

3.0
1.5

CP3I
cP36

T1

T2
ICARDA

53Ca
54bCa
6lCa

64bCa

B1
82
B3
B4

Beja

Elvas

BlE
BzE
B3E
B4E

7

t2
0
25

1.2

1.6

0
5.8

83Ca

84aCa
85Ca

E1

E2
E3

Elvas
ElE
E2E
E3E

0
7

0

0
1.7

0
98Ca
LO2Ca

V1
Y2

Evora vlE
Y2E

0
33

0
5.1

CP31

CP36

I1

12
ICARDA IlE

tzB
t7
0

2.3

0
53Ca

54bCa

6lCa
64bCa

BI
B2
B3
B4

Beja

6vora

BlV
BzV
B3V
B4V

93

85

I
80

4.5

5.1

1.3

7.4
83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2
E3

Elvas
ElV
E2Y
E3V

23

9

79

3.4

1.9

3.3
98Ca
L02Ca

V1

Y2
Evora vlv

Y2V
54

4t
8.3

9.3
CP31

CP36

I1

t2
TCARDA rlv

t2Y
27

87

2.4

6.2
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Figura 4.2 RepresentagSo grdfica da proporgdo m6dia de in6culo em cada um dos locais de ensaio
representando os valores de competigdo e persistOncia. I representa o erro padrdo da m6dia.
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4.3.3. Anrilises n6o param6tricas

4.3.3.1. A origem das estirpes (independentemente dos destinos, repetigSes e

ptantas) afecta a persist6ncia?

Detectam-se diferengas significativas na recuperagEo de in6culos agrupadas de

acordo com a sua origem (P=l.275xlg-6) aravds do teste de Kruskal-Wallis. Das 6

comparagdes realizadas entre pares de amosfras pelos testes bilaterais independentes de U

de Mann-Whitney, s6 n6o havia diferengas significativas entre Beja e ICARDA (P=0.055),

Elvas e Evora (P=0.221) e entre livora e ICARDA @=O.nT;nas restant€s houve sempre

diferengas significativas (P10.02 1).

Quadro 4.3. Proporgdo m6dia da recuperagflo de in6culos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio, repetig6es e plantas. Valores seguidos da mesma
leffa nlo diferem significativamente para PS0,05, pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre
parOntesis, erros padrIo da m6dia.

Origem n mediana m6dia

Beja 176 25 36.6 (2.e) a

Elvas 131 0 rs.s (2.4) b

Evora 88 0 20.4 (3.2) bc

ICARDA 7l 0 26.7 (4.2) ac

Formam-se trOs $upos ndo mutuamente exclusivos, respectivamente Beja e

ICARDA, Elvas e Evora, Evora e ICARDA, que se ndo permitem tirar conclusOes claras

sobre a importincia da origem comum na recuperagflo de n6dulos ocupados pelo in6culo,

ao menos organizando-se de acordo com um gradiente de mddia de recuperagdo mas ndo

de medianas, sugerindo em todo o caso, que a origem das estirpes por si s6 n6o explica as

diferengas de recuperagio de in6culo observadas.

Como anteriormente, houve necessidade de nflo considerar, em certas andlises dos

dados, os indivfduos que tinham em todas as varidveis valores nulos de recuperaqIo do

in6culo (V28, B3E, ElE, E3E, VlE,). Dai que se tenham refeito os testes de Kruskal-

Wallis e de U de Mann-Whitney para avaliar o efeito da nflo consideragdo daquelas

varidveis. Tal como anteriormente hd diferengas significativas entre origens na recuperagdo
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dos in6culos agrupados de acordo com a sua origem (P=8.755x16-8;. Das 6 comparag6es

realizadas entre pares de amostras s6 nlo havia diferengas significativas entre Beja e Evora

(P=0.628) e entre Elvas e ICARDA (P=O.079)' nas restantes houve sempre diferengas

significativas (PS9. 374x10-3).

Quadro 4.4. Proporg6o m6dia da recuperagSo de in6culos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio, repetig6es e plantas nio considerando as varidveis
Y2B, B3E, ElE, E3E, v1E,. valores seguidos da mesma lefta n6o diferem
significativamente para PS0,05, pelo teste de U de Mann-Whihey. Entre parOntesis, erros
padrflo da m6dia.

Origem n mediana m6dia

Beja 161 33.3 40.1 (3.0) a

Elvas tt7 0 17.4 (2.6) b

Evora 4 40 40.8 (4.8) a

ICARDA 71 0 26.7 (4.2) b

Apesar de continuar a haver diferengas significativas entre as origens, com as

sobreposig6es dos grupos a desaparecerem quando se retiram os indivfduos V2B, B3E,

ElE, E3E, VlE, formando-se um grupo de maior proporgdo de recuperagao de in6culo em

relagdo i sua origem @eja e Evora) e um gupo de menores @lvas e ICARDA).

4.3.3.2. O destino das estirpes (independentemente da origem, repetig6es e
plantas) afecta a intensidade da persist6ncia?

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

Mann-Whitney. Hd diferengas significativas entre a recuperagEo de n6dulos ocupados por

in6culos agrupados de acordo com o seu destino (P=O). Das 3 comparagoes realizadas

entre pares de amosffas houve sempre diferengas significativas (pS0.012).
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Quadro 4.5. Proporgdo m6dia da recuperagdo de in6culos nos diferentes destinos
independentemente da origem, repetig6es e plantas. Valores seguidos da mesma letra nflo
diferem significativamente para PS0,05, pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre
par€ntesis, erros padrdo da m6dia.

Destino n mediana m6dia

Beja 164 0 t7.o (2.0') b

Elvas 147 0 e.6 (1.s) c

Evora 155 60 s1.4 (3.3) a

Formam-se tr0s grupos, um de recuperagflo de in6culo mais elevada (destino Evora),

um de interm6dia (destino Beja) e um de recuperagio mais baixa (destino Elvas).

N6o considerando os indivfduos que tinham em todas as varidveis valores nulos de

presenga do in6culo (V2B, B3E, ElE, E3E, VlE,) e ao refazerem-se os testes de Kruskal-

Wallis e de U de Mann-Whiorey, continua a detectarem-se diferengas significativas entre

destinos na recuperagflo de @=t.998x10-15). No entanto, e ao contrdrio de anteriormente,

nem sempre houve diferengas siguificativas nas 3 comparag6es realizadas entre pares de

amostras, com Beja e Elvas a nflo diferirem (P=0.081) enquanto que o destino Evora

diferia significativamente dos dois restantes (PS 1 .5 1 t x I 0- 1 9.

Quadro 4.6. Proporg[o m6dia da recuperagdo de in6culos nos diferentes destinos
independentemente de locais de ensaio, repetig6es e plantas n6o, considerando as varidveis
V2B, B3E, ElE, E3E, VlE, I2E. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
significativamente para PS0,05, pelo teste de U de Mann-Whirrey. Entre par€ntesis, erros
padrIo da m6dia.

Destino n mediana m6dia

Beja 135 0 2O.7 (2.3) b

Elvas 103 0 13.6 (2.0) b

Evora 155 60 s1.4 (3.3) a

N6o considerando os indivfduos V2B, B3E, ElE, E3E, VlE, pitssam a formar-se

apenas dois grupos, o de recuperagdo de in6culo mais elevado (destino Evora) e o de

recuperagdo mais baixa mais baixa (destino Beja e Elvas).
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4.3.3.3. Combinag5o origem / destino (independentemente das repetig6es e

plantas) afecta a persist6ncia?

N6o de detectararn diferengas significativas enfre in6culos agrupados de acordo

coma a combinagdo origem/destino usando o teste de U de Mann-Whitney @=0.088), isto

6, a origem e destino igual ou diferente, nflo implica deferente recuperagflo dos in6culos

(Quadro 4.7.).

Quadro 4.7. Proporgio m6dia de recuperag6o de in6culo para a combinagdo origem /
destino iguais ou diferentes. Ente parOntesis, erros padrdo da m6dia.

Combinagflo origem/destino n mediana m6dia

origem e destino iguais 133 20 28.1(2.7)

origem e destino diferentes 333 0 2s.3 (2.0)

A ndo consideraglo dos indivfduos que tinham em todas as varidveis valores nulos

de recuperagdo de in6culo (V28, B3E, ElE, E3E, VIE), ndo alterou os resultados da

aplicagdo dos testes bilaterais de U de Mann-Whitney, nflo havendo diferengas

significativas (P=0.372) na recupera{Eo de in6culo entre os dois grupos (Quadro 4.8).

Quadro 4.8. Proporgdo m6dia da recuperagflo de in6culo pam a combinagSo origem /
destino iguais ou diferentes retirando da andlise as varidveis V2B, B3E, ElE, E3E e VlE.
Entre parOntesis, erros padrdo da m6dia

Combinagflo origem/destino n mediana mddia

Igual 119 20 31.4 (2.e)

Diferente 274 20 30.8 (2.3)

Pelo observado, a recuperagflo de in6culos, com ou sem os indivfduos V2B, B3E,

ElE, E3E eVlE, ndo difere quer tenham sido ou nflo introduzidos nos locais da sua

origem.
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4.3.3.4.In6culos (independentementc da origem, destino, repetigdes e plantas)

afectam a persist6ncia?

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

de Mann-Whitney detectaram-se diferengas significativas entre in6culos na sua

persist6ncia dos @=2.442xt0-15). Das 55 comparag6es realizadas entre pares de amostras

em23 nio havia diferengas significativas (P0.096) e em32 havia (PS0.042).

Quadro 4.9. Proporgdo m6dia da recuperagflo de in6culo independentemente da origem,
destino, repetig6es e plantas. As letras resultam do teste de U de Mann-Whiurey. Entre
parOntesis, erros padr6o da m6dia.

ln6culo n mediana m6dia

B1 M 40 so.s (6.2) a

B2 43 33.3 42.s (s.8) a

B3 45 0 s.2 (2.1) b

B4 44 50 4e.2 (s.4) a

E1 43 0 8.2 (2.8) bc

E2 44 0 to.s (2.2) cde

E3 44 0 27.7 (s.8) def

V1 45 0 17.6 (4.8\ bdg

v2 43 20 23.3 (4.3) fgh

I1 44 0 19.1 (3.5) deh

12 27 0 3e.1 (e.1) aeh

Apesar de haver diferengas significativas enhe os in6culos, sem que nenhum deles

se destaque claramente dos restantes, a proliferagdo de grupos com mais ou menos

intersecAdes sugere que as estirpes por si s6 ndo explicam as diferengas de recuperagflo

observadas.

Como anterionnente, houve necessidade de nflo considerar em certas andlises dos

dados os individuos que tinham em todas as varidveis valores nulos de recuperagflo de

in6culo (V28, B3E, ElE, E3E e VlE,). Daf que se tenham refeito os testes de Kruskal-

Wallis e os testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitney para avaliar o efeito da

T

I
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ndo consideragdo daquelas varidveis.

Hd de novo diferengas significativas enEe proporgdo de n6dulos ocupados pelos

in6culos (P=8.389x10-14. Das 55 comparag6es realizadas entre parcs de amostras em 28

n6o havia diferengas significativas (P20.070) e em27 havia (80.042).

Quadro 4.10. Proporgflo m6dia da recuperagio de n6dulos ocupados por in6culos
independentemente da origem, destino, repetig6es e plantas, retirando da an6lise as
varifveis V2B, B3E, ElE, E3E e VlE. As letras resultam do teste de U de Mann-Whitney.
Entre par6ntesis o erros padrdo da m6dia.

kr6culos n mediana m6dia

B1 44 40 so.s (6.2\ a

B2 43 33.3 42.s (s.8) a

B3 30 0 7.8 (3.0) b

B4 44 50 4e.2 (s.4) a

E1 29 0 t2.t (4.0) bc

E2 4 0 LO.5 (2.2\ bcd

E3 44 0 27.7 (5.8\ bef

v1 15 60 s2.7 (9.1) a

v2 29 33.3 34.6 (s.3) ae

TI M o 19.1 (3.s) cf

n 27 0 3e.1 (e.1) adef

Apesar de continuar a haver diferengas significativas entre in6culos, de novo sem que

nenhuma deles se destaque clararnente dos restantes, a proliferagdo de grupos com mais ou

menos intersecAdes sugere que os in6culos (estirpes) por si s6, nflo explicam as diferengas

na sua recuperagflo observadas quando a andlise 6,feita sem as estirpes V2B, B3E, ElE,
E3E eVlE.

AtE aqui e pelas andlises ndo paramdtricas usando teste de Kruskal-Wallis seguido, se

necessfrio, de testes bilaterais independentes de U de Mann-Whitrey detectararn-se, de um

modo geral, as seguintes situagdes na proporgEo de n6dulos formados pelos in6culos na

avaliag6o da sua persist6ncia:

Origem das estirpes - Retirando das andlises os valores nulos de recuperaggo dos
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in6culos formam-se 2 grupos, um de maior persistencia com estirpes de origem em

Beja e 6vora, e outro de menor persistGncia com origem em ICARDA e Elvas.

Destino flocais de ensaio) - Considerando os valores nulos de recuperagflo dos

in6culos detectam-se diferengas entre os 3 locais, sendo a persistOncia das estirpes

em Evora maior do que em Beja e neste local maior do que em Elvas. A n6o

consideragEo dos indiv(duos com valores nulos de recuperagdo os dois anteriores

grupos juntam-se num s6 que difere significativamente do local Evora.

Combinag5o origem / destino - A combinagflo de estirpes de origem igual ou

diferente ao do destino n6o afecta a proporgdo de n6dulos ocupados pelo in6culo

quer se usem ou ndo os indivfduos de recuperagfio nula.

Estirpes * Apesar de haver diferengas enffe as estirpes, a proliferagdo de grupos

n6o mutuamente exclusivos mostram interacA6es nlo perrnitem explicar diferengas

enffe estirpes.

RecuperagSo nula - Doss individuos com nula recuperagdo de in6culo nos

n6du1os, 3 Gm origem em Elvas, 1 em Evora e I em Beja. No que se refere aos

destino, 1 em Beja, 4 em Elvas e 0 em Evora.

4.3.4. An6lises discriminantes

Nas andlises anteriores, a ndo consideragdo de indivfduos com todos os valores de

intensidade da persistOncia nulos basicamente n6o altera as conclus6es, com a excepgdo do

agrupamento dos individuos pelo destino. Adicionalment€, nessas andlises, procuraram-se

diferengas globais, independentes de variagOes internas de cada grupo considerado.

Assumindo que ess:l{i variagdes n6o afectam a recuperagflo dos in6culos 18 meses ap6s a

sua introdugIo (e portanto o resultado das andlises e as conclus6es) entiio os vdrios grupos

terio caractefisticas comuns que permitem discrimind-los uns dos outros. Ou seja, como

exemplo, os in6culos aplicados em Evora ter6o caracterfsticas de persist€ncia para o

conjunto das repetig6es e plantas que permitem individualiz6-los e separd-los (discrimin6-

los) em relagflo ao seu comportamento quando aplicados em Elvas e Beja.

Consequentemente, uma an6lise discriminante permitird individualizar e separar grupos

(classes).

Assim realizaram-se anefises discriminantes para as vdrias hip6teses testadas

probabilisticamente por mdtodos n6o paramdtricos.
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Usando os mesmos critdrios expostos em 3.3.5.2., fizeram-se os cdlculos para cada

combinagdo estirpe-destino, urn valor de desvio-padrdo total (amostra constitufda por todos

os dados de cada combinagflo estirpe-destino), um valor de desvio-padrSo inter-repetig6es

(amostra constitu(da pelas 3 m6dias de cada combinagSo estirpe-destino) e 3 valores de

desvio padrdo intra-repetigdes (3 amostras cada uma constitufda por todos os dados de

cada repetigio de cada combinagflo estirpe-destino).
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Figura 4.3. Desvios-padrdo total e intra-repetig6es em fungdo do desvio-padrdo inter-
repetig6es. A contfuuo, valores esperados para a igualdade entre os desvios-padrIo total e
intra-repetig6es e os desvios-padrdo inter-repetig6es. t desvios-padrdo total, 0 desvios-
padrflo intra-repetig6es.

N6o considerando valores de desvio padrEo nulos simultaneamente em todos os

niveis, apresenta-se na Figura 4.3. a distribuigdo dos desvios-padrdo intra-repetigdes e total

em fungdo dos desvios-padrdo inter-repetig6es. Do exame da figura 6 claro que, salvo raras

excepg6es, o desvio padrdo inter-repetig6es 6 inferior aos desvios padrEo intra-repetig6es e

total. Globalmente, isto acontece em todos os casos para o desvio padrlo total e em 837o

dos casos para o desvio padrdo intra-repetigSes. Detalhando um pouco mais, em 63Vo das

combinagOes estirpe-destino o desvio padrdo inter-repetig6es 6 inferior a todos os valores

intra-repetig6es correspondentes, em l9Vo dos casos a dois dos valores intra-repetigdes e

em 19Vo dos casos s6 a um dos valores intra-repetig6es.

Os niveis em que a variabilidade 6 maior sdo claramente intra-repetig6es e total, com

uma boa equivalOncia enfre ambos. Donde, € razodvel aceitar que a opg6o referente aos

valores de recuperagSo do in6culo (intensidade da persist6ncia) para dar significado is

varidveis, eliminando a variabilidade intra e sobretudo inter-repetig6es e mantendo a total
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n6o deverd introduzir distorg6es importantes na andlise a efectuar.

Tendo em conta as exig6ncias da an6lise discriminante (quer por m6todos nflo

param6tricos como o da drvore de decisdo binr{ria quer por m6todos pararn6tricos como a

regressdo) houve tamb6m que tomar decis6es relativamente aos 12 dados em falta- Ap6s a

reorganizagdo dos dados por ordem decrescente de intensidade de persist€ncia havia dados

em falta em 3 das 15 vari6veis o que implicava ou estimar valores para esses dados ou

eliminar essas varidveis. Tendo em conta o relativamente pequeno ntimero de dados em

falta (pelo menos quando comparado com a andlise referente aos dados de competigflo)

optou-se por estimar valores para os dados em falta pelo m6todo descrito em 3.3.5.2..

No Quadro 4.11. apresentam-se os resultados das anflises discriminantes segundo as

classes pr6 definidas em relagflo i origem e destino das estirpes bem como das classes que

resultaram das andlises nflo param6tricas efectuadas anteriormente.

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

resultantes dos testes de Kruskal-Wallis seguido de testes bilaterais independentes de U de

Mann-Whinrey $.3.2.1.) melhora globalmente sua discriminaqdo quando comparada com

a obtida considerando as 4 classes de origem de estirpes quer em percentagens totais de

boas classificag6es quer na ordenagdo das boas classificag6es das classes do grupo-base e

do grupo-teste, nem por isso a qualidade da discriminagdo € particularmente elevada e

muito menos a que seria de esperar se as diferengas detectadas anteriormente fossem

independentes de perfis de recuperagdo do in6culo particulares dos indivfduos que

constituem cada classe.

Em relagEo aos locais de implantag6o (destino) a n6o consideragflo na aniilise

discriminante dos individuos com valores de recuperagdo de in6culo nulos, melhorar

globalmente a sua discriminagflo quer em percentagens totais de boas classificagoes quer

na ordenagSo das boas classificagdes das classes do grupo-base e do grupo-teste, nem por

isso a qualidade da discriminagdo 6 particularmente elevada e muito menos a que seria de

esperar se as diferengas anteriormente detectadas fossem independentes de perfis de

recuperagEo do in6culo caracterfsticas dos indivfduos que constituem cada classe, embora a

consideragdo de 2 classes tenha resultado em boas classificagOes quer no grupo-base quer

no grupo-teste.

Considerando a combinagdo origem/destino das estirpes, apesar de ndo se terem

detectado diferengas significativas pelo teste de U de Mann-Whitney, a relativamente alta

qualidade da discriminagdo, avaliada pelas percentagens de boas classificag6es, est6 ao

nfvel da encontrada para 2 classes de destino das estirpes, ainda assim n6o 6 totalmente a
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Quadro 4.11. Anrdlise discriminante para a persist€ncia considerando as classes de origem,
destino e estirpes, bem como as definidas pelas an6lises n6o param6tricas.

Origem das estirpes - 4 Classes - Beja, Elvas, Evora e ICARDA
Classificagflo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 58.8 Vo 30%
Mal classificados 4L.2Vo 70 Vo

Origem melhor (m6ximo) Elvas 10O 7o Elvas 66.7 Vo

Origem pior (minimo) EvoraeICARDA0To EvoraeICARDA0To

Origem das estirpes - 2 Classes segundo an6lise de 4.3.2.1.

Classificaglo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 66.7 Vo 88.9 Vo

Mal classificados 33.3 Vo ll.l%o

Origem melhor (m6ximo) Elvas e ICARDA 88.9 Vo Elvas e ICARDA IOO?o

Origem pior (minimo) 44.4 Vo Beja e frvoraSO Vo

Destino das Estirpes - 3 Classes - Bejq Elvag fvora
Classificagdo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 6l.1Vo 66.7 Vo

Mal classificados 38.9 7o 33.3 Vo

Destino melhor (mdximo) Bejal0o Vo BejalOOVo

Destino pior (mfnimo) Blvas O ?o Elvas0 Vo

Destino das Estirpes - 2 Classes segundo an6lise de 4.3.2.2.

Classificagdo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 83.3 Vo 77.8 7o

Mal classificados 16.7 Vo 22.2Vo

Destino melhor (mdximo) Beja e Elvas 100 7o Beja e Elvas 83.3Vo

Destino pior (minimo) Evora 57.1 Vo Evora 66.1Vo

CombinagSo Origem / Destino 2 Classes - Or. = DesL e Or. # DesL

Classificagf,o Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 94.4 7o 77.9Vo

Mal classificados 5.6 7o 22.2 Vo

Or. * Dest. melhor (mdximo) Or. * Dest. lN Vo Or. = Dest. IOOVo

Or. = Dest. pior (mfnimo) Or. = Dest. 80 7o Or. Dest. * 66.7 Vo

Estirpes - 11 Classes

Classificagflo Grupo-base: Grupo-teste:

Bem classificados 58.8 7o l0 Vo

Mal classificados 4l.2Vo 90 Vo

Estirpes melhor (m6ximo) Bl, 84, W,E3,ll IOOVo F2lNVo

Estirpes pior (minimo) 82,83, El, Vl, Y2,12 0 Vo
Bl,B2,83,84, El, E3, Vl,V2,Il,

D O7o
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que seria de esperar, se as diferengas detectadas anteriormente fossem independentes de

perfis de recuperag6o de in6culo caracterfsticas dos individuos que constituem cada classe.

Como de alguma forma seria de esper,lr tendo em conta as andlises de Mann-

Whitrey realizadas, a qualidade da discriminagdo das estirpes (in6culos) 6 claramente a

pior de todas (Quadro 4.ll).
O conjunto de ani{lises discriminantes anteriores permite razoavelmente admitir a

exist6ncia de diferengas importantes nos perfis de recuperagdo de in6culo (persist6ncia)

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

as melhores discriminag6es resultaram da classificagdo de in6culos por a) origem e destino

igual e por origem e destino diferente e b) por duas classes de destino, parece razodvel

admitir que mais do que a origem comum, o destino comum, a origem e destino igual ou

diferente, os perfis de recuperagio dos in6culos nestas condig6es (persist€ncia) resultassem

de respostas diferenciadas dos in6culos aquele conjunto de caracterizag6es.

4.3.5. Andlise das correspondGncias

Os resultados das andlises anteriores sugerem que a origem das estirpes e destino

(locais de implantag6o) igual ou diferente e duas classes de destino s6o claramente os

crit6rios de classificagdo que permitem uma melhor discriminagEo entre as classes

formadas, mas que ainda assim, ndo permitem uma discriminagIo t6o boa quanto seria de

espeftr se ndo houvesse indivfduos denffo de cada classe com perfis de recuperagao de

in6culo (persist0ncia) diferenciados. Dai a necessidade de uma an6lise <<mais fina>>, sem

crit6rios de classificagdo pr6-estabelecidos, considerando i partida todos os indivfduos

como tendo perfis de recuperagflo de in6culo (persistOncia) diferentes, procurando

identificar e earacteizil os aspectos principais da estrutura do conjunto dos individuos e

agrupd-los pelas semelhangas entre esses aspectos. Para isso usaram-se os procedimentos

jd anteriormente descritos em 3.3.5.3..

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>>, embora de uma forma menos clara do que verificado

para a competig6o (3.3.5.4.), deveriam ser retidos os dois primeiros eixos factoriais o
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mesmo acontecendo de acordo com a comparagdo com a m6dia de todos os valores-

pr6prios (ver Figura 4.4.).
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Figura 4.4. Valores pr6prios em fungeo dos eixos factoriais.Linha continua - m6dia dos
valores pr6prios.

Assim, retiveram-se os dois primeiros eixos factoriais que representam em conjunto

78.5Vo da in6rcia total.

Uma andlise grdfica da relag[o entre os pesos relativos e as disthncias de 12 dos

indiv(duos (Figura 4.5.) e das varidveis @gura 4.6.) torna clara a relagIo entre arnbas, com

a variabilidade a diminuir com o aumento do peso relativo embora com algumas oscilag6es

sobretudo nos pesos relativos menores, ou seja, como seria de esperar tendo em conta que

o peso estri limitado superiormente, indivfduos com pesos relativos elevados t6m

geralmente uma variabilidade relativamente pequena mas, mais importante, indivlduos

com pesos relativos muito pequenos tendem a ter variabilidades elevadas. Em

contrapartida, nas varidveis (Figura 4.6.) a resposta 6 semelhante I dos indivfduos,

invertendo-se para os valores mais elevados de peso relativo, revelando uma maior

variabilidade na persist€ncia para pesos relativos mais elevados.

Considerando s6 os dois primeiros eixos factoriais, os cinco indivfduos que mais

contribuem para o primeiro eixo s6o, por ordem decrescente de contribuiglo, BlV, E3E,

I1B, B2V e B3B (representando cerca de 457o do <significado> deste eixo) e os cinco
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indiv(duos que mais contribuem para o segundo eixo sio, tamb6m por ordem decrescente

de contribuigEo, E3E, Blv, ElB, B3v e I2B (representando cerca de 76vo do

<significado> deste eixo). De notar que, se todos os individuos tivessem a mesma

contribuig6o para a construgflo dos eixos, 5 individuos contribuiriam unicamente com cerca

de l9%o.

t* \."
EB

Peso relativo

Figura 4.5. Distinciadex2 dos individuos em fungdo do seu peso relativo.

Peso relativo

Figura 4.6. DistinciadeL2 das varidveis em fungdo do seu peso relativo.

Analogamente, as varidveis que contribuem para o primeiro eixo s6o, por ordem

decrescente de contribuigEo, P01, P13 e Pl1 (representando cerca de 58Vo do <<significado>>

deste eixo) e as cinco varidveis que mais contribuem para o segundo eixo sf,o, tambfm por

ordem decrescente de contribuigflo, P01, P14, P03, P13 e P02 (representando cerca de'l6fto

do <significado>> deste eixo). De notar que, se todas as varidveis tivessem a mesma

contribuigflo para a construgdo dos eixos, 5 vari6veis contribuiriam unicamente com cerca
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de33Vo (ZOclo no caso de 3 vari6veis).

Na Figura 4.7. apresenta-se a distribuigflo dos indivfduos e varidveis nos 2

primeiros eixos factoriais, com o tamanho dos clrculos proporcional ao peso relativo dos

indiv(duos. Tal como o verificado na andlise das correspondencias feita para a competigIo

(3.3.5.3.), tamb6m aqui h6 uma relaglo genericamente parab6lica entre as coordenadas dos

indivfduos e das vari6veis, implicando desde logo uma relagEo geral de T grau entre os

dois primeiros eixos, ou seja verifica-se o efeito de Gutfinan.

t.5

Eixo 2 (18.5%)

{),,u
lPl3

A

lPm

B3l/
ElB
E3E
a8

P03. P02_ .A

t ^ lou o

OUorlg
o

o

'o.s t1 o'5 1'o 
,iro'tu1ao.oz1

Figura 4.7. Representagflo dos indiv(duos (circulos) e vari6veis (tri6ngulos) nos dois
primeiros eixos factoriais, com indicagf,o dos individuos e varidveis que camcterizam os
dois eixos.

Tendo em conta s6 os indivfduos que mais caracteriz*rm o primeiro eixo factorial

(BlV, E3E, I1B, B2Y e B3B), os indivfduos sdo ordenados no primeiro eixo basicamente

de acordo quer com um gradiente decrescente (da esquerda para a direita) de peso relativo

quer crescente de disthncia de X2. Em contrapartida tendo em conta a figura e os

indiv(duos que mais caracteizam o segundo eixo factorial (83E, B1V, ElB, B3V e I2B) os

indivfduos sdo ordenados no segundo eixo basicamente de acordo com a distlincia deX2.
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Tendo em conta s6 as vari6veis que caracteizan o primeiro eixo factorial (p01,

P13 e P11), sflo ordenados basicamente de acordo com um gradiente crescente (da direita

para a esquerda) de peso relativo quebrando-se a correspond6ncia directa com a dist6ncia

de X2. Em contrapartida, tendo em conta as vari6veis que mais caractenzam o segundo

eixo factorial (P01, P14, P03, P13 e P02) serem ordenados no segundo eixo de acordo com

um gradiente crescente (de baixo para cima) de dist6ncia de X2 quebrando-se por vezes a

correspondOncia directa com o peso relativo.

4.3.6. Classificag6es automdticas

Por riltimo, procedeu-se a classificagOes autom6ticas com base nas coordenadas dos

dois primeiros eixos factoriais. Todas as classificagdes foram feitas usando o procedimento

RECIP de SPAD-N (Irbart et al. 1996). A partir do dendrograma obtido realizaram-se

diversas partig6es de acordo com crit6rios descritos a seguir usando o procedimento

PARTI-DECLA de SPAD-N (Lebart et al. 1996). A classificagdo foi feita pelo m6todo

hier6rquico.

4.3.6.1. Partigio em quatro classes

Partigdo em quatro classes para comparar a constituigSo esperada de cada classe se

as estirpes com a mesma origem tiverem caracterfsticas comuns que permitem distingui-las

umas das outras com a constituigao observada das mesmas classes.

Na Figura 4.8. representa-se o resultado desta classificagdo representando com a

mesma cor as c6lulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nrimeros a classe a que

de facto pert€ncem (a cinzento, classe com todas as amostras com persistOncia igual a zeto;

a preto DEparu o qual nf,o havia quaisquer dados).
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Beia Elvas Evora

Beia I I 4 2

Beia 2 I 4 2

Beia 3 4 3

Beia 4 2 4 2

Elvas I 3 4
Elvas 2 I 4 4

Elvas 3 4 2

Evora I 3 I
Evora2 I I

Figura 4.8. Partigio em 4 classes. DistribuiEso esperada e observada da origem das
estirpes @eja, Elvas, Evora e ICARDA).

Parece evidente que h6 uma fraca correspond6ncia entre o esperado e o observado,

confirmando o que ji{ se tinha concluido anteriormente atrav6s da aniilise discriminante.

4.3.6.2. Partiq5o em duas classes (origem id6ntica)

Partigio em duas classes para comparar a constifuiqio esperada de cada classe se as

estirpes com a mesma origem tiverem caracter(sticas comuns que permitem distingui-las

umas das outras com a constituigio observada das mesmas classes, com as classes

esperadas a serem defrnidas pelo resul[ado dos testes de Kruskal-Walllis e Mann-Whitney

n6o considerando os indiv(duos V2B, B3E, E1E, E3E, VIE (4.3.2.1.).

Na Figura 4.9. representa-se o resultado desta classificaE5o representando com a

mesma cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe a que

de facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com persistOncia igual a zero,

a preto lZEpara o qual n6o havia quaisquer dados).

Tal como anteriormente, parece evidente que hr{ uma fraca correspond6ncia entre o

esperado e o observado, confirmando o que jri se tinha conclufdo atravds da anitlise

discriminante.
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Beia Elvas Evora

Beia I I "| I

Beia2 I n
L 1

Beia 3 2 2

Beia 4 I 2 I

Elvas I ) .,

Elvas 2 ) 7 2

Elvas 3 2 I

Evora I 2 1

Evora2 2 2
ICARDA 2 2 2

ICARDA 2 I

Figura 4.9. Partigdo em duas classes. Distribuigio esperada e

estirpes @eja+Evora, Elvas+ICARDA).
observada da origem das

4.3.6.3. Partigio em tr6s classes (destinos id6nticos)

PartiEio em tr6s classes para comparar a constituigio esperada de cada classe se as

estirpes com o mesmo destino tiverem caracter(sticas comuils que permitem distingui-las

umas das outras com a constituiEio observada das mesmas classes, com as classes

esperadas a serem definidas pelo resultado dos testes de Kruskal-Walllis e Mann-Whitney

nio considerando os individuos V2B, B3E, ElE, E3E, VlE,I2E.

Na Figura 4.10. representa-se o resultado desta classificagdo representando com a

mesma cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe a que

tle facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com persistOncia igual a zero;

a preto l2Epara o qual n6o havia quaisquer dados).

Parece evidente que hii uma fraca correspond6ncia entre o esperado e o observado,

confirmando o que j6 se tinha conclu(do anteriormente atrav6s da aniilise discriminante
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4.3.6.4. PartiqSo em {sas classes (destinos id6nticos)

Partigflo em duas classes para comparara cmstituiqIo esperada de cadaclassc sc as

estirpes com o urcsmo dcstino tiverem caracteristicas comrms que permitem distingui-Ifls

Figura 4.10. Partigio em 3 classes. Distribuigflo esperada e obscrvada do destino das
estirpes (Beja, Elvas e 6vora).

Figura 4.11. Partig6o em duas classes. Disftibuig6o esperada e observada do dcstino das
estirpes @eja+Elvas, 6vora).
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umas das outras com a constituigio observada das mesmas classes, com as classes

esperadas a serem definidas pelo resultado dos testes de Kruskal-Walllis e Mann-Whitney

n6o considerando os individuos V2B, B3E, ElE, E3E, VIE (4.3.2.2.\. Na Figura 4.1i.

representa-se o resultado desta classificagSo representando com a mesma cor as c6lulas que

deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe a que de facto pertencem (a

cinzento, classe com todas as amostras com persist6ncia igual a zero; a preto I2E para o

qual n6o havia quaisquer dados).

Tal como anteriormente, parece evidente que h;i uma fraca correspond6ncia entre o

esperado e o observado, confirmando o que jii se tinha concluido atrav6s da anillise

discriminante.

4.3.6.5. Partig5o em duas classes (origem e destino igual ou diferente)

Partigio em duas classes para comparar a constifuiglo esperada de cada classe se a

origem e destino das estirpes fosse igual ou diferente.

Na Figura 4.12. representa-se o resultado desta classificagio representando com a mesma

cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com nfmeros a classe a que de

facto pertencem (a cinzento, classe com todas as amostras com persistOncia igual azero; a

preto I2E para o qual n5o havia quaisquer dados).

Beia Elvas Evora

Beia I I 2 I

Beia2 I ,' I

Beia 3 2 2

Beia 4 I 2 I

Elvas I 2 1

Elvas 2 2 2 )
Elvas 3 ) I

Evora I 2 I

Evora2 2 2

ICARDA I z 2 1

ICARDA 2 7 I

Figura 4.l2.Parttq5o em 2 classes. DistribuigSo esperada e observada da origem e destino

das estirpes ser igual ou diferente.
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Mais uma vez, e de forma mais iniensa do que anteriorrrente aftaves da ani{lise

discriminante, parece evidente que hr{ uma fraca correspond6ncia enEe o esperado e o

observado.

4.3-6.6. Partigflo em orze classes (in6culos)

Partig6o em onze classes para comparir a constituigflo esperada de cada classe se

oada estirpe tiver caf,acter(sticas que penrritam distingui-las das restantes com a

constituigdo observada das mesmas classes.

Figura 4.13. Partiqlo em l1 classes. Distribuiglo esperada e observada das estirpes.

Na Figura 4.13. representa-se o resultado desta classificagEo representando com a

mesrna cor as cdlulas que deveriam pertencer i mesma classe e com ntimeros a classe a que

de facto per[encem (a cinzento, classe com todas as amostras com persist6ncia igual azaro;

a preto l2Epara o qual n6o havia quaisquer dados).

Mais uma vez, e de forma t5o ou mais intensa do que an0eriorrnente atrav6s da anr{lise

discriminante, parece evidente que hd uma fraca correspondOncia ente o esperado e o

observado.
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4.3.6.7. Melhor partiq5o possivel

A melhor partiEso possivel 6 a que origina 3 classes, que n6o correspondem, como

se viu, ao esperado paraa origem das estirpes, com as classes esperadas a serem definidas

pelo resultado dos tes0es de Kruskal-Walllis e Mann-Whitney n5o considerando os

individuos V2B, B3E, ElE, E3E, VlE, e para os destinos, apresentando-se na Figura 4.14.

o seu resultado, com c6lulas da mesma cor a pertencerem i mesma classe (a cinzento,

classe com todas as amostras com persist6ncia igual a zero, a preto lZE para o qual n5o

havia quaisquer dados).

Para avaliaEso da qualidade desta classificaEso realizou-se uma an6lise

discriminante classificando os individuos de acordo com o resultado da partiglo em tr6s

classes, seguindo os procedimentos descritos anteriormente.

No grupo-base todos os individuos foram bem classificados enquanto no grupo-teste

s6 um dos intLivfduos da classe 2 foi mal classificado (no caso o individuo V2V, o de maior

persist6ncia desta classe, atribuido i classe 1).

Tendo em conta que o eixo com maior explicagio pode ser indiferentemente

caracterizado pelo peso relativo e pela distincia ,te X2, mas sobretudo pelo peso relativo e

darla a correspond6ncia geral entre o peso relativo e medidas de localizaq6o como a m6dia

e mediana, optou-se por caracterizar cadaclasse por estas riltimas.

Beia Elvas Evo.u

Beia I

Beia2
Beia -i

Beia 4

Elvas I

Elvas 2

Elvas 3

Evora I

Evora 2

ICARDA I

ICARDA 2

Classe I (n=8: mediana=80: m6dia=71.7)

Classe 2 (n=15; mediana=0: m6dia=17.9)

Classe 3 (n=4: mediaua=O: m6dia=2.4)

Classe com todas amostras de persist0ncia nula (n=5)

Nao foi possivel obter dados

t-l
TInI

Figura 4.1.4. Resultado da melhor classificaEio possivel.
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Recorrendo a mdtodos simples, usadas nas tdcnicas de controlo de qualidade

(t{ontgomery, 1991), determinou-se em primeiro lugar o intervalo de confianga de 95Vo

para a m6dia da persist6ncia de todas as amostras (27.4 a 34.57o) e comparou-se a m6dia

dos indivfduos de cada classe com esse iniervalo de confianga. Assim, na classe I a

persistOncia 6 claramente superior ao que seria de esperar de uma distribuigdo equitativa da

persistEncia por todos os individuos e variiiveis, na classe 2 a persisGncia 6 claramente

inferior ao que seria de esperar de uma distribuigio equitativa da persistOncia por todos os

indiv(duos e varidveis, tal como na classe 3, ainda com maior intensidade.

De notar que os 4 individuos que constituem a classe 3 sio aqueles que na

representaE5o grdfica dos dois primeiros eixos resultantes da aniilise das correspond6ncias

(Figura 4.7.) apareciam isolados mas com as mesmas coordenadas factoriais.

Procedendo de forma andloga para cada varidvel, os individuos da classe I tOm para

as 8 vari6veis de maior persist€ncia valores superiores ao que seria de esperar de uma

distribuiE6o equitativa da persist6ncia em cada uma das varidveis e para as 4 varidveis de

menor persist6ncia valores inferiores ao que seria de esperar; os individuos da classe 2t1m

sempre (com excepg5o da variiivel de maior persist6ncia) valores de persistOncia inferiores

ao que seria de esperar de uma distribuiEf,o equitativa da persist0ncia em cada uma das

variiiveis, quase sempre com valores de persist0ncia n6o nulos; os individuos da classe 3

t6m, para cada uma das 15 variiiveis, uma persist6ncia inferior ao que seria de esperar de

uma distribuigd.o equitativa da persistOncia em cada uma das varidveis, com valores nulos

de persist6ncia em todas as variiiveis menos uma.

De notar que os individuos sempre ou quase sempre de persist6ncia nula (todos os

da classe 3 e ElE, VlB, V2B, B3E e V1E) s6o preferencialmente de destinos Beja e Elvas,

que no destino Elvas n6o hi{ nenhum individuo da classe de persistOncia elevada (classe 1)

e que os individuos de persistCncia elevada (classe l) s6o maioritariamente do destino

EVOra_
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Adicionalmente, e tendo em conta que, apesar de distintas, as classes 2 e 3 ti,m

ambas variabitidades de competiEso inferiores ao que seria de espexar de uma distribuigflo

equitativa, apresenta-se na Figura 4.15. o resultado da jungfio dessas classes numa {nica,

passando assim a haver uma classe de variabilidade da competigflo acima e outra abaixo do

que seria de esperar dc uma dishibuiESo equitativa

Classe I (n=8; mediana=80; m6dia=71.7)

Classe 2 (n=19; mediana{; media=14.5)

Classe com todas amostras de persisGncia nula (n=5)

Nflo foi possivel obter dados

Figura 4.15. Resultado da junglo das duas classes de menor intensidade de persist6ncia

obtidas da melhor classificagfio possivel.
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4.3.8. Variabilidade da Persist6ncia

Tal como acont€ceu no estudo referente d avaliagflo da competigEo atrav6s da

proporgdo de n6dulos ocupados pelos in6culos, tamb6m agora na avaliagdo da persistEncia

dos in6culos nos locais de ensaio 6 importante conhecer a variabilidade da sua recuperagiio

cerca de 18 meses ap6s a sua introdugdo, isto, num segundo ciclo de crescimento do

hospedeiro. Tal como na competigflo tamb6m no estudo da persist6ncia verificou-se haver

uma relaglo entre origem das estirpes de Beja e alocalizagdo preferencial da variabilidade

inter-repetiq6es (4.3.3.).

Adoptar-se-6 de novo o desvio padrflo das amostras como medida de variabilidade.

Tendo em conta que se viu anteriormente que a variabilidade se localiza essencialmente

intra-repetig6es, faz todo o sentido considerar as repetig6es dentro de cada combinagflo

estirpe-destino como a unidade base para estimar a variabilidade.

A metodologia usada para a medida da variabilidade da persistEncia,

nomeadamente referente ao c6lculo dos desvios padrflo com centragem dos dados de

variabilidade de competigflo a m6dia nula ap6s utilizag6o do m6todo de jacl<knife, tal

como descrito em 3.3.6. . Todos os procedimentos posteriores e ani{lises realizadas

correspondem aos seguidos em 4.3.2.1 . a 4.3.6.7 ., apresentando-se seguidamente apenas os

resultados julgados mais relevantes para a discussflo, nomeadamente os resultados das

an6lises n6o paramdtricas retirando todos os indiv(duos com variabilidade nula e

finalmente o resultado da melhor classificagflo possfvel da variabilidade de persist6ncia dos

in6culos nos diferentes destinos.
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Quadro 4.12. Media dos desvios padrdo e erro padrdo da m6dia como medida da

variabilidade da persist6ncia nos diferentes locais de ensaio, Beja, Elvas e Evora

Estirpe In6culo

Origem

das

Estirpes

Local

de

Destino

C6digo

Combinag6o

Inoc x Local

M6dia

Desvios

Padr6o

SEM

53Ca

54bCa

6lCa
64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Beja

BlB
B2B
B3B

B4B

25,0

26,9

16,3

25,2

2,5

3,O

2,8

2,O

83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2

E3

Elvas
E1B

EzB
E3B

0,0

19,7

10,0

1,5

1,2

1,3

98Ca

l02Ca
V1

Y2
Evora VlB

v2B
0

0

0

0
CP31

CP36

I1

t2
ICARDA I1B

t2B
20,0

0,0

2,O

1.2

53Ca

54bCa

61Ca

64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Elvas

B1E

B2E
B3E

B4E

12,5

12,5

0

20,4

1,4

1,9

0

2,9

83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2

E3

Elvas
ElE
HzE

E3E

0,0

12,5

0,0

0,0

1,4

4-7

98Ca

lO2Ca

v1
Y2

Evora
VlE
v2E

0,0

25,2

0,0

2.4

CP31

CP36

I1

12
ICARDA

IlE
t2E

L9,l

0

,),

0

53Ca

54bCa

6lCa
64bCa

B1

B2

B3

B4

Beja

Evora

BlV
BzV
B3V
B4V

10,0

19,1

0,0

25.O

4,4

1,7

1,2

3,5

83Ca

84aCa

85Ca

E1

E2

E3

Elvas
ElV
B2V

E3V

30,0

13,1

t9-7

1,6

1,4

1.0

98Ca

l02Ca
v1
v2

Evora
vlv
v2v

30,0

30,0

/, ,,

2.3

CP31

CP36

I1

12
ICARDA

I1V
T2Y

26,3

to-4
1,7

6,6
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4.3.E.1. A origem das estirpes (independentemente dos destinos, repetigdes e

plantas) afecta a variabilidade da persist€ncia?

N6o considerando os individuos que tinham em todas as vari6veis valores nulos

de desvio padrEo (VlB, V2B,B3E,E1E e VIE), os testes de Kruskal-Wallis detectaram

diferengas significativas enffe a variabilidade da persist€ncia das estirpes agrupadas de

acordo com a sua origem (P=1.746x19-9;. Oas 6 comparag6es realizadas enfte pares de

amostras pelo teste U de Mann-Whitney, s6 ndo havia diferengas significativas entre

Beja e ICARDA (P=O.a73); nas restantes houve sempre diferengas significativas

(PsO.OZ+1.

Quadro 4.13. Variabilidade na recuperagdo de in6culos de diferente origem
independentemente de locais de ensaio (destinos) repetig6es e plantas n6o considerando
as vari6veis VlB, V2B,B3E,EIE e VlE. Para valores seguidos da mesma letra nflo hd
diferenga significativa para PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre parOntesis,
erros padrdo da m6dia.

Origem n mediana m6dia

Beja 165 16.3 17.1 (1.0) b

Elvas 120 12.5 13.4 (1.0) c

Evora 45 30.0 28.5 (1.4) a

ICARDA 73 19.7 18.9 (1.8) b

A formagdo de grupos mutuamente exclusivos indica que se formam 3 grupos,

um de variabilidade da persistEncia elevada (Errora), um de variabilidade reduzida

@lvas) e um terceiro interm6dio @eja e ICARDA).
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4.3.8.2. O destino das estirpes (independentemente da origem, repetigdes e

plantas) afecta a variabilidade da persist6ncia?

Nflo considerando indivfduos que tinharn em todas as varidveis valores nulos de desvio

padrdo (V18, V2B,B3E,E1E e VIE), os testes de Kruskal-Wallis e de U de Mann-

Whinrey verificaram haver diferengas significativas entre a variabilidade da persist6ncia

das estirpes agrupadas de acordo com o seu destino (P=2.884x10-3). Como

anteriormente, nas 3 comparag6es realizadas enffe pares de amosffas s6 n6o houve

diferengas significativas entre os destinos Beja e Elvas (P=Q.520), com os destinos Beja

e Elvas a diferirem significativamente do destino Evora (PS1.641x10-3;.

Quadro 4.14. Yariabilidade na recuperagdo de in6culos de diferentes destinos,

independentemente da origem, repetig6es e plantas ndo considerando as vari6veis VlB,
V2B,B3E,E1E e VlE. Para valores seguidos da mesma letra nflo hd diferenga

significativa para PS0,05 pelo teste de U de Mann-Whitney. Entre par6ntesis, erros

padrflo da m6dia

Destino n mediana m6dia

Beja 135 16.3 15.e (1.0) b

Elvas 105 14.4 14.5 (1.1) b

Evora 163 20.0 2t.o (r.t) a

Formar-se dois grupos, um de variabilidade mais elevada (destino Evora), e

outro de variabilidade mais baixa (destinos Beja e Elvas), ou seja, as estirpes com

origem em Evora apresentam maior variabilidade em relagEo is outras origens e o

destino em Evora apresenta-se como aquele em que a variabilidade na persist6ncia de

todos os in6culos 6 maior.
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4.3.E.3. CombinagSo origem / destino (independentemente das repetigdes e

plantas) afecta a variabilidade da persist6ncia?

Detectam-se diferengas significativas entre a variabilidade da competigdo dos

dois grupos de estirpes (P=6.810x19-6;pelos testes bilaterais de U de Mann-Whitney

,n6o considerando os dados dos indivlduos que tinham em todas as vari4veis valores

nulos de desvio padrdo (VlB, V2B,B3E,E1E e VIE).

Quadro 4.15. Variabilidade na recuperagdo de in6culo para a combinagdo origem /
destino igual ou diferente, ndo considerando as vari6veis VlB, V2B,B3E,E1E e VlE.

Combinagdo origem / destino n mediana m6dia

origem e destino iguais r20 20.6 22.0 (1.2) a

origem e destino diferentes 283 14.4 1s.7 (0.8) b

A nflo exist6ncia de diferengas significativas entre os gupos de estirpes

agrupados pela igualdade ou diferenga das suas origens e destinos detectada na

persistOncia das estirpes, medida pela proporgdo na recuperagdo de in6culos, altera-se

agora, detectando-se diferengas significativas entre aqueles grupos. A maior

variabilidade de persistOncia detectada para a combinagIo origem/destino igual pode

revelar que aquilo que era uma vantegem na competigdo pois as estirpes assim

agrupadas tinham melhores recuperag6es, alterou-se na an6lise referente 6 persist6ncia"

voltando agora a mostrar diferengas, o que revela que as combinagdes mais

competitivas t€m variag6es relacionadas com o tempo em que decorre desde a sua

implantag6o.

4.3.8.4. Estirpes (independentemente da origem, destino, repetigdes e

plantas) afectam a variabilidade da persist6ncia?

O teste de Kruskal-Wallis, aplicado aos valores de variabilidade de persistOncia

dos in6culos retirando das andlises dados os indiv(duos que tinham em todas as
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vari;lveis valores nulos de desvio padr6o (VlB, V2B, B3E, EIE e VIE), detectou

<l"iferengas significativas na variabilidade da sua persisGncia @=7.772x10-16). Das 55

comparagdes realizadas entre pares de amostras em 20 n6o havia diferengas

significativas (P>0.052) e em 35 havia (PS0.031).

Quadro 4.16. Variabilidade na recuperaEso de in6culo para as estirpes
(independent€mente da origem, destino, repetigSes e plantas, retirando da andlise as

varii{veis VlB, V2B, B3E, EIE e VlE. As letras resultam dos testes de U de Mann-
Whinrey. Entre parOn0esis, emos padrlo da m6dia.

n mediana mddia

BI 45 l3.l 16.8 (1.9) atr

B2 45 14.4 16.6 (1.6) a

B3 30 10.0 11.o (2.2) c

B4 45 21.7 21.8 (1.8) de

EI 30 12.5 ts.4 (2.s) abcd

E2 45 l3.l 13.7 (0.8) ab

E3 45 10.0 12.0 (t.e) bc

vl 15 30.0 33.2 (2.2) f
v2 30 26.7 26.2 (t.6) ef

II 45 23.1 22.9 (1.3) de

12 28 10.0 12.6 (4.0) c

Apesar de continuar a haver diferengas significativas entre as estirpes, sem

nenhunta a destacar-se claramente das restantes por excesso, a proliferaglo de gnrpos

com mais ou menos intersecgdes, sugere que as estirpes por si s6 n6o explicam as

diferenEas de variabilidade da persist6ncia observadas quando a andlise 6 feita sem os

indiv(duos VlB, V2B, B3E, EIE e VlE.

4.3.8.5. Melhor partigSo possivel

A melhor partigflo possivel 6 a que origina 2 classes, que estio de acordo com os

resultados das andlises de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para as origens e destinos

iguais ou diferentes e para os destinos, n6o considerando os indivfduos VlB,

V2B,B3E,ElE e VlE, apresentando-se na Figura 4.18 o seu resultado, com cdlulas da
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mesma cor a pertencerem i mesma classe (a cinzento, classe com todas as amostras com

competigio igual a zeto; a preto o caso particular de I2E).

Para avaliag6o da qualidade desta classificaEso realizou-se uma aniilise

discriminante classificando os individuos de acordo com o resultado da partiE6o em

duas classes, seguindo os procedimentos descritos anteriormente.

No grupo-base 94.4Vo dos indivfduos foram bem classificados (miiximo I00Va na classe

l, minimo 92.9Vo na classe 2) enquanto no grupo'teste todos os individuos foram bem

classificados.

Tendo em conta que os eixos com maior explicag6o pode ser indiferentemente

caracterizado pelo peso relativo e pela d.istAncia de X2 e dada a correspond€ncia geral

entre o peso relativo e medidas de localizaEso como a m6dia e mediana, optou-se por

caracterizar cada classe por estas riltimas.

Classe I (lt=21 : mediana= I 9.2; m6dia=20.0)

Classe 2 (n=6. mediiura=0; m6dia=9. I )

Classe cont todas amostras de variabilidade

persist6ncia nula (n=5 )

! S"* d.arlos

Figura 4.17 Resultado da melhor classificaEdo possivel.

Como anteriormente, determinou-se em primeiro lugar o intervalo de confianga

de 95Vo para a mddia da variabilidade da persist0ncia de todas as amostras (16.3 a

L8.8Vo:) e comparou-se a m6dia dos individuos de cada classe com esse intervalo de

confianga. Assim, na classe I a variabilidade da persist6ncia 6 superior ao que seria de

esperar de uma distribuiqio equitativa da variabilidade da persisGncia por todos os

inrlividuos e variiiveis e na classe 2 avariabrltdade da persisGncia 6 inferior ao que seria

de esperar de uma distribuigdo equitativa da variabilidade da persist6ncia por todos os

indiv(duos e variiiveis.
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De notar que a na generalidade dos locais de ensaio e in6culos, a variabilidade

da persist6ncia 6 superior ao que seria de esperar de uma distribuigEo equitativ4 sendo

as excepg6es os indiv(duos BlV, B3V,E1B,E3E, I2B e l2Y, de variabilidade de

persistOncia inferior ao que serias de esperar. Nestes pares estirpe/destino encontramos

valores de competig6o, persist6ncia e variabilidade de persist6ncia muito variados. No

entanto o in6culo Bl e 12, quando introduzidos no local Evora, a sua recuperagEo nos

n6dulos 6 muito elevada quer no ano da inoculagdo quer no seguinte, isto 6, t€m um

comportamento competitivo e persistente elevado mas apresentando uma variabilidade

da persistEncia inferior ao que seria de esperff de uma distribuigEo equitativa, pelo que

podemos considerar que estas duas estirpes se implantaram com sucesso naquele local.

4.4. Discussflo

Ao se agruparem as estirpes pela sua origem, verifica-se que a origem Beja e

ICARDA apresentam valores de persistOncia significativamente superiores aos valores

das estirpes com origem em Elvas e Evora, tal como acontecia com a competigdo, no

entanto, estas origens n6o se agrupam de mesma forma quando avaliamos a sua

variabilidade da persist6ncia, em que as estirpes com origem em Evora, n6o sendo

muito persistentes, apresentam uma variabilidade na sua implantagSo significativamente

superior em relagflo hs estirpes com outras origens.

Os resultados obtidos para a persistOncia das estirpes, tal como na competigdo,

sdo fortemente influenciados pelas caracter(sticas dos locais de implantagdo,

principalmente em relagdo i dimensSo das populag6es nativas presentes (Slattery e

Convenbry, 1999). Assim, no local Evora a persist€ncia global das estirpes 6

significativamente superior aos restantes locais, o que certamente terd implicagdes nos

crit6rios de escolha de estirpes a usar como in6culo de grdo de bico em solos com as

caracterfsticas deste local Evora. O local Elvas mostra valores de implantagdo das

estirpes muito baixos (tanto na competigdo como na persist€ncia), possuindo uma

pequena populagdo nativa, revela no entanto algum constrangimento d nodulagflo e

colonizagdo de solo por riz6bio para grdo de bico, embora nflo tenham sido detectados

neste solo limitageies f(sicas ou quimicas d cultura deste hospedeiro (Almeida, 1998).

O efeito positivo detectado para a competigdo resultante da introdugdo de

estirpes em solo idOntico ao da sua origem, nflo se manteve para os valores de
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persistencia das estirpes, indicando a importencia das suas caracteristicas pr6prias,

nomeadamente de sobreviv6ncia na aus€ncia do hospedeiro. O in6culo E3 (estirpe 85Ca

com origem em Elvas), teve capacidade competitiva e de persistOncia reduzidas no seu

local de origem mas revelou-se como uma das melhores quando introduzida no solo do

local Evora. Por outro lado, no solo do local Beja a persist6ncia das estirpes estd

fortemente relacionada com a sua origem nesse local.

A andlise dos dados obtidos nos ensaios usando as das correspond6ncias

seguidas das classificag6es automdticas, permitiram agrupar as estirpes nos diferentes

locais, confirmando as observagSes realizadas. Assim, das oito classes que t6m valores

de persist6ncia superiores ao que seria de esperar de uma distribuigEo equitativa da

recuperag6o de in6culos nas plantas, seis encontram-se no local Evora, duas em Beja e

nenhuma em Elvas. A identificag6o desta classe no local Beja apenas ocorre para

estirpes origindrias de solo do local Bej4 o que mostra a import6ncia da origem das

estirpes quando implantadas em solo onde se faz sentir pressdo competitiva por parte de

estirpes nativas. Em oposigflo, e confirmando estas observagOes, das quatro classes em

que a persist6ncia 6 inferior ao que seria de espeftr de uma distribuigfio equitativa dos

in6culos nas plantas, tr6s sdo do local Beja.

Como 6 natural, no ano seguinte i aplicag6o de um inoculo, a presenga das

estirpes no solo 6 mais dispersa, quanto mais nlo seja, pelo facto de deixarem de estar

em local privilegiado para a nodulag6o, resultante da sua presenga em nrimero elevado i
superffcie da semente, pelo que os valores da variabilidade de persist€ncia s6o mais

elevados, sendo no estudo presente, distribufdos por 2l classes de elevada variabilidade

em 32 possfveis. Mesmo nestas circunst6ncias 6 importante conhecer a variabilidade

dasestirpes na ocupagflo de n6dulos, pois isto revela a sua homogeneidade de

comportamento nas diferentes condigdes de solo para a nodulagdo.

A persist0ncia de estirpes inoculantes 6 um factor importante em programas de

inoculagdo de leguminosas gtdo. As respostas i inoculagEo sdo frequentes quando se

introduz pela primeira vez uma estirpe em solo com pequenas populagSes nativas (

Thies et a1.,t991). A implantag6o destes inoculantes nos locais de destino,

transformando-os em estirpes naturalizadas, conduzem, com frequOncia, i inexist6ncia

de respostas d inoculagdo da cultura em anos posteriores (Duningan et al., 1984; Ellis er

at., 1984). Os resultados aqui apresentados mostram que no locd Evora com pequena

populagdo nativa presente, apenas um dos in6culos (B3) ndo forma n6dulos em

quantidade aprecifvel no ano seguinte ao da sua implantagdo, pelo que todos os outros
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se implantaram, podendo constituir uma populagdo naturalizada naquele local.

Inoculag6es subsequentes enfrentardo uma pressdo competitiva por parte destas estirpes

naturalizadas, comprometendo respostas positivas 6 inoculagdo de grdo de bico. Isto

mostra a importincia da utilizagdo criteriosa de in6culos em solos com pequenasl

populagOes nativas.
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5. Considerag6es Finais

A implantagflo de estirpes de riz6bio em diferentes condigSes edafo-clim6ticas

depende de v6rios factores, desde logo, o tipo de uso agricola do hospedeiro, das

caracter(sticas das estirpes e das condig6es ambientais para a nodulagdo.

No caso do uso de inoculantes para trevo subterr6neo e dadas as elevadas

populag6es nativas frequentemente detectadas em muitos solos, a capacidade comptitiva

dos in6culos para a ocupagdo de n6dulos, 6 factor de grande importincia na implantagdo de

riz6bios, particularmente na presenga de factores adversos do solo. Assim, os resultados

aqui expostos mostram que uma estirpe origindria de solo 6cido com toxicidade de

aluminio foi mais competitiva, em comparaqdo com outra estirpe isolada de um solo sem

aquelas limitagCres, quando aplicada num solo de pH 6cido, toxicidade de mangan6s e

elevada populagEo nativa.

A distribuigdo dos n6dulos e principalmente da estirpe inoculante na rarz de trevo

depende das condigSes ambientais no momento da nodulagflo e das caracteristicas das

cultivares, tendo-se verificado que a recuperagflo do in6culo 6 diferente entre variedades

em certas zonas das raiz, pelo que amostragens de n6dulos, para avaliagdo dos seus

ocupantes, dirigidas a locais definidos na raiz, poderdo introduzir factores de erro

importantes na avaliagdo da capacidade competitiva e implantagflo de in6culos. O estudo

da variabilidade enffe e intra-repetig6es mostra a importdncia que cada planta per se exerce

quer nos padrSes de nodulagdo quer na recuperagdo de in6culos.

O estudo referente i implantagflo de in6culos para 916o de bico mostrou a

importincia da dimensf,o das populagdes nativas presentes no solo e da origem e destino

dos in6culos quer na capacidade competitiva quer na persist6ncia. Como vdrios autores

referem, tamb6m n6s constatamos que a infrodugfio de estirpes ex6ticas enfrenta

dificuldades na sua implantagdo em solos que alberguem populagdes nativas de nivel

elevado. Os resultados obtidos que estirpes introduzidas em solos sem limitag6es ao

crescimento do hospedeiro e sem populagdes nativas, implantam-se com facilidade e s6o

facilmente recolhidos em ano subsequente ao da sua introdugdo.

Conjugando todas as informagOes recolhidas sobre o comportamento das estirpes

de riz6bio para 916o de bico, nas presentes condigOes de ensaio, no que se refere i. sua

capacidade competitiva e d sua persist6ncia nos locais de ensaio, associando a

variabilidade com que estas caracter(sticas do comportamento das estirpes ocotre, podemos

encontrar critdrios de classificagflo com vista i escolha de in6culos a serem usados na

205



Considerac6es Finais

cultura de leguminosas. Usando a situaEdo aqui apresentad4 resultante da necessidade de

inocular 916o de bico para sementeira de Outonoltnverno, tendo em conta que os solos do

Alentejo possuem populag6es nativas de dimensflo varidvel, que estirpes inoculantes

dever6o ser usadas? Se optarmos pela estirpe ex6tica CW6 (I2) pertencente i colecAio do

ICARDA, e a inocularmos num solo com as caracterfsticas do local Evora, podemos

esperar uma boa ocupagdo de n6dulos por essa estirpe (classe 1, Figura 3.17), alguma

estabilidade nessa ocupagdo de n6dulos (classe 2, Figura 3.20), elevada persist0ncia (classe

1, Figura 4.14) e baixa variabilidade na persist6ncia (classe 2,Figara 4.18), ou sej4 a

estirpe implantou-se neste local, 6 competitiva, constituindo no futuro um obstfculo d

implantagdo de novas estirpes, e possibilitando nodulag6es com capacidade fixadora de

azota vandxel sempre que o gen6tipo do hospedeiro varie, isto 6, quando se usarem novas

variedade de hospedeiro. Jd a utilizagf,o da estirpe 61Ca (83) isolada em solo do local

Beja, seria de esperar uma competigflo mediana (classe2 com cerca de 4OVo dos n6dulos

ocupados por esta estirpe), com variabilidade na ocupagflo de n6dulos acima do esperado

(classe 1), de persistEncia abaixo do esperado (classe 3) e variabilidade na persistencia

abaixo do esperado (classe 2), oa suja, estar(amos na presenga de um in6culo que ocuparia

um nfmero aprecidvel de n6dulos, embora com variabilidade no local, mas que n6o

comprometeria a futura introdugdo de novos inoculantes e novas variedades de hospedeiro.

A introdugdo de in6culos para 916o de bico no solo do local Beja com base no at6 aqui

exposto, a estirpe eleita seria tambdm a 83 (61Ca), pois 6 muito competitiva neste local,

estdvel na capacidade competitiva, mediana na persistEncia e com variabilidade local na

persistOncia.

Seguindo este raciocinio, podemos estabelecer crit6rios (obviamente os aqui

analisados) paru a escolha de estirpes para a inoculagdo de leguminosas. Concretamente

para o 916o de bico, necessitamos de estirpes que, para al6m de alta eficdcia na fixag6o de

N2, sejam competitivas, pouco persistentes no solo e com estabilidade local na

manifestagdo destas caracter(sticas. Jd para a implantagf,o de pastagens permanentes i base

de leguminosas de sementeira natural, os crit6rios de escolha para al6m de ouffos, seriam a

de elevada capacidade competitiva e uma elevada persistOncias em diferentes condig6es

edafo-climdticas. Nesta perspectiva, a da escolha de estirpes para a inoculag6o de

leguminosas, a informagdo da andlise da classificag6es autom6ticas aplicadas aos pares

estirpe/destino, podemos impor crit6rios de ordenamento e organizar a informag6o com

vista i escolha de estirpes para diferentes situagdes ( Figura 4.18).
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Variabilidade

CompetiqEo

Superiu ao qrc seria de esperar de uma disribuigiio equilativa

Igual ao qrrc ao Ere scria de espcmar de pma distrilruig5o equitativa

Inferior ao que seria de esperar flp rtma distribuigio equitativa

Com valres igual a zero

N5o foi poss(vel obter dados

Figura 4.1E Jung6o das classificag6es autoru{ticas para a compefigeo, variabilidade de

competig5o, persistencia e variabilidade de persist€ncia" com ordenagio decrescente das

classes de competig6o. Assinalados exemplos referido no tex0o.
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Anexos

ANEXO I - Valores m6dios mensais de Temperatura e Precipitag6o

Valores M6dios Mensais de Precipitag6o (mm) - Beja

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Ano
30 anos 22 55 77 80 73 72 89 48 35 20 0 I 572

94-95 9 35 42 35 31 49 30 3t l5 7 I 0 285

95-96 16 5 124 232 29r 52 56 )7 89 0 0 0 887

Valores M6dios Mensais de Temperatura M6dia do Ar f C) - Beja

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Ano

30 anos 21,9 17,8 19,9 9,5 9,2 to,2 10,1 14,3 17,3 21,2 23,8 23,8 16,2

9+95 21 18,6 15,1 ll,9 10,5 11,5 13,6 16,6 19,9 21,7 25,3 25,7 17,6

95-96 20,6 2t l6 t2,l It,3 9,3 12,7 15,9 16,8 23,5 25,2 23 17,3

Valores M6dios Mensais de Precipitagno (mm) - Elvas

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Ano
30 anos 28 60 7l 75 68 75 52 46 37 u 5 3 542
9+95 6 65 75 15 39 32 t3 l0 30 45 5 0 335,1

95-96 t9 10 118 220 249 38 57 32 82 0 0 825,3

Valores M6dios Mensais de Temperatura M6dia do Ar f C) - Elvas

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Ano
30 anos

,', ,,
17,3 t2,4 9,1 8,4 9,8 tt,7 13,7 17,2 21,0 25,0 24,5 16,0

9+95 21,8 17,5 10,9 9,5 9 to,4 t4A 17,3 20,8 22,6 27,1 26,4 17,3

95-96 2t,6 21,3 15,2 I r,9 10,6 8,4 26,2 16.9 19.7 23,9 26,2 23,9 18,8

Valores M6dios Mensais de Precipitagdo (mm) - 6vora

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Ano

30 anos 26 66 88 93 96 u 99 57 46 u 5 3 687

87-88 0 r18 5',1 t57 132 30 3 26 82 79 15 0 699

9+95 I 56 & 37 43 50 t7 26 l9 28 36 0 376

95-96 37 t4 192 297 263 54 56 33 tt'l 9 5 0 lul6,6

Valores M6dios Mensais de Temperatura M6dia do Ar e C) - fvora

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr IVIAi Jun Jul Aso Ano
30 anos 21,2 l'1,6 12,7 9,4 9,7 9,9 t2 14,2 16,8 20,5 23,1 23,2 l5,E

87-88 23,6 13,0 tt,6 10,0 9,',1 13,2 13,6 15,2 18,5 21,9 23,3 23,6 15,7

9+95 19,5 17,2 14,2 11,0 9,8 10,9 13,4 15,9 18,8 20,7 ?i,8 24,6 16,6

95-96 19,1 19,7 14,8 tt.4 10,5 8,9 t2,t 14,8 16.3 22,8 23,1 23,2 t6,4
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ANEXO II - Meios de cultura e solugdes nutritivas

Meio de Cultura Agar de Manitol Levedura MLA)

Manitol .... 10g

|<2HPO4 0.675 g

NaCl .... ..........0.1 g

MgSO+.7H2O...... ....0.2e

Estrato de Irvedura ... 0.5 g

Agua destilada qbp ...... 1000 ml

Ajustar pH a7.2

Agar. ........ 15 g

Autoclavar lzl"C durante 15 minutos.

Meio MLA com antibi6tico

Preparar solugSo stock de annbi6nco a l%o

Esterilizar por filtragem com filtro de poro 0.45 pm

Adicionar 25 $,lml meio MLA a 45"C para concenffagflo final de 250 pglml

Adicionar 12.5 ytl / ml meio MLA a 45C para concenffag[o fina] de 125 pgml

Agitar suavemente e distibuir por placas de Petri.
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Anexos

PreparagSo da Solug5o Nutritiva de Harper & Gibson (1984)

Solugoes stock [100 X]:

. Solug6o A
KzHPO+.3HzO .... ..... omell

KHzPO+ 40mell

Solug6o B
MgSOr.7HzO...... ..250mgn

KzSO+ 2l0mgt

Solugflo C
CaCb 56 mgll

Sequestrene Fe-300 Z2mgfi

Micronutrientes
H:BOI ..2.86 g

MnSO+.HzO ......2.O8 g

ZnSOq.7HzO..... ..,0229

CuSO+.5HzO ...... ....... 0.008 g

NazMoO+ ...... 0.119

II2O .... ... qbp 1000 ml

Todas as solugflo stock s6o autoclavadas em separado a l2l"C durante 15

minutos.

Preparag6o da solugSo final:
. CaSO+.2HzO ..... 350 mg
.Agou destilada ... 969 ml

- Autoclavar lzl"C durante 15 minutos.

- Adicionar:

. Solug6o A ...... ... l0 ml

. Solugdo B ...... ......... 10 ml

. Solugflo C ..... . 10 ml

. Solug6o micronutrientes .......... I ml

Ajustar pH final a 6.7.
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SolugSo nutritiva 0ry8) de Wacek & Brill (1976)

Sacarose ........10 g

KzSO+ ............0.88 g

MgSOa.TH2O ...... ...0.24 g

CaSO+.2HzO ...... ...........0.43 g

CoClz.6HzO 0.229 g

Etilinodiamina 0.016 g

NaHzPO+.2HzO . 0.12 g

NazlIPOa .......0.43 g

Solugdo micronutriente. .. .. .. . . .... I ml

.4.gua destilada ..... ..... qbp ... 1000 ml.

pH final 7
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