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SELECAO DE RIZOBIOS PARA TREVO BRANCO @

Autor: Jonatas Bredow Alves
Orientador: Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

Devido a grande extensdo das areas de varzea no estado Rio
Grande do Sul, a implantacdo de leguminosas forrageiras de inverno que
possuam a capacidade de fixacdo simbidtica de nitrogénio (FBN), como o trevo
branco, constitui-se em uma O6tima alternativa para aumentar os indices de
produtividade destas areas. Porém, esse beneficio s6 pode ser obtido se a
leguminosa estiver associada a estirpes de rizébio que fixem nitrogénio nessas
condicbes. O objetivo do trabalho foi isolar, caracterizar e selecionar, de solos
do estado, rizébios nativos eficientes na FBN em simbiose com trevo branco,
bem como avaliar a tolerancia dessa simbiose as condi¢des de alagamento do
solo. Foram isolados 126 rizobios nativos de amostras de solos de 14
municipios do estado, e todos foram avaliados quanto a capacidade de
solubilizacdo de fosfato tricalcico, utilizacdo de carboidratos e producdo de
melanina. A capacidade para fixar nitrogénio de 43 destes isolados foi avaliada
em um experimento em casa de vegetacdo utilizando-se vasos Leonard. Os
isolados de cada regido considerados mais eficientes foram selecionados para
a avaliacdo da capacidade de fixar nitrogénio em condi¢des de alagamento do
solo. Nesse experimento, cada tratamento foi mantido sob duas condi¢des de
umidade do solo, com alagamento e préximo a capacidade de campo (C.C.).
Entre os isolados avaliados, apenas o N2 foi capaz de produzir melanina.
Observou-se muita variacdo quanto a capacidade para utilizar carboidratos e
solubilizacdo de fosfato. O alagamento do solo reduziu significativamente o
namero e a massa de nodulos, assim como a producdo de matéria seca e o
acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas inoculadas com rizobio.
Observou-se a existéncia de variabilidade na sensibilidade da simbiose
rizObio/trevo branco ao alagamento do solo em funcao do rizébio inoculado. Os
isolados avaliados em condi¢des de umidade do solo proxima a capacidade de
campo, com excecdo do EA20 e BG3, apresentaram eficiéncia semelhante a
estirpe SEMIA 222 na fixacdo simbidtica de nitrogénio. Os isolados CVII, P34,
T4 e VP16 foram os mais eficientes na fixacdo de nitrogénio em condicdes de
alagamento do solo, superando o tratamento controle com adi¢cdo de nitrogénio
no acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas. Os resultados deste
trabalho mostram que a fixacdo de nitrogénio pela simbiose rizobio/trevo
branco pode ocorrer em condicbes de alagamento do solo como as que
ocorrem em areas de varzeas.

(1) Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia do Solo, Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Porto Alegre. (68p.) julho, 2005.
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ABSTRACT

Due to the great extension of lowland areas in Rio Grande do Sul
state, the implantation of winter legume forages with capacity of biological
nitrogen fixation (BNF), as white clover, consists in an excellent alternative to
increase the productivity of these areas. However, this benefit can only be
obtained if the legume was associated with rhizobia strains that fix nitrogen in
these conditions. The objective of this work was to isolate, to characterize and
to select, from soils of the state, efficient rhizobia on BNF in symbiosis with
white clover, and also to evaluate the symbiosis tolerance to the soill
waterlogging conditions. From soil samples of 14 municipalities of the state, 126
rhizobia isolates were obtained and evaluated on the capacity of phosphate
solubilization, carbohydrate utilization and melanin production. The capacity of
symbiotic nitrogen fixation of 43 isolates was evaluated in greenhouse
experiment using Leonard jars. The rhizobia isolates of each region considered
more efficient were selected for the evaluation of the nitrogen fixation capacity
under soil waterlogging conditions. In this experiment, each treatment was kept
under two soil humidity conditions, under flooding and around the field capacity.
Among the evaluated isolates, only N2 was capable to produce melanin.
Variation was observed on carbohydrate utilization and phosphate solubilization
capacity. The soil waterlogging significantly reduced the number and the mass
of nodules, the production of dry matter and the accumulation of nitrogen in the
aerial part of plants inoculated with rhizobia. The existence of variability on the
symbiosis rhizobia/white clover sensitivity to the waterlogging was observed
depending of the rhizobia isolate inoculated. All rhizobia isolates, except the
isolates EA20 and BG3, evaluated on field capacity soil moisture showed
symbiotic nitrogen fixation efficiency similar to the strain SEMIA 222. Isolates
CVIl, P34, T4 and VP16 were the most efficient in the nitrogen fixation in soil
waterlogging conditions, surpassing the control with nitrogen on the nitrogen
accumulation in the aerial part of plants. The results from this work shows that
the nitrogen fixation by the symbiosis rhizobia/white clover can occur in soil
waterlogged conditions of lowland areas.

@ M. Sc. Dissertation in Soil Science, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (68p.)
july, 2005.
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1. INTRODUCAO

No estado do Rio Grande do Sul, existem cerca de 5,4 milhdes de
hectares de areas de varzea, caracterizadas pelo relevo plano e pela presenca
de solos hidromorficos com drenagem natural deficiente, o que resulta em
periodos de alagamento do solo nas épocas de maior precipitacdo
pluviométrica. Estas areas apresentam limitacbes ao uso agricola, sendo
utilizadas principalmente para o cultivo do arroz irrigado e pela pecuaria
extensiva ou mantida em pousio, resultando assim em uma baixa exploragéo
econdmica, principalmente pelos baixos indices de produtividade animal da
pecuaria extensiva.

A implantacdo de leguminosas forrageiras de inverno que possuam
a capacidade de fixagdo simbidtica de nitrogénio como o trevo branco (Trifolium
repens L.) constitui-se em uma 6tima alternativa para aumentar os indices de
produtividade destas areas, pois séo forrageiras com alto valor nutritivo por
apresentarem um teor elevado de proteina bruta com alta digestibilidade.
Porém, os beneficios da fixacdo simbidtica de nitrogénio s6 podem ser obtidos
se a leguminosa estiver associada a estirpes de rizobio eficientes na fixacao de
nitrogénio, mesmo em condi¢cdes de alagamento do solo, comum em areas de
varzea.

O trevo branco (Trifolium repens L.) é uma das leguminosas
forrageiras que apresenta maior adaptacdo as condicbes de alagamento do
solo, pois tem a capacidade de formacdo de aerénquima, 0 que permite o
suprimento de oxigénio para as raizes e nddulos radiculares.

Desta forma, plantas de trevo branco inoculadas com estirpes
eficientes de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii, podem ser capazes de

fixar nitrogénio em solos sob alagamento. Além disso, € possivel que nessas



condicbes exista variabilidade na eficiéncia de fixacdo de nitrogénio por

diferentes isolados de rizébio.

Os objetivos desse trabalho foram os seguintes:

a)

b)

d)

Isolamento e selecdo de rizobios eficientes na fixacdo de
nitrogénio em simbiose com trevo branco, de solos do Rio
Grande do Sul;

Avaliacdo da tolerancia da simbiose entre trevo branco e rizobios
nativos selecionados as condi¢cfes de alagamento do solo;
Selecdo de isolados de rizobio nativos eficientes na fixacéo
simbibtica de nitrogénio em trevo branco sob condi¢cdes de
alagamento do solo;

Caracterizacdo dos isolados de rizébio nativos quanto a
capacidade de solubilizar fosfato inorganico, utilizacdo de

carboidratos e producédo de melanina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Alteracdes no solo provocadas pelo alagamento

Nos solos hidromorficos, freqlientemente ocorrem alagamentos
temporarios ou continuos, ocasionados principalmente pelo excesso de
precipitacdo pluviométrica e pela drenagem natural deficiente desses solos.
Esta drenagem deficiente €& decorrente da presenca de uma camada
subsuperficial compactada caracterizada pelo acumulo de argila,
proporcionando assim, uma baixa condutividade hidraulica ao solo.

A primeira alteracdo provocada pelo alagamento é a reducdo dos
niveis de oxigénio, pois a agua que infiltra no perfil ocupa os espagos porosos,
eliminando assim a quase totalidade do oxigénio do solo. A pequena
guantidade de oxigénio que permanece é rapidamente consumida pela
respiracdo das raizes e pela atividade dos microrganismos do solo (Setter &
Belford, 1990; Ernst, 1990). Nessas condi¢cfes, a renovacdo do oxigénio pelo
fluxo do ar atmosférico € prejudicada pela sua baixa taxa de difusdo em solos
saturados, cerca de 10.000 vezes mais lenta do que em solos bem drenados
(Grable, 1966; Patrick & Mahapatra, 1968; Sanchez, 1976).

Mudancas na estrutura do solo em decorréncia do alagamento
tipicamente incluem quebra de agregados, dispersao de argilas e destruicdo de
agentes cimentantes, 0 que acarreta em um aumento na densidade do solo
apos o fim do alagamento (Ponnamperuma, 1972; 1984).

Os valores de pH do solo tendem a neutralidade apds algumas
semanas de alagamento. Em solos acidos, esse aumento nos valores de pH
estd associado ao consumo de H' ocasionado pela reducdo dos compostos
oxidados como nitratos, sulfatos, 6xidos de ferro e manganés (Ponnamperuma,

1977). Esta reducdo € mediada por microrganismos anaerobios que utilizam



esses compostos como aceptores de elétrons na falta de oxigénio para o seu
metabolismo.

O alagamento altera a concentracdo e a mobilidade dos nutrientes
na solucédo do solo. Desta forma, os nutrientes que chegam até as raizes por
difusdo, principalmente fosforo e potassio, sdo favorecidos pela condicdo de
abundéancia de agua (Vahl e Lopes, 1998).

O comportamento do nitrogénio também é bastante afetado apds o
alagamento do solo. Nessas condicbes, o processo de nitrificacdo, que
consiste na transformacéo do ion amoénio (NH;") a nitrato (NO3), n&o ocorre,
pois 0s microrganismos que o realizam séo estritamente aerdbios. Desta forma,
a decomposicdo da matéria organica resulta na acumulacdo do ion amoénio
que, dependendo do pH do solo, podera ser perdido por volatilizacéo,
especialmente em solos originalmente acidos que tiveram o pH elevado apés o
alagamento (Mikkelsen et al., 1978). Imediatamente apds o alagamento, a
principal forma do nitrogénio em solo aerado, o nitrato, € rapidamente
transformado em N,O e N, e perdido para a atmosfera através do processo de
desnitrificacdo (Mascagni & Sabbe, 1991; Humphrey et al., 1991).

Portanto, o uso da adubacéo nitrogenada em solos susceptiveis ao
alagamento requer muita atencdo devido ao grande risco de perdas do
nutriente, seja na forma amoniacal (uréia, sulfato de aménio) ou na forma

nitrica (nitrato de potassio, nitrato de amaonio).

2.2 Trevo branco (Trifolium repens L.)

O trevo branco é uma espécie forrageira perene originaria da regiao
do Mediterraneo e cultivada em varias regides temperadas e subtropicais do
mundo (Frame & Newbould, 1986). Essa leguminosa tende a se naturalizar em
regibes em que o volume de precipitacdo pluviométrica anual ultrapasse
750mm (Jahufer et al., 2002). Além disso, apresenta grande importancia na
formacdo de pastagens por apresentar excelentes qualidades como producao
de forragem de alta qualidade, habilidade para competir com gramineas
perenes e apresentar alta capacidade de fixacdo simbibtica de nitrogénio
(Carlsson & Huss-Danell, 2003).

As estruturas basicas de crescimento do trevo branco sdo os

estoldes, que consistem em um tipo de caule horizontal com uma série de



intern0s separados por nos. De cada n6 nasce uma folha trifoliolada e raizes
adventicias sao emitidas quando ocorre o contato dos estoldes com o solo
umido. Essas caracteristicas permitem que a plantas sejam sustentadas pelas
novas raizes em caso de morte da raiz principal por algum estresse abidtico
como o alagamento do solo, tornando-se assim, plantas independentes
(Thomas, 1987). Além disso, a caracteristica de crescimento prostrado com
grande quantidade de estoldes |he permite grande resisténcia ao pastejo
(Monteiro et al., 1996).

Geralmente, o cultivo do trevo branco como pastagem se da em
associacdo com gramineas, especialmente com azévem (Lolium perenne)
(Vinther, 1998; Hogh-Jensen & Schjorring, 1997; Vinther & Jensen, 2000). Essa
associacao ocorre principalmente devido ao risco de ocorréncia de timpanismo

em animais que se alimentam estritamente com a leguminosa (Davies, 1992).

2.3 Fixacéo simbidtica de nitrogénio em trevo branco

A utilizacdo do trevo branco (Trifolium repens L.) na formacéo de
pastagens apresenta como principal vantagem a alta capacidade de fixacao
biolégica de nitrogénio (Carlsson & Huss-Danell, 2003). Devido a simbiose com
0s rizébios, o trevo branco tem um grande potencial de aumentar a
sustentabilidade da atividade pecuéaria principalmente por proporcionar
quantidades substanciais de nitrogénio para as plantas e também para o solo,
reduzindo a necessidade de fertilizantes nitrogenados.

A fixag&o simbiotica de nitrogénio em trevo branco pode ser limitada
por qualquer fator que limite o crescimento da planta, pois neste caso a
demanda por nitrogénio € reduzida (Crush, 1987). Dentre esses fatores pode-
se citar a acidez e a baixa fertilidade do solo (Dunlop & Hart, 1987), a
competicdo com pastagem em associacao (Frame & Laidlaw, 2000), o pastejo
(Marriot & Haystead, 1990; Eriksen & Hogh Jensen, 1998) e outros como o
alagamento do solo (Mundy et al., 1988).

Por outro lado, a fixacdo no nitrogénio em trevo branco também
pode ser limitada por fatores que afetem diretamente o microssimbionte e a sua
sobrevivéncia, como a acidez do solo (Bordeleau & Prévost, 1994) e a

competicdo com rizobios nativos (Svenning et al., 1991).



As quantidades de nitrogénio fixadas em pastagens de trevo branco,
associadas ou ndo a. gramineas, variam bastante entre os resultados obtidos.
Em trevo branco cultivado como monocultura na Nova Zelandia, Kumar & Goh
(2000) observaram quantidades de nitrogénio fixado de até 327 kg ha™* ano™.
Campillo et al. (2003) observaram quantidades que variaram de 232-396 kg N
fixado ha™ ano™ em trevo branco cultivado no Chile sob monocultura durante 4
anos.

Ja Vinther & Jensen (2000) observaram quantidades que variaram
de 15 até 235 kg N fixado ha™ ano™ pelo trevo branco associado a Azéven
(Lolium perenne) na Dinamarca. Esses autores atribuiram esta grande variacéo
nas quantidades de nitrogénio fixado via simbiose a diferenca na fertilidade
entre os solos das areas cultivadas.

Carlsson & Huss-Danell (2003) revisando diversos estudos sobre a
fixacdo simbidtica de nitrogénio em leguminosas forrageiras, encontraram
valores de até 545 kg N fixado ha’ ano® em pastagens de trevo branco,
associada ou ndo a gramineas, de diversos locais de clima temperado e
subtropical.

E importante ressaltar que o uso apenas da parte aérea das plantas
para se determinar as quantidades de nitrogénio fixadas em pastagens com
leguminosas, subestimam a total contribuicdo do processo de fixacdo
simbidtica de nitrogénio para o aporte desse elemento no sistema solo-planta
(Riffkin et al., 1999).

Alguns autores indicam que os 6rgdos das plantas situados abaixo
da superficie do solo podem contribuir com até 40% do nitrogénio total contido
na planta (MacNeill et al., 1997; Peoples et al., 1998). Do mesmo modo,
Jorgensen & Ledgard (1997) observaram que a quantidade de nitrogénio em
orgaos subterraneos de trevo branco (raizes e nédulos) pode representar até
60% do nitrogénio total fixado pela mesma, contribuindo assim para aumentar
os teores de nitrogénio do solo.

Geralmente, o cultivo do trevo branco se da em associacdo com
gramineas. Com essa associacdo, além do beneficio direto, boa parte do
nitrogénio fixado pela leguminosa pode ser transferido para a graminea em

associacdo. Esta transferéncia ocorre pela deterioracdo de partes subterraneas



da planta, pela decomposi¢do de tecidos ricos em nitrogénio e também pelo
aporte de dejetos dos animais em pastejo.

Além do sistema radicular, a liberagdo de nitrogénio dos nédulos da
planta é considerada uma importante fonte de transferéncia desse elemento
para a graminea em associacdo (Russelle et al., 1994), pois de acordo com
Whitehead (1995), o teor de nitrogénio nos nodulos de trevo branco pode
chegar a 9% enquanto nas folhas, esse teor dificimente chega a 5%. Além
disso, segundo Whitehead, (1995), os nédulos representam de 20-35% da
massa total da planta em ativo processo de fixacao.

Em geral, espécies perenes de habito estolonifero como o trevo
branco, proporcionam maior transferéncia do nitrogénio fixado em comparacéao
as leguminosas de habito ereto (Laidlaw et al., 1996). A decomposicdo de
tecidos ricos em nitrogénio como folhas e estoldes representa boa parte do
nitrogénio transferido, principalmente por ocasido de algum estresse que leve a
morte da leguminosa (Woledge et al., 1990).

O nitrogénio fixado pelo trevo branco também pode ser transferido
para a graminea em associacdao de uma forma indireta, através do aporte de
dejetos dos animais em pastejo pois segundo Ledgard & Steele (1992), cerca
de 75-85% do nitrogénio consumido pelo animal é excretado via dejetos,
principalmente pela urina.

Os valores de nitrogénio transferido para as gramineas associadas
apresentam grande variacdo. Whitehead (1995) cita valores entre 0-75% do
nitrogénio fixado pela planta. Avaliando a transferéncia de nitrogénio do trevo
branco para o azevém, sob baixos niveis de adubacao nitrogenada, Boller &
Nosberger (1987) observaram que cerca de 80% do nitrogénio absorvido pela
graminea era proveniente do fixado pela leguminosa.

Geralmente as quantidades de nitrogénio transferido séo baixas no
primeiro ano de produgdo. Em parcelas experimentais na Dinamarca, 0S
valores de nitrogénio transferido do trevo branco para azevém foram de apenas
3% no primeiro ano, enquanto que no terceiro ano os valores chegaram a 22%
(Hogh-Jensen & Schjorring, 1997).

A aplicacdo de nitrogénio em pastagens de trevo branco, além de
constituir um alto custo relativo, pode diminuir a fixacdo simbidtica de nitrogénio

por atrasar a nodulacdo (Crush, 1987), reduzir o nimero e o tamanho de



nodulos (Cowling, 1961), reduzir a atividade da enzima nitrogenase (Eltilib &
Ledgard, 1988) e indiretamente, por diminuir a propor¢do do trevo branco na
pastagem quando associado a gramineas.

2.4 Respostas das plantas as condi¢fes de alagamento do solo

O primeiro fator que influencia o crescimento de plantas apds o
alagamento do solo é a disponibilidade de oxigénio, pois em questdo de horas
0s niveis do elemento chegam a menos de 2%, o que é insuficiente para
manter a capacidade respiratoria normal das raizes e sustentar o maximo
potencial produtivo das plantas (Liao & Lin, 2001; Vartapetian & Jackson,
2001).

A exclusdo do oxigénio altera o metabolismo das plantas que
passam a realizar a respiracdo anaerdbia. Segundo Crawford (1992), a troca
da respiracdo aerdbia (fosforilacdo oxidativa) pela anaerdbia (fermentacéo)
afeta severamente a disponibilidade de energia, requerendo grandes
quantidades de reserva de carboidratos existentes na planta. Para cada mol de
glicose metabolizado, a respiracdo aerdbia produz 32 mol de ATP, enquanto
que a respiracdo anaerdbia produz apenas 2 mol de ATP (Vartapetian &
Jackson, 2001).

Além da menor eficiéncia energética, a translocacao de carboidratos
também é sensivel as condi¢cdes de anaerobiose e, dependendo da planta, ndo
consegue sustentar a alta demanda exigida pelas raizes durante o alagamento
(Drew, 1997). Por este motivo, a capacidade de armazenar grandes
quantidades de carboidratos em raizes, rizomas ou estoldes pode conferir
tolerancia a periodos de alagamento as espécies (Haldemann & Brandle, 1988;
Bertrand et al., 2003).

As plantas susceptiveis a excesso hidrico exibem mudancas nos
processos metabolicos e fisiolégicos como a reducdo na condutancia radicular
ocasionando murchamento vegetal, fechamento estomatico, reducdo da
absorcéo de agua e reducédo da taxa de fotossintese (Baruch, 1994).

As células do sistema radicular ao se tornarem anaerdbias
estimulam as vias glicoliticas e fermentativas, produzindo grandes quantidades

de gases como diéxido de carbono, etanol e metanol (Drew, 1997). Devido a



baixa difusdo de gases na agua, o acumulo desses gases pode ser altamente
fitotoxico para as raizes das plantas (Dat et al., 2004).

Além das modificagcbes metabdlicas e fisioldgicas, as condicdes
impostas as plantas pelo alagamento do solo, provocam alteracbes tanto no
balanco quanto na quantidade de hormoénios produzidos. Em geral, essas
alteragOes acarretam em uma diminuigdo no crescimento das plantas, pois em
alagamento, os niveis do hormdnio ABA (acido abscisico) diminuem quando
comparado a raizes em condi¢cfes aeradas (Huang & Van Toai, 1991; Else et
al., 1995). A reducédo dos niveis de ABA pode comprometer o desenvolvimento
das plantas sob alagamento pois segundo Huang & Van Toai (1991), a
aplicacdo de acido abscisico aumenta a tolerancia das plantas as condi¢des de
anaerobiose.

Dentre os varios hormonios afetados pelo alagamento, o etileno é o
gue mais se destaca, devido ao aumento na sua concentracdo. Esse aumento
é atribuido ao aumento da sintese associada a redu¢do do movimento para
fora das raizes, ocasionando a retencédo de etileno no tecido radicular pelo fato
do horménio ser menos soluvel em agua do que em ar (Musgrave et al., 1972;
Voesenek et al., 1993).

A importancia do etileno na anatomia de muitas plantas sob
condicdes de alagamento estd relacionada a formacdo de aerénquima nas
raizes (Armstrong, 1979; Drew et al., 1979; Baluska et al., 1993; Drew et al.,
1994). Aerénquima sao espagos corticais que permitem o transporte de
oxigénio da parte aérea das plantas para as raizes, re-oxidando assim as
raizes nessas condicfes. Esse transporte do oxigénio permite que a planta
mantenha o processo de respiracdo aerodbia, aumentando assim a tolerancia ao
alagamento (Justin & Armstrong, 1987).

A funcgéo do etileno na formacgéo de aerénquima esta relacionada ao
aumento da atividade da celulase que degrada a parede celular formando os
espacos responsaveis pelo transporte do oxigénio até o sistema radicular
(Jackson et al., 1993; Drew et al., 1994). Porém, alguns autores ressaltam que
0 mecanismo de formagcao de aerénquima varia entre plantas, mas que em
geral, esta associado a acdo do etileno (Webb & Jackson, 1986; Baluska et al.,
1993).



10

A arranjo das células provocado pela formacdo de aerénquima leva
a um aumento na porosidade radicular para permitir o fluxo de oxigénio da
parte aérea para as raizes das plantas (Justin & Armstrong, 1987).
Consequentemente, espécies tolerantes tendem a apresentar maior porosidade
radicular do que as espécies sensiveis ao alagamento do solo (Laan et al.,
1989).

Além da formacgdo de aerénquima, as plantas podem desenvolver
um outro mecanismo de tolerancia ao alagamento do solo, a formacéo de
raizes adventicias (Drew et al., 1979; Kawase, 1981; Gibberd et al., 2001). Esta
formacdo é um mecanismo utilizado pelas plantas para repor as raizes mortas
ou que perderam suas fun¢des pelas condicbes de baixos niveis de oxigénio
impostas pelo alagamento (Vartapetian & Jackson, 2001).

As raizes adventicias usualmente emergem da base do caule
crescendo tanto no solo como na agua. O crescimento horizontal dessas raizes
proximo a superficie da dgua, associado a sua localizacdo, proxima aos locais
de formacéo de aerénquima, proporcionam uma maior quantidade de oxigénio
em relacdo ao antigo sistema radicular danificado (Jackson & Drew, 1984).

Assim como a formacdo de aerénquima, a emissdao de raizes
adventicias também esta relacionada com a acéo do etileno. O alagamento do
solo proporciona o acumulo de etileno e também de auxina em raizes e caules
de plantas. Este aumento associado a diminuicdo nos niveis de giberelinas e
citocininas nessas condicfes, favorecem a emissdo de raizes adventicias
(McNamara & Mitchell, 1991; Visser et al., 1995).

Regehr et al. (1975), reportam que o transporte de &agua, assim
como o de oxigénio, também €& melhorado pelas raizes adventicias em
comparacdo as raizes originais sob anaerobiose, promovendo a reabertura
estomatica durante periodos prolongados de alagamento. Outra fung¢do do
etileno em plantas sob condicbes de alagamento, esta relacionada com o
aumento do comprimento das plantas quando em completa submergéncia
(Voesenek et al., 2003; Vriezen et al., 2003), especialmente em periodos de
maior precipitacdo pluviométrica.

Em um estudo que avaliou o comportamento de 20 espécies do
género Trifolium em condicbes de alagamento do solo, Gibberd et al. (2001)

observaram que todas as espécies tiveram o crescimento da raiz principal
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severamente reduzido apds o alagamento do solo e, posteriormente, na
maioria das espécies ocorreu o desenvolvimento de raizes laterais, que
cresceram proximas a superficie do solo e no sentido horizontal. Dentre as
espécies avaliadas, nove foram consideradas tolerantes por nao sofrerem
reducdo no crescimento vegetativo apdés o alagamento do solo, sendo que
nestas espécies foram observados aumentos consideraveis nos valores de
porosidade radicular, o que esteve diretamente associado a formacdo de
aerénquima.

Aschi-Smiti et al. (2003a), estudaram o efeito de diferentes periodos
de alagamento do solo no crescimento de quatro variedades de Trifolium
subterraneum L. e observaram que a variedade Park foi a Unica que néo teve o
crescimento reduzido apés o alagamento do solo. Além disso, quando expostas
a 10 dias de alagamento, as plantas dessa variedade alcancaram uma
producdo de matéria seca 26% superior ao tratamento que ndo recebeu
alagamento. Esse comportamento levou Aschi-Smiti et al. (2003b), a avaliarem
a tolerancia dessa variedade a baixas concentracdes de oxigénio em solugéo
nutritiva. Os autores concluiram que a emissdo de raizes adventicias,
associada a formacdo de aerénquima, foram os principais mecanismos de
resisténcia da planta a essas condi¢cfes. Além disso, foi observado que a
emissdo de raizes adventicias ocorreu imediatamente ap0s a morte da raiz
principal, que por sua vez, foi ocasionada pela falta de oxigénio.

Gibberd et al. (1999), avaliaram as diferencas no comportamento de
duas espécies do género Trifolium em condi¢cdes de anaerobiose radicular,
sendo uma espécie previamente considerada resistente (T. tomentosum L.) e
outra sensivel ao alagamento do solo (T. glomeratum L.). Ambas as espécies
apresentaram um aumento na porosidade radicular quando expostas a
condicdo de anaerobiose, porém em ambas as condicdes, a espécie resistente
apresentou porosidade radicular cerca de 80% maior que a espécie sensivel ao
alagamento do solo. Em um estudo prévio, Gibberd & Cocks (1997) ja haviam
demonstrado a presenca de T. tomentosum L. em solos hidromorficos
enquanto que T. glomeratum L. ndo foi encontrado nessas areas.

Dentre as espécies do género Trifolium com potencial para o uso
como pastagem, o trevo branco (T. repens L.) é considerado uma das mais

resistentes ao alagamento do solo (Hoveland & Webster, 1965; Hoveland &



12

Mikkelsen, 1967) tolerando alagamento do solo durante até 20 dias sem
reducao do crescimento vegetal (Heinrichs, 1970).

Avaliando o efeito do alagamento sobre o desenvolvimento de
algumas espécies desse género, Rogers & West (1993) observaram que apos
submeterem as plantas a 15 dias de alagamento, a producdo de matéria seca
de raizes em T. repens L. aumentou significativamente enquanto que em T.
subterraneum L. essa producgéo foi drasticamente reduzida. Uma significante
propor¢cdo desse aumento no crescimento radicular ocorreu em fungédo da
emissdo de raizes adventicias, que apresentaram uma porosidade trés vezes
maior do que as raizes produzidas em condi¢cdes aeradas. Esse aumento na
porosidade radicular foi ocasionado pela formacdo de aerénquima que pode
ser visualizada através de microscopia da secdo transversal dessas raizes

apos 15 dias de alagamento.

2.5 Fixacdo simbidtica de nitrogénio em condi¢cbes de

alagamento do solo

Além de prejudicar o crescimento vegetativo de plantas, o
alagamento do solo pode também reduzir a nodulacdo e conseqientemente a
fixacdo simbidtica de nitrogénio (Witty et al., 1986; Bishnoi & Chrishnamoorthy,
1992; Sung, 1993; Zhang & Smith, 2002). Essa redugdo tém sido atribuida
principalmente a reducdo no suprimento de oxigénio e N, para 0os noédulos
radiculares (Shiferaw et al., 1992; Arrese-lgor et al., 1993).

Em condicdo de alagamento do solo, a fixacdo simbidtica de
nitrogénio pode ser ainda mais prejudicada do que o crescimento vegetativo da
planta, pois de acordo com Minchin & Summerfield (1976), a diminuicdo da
fixacdo do nitrogénio foi o fator responsavel pela reducdo no crescimento
vegetativo do feijdo caupi (Vigna unguiculata L.) ap6s o alagamento do solo.

Buttery (1987) ao avaliar o efeito do alagamento do solo no
crescimento vegetativo de plantas de soja, observou que as plantas supridas
com nitrato foram menos sensiveis ao alagamento do que as plantas que
dependiam da fixacdo simbiética de nitrogénio.

Em um estudo semelhante, Bacanamwo & Purcell (1999) também
observaram que as plantas de soja dependentes da fixagcdo simbidtica de

nitrogénio, foram mais sensiveis ao alagamento do solo em relacdo as plantas
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supridas com nitrato, sendo que a reducdo significativa do crescimento das
plantas dependentes da fixagdo ocorreu logo aos 7 dias ap6s o alagamento,
engquanto que nas plantas supridas com nitrato, essa reducao ocorreu apenas
aos 14 dias apos o alagamento. Segundo esses autores, uma possivel
explicacdo para esse comportamento seria que apds a diminuicdo da
concentracdo de oxigénio na rizosfera, o nitrato poderia ser utilizado como um
substituto do oxigénio para o metabolismo radicular, possibilitando assim um
aumento no crescimento pela maior eficiéncia energética (Reggiani et al. 1985).
Além disso, a demanda energética da planta para a fixacdo do nitrogénio é
maior do que a necessaria para a absorcao do nitrato (Ryle et al., 1978).

Sung (1993), ao avaliar o efeito do alagamento do solo em plantas
de soja, observou uma reducdo significativa na atividade da enzima
nitrogenase, tanto no estadio vegetativo como no reprodutivo, ocasionando
uma significativa reducdo do crescimento das plantas. Do mesmo modo,
Mundy et al. (1988), apés submeterem plantas de trevo branco a diferentes
periodos de alagamento, mostraram que a fixagdo simbidtica de nitrogénio foi
significativamente reduzida, voltando a aumentar apés a drenagem do solo.

Porém, as condi¢cdes impostas pelo alagamento do solo nem sempre
afetam negativamente o processo de fixacdo simbiotica de nitrogénio. Pugh et
al. (1995) observaram um aumento no crescimento de trevo branco apoés
longos periodos de alagamento do solo, sugerindo que mesmo em regides
temperadas, existem leguminosas de interesse econdmico que possuem a
capacidade de crescer, nodular e fixar grandes quantidades de nitrogénio em
solos hidromérficos. Esses autores sugerem que a formacdo de aerénquima
verificada nas raizes de trevo branco, tenha suprido a demanda de oxigénio e
N, para o processo de fixacdo simbiotica de nitrogénio.

Do mesmo modo, James & Crawford (1998) e James & Sprent
(1999), observaram que a nodulacdo e a fixacdo simbidtica de nitrogénio em
Lotus uliginosus, ndo foi negativamente afetada apdés 60 dias de completa
submergéncia do sistema radicular. Nessas condi¢des, a porosidade radicular
aumentou significativamente pela formacao de aerénquima, aumentando assim
0 suprimento de oxigénio e N, para os nddulos e conseqlentemente, a

nodulacao e a fixagdo simbidtica de nitrogénio.
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Em condicbes aeradas, o principal mecanismo de infeccdo das
raizes pelo rizobio é o encurvamento dos pélos radiculares. Nesse mecanismo,
apoés o encurvamento dos pélos, proporcionado pela troca de sinais
moleculares entre os simbiontes, ocorre a entrada do rizébio pelo corddo de
infeccdo no pélo radicular (Gage & Margolin, 2000). Porém, as condi¢cdes
impostas pelo alagamento do solo, geralmente impedem a formacgé&o dos pélos
radiculares assim como deformam os ja existentes, reduzindo drasticamente as
zonas de infeccao para o rizébio (Zhang & Smith, 2002; Goormachtig et al.,
2004a). Além disso, o etileno produzido nas raizes das plantas durante o
alagamento do solo, dificulta a emissdo desses pélos radiculares, inibindo e
atrasando a nodulagéo e a fixacdo simbidtica de nitrogénio (Goormachtig et al.,
2004b).

Por esse motivo, em condicfes de alagamento do solo, a infeccéo
das raizes pelo rizébio pode ocorrer exclusivamente através da entrada pelas
guebras na base das raizes laterais e adventicias, proporcionadas pela falta de
oxigénio no solo (Goormachtig et al., 2004b). Nesse mecanismo, o rizobio
coloniza os espacos intercelulares das células corticais induzindo a formacéo
de um tipo de bolsa de infec¢cdo, da qual, cordbes de infeccdo intra e
intercelulares levam as bactérias para os locais de formacdo dos nédulos. Além
disso, o etileno é essencial para a ocorréncia do mecanismo pois € necessario
para a formacao da bolsa de infeccdo (D’'Haeze et al., 2003).

James & Sprent (1999) avaliando a nodulacdo em Lotus uliginosus,
observaram que, além da infec¢do pelo mecanismo do encurvamento do pélo
radicular, as plantas também foram infectadas através do mecanismo de
quebra na base das raizes, quando mantidas durante 60 dias em condi¢cfes de
alagamento.

Se por um lado, o acumulo de etileno nas raizes das plantas durante
o alagamento do solo pode ser benéfico a fixagdo simbibtica de nitrogénio,
principalmente por permitir a formacado de aerénquima e, consequentemente,
proporcionar o suprimento de oxigénio e N, aos nddulos, por outro, esse
horménio pode ter uma influéncia negativa sobre a nodulacdo (Goodlass &
Smith, 1979; Jackson, 1985; Hirsch, 1992; Oldroyd et al., 2001). Segundo
Goodlass & Smith (1979), altos niveis de etileno inibem a divisdo celular

vegetal, o que poderia limitar a formacao de nédulos radiculares.
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Porém, algumas espécies de rizObio podem apresentar a
capacidade de reduzir as quantidades de etileno produzidas pelo
macrosimbionte, reduzindo assim o efeito negativo desse hormdénio sobre a
nodulacdo. Ma et al. (2002), detectaram a producao de rizobiotoxina por uma
estirpe de rizébio, um inibidor da sintese de etileno que amenizou o efeito

negativo do etileno sobre a nodulagao.

2.6 Solubilizacédo de fosfato

Vérios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a
habilidade de diferentes bactérias em solubilizar fosfatos inorganicos de baixa
solubilidade como o fosfato tricalcico, fosfato bicalcico, hidroxiapatita e fosfatos
de rocha (Rodriguez & Fraga, 1999).

A grande maioria das bactérias solubilizadoras de fosfato estéo
associadas a rizosfera de plantas (Sperberg, 1958) sendo que a populacéo
destas no solo rizosférico é consideravelmente maior do que no solo néo
rizosférico (Katznelson et al., 1962; Raghu & MacRae, 1966).

Segundo Rodriguez & Fraga (1999), algumas estirpes do género
Rhizobium estdo entre as bactérias que possuem 0 maior potencial de
solubilizac&o de fosfatos inorganicos em testes realizados in vitro.

A deteccdo visual da capacidade de solubilizacdo de fosfatos
inorganicos por microrganismos € possivel utilizando-se meétodos que
empreguem o crescimento em placas de petri. A adicdo de fosfato inorganico
(geralmente fosfato tricalcico) ao meio de cultura torna o meio turvo, permitindo
assim, a visualizacdo de um halo transparente em torno da colonia microbiana
indicando a capacidade de solubilizacdo do fosfato (Rodriguez & Fraga, 1999).

Seshadri et al. (2000) sugeriram um indice para avaliar a capacidade
de solubilizacdo de fosfato em testes com placas de petri. O indice de
solubilizac&o de fosfato (I.S.F) é obtido dividindo-se o diametro do halo (quando
formado) pelo diametro da coldnia e s6 pode ser aplicado em microrganismos
gue promovam a formacado de halo no meio de cultura.

A producdo de &cidos orgéanicos pelas bactérias € citado como o
principal mecanismo de solubilizacdo de fosfatos inorganicos (Duff & Webley,
1959; Banik & Dey, 1982; Halder et al., 1990). Segundo Goldstein (1994), essa

producdo de acidos organicos resulta na acidificacdo do meio e,
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consequentemente, o fésforo pode ser liberado do fosfato inorganico por troca
anidnica do PO,*. Halder & Chakrabarty (1993), avaliando estirpes de
Rhizobium leguminosarum, identificaram o &acido 2-cetoglucdnico como
responsavel pela capacidade de solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos, pois a
solubilizacéo foi totalmente inibida com a adicdo de NaOH ao meio.

Porém, a acidificacdo do meio ndo parece ser o Unico mecanismo de
solubilizacdo de fosfatos por microrganismos, visto que em alguns casos a
reducdo do pH do meio ndo apresentou correlagdo com a capacidade de
solubilizac&o de fosfato pelos microrganismos (Subba Rao, 1982).

Os trabalhos de Antoun et al. (1998), Chabot et al. (1998) e Peix et
al. (2001) mostraram que além da capacidade de solubilizar fosfatos em testes
in vitro, algumas estirpes de rizobio podem, através da solubilizacdo de
fosfatos, aumentar a disponibilidade de P para as plantas.

Alves et al. (2004) também relataram que além da solubilizacdo de
fosfato tricalcico in vitro, algumas estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii foram capazes de solubilizar fosfato de rocha (fluorapatita), quando
inoculadas em trevo branco, aumentando assim o acumulo de fésforo e
consequentemente a producdo de matéria seca da parte aérea das plantas.
Por outro lado, os autores ndo observaram relacdo entre a solubilizacdo de
fosfato tricalcico in vitro e a solubilizacdo do fosfato de rocha pelas estirpes,
indicando que a capacidade de solubilizacdo depende também do tipo de

fosfato utilizado.

2.7 Utilizac&o de carboidratos

Os rizébios sao capazes de utlizar uma ampla variedade de
carboidratos como glicose, galactose (hexoses), sacarose, lactose
(dissacarideos), arabinose, frutose (pentoses), (Martinez-de-Dretz et al., 1974;
Chakrabarti et al., 1987; Kishinevsky, et al., 2003).

Alguns autores reportaram que 0s rizobios de crescimento rapido
sdo menos exigentes quanto a utilizacdo de carboidratos do que os de
crescimento lento (Stowers, 1985; van Rossum et al., 1995). Tradicionalmente,
tem-se dividido os riz6bios em grupos, de acordo com a velocidade de

crescimento, como primeiro sugerido por Lonis & Hansen (1921), os de
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crescimento rapido (Rhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium), crescimento
intermediario (Mesorhizobium) e crescimento lento (Bradyrhizobium).

Os rizébios do género Bradyrhizobium, em geral, ndo utilizam
dissacarideos como sacarose, lactose e maltose (Graham, 1964; Marsudi et al.,
1999; Zerhari et al., 2000). Esta incapacidade de utilizacdo de dissacarideos foi
estudada por Martinez de Dretz et al. (1974). Esses autores observaram que
estirpes Bradyrhizobium japonicum ndo possuiam as enzimas invertase e
sacarose fosforilase, presentes em estirpes de crescimento rapido e
necessarias para a conversao da sacarose em glicose.

Por outro lado, existem trabalhos mostrando a utilizacdo de
dissacarideos como sacarose e lactose, tanto por estirpes de crescimento lento
como por estirpes de crescimento rapido (Padmanabhan et al., 1990; Maatallah
et al., 2002). Esses resultados podem ter ocorrido em virtude das diferentes
metodologias adotadas para avaliar a utilizacdo de carboidratos pelos rizébios,
ja que nessas avaliacdes, a concentracdo dos carboidratos no meio de cultura
apresenta grande variacdo (0,1% até 1%).

O uso do extrato de levedura no meio de cultura também pode gerar
dificuldades para se avaliar a utilizacdo de carboidratos por rizébios pela
presenca de pequenas quantidades de carboidratos na sua composi¢cao
(Maatallah et al., 2002). Esses autores observaram que muitos isolados de
rizobio foram capazes de crescer no meio LMA (Vincent, 1970) sem a adicao
do carboidrato, no caso o manitol.

Diversos estudos tém mostrado grande variabilidade na utilizacao de
carboidratos pelos rizobios. Em um estudo com 40 rizébios isolados de Acacia
saligna, Marsudi et al. (1999) observaram que todos os isolados cresceram em
frutose e manitol. Por outro lado, os mesmos isolados apresentaram grande
variabilidade quanto a utilizagdo de arabinose, lactose e sacarose.

Jé& Idrissi et al., (1996), observaram que rizdbios nativos isolados de
Ceratonia siliqua foram capazes de metabolizar uma grande variedade de
carboidratos, como arabinose, xilose, galactose, glicose, frutose, manose,
inositol, sorbitol, maltose, trealose, além do manitol, atualmente o carboidrato
mais utilizado para o crescimento dessas bactérias em meios de cultura

(Somasegaran & Hoben, 1994).



18

Ronson & Primrose (1979) sugerem que a principal via de
metabolizacdo de carboidratos utilizada por estirpes de Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii € a Entner-Doudorof, sendo que, dentre os
carboidratos avaliados, apenas a galactose poderia ser metabolizada por uma

via diferente desta.

2.8 Producao de melanina

A melanina € um pigmento de alto peso molecular formado pela
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos, apresentando geralmente
coloracao escura (Jacobson, 2000). Culturas de Rhizobium de varias espécies
apresentam a capacidade de producdo de melanina apds longos periodos de
incubacdo (10 dias) em meio TY sélido (Lamb et al., 1982; Borthakur et
al.,1987; Hynes et al., 1988; Hawkins et al., 1991; Cubo et al., 1997; Sa, 2001).
A producado desse pigmento € aumentada quando o meio TY é suplementado
com L-tirosina (substrato para a tirosinase, uma enzima que catalisa varios
passos da producéao de melanina) e CuSQO, (cofator da tirosinase).

A producdo de melanina em meio de cultura ocorre quando ha o
rompimento de células velhas, liberando assim a tirosinase, que entra em
contato com o substrato, a L-tirosina. A adicdo de SDS (dodecil sulfato de
sédio) acelera a deteccdo da producdo do pigmento, mesmo em colbnias
jovens (2-3 dias), pois a acdo detergente do SDS resulta em um imediato
rompimento de células (Cubo et al., 1988).

Apesar da capacidade de producdo de melanina ser amplamente
encontrada em estirpes de Rhizobium, existem diferencas fisiologicas entre
espécies do género. Por este motivo, a capacidade de producdo desse
pigmento em meio de cultura, tem sido utilizada para a caracterizacao de
isolados de rizébios nativos de soja (Keyser et al., 1982; Hungria et al., 2001;
Grange & Hungria, 2004), alfafa (del Papa et al., 1999) e feijoeiro (S&, 2001;
Andrade et al., 2002).

Pouco se sabe sobre a funcdo da melanina em rizébios. Alguns
autores citam que talvez ela seja utilizada para polimerizar moléculas fendlicas
que surjam por ocasido da senescéncia de ndodulos, detoxificando esses
compostos que normalmente sao letais para a bactéria (Borthakur et al., 1987;

Hawkins & Johnston., 1988). Estudos indicam que a producdo de melanina ndo
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esta relacionada com a fixacéo biologica de nitrogénio (Lamb et al., 1982; Gao
& Borthafur, 1995; Cubo et al., 1997; Rodriguez-Navarro et al., 2000), embora
0S genes mel, responsaveis pela producdo de melanina, estejam no plasmideo
simbidtico sym.

Segundo Romero-Martinez et al. (2000), normalmente a melanina é
formada durante um periodo de estresse bi6tico ou abibtico ao qual os rizébios
estdo expostos, servindo como uma ferramenta de auxilio no aumento da
capacidade de sobrevivéncia e competicdo em situacdes particulares. Isto
poderia explicar a relacdo observada por Sa (2001), entre a capacidade de
producdo de melanina e as caracteristicas dos solos de origem, pois a grande
maioria dos isolados produtores de melanina eram originarios de solos de
varzea, onde os rizobios estdo sujeitos a longos periodos de alagamento do

solo.



3. MATERIAL E METODOS

Amostras de solo e de plantas de trevo branco (Trifolium repens L.)
foram coletadas em areas com histérico prévio de ocorréncia da leguminosa,
em locais de diversas regides do estado do Rio Grande do Sul. As coletas
foram realizadas tanto em areas de varzea quanto em &reas sem essa

caracteristica.

3.1 Obtencdo dos ndédulos

Os nédulos foram retirados das raizes das plantas coletadas no
campo e também de plantas inoculadas com uma suspensao das amostras de
solo dos diferentes locais de coleta. Para o isolamento dos rizobios a partir das
amostras de solo, foram cultivadas plantas de trevo branco, variedade Yi,
utilizando-se vasos “Leonard” (Vincent, 1970) contendo substrato esterilizado,
composto de uma mistura de vermiculita e areia na proporcdo de 2:1
respectivamente, e solucdo nutritiva (Sarruge, 1975) isenta de nitrogénio.

Antes do preparo do substrato, a areia foi lavada com HCI 1M, agua
destilada e posteriormente mantida em estufa para secagem. Apds a
montagem dos vasos, esses foram esterilizados em autoclave durante duas
horas a 120°C. A solucdo nutritiva era renovada semanalmente e o pH da
mesma mantido em torno de 6,0.

O plantio foi realizado colocando-se seis sementes pré-germinadas
de trevo branco por vaso. Apés uma semana realizou-se o desbaste deixando-
se apenas trés plantas por vaso. As sementes foram previamente
desinfestadas em &lcool por 30 segundos, hipoclorito de sodio (2,0%) por 30

segundos e cinco lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada.
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A inoculacao dos vasos foi realizada imediatamente apds o desbaste
das plantas, colocando-se aliquotas de 5mL de suspensfes das amostras de
solo em solugéo salina (NaCl 0,85%) esterilizada. O experimento foi conduzido
com duas repeticbes para cada amostra. A avaliacdo da nodulacdo foi
realizada 40 dias ap0s a inoculacdo e os ndédulos obtidos foram levados ao

laboratério para posterior isolamento dos rizébios.

3.2 Isolamento dos rizobios

Realizou-se o isolamento a partir dos nodulos radiculares de trevo
branco coletados a campo e dos nodulos obtidos de plantas inoculadas com
suspensodes de solo em casa de vegetacao.

Os nodulos foram previamente desinfestados em alcool por 30
segundos, hipoclorito de sodio (2,0 %) por 30 segundos e lavagens sucessivas
em &gua destilada esterilizada. Ap6s a desinfestacdo, cada ndodulo foi
macerado, com uma pinca esterilizada, em placas contendo meio levedura
manitol (Vincent, 1970) com adi¢ao de vermelho congo (LMV).

Os isolados obtidos foram purificados por inoculagdes sucessivas
em placas com LMV e, apdés a obtencdo de colénias homogéneas e com
caracteristicas persistentes, inoculados em tubos contendo meio agar levedura-

manitol (LM) e incubados por 4 dias a 28°C e armazenados sob refrigeracéo.

3.3 Autenticacao dos isolados

Para a autenticacdo dos isolados, estes foram inoculados em
plantas de trevo branco crescidas em tubos de ensaio com diametro de 25 mm
e altura de 200 mm contendo um gel composto por solucdo nutritiva (Sarruge,
1975) e agar (0,6%) isenta de nitrogénio. Os tubos foram preparados
anteriormente com tamp&do de algodado para evitar a contaminacdo e
esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 120°C. As sementes de trevo
branco (cultivar Yi) foram desinfestadas e pré-germinadas conforme descrito
anteriormente.

Em cada tubo, foram colocadas duas sementes pré-germinadas de
trevo branco e inoculados dois tubos para cada isolado. Dois dias apds a
semeadura foi realizada a inoculacdo das plantulas com suspensdes dos

isolados em solucgéo salina (NaCl 0,85%) esterilizada. Os tubos foram mantidos
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em camara de crescimento de plantas com 14 horas diarias de luz e regime de
temperatura de 25/15°C (dia/noite). Para evitar a incidéncia direta de luz nas
raizes das plantas, a parte do tubo que continha o gel com solucao nutritiva foi
coberta com papel aluminio.

A avaliacdo visual da formacdo de nodulos radiculares nas plantas
foi realizada 30 dias apds a inoculacdo, sendo descartados os isolados que nao
induziram a formacdo de nodulos radiculares. Avaliou-se também a altura das

plantas aos 50 dias ap0s a inoculacgéo.

3.4 Solubilizagdo de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi avaliada em placas de
petri contendo o meio levedura-manitol-agar (Vincent, 1970) sem a adicdo do
K:HPO, e suplementado com 0,1% de fosfato tricalcico [Caz(PO,),]. Para a
inoculacéo das placas, todos os isolados foram crescidos em frascos contendo
15mL de meio levedura-manitol e mantidos sob agitacdo constante a 120 rpm,
a 28°C durante 48 horas. A inoculagdo nas placas foi realizada com gotas de
20 uL com duas repeti¢cdes por isolado.

As placas foram incubadas em estufa por sete dias a uma
temperatura de 28°C. ApoOs o periodo de incubacado, a formacdo de um halo
transparente em torno da colonia indicou a capacidade de solubilizacdo do
fosfato pelo isolado. Também foram medidos os didmetros dos halos e das
coldnias de crescimento para a obtencdo do indice de solubilizacdo de fosfato

(I.S.F.) pelos isolados de rizobio.

3.5 Utilizag&o de carboidratos

Foi avaliada a capacidade de utilizacdo de diferentes carboidratos
pelos isolados sendo estudados o0s seguintes carboidratos: sacarose,
galactose, arabinose, lactose, frutose. Cada carboidrato foi adicionado
individualmente na concentragao de 0,1% ao meio de cultura definido de Wood
& Cooper (1985), meio WC, utilizado por Sa (2001). As solu¢des contendo 0s
carboidratos na concentracdo de 0,1g L™ foram esterilizadas por filtragdo com
uma membrana filtrante de 0,22um e adicionadas ao meio esterilizado.

Todos os isolados foram inoculados previamente em frascos

contendo 15mL do meio TY e mantidos sob agitacdo constante a 120 rpm, a
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28°C durante 48 horas. Os isolados foram inoculados nas placas de petri com o
meio de cultura contendo os diferentes carboidratos e incubados em estufa a
28°C durante 72 horas. Também realizou-se um tratamento controle sem a
adicao da fonte de carbono. Para esse ensaio foram realizadas duas repeticdes
por isolado.

A avaliacdo da capacidade de utilizacdo dos carboidratos foi
realizada comparando-se o crescimento dos isolados nas placas contendo as
diferentes fontes de carbono com o crescimento, quando ocorrido, nas placas

sem a adicao dos carboidratos.

3.6 Producao de melanina

A capacidade de producdo de melanina foi avaliada conforme
metodologia de Cubo et al. (1988). Todos os isolados foram inoculados em
frascos contendo 15mL meio TY (Somasegaran & Hoben, 1994) e mantidos
sob agitacdo constante a 120 rpm, a 28°C durante 48 horas. Foi realizada a
inoculacdo das culturas em placas de petri contendo o meio TY sélido,
suplementado com L-tirosina (600 pg/mL) e sulfato de cobre (40 pg/mL),
utilizando-se aliquotas de 20 uL do caldo e, apés, as placas foram incubadas
durante quatro dias a 28°C.

Apos esse periodo, as coldnias foram tratadas com 50 uL de SDS
(dodecil sulfato de sodio) 10% (peso/volume) para facilitar a deteccdo da
producdo de melanina. Como controle negativo foi utilizada a estirpe SEMIA
4077 (CIAT 899) de Rhizobium tropici, conhecida como ndo produtora de
melanina (Cubo et al., 1988; Gao & Borthakur, 1995) e obtida da colegcéo de
culturas da FEPAGRO (Fundacédo Estadual de Pesquisa Agropecuaria). Como
controle positivo foi utilizado o isolado 5AD, rizébio nativo isolado de solos de
Sado Paulo (S4, 2001). Para esse ensaio foram realizadas duas repeticées por

isolado.

3.7 Avaliacdo da eficiéncia dos isolados na fixacdo simbidtica

de nitrogénio

Neste experimento foram estudados os 43 melhores isolados de
rizobio, selecionados com base nos resultados do ensaio de autenticacdo e

comparados com tratamentos inoculados com as estirpes SEMIA 222 e SEMIA
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235, recomendadas para a producdo de inoculantes para trevo branco, obtidas
da colecdo de culturas da FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria). A selecdo dos melhores isolados foi realizada com base na
altura das plantas inoculadas com os isolados no ensaio de autenticacdo, aos
50 dias ap0s a inoculacao.

O experimento foi realizado em vasos “Leonard” (Vincent, 1970)
contendo uma mistura composta por vermiculita e areia na proporgao de 2:1,
respectivamente, no compartimento superior e solugcéo nutritiva (Sarruge, 1975)
isenta de nitrogénio no compartimento inferior. Os vasos foram previamente
esterilizados em autoclave durante duas horas a 120°C. Em cada vaso foram
semeadas 10 sementes de trevo branco previamente desinfestadas, conforme
descrito anteriormente.

Apoés uma semana foi realizado o desbaste deixando-se apenas trés
plantulas por vaso e logo em seguida realizou-se a inoculacdo com os isolados
e estirpes, individualmente, utilizando-se uma aliquota de 2mL do in6culo por
vaso. O indculo constituiu-se do caldo levedura-manitol inoculado e incubado
durante 48 horas a 28°C sob agitacdo constante a 120 rpm.

Além dos tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois
tratamentos controles, um sem adicdo de nitrogénio e outro com adicdo de
1450mg de nitrogénio (NH4sNOs3) via solugdo nutritiva na concentracdo de 12
mM. A solucéo nutritiva foi renovada semanalmente até o final do experimento.

O experimento foi conduzido por 67 dias em casa de vegetacédo do
Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no
periodo de maio-julho de 2004, utilizando-se um delineamento em blocos ao
acaso (DBC) com trés repeti¢cdes por tratamento.

Na colheita, a parte aérea da planta foi separada do sistema
radicular, acondicionada em sacos de papel e secada em estufa a 65°C com
ventilacdo forcada durante trés dias. As raizes foram levadas ao laboratério
onde os noédulos radiculares foram destacados, contados e colocados em
estufa a 65°C durante trés dias para secagem. As avaliacdes realizadas foram:
a producdo de matéria seca da parte aérea, 0 acimulo de nitrogénio na parte
aérea, segundo metodologia descrita em Tedesco et al. (1995), o numero de

noédulos e a massa de nodulos secos.
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3.8 Fixacdo simbidtica de nitrogénio em condi¢cbes de

alagamento do solo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento
de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul no periodo de agosto-
outubro de 2004. Foram utilizados vasos plasticos contendo 2,8kg de um solo
classificado como PLANOSSOLO HIDROMORFICO Eutréfico arénico
(EMBRAPA, 1999) coletado em 16/05/2004. O solo foi peneirado em peneira
de 2,0mm e, posteriormente, foi realizada a calagem e adubacdo com fésforo e
potassio de acordo com a Comissao de Fertilidade do Solo RS/SC (1995). A
area onde o solo foi coletado, apresentava um historico de cultivo de arroz
irrigado nos ultimos 22 anos, em sistema de cultivo convencional.

Pelo fato do experimento ter sido realizado em vasos, optou-se pela
adicado do dobro da dose recomendada para fosforo e potassio, nas formas de
superfosfato triplo e cloreto de potassio, respectivamente. Antes da adubacéo,
o superfosfato triplo e o cloreto de potassio foram secos em estufa a 60°C e
posteriormente moidos com auxilio de um graal. A incorporacao do calcario, do
superfosfato triplo e do cloreto de potassio foi realizada com o auxilio de uma
betoneira nas quantidades de 500, 174 e 100 mg kg™ solo, respectivamente, e
posteriormente, o solo foi acondicionado em sacos plasticos e incubado
durante dois meses para a reacéao do fertilizante adicionado.

Em cada vaso foram semeadas 10 sementes previamente
desinfestadas conforme descrito anteriormente e, apds sete dias, foi realizado
o desbaste deixando-se apenas 4 plantulas por vaso. Neste experimento foram
estudados os isolados de cada localidade que apresentaram os melhores
resultados no experimento de avaliacdo da eficiéncia na fixacdo simbiotica de
nitrogénio em vasoso “Leonard”. Dessa forma, foram estudados 15 isolados de
rizobio, além das estirpes SEMIA 222 e SEMIA 235. A inoculagéo foi realizada
aos sete dias apos a semeadura conforme descrito anteriormente.

Além dos tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois
tratamentos controles, um sem adicdo de nitrogénio e outro com adicdo de
nitrogénio (NHsNO3) na dose de 154 mg vaso™ (equivalente a 110 kg hal). A
adubacéao nitrogenada foi parcelada em duas aplicagbes, metade no momento

da semeadura e a outra metade aos trinta dias apds a semeadura.
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Cada tratamento foi mantido sob duas condi¢cbes de umidade do
solo: umidade do solo préxima a capacidade de campo (C.C.) e com
alagamento do solo com uma lamina d'agua de aproximadamente dois
centimetros acima da superficie do solo. O alagamento do solo foi realizado
dos 30 até os 60 dias apds a inoculacdo dos isolados, momento em que foi
realizada a colheita do experimento. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeti¢cdes por tratamento.

Durante a colheita, a parte aérea da planta foi separada do sistema
radicular, acondicionada em sacos de papel e secada em estufa a 65°C com
ventilacdo forcada durante trés dias. Os nédulos radiculares foram destacados,
contados e colocados em estufa para secagem juntamente com o sistema
radicular. As avaliacdes realizadas foram: a producdo de matéria seca da parte
aérea, o acumulo de nitrogénio na parte aérea, segundo metodologia descrita
em Tedesco et al. (1995), o niumero de ndédulos e a massa de nédulos secos.

Para a avaliagdo do efeito do alagamento na producdo de matéria
seca (MSPA) e no acumulo de nitrogénio na parte aérea (NF) das plantas de
trevo branco, foi avaliada a producéao relativa de matéria seca da parte aérea
[(MSPA em alagamento/MSPA em C.C.) x 100] e o acumulo relativo de
nitrogénio na parte aérea [(NF em alagamento/NF em C.C.) x 100]. Essa
avaliacdo proposta por Bacanamwo & Purcell (1999) e também utilizada por
Scholles & Vargas (2004), permite avaliar se o0 alagamento do solo € mais
prejudicial a producdo de matéria seca da parte aérea ou ao acumulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas inoculadas e adubadas ou ndo com
nitrogénio mineral.

Avaliou-se também o aproveitamento da fixacdo simbidtica de
nitrogénio em alagamento do solo, em relacdo a fixacdo em condi¢cdes de
umidade do solo préximas a capacidade de campo (C.C.). O aproveitamento
relativo é obtido dividindo-se a quantidade de nitrogénio fixada biologicamente
(acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas inoculadas — acumulo de
nitrogénio na parte aérea plantas do tratamento controle sem adicdo de
nitrogénio) em alagamento do solo, pela quantidade de nitrogénio fixada em
C.C. (N fixado em alagamento x 100/ N fixado em C.C.).
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3.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pela analise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias pelo teste Duncan a 5% de
probabilidade. Para avaliacdo da eficiéncia relativa foi utilizado um indice
proposto por Brockwell et al. (1966), que compara o nitrogénio fixado nos
tratamentos inoculados em relagdo aos tratamentos controles com e sem a

aplicacao de nitrogénio.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de rizObios capazes de nodular trevo branco foi
verificada em 14 (André da Rocha, Bagé, Porto Alegre, Camaquéa, Eldorado do
Sul, Hulha Negra, Passo Fundo, Rio Pardo, Verandépolis, Palmares do Sul,
Santa Maria, Porto Alegre, Sao Francisco de Paula e Paraiso do Sul) das 25
amostras de solo provenientes de areas com histérico de ocorréncia de trevo

branco.

4.1 Isolamento e autenticacdo dos rizobios

Ao final do processo de isolamento e autenticacdo, foram obtidos
126 isolados de rizobio. Na Tabela 1 sdo mostrados o numero de isolados
obtidos da amostra de solo de cada municipio, caracteristicas de drenagem da

area e a identificacdo dos mesmos.

4.2 Solubilizagao de fosfato

Dentre os 126 isolados de rizébio avaliados quanto a capacidade de
solubilizacéo de fosfato tricalcico [Casz(PQO,),], apenas os isolados BG18, HN21,
PF3, VP5 e VP23 ndo promoveram a formacdo de um halo transparente no
meio de cultura, indicando a incapacidade dos mesmos em solubilizar o fosfato
(Tabela 2).

Porém, os 121 isolados restantes apresentaram capacidade de
solubilizacdo de fosfato tricalcico detectada pela formacdo do halo sob a
colénia no meio de cultura e dentre esses, 95 formaram um halo com diametro
maior do que o didmetro da colénia de crescimento, ou seja, um indice de

solubilizac&o de fosfato (I.S.F.) maior do que 100% que variou de 105-170%.
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TABELA 1. Identificacdo e origem dos 126 rizébios isolados e autenticados

nesse trabalho.

Municipio de Numero de Solo de Isolados
coleta isolados origem

André da Rocha 7 Bem drenado AR12, AR15, AR17, AR1S,
AR19, AR20, AR24

Bagé 9 Bem drenado BG2, BG3, BG7, BG8, BG13,
BG16, BG18, BG19, BG23

Porto Alegre 4 Véarzea CVII, N1, N2, N3

Camaqua 2 Véarzea CMQ1, CMQ2

Eldorado do Sul 14 Bem drenado EALl, EA2, EA3, EA5, EAG6,
EA7, EA8, EAl13, EA1l4,
EA16, EA19, EA20, EAZ23,
EA24

Hulha Negra 10 Bem drenado HN3, HN7, HN10, HN11,
HN15, HN18, HN20, HN21,
HN22, HN24

Passo Fundo 18 Bem drenado PF2, PF3, PF4, PF5, PFG,
PF7, PF8, PF10, PF11, PF12,
PF13, PF14, PF15, PF16,
PF17, PF18, PF19, PF20

Rio Pardo 19 Bem drenado RP1, RP2, RP3, RP4, RPS5,
RP6, RP7, RP8, RP9, RP10,
RP12, RP14, RP18, RP19,
RP20, RP21, RP22, RP23,
RP24

Veranopolis 22 Bem drenado VP1, VP2, VP3, VP4, VP5,
VP6, VP7, VP8, VP9, VP11,
VP12, VP13, VP14, VP15,
VP16, VP17, VP18, VP19,
VP21, VP22, VP23, VP24

Palmares do Sul 3 Varzea PALM1, PALM2, PALMS3

Santa Maria 3 Véarzea SM1, SM2, SM3

Séo francisco de 11 Bem drenado P31, P32, P34, P35, P36, P38,

Paula P39, P310, P313, P316, P324

Paraiso do Sul 4 Varzea T1,T2, T3, T4

Peix et al. (2001) consideraram como bons solubilizadores os

rizobios que formaram um halo transparente em torno da colénia de

crescimento, ou seja, um halo maior do que a coldnia, resultando assim em um

I.S.F. maior que 100%. Esses autores, ao avaliarem a capacidade de

solubilizagdo de fosfato tricalcico in vitro por rizobios isolados de Cicer

arietinum, selecionaram o isolado que apresentou o maior halo em torno da

colonia para, posteriormente, avaliar a mobilizacdo do fosfato no solo para

plantas quando inoculado em Cicer arietinum e Hordeum vulgare.
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TABELA 2. Diametros dos halos e das col6nias e indices de solubilizacdo de
fosfato pelos isolados de rizébio em placas contendo o meio de cultura
suplementado com 0,1% de fosfato tricalcico.

Isolado Halo Colénia I.S.F. Isolado Halo Colbnia I.S.F.
------ mm -------  -- % -- -—---- MM -------  --- % ---

AR 12 14 12 117 PF 8 12 10 120
AR 15 14 12 117 PF 10 14 11 127
AR 17 13 10 130 PF 11 12 11 109
AR 18 14 12 117 PF 12 12 12 100
AR 19 15 13 115 PF 13 13 13 100
AR 20 13 12 108 PF 14 12 11 109
AR 24 13 12 108 PF 15 12 12 100
BG 2 12 10 120 PF 16 11 11 100
BG 3 8 9 89 PF 17 12 11 109
BG 7 8 9 89 PF 18 12 11 109
BG 8 12 12 100 PF 19 12 11 109
BG 13 12 11 109 PF 20 12 11 109
BG 16 13 11 118 RP1 18 11 164
BG 18 - 10 N.S. RP 2 15 10 150
BG 19 12 11 109 RP 3 17 10 170
BG 23 12 11 109 RP 4 16 10 160
EA 1 10 11 91 RP 5 17 12 142
EA 2 14 12 117 RP 6 15 10 150
EA 3 15 12 125 RP 7 15 10 150
EAS5 10 12 83 RP 8 16 12 133
EA 6 13 13 100 RP 9 8 10 80
EA 7 19 18 106 RP 10 16 13 123
EA 8 17 12 142 RP 12 17 13 131
EA 13 13 12 108 RP 14 17 13 131
EA 14 13 12 108 RP 18 17 13 131
EA 16 14 13 108 RP 19 16 13 123
EA 19 13 13 100 RP 20 15 13 115
EA 20 13 13 100 RP 21 16 13 123
EA 23 13 13 100 RP 22 17 13 131
EA 24 11 11 100 RP 23 16 12 133
HN 3 17 16 106 RP 24 15 12 125
HN 7 12 12 100 VP 1 12 9 133
HN 10 12 12 100 VP 2 15 11 136
HN 11 12 12 100 VP 3 12 11 109
HN 15 12 11 109 VP 4 12 11 109
HN 18 13 12 108 VP 5 - 7 N.S.
HN 20 12 11 109 VP 6 12 11 109
HN 21 - 9 N.S. VP 7 12 11 109
HN 22 10 12 83 VP 8 13 12 108
HN 24 17 17 100 VP 9 10 9 111
PF 2 11 10 110 VP 11 12 11 109
PF 3 - 7 N.S. VP 12 12 11 109
PF 4 11 10 110 VP 13 12 11 109
PF 5 12 10 120 VP 14 15 13 115
PF 6 11 10 110 VP 15 14 13 108

PF 7 12 10 120 VP 16 13 11 118
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TABELA 2. Continuacdo...

Isolado Halo Colénia I.S.F. Isolado Halo Colbnia I.S.F.
------ mm -------  -- % -- -—---- MM === === 0 ---

VP 17 13 14 108 N 3 12 12 100
VP 18 13 14 93 CV i 13 12 108
VP 19 14 13 100 P31 14 11 127
VP 21 13 14 100 P32 14 11 127
VP 22 16 9 114 P34 13 12 108
VP 23 - 11 N.S. P35 16 14 114
VP 24 14 14 127 P36 14 12 117
SEMIA 222 11 12 79 P38 14 11 127
PALM 1 13 12 108 P39 14 11 127
PALM 2 13 20 108 P3 10 11 11 100
PALM 3 21 15 105 P3 13 14 11 127
CMQ 1 17 15 113 P3 16 15 11 136
CMQ 2 16 14 107 P3 24 14 11 127
SM1 18 14 129 T1 13 12 108
SM 2 18 14 129 T2 13 12 108
SM 3 19 11 136 T3 12 12 100
N1 13 13 118 T4 13 12 108
N 2 15 13 115

Legenda: |.S.F.= indice de solubilizacéo de fosfato (Seshadri et al., 2000); - = sem formacéo de
halo; N.S. = n&o solubilizador.

A inoculacdo desse isolado de rizobio nas plantas, crescendo em
solo adubado com fosfato tricalcico promoveu um aumento significativo, tanto
na producdo de matéria seca, quanto na absor¢do dos macronutrientes por
ambas as plantas, com destaque para o fésforo. Esses resultados indicam que
além do beneficio da fixacao simbidtica de nitrogénio, a inoculacdo de rizébios
com capacidade de solubilizacdo de fosfato in vitro pode proporcionar um
aumento de produtividade para as plantas através de outros mecanismos como

por exemplo a solubilizacdo de fosfatos inorganicos de baixa solubilidade.

4.3 Utilizacao de carboidratos

A sacarose e a frutose foram os carboidratos mais facilmente
utilizados pois dentre os 126 isolados avaliados, apenas o HN15, VP5 e VP23
nao utilizaram esses carboidratos como fonte de carbono para seu crescimento
(Tabela 3).

Segundo Martinez-de-Dretz et al. (1974), estirpes do género
Rhizobium como Rhizobium leguminosarum biovar trifolii desenvolvem-se bem

em meio contendo sacarose ou outros dissacarideos como fonte de carbono,
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pela presenca da enzima glicosideo invertase, necessaria para a conversao
desses carboidratos em glicose.

Os carboidratos sacarose e frutose também foram utilizados como
fonte de carbono por todos os 56 isolados de rizobio avaliados por Maéatallah et
al. (2002). Marsudi et al. (1999) também observaram que todos os 40 rizébios
de crescimento rapido, isolados de Acacia saligna, foram capazes de utilizar
sacarose e frutose como unica fonte de carbono.

Por outro lado, os 3 isolados (HN15, VP5 e VP23) que nao utilizaram
sacarose e frutose, ndo foram capazes de utlizar nenhum dos outros
carboidratos estudados. Do mesmo modo, Giongo (2003) observou que 4 dos
86 rizobios isolados de Phaseolus vulgaris, ndo foram capazes de utilizar
nenhum dos carboidratos estudados (sacarose, arabinose, galactose, inositol)
com excecao do manitol.

Em placas contendo 0,1% do dissacarideo lactose, apenas 8
isolados nao foram capazes de crescer. Dentre esses, 5 foram isolados de uma
amostra de solo da estacao experimental agronémica da UFRGS.

Em placas contendo 0,1% de galactose, 16 isolados ndo mostraram
crescimento. Dentre esses isolados, estdo os trés provenientes de Santa Maria
(SM1, SM2, SM3).

O carboidrato mais pobremente utilizado foi arabinose, sendo que de
todos os isolados avaliados, 52 ndo foram capazes de utilizar essa fonte de
carbono. Andrade (1986) também observou que entre os varios carboidratos
estudados, a arabinose foi a mais pobremente metabolizada por estirpes de
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii isoladas de Trifolium riograndense.

Do mesmo modo, Gigova et al., (1997) avaliando a utilizacdo de
carboidratos por isolados de Rhizobium galegae, observaram que as bactérias
utilizaram bem os carboidratos sacarose, galactose, lactose e frutose. Porém

nao foram capazes utilizar arabinose como unica fonte de carbono.

4.4 Producao de melanina
Dentre todos os 126 isolados de rizobio avaliados, apenas o isolado
N2, e o controle positivo, 5AD (S4, 2001) apresentaram capacidade de produzir

melanina (Tabela 3).
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TABELA 3. Producdo de melanina e utilizacdo dos diferentes carboidratos
pelos isolados de rizébio.

Melanina Sacarose Galactose Arabinose Lactose Frutose

AR 12
AR 15
AR 17
AR 18
AR 19
AR 20
AR 24
BG 2
BG 3
BG 7
BG 8
BG 13
BG 16
BG 18
BG 19
BG 23
EA1
EA 2
EA 3
EAS
EA 6
EA7
EA 8
EA 13
EA 14
EA 16
EA 19
EA 20
EA 23
EA 24
HN 3
HN 7
HN 10
HN 11
HN 15
HN 18
HN 20
HN 21
HN 22
HN 24
PF 2
PF3
PF 4
PF5
PF 6
PF7
PF 8
PF 10
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TABELA 3. Continuacgdo...

Melanina Sacarose Galactose Arabinose Lactose Frutose

PF 11 - + + + + +
PF 12 - + + + + +
PF 13 - + + + + +
PF 14 - + + + + +
PF 15 - + + + + +
PF 16 - + + + + +
PF 17 - + + + + +
PF 18 - + + + + +
PF 19 - + + + + +
PF 20 - + + + + +
RP 1 - + + + + +
RP 2 - + + + + +
RP 3 - + + + + +
RP 4 - + + + + +
RP 5 - + + - + +
RP 6 - + - - + +
RP 7 - + - - + +
RP 8 - + + - + +
RP 9 - + + - + +
RP 10 - + - - + +
RP 12 - + - - + +
RP 14 - + - - + +
RP 18 - + - - + +
RP 19 - + - - + +
RP 20 - + + - + +
RP 21 - + + - + +
RP 22 - + + - + +
RP 23 - + + - + +
RP 24 - + + - + +
VP 1 - + + + + +
VP 2 - + + + + +
VP 3 - + + + + +
VP 4 - + + + + +
VP 5 - - - - - -
VP 6 - + + + + +
VP 7 - + + + + +
VP 8 - + + + + +
VP 9 - + + + + +
VP 11 - + + + + +
VP 12 - + + + + +
VP 13 - + + + + +
VP 14 - + + + + +
VP 15 - + + + + +
VP 16 - + + - + +
VP 17 - + + + + +
VP 18 - + + - + +
VP 19 - + + + + +
VP 21 - + + + + +
VP 22 - + + - + +
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TABELA 3. Continuacgdo...

Melanina Sacarose Galactose Arabinose Lactose Frutose

VP 23 - - - - - -
VP 24 - + - + + +
SEMIA 222 - + + + + +
PALM 1 - + + + + +
PALM 2 - + + + + +
PALM 3 - + + - + +
CMQ 1 - + + + + +
CMQ 2 - + + + + +
SM1 - + - - + +
SM 2 - + - - + +
SM 3 - + - - + +
N1 - + + - + +
N 2 + + + + + +
N 3 - + + - + +
CV i - + + + + +
P31 - + + + + +
P32 - + + + + +
P34 - + + + + +
P35 - + + - + +
P36 - + + - + +
P38 - + + + + +
P39 - + + + + +
P3 10 - + + - + +
P3 13 - + + + + +
P3 16 - + + + + +
P3 24 - + + + + +
T1 - + + + + +
T2 - + + + + +
T3 - + + + + +
T4 - + + + + +

Producéo de melanina: + = Produc¢éo; - = Sem producéo.
Utilizacdo de carboidratos: + = Utilizacdo; - = Sem utilizacao.

Resultados similares foram obtidos por Wang et al. (1999) em solos
do Meéxico, onde 50 rizébios isolados de Mimosa affinis, selecionados
aleatoriamente entre 140 isolados, ndo foram capazes de produzir melanina.
Giongo (2003) também observou que nenhum dos 86 rizébios isolados de
Phaseolus vulgaris, foram capazes de produzir melanina em meio solido.

A produgéo de melanina pode ser visualizada em torno de uma hora
apos o tratamento das colénias com SDS 20%, tanto para o isolado N2 como
para o controle positivo 5AD. Esse comportamento também foi observado por
Cubo et al. (1988) avaliando a capacidade producao de melanina por diferentes

espécies do género Rhizobium.
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O isolado N2, que apresentou a capacidade de producdo de
melanina, foi isolado de uma area de varzea, sujeita a alagamentos periddicos
durante o ano. Sa (2001) também observou essa relagdo, pois a grande
maioria dos isolados que produziram melanina eram provenientes de solos de
varzea. Isto poderia indicar que a capacidade de producdo de melanina se
constitui em uma capacidade adaptagdo por parte do rizébio, a essas
condi¢cOes de alagamento do solo.

4.5 Eficiéncia na fixacdo simbidtica de nitrogénio em plantas de

trevo branco inoculadas com isolados de rizobio nativos e

cultivadas em solugao nutritiva

A eficiéncia dos isolados na fixagdo simbidtica de nitrogénio em
simbiose com trevo branco, foi avaliada com base no nimero e massa de
nodulos secos, na producdo de matéria seca e nitrogénio total acumulado na
parte aérea das plantas e também pela eficiéncia relativa dos isolados no
acumulo de nitrogénio total da parte aérea no experimento conduzido em vasos

“Leonard”.

4.5.1 Producdo de matéria seca e nitrogénio total da parte aérea

das plantas de trevo branco

A maior producdo de matéria seca na parte aérea das plantas
(Tabela 4) foi obtida pelos tratamentos inoculados com os isolados CVII, VP16,
AR20, HN18, com a estirpe SEMIA 222 e pelo controle com adicdo de
nitrogénio via solucao nutritiva (Tabela 4).

Por outro lado, entre os 43 tratamentos inoculados com os isolados
de rizoébio, 25 apresentaram uma baixa producdo de matéria seca, nao
diferindo do tratamento controle sem a aplicacdo de nitrogénio via solugéo
nutritiva. Dentre esses 25 isolados de rizobio que ndo promoveram um
aumento na producdo de matéria seca das plantas quando inoculadas em trevo
branco, estdo todos os isolados de rizébio obtidos das amostras provenientes
dos municipios Passo Fundo, Santa Maria e Camaquéa (Tabela 4). Isto indica a
presenca de populacdo de rizébios ineficientes mas capazes de nodular trevo

branco. Dessa forma, seria necesséaria a inoculacdo do trevo branco com
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estirpes de rizobio eficientes para se obter o beneficio da fixacdo simbiotica de
nitrogénio.

Nesse experimento, as plantas dos tratamentos inoculados com os
isolados HN21, P34, RP5, BG3, VP8, AR24, RP8, EA20, T4, BG8, PALMS3,
AR12, EA6 e VP7, apresentaram producdo de matéria seca inferior ao
tratamento com adicdo de nitrogénio, porém superior ao tratamento controle
sem a adicdo de nitrogénio via solucdo nutritiva (Tabela 4), formando assim,
um grupo intermediario.

Os tratamentos inoculados com os isolados CVII e VP16, com a
estirpe SEMIA 222 e o controle com adicdo de nitrogénio foram os que
obtiveram o maior acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas (Tabela 2).
Isto indica elevada eficiéncia desses isolados de rizobio na fixagdo simbidtica
de nitrogénio, uma vez que os tratamentos inoculados nao receberam a adicéo
de nitrogénio via solucéo nutritiva.

Além disso, os isolados AR20, NH18, HN21, P34, RP5 e BG3
também podem ser considerados eficientes pois a inoculacdo dos mesmos em
plantas de trevo branco, promoveu um acumulo de nitrogénio na parte aérea
das plantas semelhante ao obtido no tratamento inoculado com a estirpe
SEMIA 222, a qual é utilizada na producao de inoculantes para trevo branco.

Nos tratamentos em que as plantas foram inoculadas com os
isolados VP8, AR24, RP8, EA20, T4, BG8, PALM3 e AR12, o acumulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas foi inferior ao obtido no tratamento
inoculado com a estirpe SEMIA 222, porém superior ao tratamento nao
inoculado e sem adic&o de nitrogénio. Isto indica que os isolados em questéo,
foram capazes de fixar nitrogénio em simbiose com trevo branco, mas com
eficiéncia inferior a da estirpe SEMIA 222.

Nesse experimento, 63% dos isolados de rizébio (27 isolados) néo
promoveram um aumento no acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas
em relacdo ao controle negativo, quando inoculadas em plantas de trevo
branco. Isto também ocorreu com o tratamento inoculado com a estirpe SEMIA
235, que assim como a SEMIA 222, também é recomendada para a producgéo

de inoculantes para trevo branco.
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TABELA 4. Producéo de matéria seca (MSPA), nitrogénio total na parte aérea
(NF), nimero (NN) e massa de nédulos (MNS) nos diferentes tratamentos.

Tratamento MSPA (g vaso™) NN MNS (mgvaso?) NF (mgvaso?)
T+N 3,95 a - - 154,0 a
Cvil 3,64 a 243 abcd 140 bcdef 137,6 ab
SEMIA 222 3,42 ab 292 abc 198 a 118,1 abcd
VP16 3,30 abc 322 a 164 abc 122,3 abc
AR20 3,20 abc 304 abc 170 abc 111,6 bed
HN18 3,09 abc 219 abcde 188 ab 115,0 bed
HN21 2,59 bed 242 abcd 113 defgh 96,1 cde
P34 2,55 bed 229 abcd 120 cdefg 84,6 cdef
RP5 2,48 cde 204 bcdefg 106 defghi 84,3 cdef
BG3 2,23 def 305 abc 146 bcde 81,6 defg
VP8 2,12 defg 321 ab 150 abcd 72,6 efg
AR24 2,04 defg 215 abcdef 95 efghij 70,8 efgh
RP8 2,02 defg 169 defghij 61 hijkimnop 67,9 efgh
EA20 1,91 defgh 204 abcdef 110 defghi 67,4 efgh
T4 1,75 defghi 287 abc 164 abc 58,2 efghi
BG8 1,71 defghij 308 ab 133 cdef 58,1 efghi
PALM3 1,64 efghijk 161 defghij 79 ghijkim 54,1 fghij
AR12 1,57 fghijkl 291 abc 126 cdefg 53,8 fghij
EAG 1,46 fghijkim 168 defghij 81 ghijkl 42,3 ghijk
VP7 1,27 ghijkim 254 abcd 92 fghijk 42,8 ghijk
N1 1,08 hijkimno 171 defghij 64 hijkimno 32,1 hijk
P310 1,06 hijkimno 161 defghij 52 jkimnopqg 31,2 hijk
CMQ2 1,03 hijkimno 127 efghijk 37 Imnopq 32,0 hijk
BG18 1,02 hijkmno 158 defghij 66 hijkimn 31,5 hijk
P36 0,89 ijkimno 127 efghijk 49 jkimnopq 24,1 ik
SM3 0,80 jkimno 199 cdefgh 59 ijkimnop 21,8ijk
SEMIA 235 0,74 kimno 156 defghij 44 jkimnopq 20,5ijk
PF13 0,68 Imno 105 ijk 42 jkimnopq 18,1 jk
P38 0,67 Imno 104 jki 34 mnopq 16,7 jk
EA19 0,64 mno 147 defghij 41 kimnopq 16,5 jk
HN7 0,63 mno 219 abcde 66 hijkimn 16,5 jk
RP23 0,61 mno 109 ghijk 25 nopq 15,8 jk
BG16 0,59 mno 160 defghij 39 mnopq 15,0 jk
T3 0,58 mno 192 cdefgh 51 jkimnopqg 14,4 ik
EA23 0,54 mno 167 defghij 36 mnopq 13,9 jk
N2 0,53 mno 117 fghijk 38 mnopq 11,6k
PF12 0,50 no 59 kim 13 nopq 11,6k
SM1 0,50 no 107 hijk 25 nopq 10,7 k
PF16 0,46 no 96 jkI 27 mnopq 9,1k
HN22 0,43 no 118 fghijk 26 mnopq 10,0k
CMQ1 0,40 no 44 Im 7 pq 8,1k
PALM2 0,29 o 72 Kim 10 opq 6,0 k
PF3 0,28 o 88 jki 10 opq 5,9k
EAS8 0,24 o 68 kim 16 nopq 4.7k
T-N 0,18 o - - 2,3k
SM2 0,16 o 2n Oq 2,3k
PF15 0,130 29 m 2q 2,0k

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste Duncan a 5%.
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Observou-se também que 32% (14 isolados) dos isolados formaram
um grupo intermediario quanto a eficiéncia na fixacdo simbidtica de nitrogénio,
pois proporcionaram um acumulo de nitrogénio superior ao observado no
tratamento controle sem adi¢cdo de nitrogénio, porém inferior ao observado no

controle com adicdo de nitrogénio.

4.5.2 NUmero e massa de noddulos secos nas raizes das plantas

de trevo branco

O numero e massa de nodulos secos produzidos pelas plantas
inoculadas com os diferentes isolados de rizébio sdo mostrados na Tabela 4.
Nessa Tabela ndo sdo apresentados os dados referentes aos tratamentos
controles, com e sem adi¢ao nitrogénio, por nao ter sido observada a formacéo
de nodulos radiculares.

Os tratamentos inoculados com os isolados VP16, CVII, AR20,
HN18, HN21, P34, BG3, VP8, AR24, EA20, T4, BG8, AR12, VP7 e HN7 e com
a estirpe SEMIA 222, foram os que obtiveram a maior quantidade de nddulos
radiculares, todos eles com médias de numero de nddulos superiores a 200 por
vaso (Tabela 4).

O menor numero de nédulos formados foi observado no tratamento
inoculado com o isolado SM2, com média de 2 nddulos por vaso, mostrando
que esse isolado foi muito ineficiente quando inoculado em trevo branco.

Nesse experimento, a maior quantidade de ndédulos determinou uma
maior massa de nodulos (r=0,91). Essa correlacdo ocorreu porque, em geral,
0s nodulos apresentavam tamanhos semelhantes. Porém, em alguns casos
essa relacdo nao foi observada. Por exemplo, os tratamentos inoculados com
os isolados HN7 e com o HN18, apresentaram a mesma quantidade de
nddulos (média de 219 nddulos por vaso) mas a massa de nédulos observada
no tratamento inoculado com o HN18, foi quase trés vezes superior a massa de
nodulos observada no tratamento inoculado com o HN7. Isto indica que a
massa de nodulos secos apresenta maior correlacdo com a eficiéncia na
fixacdo simbidtica de nitrogénio do que a quantidade de nddulos, pois o
tratamento inoculado com o isolado HN18 obteve um alto acumulo de

nitrogénio e producdo de matéria seca da parte aérea das plantas. Ja a
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inoculacédo do isolado HN7 ndo promoveu aumento no acumulo de nitrogénio
nem na producdo de matéria seca da parte aérea das plantas (Tabela 4).

Os valores obtidos para massa de ndédulos secos apresentaram alta
correlagdo com as variaveis producao de matéria seca (r=0,92) e acumulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas (r=0,92), mostrando assim a importancia
de uma boa nodulagdo para a fixacdo simbidtica de nitrogénio e
consequentemente, um elevado crescimento vegetativo das plantas. A
quantidade de ndédulos também apresentou correlacdo positiva com essas
variaveis, poréem com um menor coeficiente de correlacdo, r=0,78 para
producdo de matéria seca e r=0,76 para nitrogénio total na parte aérea das
plantas.

Fernandes et al. (2003), também observaram que os valores de
massa de nodulos secos apresentaram maior correlagdo com a producédo de
matéria seca e com o acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas, do
gue o numero de nodulos radiculares, apesar de ambas serem altas e
positivas. Essa observacdo pode ser explicada pela ocorréncia em alguns
tratamentos inoculados, como é o caso do inoculado com o isolado HN7, de
uma grande quantidade de nddulos porém de tamanho pequeno, resultando
em baixa massa de nédulos secos e consequientemente, um baixo acimulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas. Correlagdes positivas entre massa de
nodulos e quantidade de nitrogénio fixado também foram observadas
anteriormente (Bohrer & Hungria, 1998; Fernandes & Fernandes, 2000).

A maior massa de nédulos foi produzida nos tratamentos em que as
plantas foram inoculadas com os isolados HN18, AR20, T4, VP8, VP16 e com
a estirpe SEMIA 222 (Tabela 4). O tratamento inoculado com a estirpe SEMIA
235 esta entre 0os que produziram a menor massa de nédulos secos nas raizes
das plantas. Isto indica uma possivel perda de eficiéncia dessa estirpe, que é
atualmente recomendada para a producao de inoculantes para trevo branco.

Dentre os 43 tratamentos inoculados com os isolados de rizobio, 17
formaram um grupo intermediario quanto a massa de nédulos secos, por
produzirem uma massa de nddulos inferior ao tratamento que obteve maior
massa de nddulos porém superior aos tratamentos que apresentaram a menor

massa de nodulos (Tabela 4).
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4.5.3 Eficiéncia relativa

A eficiéncia relativa indica a contribuicdo, em termos percentuais, da
fixacdo simbiotica de nitrogénio nos tratamentos inoculados a quantidade de
nitrogénio total na parte aérea das plantas, em relacdo ao teor de nitrogénio
total das plantas dos tratamentos controle, com e sem a adicdo de nitrogénio.

Nesse experimento em que as plantas foram cultivadas em vasos
Leonard com solugcao nutritiva, o isolado CVII foi o que apresentou a maior
eficiéncia na fixacdo simbidtica de nitrogénio quando inoculado em trevo
branco, o que foi evidenciado pelo alto valor (89%) de eficiéncia relativa (Figura
1). Além disso, os tratamentos inoculados com os isolados AR20, HN18, VP16
e com a estirpe SEMIA 222, apresentaram valores de eficiéncia relativa
superiores a 70%. Tais valores do indice possibilitam considerar estes isolados
e a estirpe SEMIA 222 como eficientes nessas condicdes em que o
fornecimento de nitrogénio as plantas do tratamento controle permite maior

aproveitamento em relacao a adubacao nitrogenada a campo.

4.6 Fixacdo simbidtica de nitrogénio em condicdes de

alagamento do solo

A eficiéncia dos isolados de rizobio na fixacdo simbiodtica de
nitrogénio em simbiose com trevo branco em condi¢cdes de alagamento do solo,
foi avaliada com base nos resultados de numero e massa de nodulos secos,
producdo de matéria seca e quantidade de nitrogénio acumulado na parte

aérea das plantas.

4.6.1 Producado de matéria seca na parte aérea das plantas

Os resultados de producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas em diferentes condi¢cées de umidade do solo sdo mostrados na Tabela
5.

O alagamento do solo durante 30 dias, de uma maneira geral,
reduziu drasticamente a producdo de matéria seca da parte aéreas das
plantas, tanto nos tratamentos inoculados como nos tratamentos controles,
quando comparado aos tratamentos mantidos em umidade do solo proxima a
capacidade de campo (Tabela 5). O percentual médio dessa reducdo da

producdo de matéria seca das plantas foi de 47%.
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FIGURA 1. Eficiéncia relativa no acumulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas inoculadas com isolados e estirpes, no experimento em vasos
“Leonard” com solugao nutritiva.
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Resultados semelhantes foram obtidos com plantas de Trifolium
semipilosum inoculadas com diferentes isolados de Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii em solo alagado por 30 dias, observando-se uma reducéo de
cerca de 41% na producdo de matéria seca da parte aérea em relacdo as
plantas dos tratamentos que ndo foram submetidos ao alagamento do solo
(Lupwayi et al., 1997).

TABELA 5. Producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de trevo
branco, nos tratamentos inoculados e controle, cultivadas em diferentes
condicbes de umidade do solo. (médias de 4 repeticbes).

Tratamento Matéria seca da parte aérea

C.C. Alagado

---------------------------------- O ey R ——

RP 5 3,47 a 1,68 bcd
T+N 3,37 ab 2,07 a
P34 3,17 abc 1,84 abc
VP 16 3,17 abc 1,94 ab
PALM 3 3,05 abcd 1,48 de
AR 20 2,99 abcde 1,51 de
CVvil 2,96 abcde 1,65 bcd
T4 2,88 abcde 1,83 abc
SM 3 2,85 abcde 1,16 f
SEMIA 222 2,84 abcde 1,62 cde
CMQ 2 2,80 abcde 1,53 de
SEMIA 235 2,72 abcde 1,18 f
N1 2,69 bcde 1,33 ef
AR 24 2,64 bcde 1,52 de
HN 18 2,62 bcde 1,55 cde
EA 20 2,50 cde 1,69 bcd
PF 13 2,49 cde 0,88 g
BG 3 2,35 de 1,09 fg
T-N 2,23 e 1,13 fg

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

C.C. = Umidade do solo préxima a capacidade de campo.

Em condicbes de umidade do solo préximas a capacidade de
campo, observou-se que a producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas do tratamento controle com adicdo de nitrogénio e dos inoculados com
os isolados RP5, P34, VP16 e PALMS3 foi superior a producdo de matéria seca
do tratamento controle sem adi¢ao de nitrogénio (Tabela 5).

Observou-se também que as plantas dos tratamentos inoculados
com os isolados AR20, CVII, T4, SM3, CMQ2, N1, AR24, HN18 e dos

inoculados com as estirpes SEMIA 222 e SEMIA 235, apresentaram producao
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de matéria seca semelhante ao tratamento controle com adi¢cdo de nitrogénio
mas também semelhante ao tratamento controle sem adicdo de nitrogénio
(Tabela 5). Isto pode ter ocorrido pela elevada producdo de matéria seca da
parte aérea nas plantas do tratamento controle sem adicdo de nitrogénio,
proporcionada pelo alto teor de nitrogénio mineral que o solo apresentava no
momento da instalacdo do experimento, cerca de 25 mg kg™ solo. Esse teor de
nitrogénio no solo pode ter possibilitado o crescimento inicial das plantas,
gerando assim, essa pequena diferenca de producdo de matéria seca da parte
aérea das plantas entre os tratamentos controles com e sem adicdo de
nitrogénio.

Resultados semelhantes foram obtidos por Brose (1994), que
também observou esse comportamento em plantas de trevo branco, inclusive
com auséncia de diferenca na producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas aos 56 dias apds a semeadura, atribuindo essa pequena diferenca ao
alto teor de nitrogénio mineral no solo proporcionado pela mineralizacdo da
matéria organica.

Em condi¢cBes de alagamento do solo, com excecao dos tratamentos
inoculados com os isolados SM3, N1, PF13, BG3 e com a estirpe SEMIA 235,
todos os demais tratamentos inoculados, obtiveram uma producdo de matéria
seca na parte aérea das plantas superior ao tratamento controle sem adicao de
nitrogénio (Tabela 5). Observou-se também que as plantas dos tratamentos
inoculados com os isolados VP16, P34 e T4, obtiveram uma elevada producao
de matéria seca na parte aérea, sendo semelhante ao tratamento controle com
adicao de nitrogénio (Tabela 5).

Nessas condi¢cdes, foi observada a presenca de um grupo
intermediario de tratamentos quanto a producdo de matéria seca na parte
aérea das plantas. Esse grupo foi formado pelos tratamentos inoculados com
os isolados RP5, PALM3, AR20, CVII, CMQ2, AR24, HN18, EA20 e com a
estirpe SEMIA 222, que obtiveram uma producao de matéria seca superior ao
tratamento controle sem adicdo de nitrogénio porém inferior ao tratamento
controle com adic&o de nitrogénio.

A menor producdo de matéria seca da parte aérea foi obtida pelas
plantas dos tratamentos inoculados com os isolados PF13, BG3 e do

tratamento controle sem adicdo de nitrogénio (Tabela 5). Além disso, a
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inoculacéo da estirpe SEMIA 235 e dos isolados N1 e SM3 ndo proporcionou
uma maior producdo de matéria seca da parte aérea das plantas em relagédo ao
tratamento controle sem adicao de nitrogénio (Tabela 5).

4.6.2 Acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas

Os valores referentes ao acumulo de nitrogénio total na parte aérea
das plantas, em diferentes condi¢cdes de umidade do solo, s&o mostrados na
Tabela 6. Da mesma forma que a producdo de matéria seca, o acumulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas também foi drasticamente reduzido pelo
alagamento do solo, com reducdo média de 49%. Tais resultados concordam
com o0s observados por Lupwayi et al. (1997), que também observaram
reducdo no acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas, tanto nos
tratamentos inoculados, como nos tratamentos controles com e sem adicao de
nitrogénio causada pelo alagamento do solo.

Nas plantas cultivadas em solo com umidade préxima a capacidade
de campo, o maior acumulo de nitrogénio na parte aérea foi obtido pelas
plantas do tratamento controle com adicdo de nitrogénio. Nessas condicdes,
nenhum dos tratamentos inoculados proporcionou um actumulo de nitrogénio na
parte aérea superior a 62% do acumulado pelo tratamento controle com adicéo
de nitrogénio.

Esse baixo acumulo de nitrogénio nas plantas inoculadas com
isolados e estirpes, quando comparado ao obtido pelo tratamento controle
positivo, possivelmente deve-se ao atraso no inicio da nodulagdo e posterior
fixacdo simbidtica do nitrogénio causado pelo alto teor de nitrogénio mineral no
solo. Resultados semelhantes ja foram observados em trabalhos anteriores.
Avaliando a fixacdo simbiotica de nitrogénio por isolados de rizébio trevo
branco, Brose (1994) também observou que nenhum dos tratamentos
inoculados, nem mesmo o inoculado com a estirpe SEMIA 222, proporcionou
um acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas semelhante ao
tratamento que recebeu a adicdo de nitrogénio.

Um alto teor de nitrogénio mineral no solo, pode suprir as
necessidades iniciais da planta nesse nutriente, inibindo o processo de
infeccdo e a nodulacdo pelo rizébio. Apés a absorcdo de grande parte do

nitrogénio mineral do solo, a planta e o rizébio dardo inicio a simbiose, porém
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em um momento em que a demanda da planta pelo nutriente € muito superior a
demanda no inicio do ciclo da cultura (Streeter, 1988; Lucinski et al., 2002).
Observa-se que, em solo com umidade préxima a capacidade de
campo, a inoculacdo com o isolado BG3 nao promoveu um aumento no
acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas (Tabela 6), em relacdo ao
controle sem nitrogénio, indicando assim a ineficiéncia desse isolado em fixar
nitrogénio em simbiose com trevo branco. Com excecdo desse isolado, todos
0S outros promoveram um aumento no acumulo de nitrogénio através da

fixacdo simbidtica quando inoculados em plantas de trevo branco (Tabela 6).

TABELA 6. Nitrogénio acumulado na parte aérea das plantas nos tratamentos
em diferentes condicbes de umidade do solo. (médias de 4 repeticdes).

Tratamento Nitrogénio acumulado na parte aérea

C.C. Alagado

-------------------------------- MQ VaSO ™ ---mmmmmmmmmmmmmmm oo

T+N 105,1 a 28,1 def
RP 5 64,9 b 32,6 cde
Ps 4 62,6 bc 37,5 abc
AR 20 62,4 bc 32,6 cde
VP 16 61,6 bcd 40,5 a
SEMIA 222 60,2 bcde 34,1 bcd
T4 60,1 bcde 40,2 ab
CVii 57,9 bcdef 35,4 abc
PALM 3 57,9 bcdef 28,6 def
CMQ 2 53,6 bcdef 26,5 efg
AR 24 53,1 bcdef 31,2 cde
HN 18 50,7 cdef 32,5 cde
N1 48,7 def 21,1 gh
SEMIA 235 48,6 def 23,9 fgh
SM 3 48,6 def 19,4 h
PF 13 47,5 ef 13,0 i
EA 20 44,8 f 32,3 cde
BG 3 27,4 g 8,8 i
T-N 25,9 g 9,2 [

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
C.C. = Umidade do solo proxima a capacidade de campo.

Ja em condi¢des de alagamento do solo, o acumulo de nitrogénio na
parte aérea das plantas foi bastante diferente daquele obtido em solo com
umidade proxima a capacidade de campo. Nessas condi¢des, a inoculacéo
com os isolados VP16, T4, P34 e CVII, proporcionou um acumulo de nitrogénio
na parte aérea superior ao obtido nos tratamentos em que as plantas foram
inoculadas com os isolados PALM3, CMQ2, N1, SM3, PF13, BG3, com a
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estirpe SEMIA 235 e nos tratamentos controles, com e sem adicdo de
nitrogénio (Tabela 6). Além disso, as plantas inoculadas com o isolado VP16
apresentaram um acumulo de nitrogénio na parte aérea superior ao obtido
pelas plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 222, indicando um bom
potencial para fixagdo simbidtica de nitrogénio em solos alagados.

A inoculacao do isolado BG3 nas plantas submetidas ao alagamento
do solo, assim como em umidade do solo proxima a capacidade de campo, nédo
proporcionou um aumento no acumulo de nitrogénio na parte aérea das
mesmas (Tabela 6). Por outro lado, a inoculacéo do isolado PF13 nas plantas
submetidas ao alagamento do solo, ndo proporcionou o aumento no acumulo
de nitrogénio observado quando o tratamento foi mantido com umidade do solo
proxima a capacidade de campo (Tabela 6), indicando a sensibilidade desta
simbiose a condicdo de alagamento do solo.

A grande reducdo no acumulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas do tratamento controle com adicdo de nitrogénio ocasionada pelo
alagamento do solo (73%), pode ter ocorrido, além do efeito direto do
alagamento do solo sobre o crescimento das plantas, pelo processo de
desnitrificacdo. Esse processo pode ter ocorrido porque grande parte do
nitrogénio mineral presente no solo, tanto o proveniente da mineralizacdo da
matéria organica como o proveniente da adubacao, estava na forma de nitrato,
podendo assim ser facilmente desnitrificado apos o alagamento do solo.

Analisando-se a producdo de matéria seca e o acumulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas dos tratamentos cultivados em condicdes
de alagamento do solo em relacdo aqueles sem o alagamento, nota-se que o
comportamento dessas simbioses ndo foi uniforme (Figura 2). Com o
alagamento do solo, as plantas inoculadas com os isolados PF13, CMQ2, N1 e
BG3, apresentaram uma reducdo mais acentuada no acumulo de nitrogénio do
que na producdo de matéria seca da parte aérea das plantas.

Isso indica que as plantas submetidas ao alagamento do solo,
apresentaram uma limitacdo maior no processo de fixacdo simbidtica de
nitrogénio do que na producdo de matéria seca da parte aérea das plantas, o
que pode ser comprovado pelos valores situados abaixo da linha na Figura 2.

Esse comportamento também foi observado por Bacanamwo & Purcell (1999)
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em quatro gendtipos de soja inoculados com a estirpe USDA 110 de

Bradyrhizobium japonicum e submetidos a diferentes periodos de alagamento.

Acumulo de nitrogénio, % nao alagado

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Matéria seca, % nado alagado

FIGURA 2. Relacdo entre a producdo relativa de matéria seca da parte aérea e
acumulo relativo de nitrogénio na parte aérea das plantas inoculadas ou
adubadas ou ndo com nitrogénio.

Por outro lado, nos tratamentos inoculados com os isolados VP16,
T4, RP5, PALM3, P34, HN18, AR20, AR24, CVII, EA20 e com a estirpe SEMIA
235, a producdo de matéria seca das plantas foi mais prejudicada do que o
acumulo de nitrogénio na parte aérea das mesmas, indicando assim, que o
alagamento do solo foi mais prejudicial ao desenvolvimento das plantas do que
ao processo de fixacdo simbibtica de nitrogénio. Scholles & Vargas (2004)
também observaram esse comportamento em plantas de soja inoculadas com
a estirpe SEMIA 5079 e submetidas a 30 dias de alagamento do solo.

No entanto, esse comportamento nao indica necessariamente que
um isolado ou uma estirpe seja eficiente na fixacdo simbidtica de nitrogénio em

condicOes de alagamento do solo. Por exemplo, apesar do valor referente ao
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isolado EA20 estar situado acima da linha na Figura 2, as plantas inoculadas
com esse isolado apresentaram um acumulo de nitrogénio inferior ao obtido
pela plantas inoculadas com os isolados T4 e VP16, que também estdo
situadas acima dessa linha (Figura 2).

As quantidades de nitrogénio fixado na parte aérea das plantas
inoculadas com os isolados e estirpes em alagamento do solo, em relacdo a
obtida em capacidade de campo, sdo mostradas na Figura 3. Observa-se que a
inoculagéo do isolado PF13 em alagamento do solo, proporcionou apenas 18%
da quantidade de nitrogénio fixada em condi¢cdes de umidade do solo proximas
a capacidade de campo (Figura 3). Isto indica uma elevada sensibilidade da

simbiose com esse isolado as condi¢cbes de alagamento do solo.
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FIGURA 3. Aproveitamento relativo da fixacdo simbidtica de nitrogénio nas
condicbes de alagamento do solo em relacdo a fixacdo nas condi¢cdes de
umidade do solo préximas a capacidade de campo.

Por outro lado, no tratamento inoculado com o isolado EA20, a
quantidade de nitrogénio fixada foi maior em condi¢cbes de alagamento do solo
do que em condi¢cdes de umidade do solo proximas a capacidade de campo
(Figura 3). Nos tratamentos que ndo foram submetidos ao alagamento, o
nitrogénio proveniente da mineralizacdo da matéria organica, provavelmente,
permaneceu no solo por mais tempo, tendo assim maior influéncia sobre a

fixacdo simbidtica de nitrogénio do que o nitrogénio do solo que foi submetido
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ao alagamento. Isto, aliado a uma maior sensibilidade dessa simbiose ao
nitrogénio mineral do solo, poderia explicar a maior quantidade de nitrogénio
fixada pelas plantas inoculadas com o isolado EA20 em alagamento do solo,
em relacdo a quantidade fixada em umidade proxima a capacidade de campo.
Apesar desse melhor desempenho em solo alagado, esse isolado ndo esteve
entre os que proporcionaram uma elevada fixacdo simbidtica de nitrogénio
guando inoculados em trevo branco nessas condi¢des (Tabela 6).

Por outro lado, os tratamentos inoculados com os isolados VP16, T4,
P34 e CVII, que obtiveram o maior acimulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas em condicbes de alagamento do solo, também apresentaram altos
valores de aproveitamento relativo da fixacdo simbiotica de nitrogénio, todos
acima de 75% (Figura 3).

4.6.3 Numero e massa de nédulos secos

O numero de nédulos e a massa de nddulos secos produzida nas
plantas dos tratamentos em diferentes condigbes de umidade do solo s&o
mostrados na Tabela 7.

Observa-se que o alagamento do solo reduziu drasticamente a
quantidade de nodulos radiculares nos tratamentos inoculados, com excecao
no tratamento inoculado com o isolado BG3, que ndo produziu boa nodulacdo
nem mesmo em solo com umidade proxima a capacidade de campo. Essa
diminuicdo na quantidade de nodulos radiculares ocasionada pelo alagamento
do solo foi observada anteriormente em outros trabalhos (Eaglesham &
Ayanaba, 1984; Shiferaw et al., 1992; James & Crawford, 1998; Vignolio et al.,
1999). Isto pode ser devido a diminuicdo no numero de sitios de infeccéo para
0 rizébio, nas raizes das plantas em solos alagados, diminuindo assim, a
quantidade de nddulos radiculares formados (Zhang & Smith, 2002).

Por outro lado, essa diminuicdo pode ser decorrente da reducéo no
crescimento radicular das plantas submetidas ao alagamento do solo. Nesse
experimento, as raizes das plantas que foram submetidas ao alagamento do
solo, chegaram a no maximo 9cm de profundidade, enquanto que nos
tratamentos mantidos sem alagamento, as raizes exploraram todos os 20cm de
profundidade do vaso, sendo observada a presenca de nodulos radiculares até

mesmo nessa profundidade.
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O Unico tratamento que produziu mais do que 400 nddulos por vaso
sem o alagamento e mais de 200 nddulos por vaso em condicbes de
alagamento do solo foi o inoculado com o isolado N1 (Tabela 7). Porém, essa
elevada quantidade de nodulos ndo proporcionou uma elevada fixacéo
simbidtica de nitrogénio, pois essas plantas apresentaram um baixo acumulo
de nitrogénio na parte aérea (Tabela 6) e, conseqlientemente, uma baixa
producdo de matéria seca da parte aérea (Tabela 5), semelhante & obtida pelas
plantas do tratamento controle sem adi¢ao de nitrogénio.

Em condicbes de umidade do solo proximas a capacidade de
campo, as plantas do tratamento controle sem adicdo de nitrogénio
apresentaram uma pequena quantidade de nddulos radiculares ao final do
experimento, o que indica que o solo apresentava uma populacado de rizébio,
mas que era pequena e ineficiente. Por outro lado, essa formacdo de nodulos
nao foi observada nas plantas do tratamento controle com adi¢cao de nitrogénio,
provavelmente devido a inibicdo da nodulacdo causada pela adicdo de

nitrogénio.

TABELA 7. Numero e massa de nédulos secos das plantas nos tratamentos
em diferentes condi¢cdes de umidade do solo. (médias de 4 repeticdes).

Tratamento Numero de nédulos® Massa de nédulos secos
C.C. Alagado C.C. Alagado
------------- Mg Vaso = ------------
PALM 3 281 ab 160 b 66 a 60 a
SEMIA 235 217 b 159 b 79 a 60 a
RP 5 376 ab 200 ab 72 a 59 a
VP 16 325 ab 194 ab 76 a 59 a
N1 479 a 271 a 93 a 57 ab
HN 18 298 ab 181 ab 85 a 53 abc
P34 375 ab 193 ab 83 a 52 abc
T4 301 ab 151 b 72 a 52 abc
SEMIA 222 384 ab 148 b 98 a 52 abc
EA 20 251 ab 131 b 84 a 52 abc
SM 3 328 ab 198 ab 63 a 48 abc
CMQ 2 274 ab 156 b 58 a 46 abc
CV i 334 ab 168 ab 69 a 42 bc
AR 20 359 ab 147 b 82 a 39 cdd
AR 24 276 ab 138 b 52 a 38 cd
PF 13 350 ab 156 b 60 a 25 d
BG 3 16 ¢ 26 cC 4 b 7 e
T-N 20 ¢ - 3 b -
T+N - - - -

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%;
'Dados transformados por raiz de x + 1.
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O alagamento do solo durante 30 dias, reduziu em 33% a massa de
nédulos secos nas plantas dos tratamento inoculados, com excecdo das
plantas inoculadas com o isolado BG3 (Tabela 7). Tal reducdo média de 33%
na massa de nédulos secos, ocasionada pelo alagamento do solo, também foi
observada por Lupwayi et al. (1997) em plantas de Trifolium semipilosum
inoculadas com diferentes isolados de rizobio.

Em condicbes de umidade do solo proximas a capacidade de
campo, todos os tratamentos inoculados produziram uma massa de ndodulos
secos semelhante, com excecédo do tratamento inoculado com o isolado BG3.

As plantas do tratamento inoculado com o isolado PF13, que em
condi¢des proximas a capacidade de campo, estiveram entre as plantas com
maior producdo de massa de nodulos secos, apresentaram uma baixa massa
de nodulos secos quando submetidas ao alagamento do solo, com uma
reducdo média de 58%, quase duas vezes maior do que a média de reducédo
entre os tratamentos inoculados. Essa elevada reducéo na nodulacao poderia
explicar a reducdo média de 73% no acumulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas desse tratamento quando submetidas ao alagamento do solo.

Ao avaliarem a viabilidade da inoculacdo de soja com estirpes de
Bradyrhizobium em solo alagado, Scholles & Vargas (2004) observaram que 0s
prejuizos a nodulagdo, decorrentes do alagamento do solo, foram
independentes da estirpe inoculada. Os autores atribuiram esse
comportamento a caracteristicas da planta hospedeira ou a sensibilidade
semelhante de todas as quatro estirpes testadas. No entanto, pelo presente
trabalho, essa ndo parece ser uma regra geral, pois tanto na quantidade quanto
na massa de nodulos secos, esses prejuizos foram dependentes do rizébio
inoculado (Tabela 7). A reducdo no numero de nodulos causada pelo
alagamento do solo variou de 27% a 61%, observando-se ainda maiores
variacdes na reducdo da massa de nddulos secos, de 9% a 58% dentre os

tratamentos inoculados.

4.6.4 Eficiéncia relativa
Os valores de eficiéncia relativa no acumulo de nitrogénio na parte
aérea das plantas proporcionados pela inoculacédo dos isolados e estirpes, em

diferentes condi¢ces de umidade do solo, podem ser observados na Figura 4.
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Em condicbes de umidade do solo préximas a capacidade de
campo, nenhum dos tratamentos inoculados apresentou uma eficiéncia relativa
maior que 50% (Figura 4). Essa baixa eficiéncia relativa pode ter ocorrido pela
influéncia negativa do nitrogénio mineral do solo na nodulacédo, retardando o
processo, e também sobre a fixacdo simbidtica de nitrogénio. Isto pode ocorrer
porque até pequenas quantidades de nitrato no solo podem prejudicar a
infeccdo, o desenvolvimento dos nddulos e também a taxa de fixacdo do
nitrogénio atmosférico (Ferguson & Mathesius, 2003).

Ja em condicbes de alagamento do solo, varios tratamentos
inoculados obtiveram valores de eficiéncia relativa superiores a 100%, com
destaque para os tratamentos em que as plantas foram inoculadas com os
isolados VP16 e T4, que obtiveram valores superiores a 160% de eficiéncia
relativa (Figura 4). Os demais tratamentos que obtiveram valores de eficiéncia
relativa superiores a 100% nessas condi¢cdes, foram os inoculados com os
isolados AR20, AR24, CVII, EA20, HN18, P34, PALM3, RP5 e com a estirpe
SEMIA 222 (Figura 4).
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FIGURA 4. Eficiéncia relativa no acumulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas inoculadas com isolados e estirpes, em diferentes condicdes de
umidade do solo.

Esses isolados mostraram-se eficientes no processo de fixagcéo
simbidtica de nitrogénio em trevo branco, em condi¢des de alagamento do solo,
observando-se valores de acumulo de nitrogénio até 44% superiores ao

acumulo observado na parte aérea das plantas que receberam a adicdo de
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uma dose de nitrogénio equivalente a 110 kg ha™*, o que representa a aplicacdo
de aproximadamente 240 kg ha™ de uréia.

Lupwayi et al. (1997) também observaram altos valores de eficiéncia
relativa em plantas de Trifolium semipilosum inoculadas com uma estirpe de
rizobio e cultivadas a campo. Os autores também observaram que mesmo com
a aplicacdo de 100kg ha™* de nitrogénio, as plantas do tratamento controle com
adicdo de nitrogénio, apresentaram um baixo acumulo desse nutriente pelo fato
do alagamento do solo ter ocasionado a perda do nitrogénio por desnitrificacéo.

Estes resultados demonstram a necessidade de inoculacao do trevo
branco quando cultivado em areas de varzea, pois nessas areas, € possivel
que nem mesmo a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados garanta um
adequado suprimento desse nutriente as plantas, especialmente pelo risco de

perda do nitrogénio por desnitrificacdo em condi¢cdes de alagamento do solo.



5. CONCLUSOES

a) Foi possivel a selecdo de rizébios eficientes na fixacdo de
nitrogénio em simbiose com trevo branco em solos do Rio Grande do Sul;

b) O alagamento do solo afeta a simbiose rizobio/trevo branco
reduzindo o nimero e a massa de nodulos secos, assim como o acumulo de
nitrogénio e a producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de trevo
branco;

c) A fixacdo de nitrogénio pela simbiose rizobio/trevo branco ocorre
em condi¢bes de alagamento do solo;

d) Existe variabilidade na sensibilidade da simbiose rizobio/trevo ao
alagamento do solo em fun¢éo do rizébio inoculado;

e) Os isolados avaliados em condi¢6es de umidade do solo préxima
a capacidade de campo, com excecao do EA20 e BG3, apresentam eficiéncia
semelhante a estirpe SEMIA 222 na fixacao simbiética de nitrogénio;

f) Os isolados VP16, T4, P3 4 e CVII sédo eficientes na fixacado
simbiodtica de nitrogénio com trevo branco em condi¢cdes de solo alagado,
constituindo-se em um material promissor para programas de selecdo de

estirpes para trevo branco.
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