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SELEÇÃO DE RIZÓBIOS PARA TREVO BRANCO (1) 

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

 
RESUMO 

 
Devido à grande extensão das áreas de várzea no estado Rio 

Grande do Sul, a implantação de leguminosas forrageiras de inverno que 
possuam a capacidade de fixação simbiótica de nitrogênio (FBN), como o trevo 
branco, constitui-se em uma ótima alternativa para aumentar os índices de 
produtividade destas áreas. Porém, esse benefício só pode ser obtido se a 
leguminosa estiver associada a estirpes de rizóbio que fixem nitrogênio nessas 
condições. O objetivo do trabalho foi isolar, caracterizar e selecionar, de solos 
do estado, rizóbios nativos eficientes na FBN em simbiose com trevo branco, 
bem como avaliar a tolerância dessa simbiose às condições de alagamento do 
solo. Foram isolados 126 rizóbios nativos de amostras de solos de 14 
municípios do estado, e todos foram avaliados quanto a capacidade de 
solubilização de fosfato tricálcico, utilização de carboidratos e produção de 
melanina. A capacidade para fixar nitrogênio de 43 destes isolados foi avaliada 
em um experimento em casa de vegetação utilizando-se vasos Leonard. Os 
isolados de cada região considerados mais eficientes foram selecionados para 
a avaliação da capacidade de fixar nitrogênio em condições de alagamento do 
solo. Nesse experimento, cada tratamento foi mantido sob duas condições de 
umidade do solo, com alagamento e próximo à capacidade de campo (C.C.). 
Entre os isolados avaliados, apenas o N2 foi capaz de produzir melanina. 
Observou-se muita variação quanto a capacidade para utilizar carboidratos e 
solubilização de fosfato. O alagamento do solo reduziu significativamente o 
número e a massa de nódulos, assim como a produção de matéria seca e o 
acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas inoculadas com rizóbio. 
Observou-se a existência de variabilidade na sensibilidade da simbiose 
rizóbio/trevo branco ao alagamento do solo em função do rizóbio inoculado. Os 
isolados avaliados em condições de umidade do solo próxima à capacidade de 
campo, com exceção do EA20 e BG3, apresentaram eficiência semelhante a 
estirpe SEMIA 222 na fixação simbiótica de nitrogênio. Os isolados CVII, P34, 
T4 e VP16 foram os mais eficientes na fixação de nitrogênio em condições de 
alagamento do solo, superando o tratamento controle com adição de nitrogênio 
no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas. Os resultados deste 
trabalho mostram que a fixação de nitrogênio pela simbiose rizóbio/trevo 
branco pode ocorrer em condições de alagamento do solo como as que 
ocorrem em áreas de várzeas. 
 
 
 
 
 

(1) Dissertação de Mestrado em Ciência do Solo, Programa de Pós-Graduação em 
Ciência do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul. Porto Alegre. (68p.) julho, 2005. 
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SELECTION OF RHIZOBIA FOR WHITE CLOVER (1) 

 
 Author: Jonatas Bredow Alves 
 Adviser: Enilson Luiz Saccol de Sá 
 

 
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 soil 
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 
CVII, 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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) M. Sc. Dissertation in Soil Science, Programa de Pós-Graduação em Ciência do Solo, 

Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do  Sul. Porto Alegre. (68p.) 
july, 2005. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

No estado do Rio Grande do Sul, existem cerca de 5,4 milhões de 

hectares de áreas de várzea, caracterizadas pelo relevo plano e pela presença 

de solos hidromórficos com drenagem natural deficiente, o que resulta em 

períodos de alagamento do solo nas épocas de maior precipitação 

pluviométrica. Estas áreas apresentam limitações ao uso agrícola, sendo 

utilizadas principalmente para o cultivo do arroz irrigado e pela pecuária 

extensiva ou mantida em pousio, resultando assim em uma baixa exploração 

econômica, principalmente pelos baixos índices de produtividade animal da 

pecuária extensiva. 

A implantação de leguminosas forrageiras de inverno que possuam 

a capacidade de fixação simbiótica de nitrogênio como o trevo branco (Trifolium 

repens L.) constitui-se em uma ótima alternativa para aumentar os índices de 

produtividade destas áreas, pois são forrageiras com alto valor nutritivo por 

apresentarem um teor elevado de proteína bruta com alta digestibilidade. 

Porém, os benefícios da fixação simbiótica de nitrogênio só podem ser obtidos 

se a leguminosa estiver associada a estirpes de rizóbio eficientes na fixação de 

nitrogênio, mesmo em condições de alagamento do solo, comum em áreas de 

várzea. 

O trevo branco (Trifolium repens L.) é uma das leguminosas 

forrageiras que apresenta maior adaptação às condições de alagamento do 

solo, pois tem a capacidade de formação de aerênquima, o que permite o 

suprimento de oxigênio para as raízes e nódulos radiculares. 

Desta forma, plantas de trevo branco inoculadas com estirpes 

eficientes de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii, podem ser capazes de 

fixar nitrogênio em solos sob alagamento. Além disso, é possível que nessas 
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condições exista variabilidade na eficiência de fixação de nitrogênio por 

diferentes isolados de rizóbio. 

Os objetivos desse trabalho foram os seguintes: 

a) Isolamento e seleção de rizóbios eficientes na fixação de 

nitrogênio em simbiose com trevo branco, de solos do Rio 

Grande do Sul; 

b) Avaliação da tolerância da simbiose entre trevo branco e rizóbios 

nativos selecionados às condições de alagamento do solo; 

c) Seleção de isolados de rizóbio nativos eficientes na fixação 

simbiótica de nitrogênio em trevo branco sob condições de 

alagamento do solo; 

d) Caracterização dos isolados de rizóbio nativos quanto a 

capacidade de solubilizar fosfato inorgânico, utilização de 

carboidratos e produção de melanina. 

 



 
 
 
 
 
 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Alterações no solo provocadas pelo alagamento 
Nos solos hidromórficos, freqüentemente ocorrem alagamentos 

temporários ou contínuos, ocasionados principalmente pelo excesso de 

precipitação pluviométrica e pela drenagem natural deficiente desses solos. 

Esta drenagem deficiente é decorrente da presença de uma camada 

subsuperficial compactada caracterizada pelo acúmulo de argila, 

proporcionando assim, uma baixa condutividade hidráulica ao solo. 

A primeira alteração provocada pelo alagamento é a redução dos 

níveis de oxigênio, pois a água que infiltra no perfil ocupa os espaços porosos, 

eliminando assim a quase totalidade do oxigênio do solo. A pequena 

quantidade de oxigênio que permanece é rapidamente consumida pela 

respiração das raízes e pela atividade dos microrganismos do solo (Setter & 

Belford, 1990; Ernst, 1990). Nessas condições, a renovação do oxigênio pelo 

fluxo do ar atmosférico é prejudicada pela sua baixa taxa de difusão em solos 

saturados, cerca de 10.000 vezes mais lenta do que em solos bem drenados 

(Grable, 1966; Patrick & Mahapatra, 1968; Sanchez, 1976). 

Mudanças na estrutura do solo em decorrência do alagamento 

tipicamente incluem quebra de agregados, dispersão de argilas e destruição de 

agentes cimentantes, o que acarreta em um aumento na densidade do solo 

após o fim do alagamento (Ponnamperuma, 1972; 1984). 

Os valores de pH do solo tendem a neutralidade após algumas 

semanas de alagamento. Em solos ácidos, esse aumento nos valores de pH 

está associado ao consumo de H+ ocasionado pela redução dos compostos 

oxidados como nitratos, sulfatos, óxidos de ferro e manganês (Ponnamperuma, 

1977). Esta redução é mediada por microrganismos anaeróbios que utilizam 
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esses compostos como aceptores de elétrons na falta de oxigênio para o seu 

metabolismo. 

O alagamento altera a concentração e a mobilidade dos nutrientes 

na solução do solo. Desta forma, os nutrientes que chegam até as raízes por 

difusão, principalmente fósforo e potássio, são favorecidos pela condição de 

abundância de água (Vahl e Lopes, 1998). 

O comportamento do nitrogênio também é bastante afetado após o 

alagamento do solo. Nessas condições, o processo de nitrificação, que 

consiste na transformação do íon amônio (NH4
+) a nitrato (NO3

-), não ocorre, 

pois os microrganismos que o realizam são estritamente aeróbios. Desta forma, 

a decomposição da matéria orgânica resulta na acumulação do íon amônio 

que, dependendo do pH do solo, poderá ser perdido por volatilização, 

especialmente em solos originalmente ácidos que tiveram o pH elevado após o 

alagamento (Mikkelsen et al., 1978). Imediatamente após o alagamento, a 

principal forma do nitrogênio em solo aerado, o nitrato, é rapidamente 

transformado em N2O e N2 e perdido para a atmosfera através do processo de 

desnitrificação (Mascagni & Sabbe, 1991; Humphrey et al., 1991). 

Portanto, o uso da adubação nitrogenada em solos susceptíveis ao 

alagamento requer muita atenção devido ao grande risco de perdas do 

nutriente, seja na forma amoniacal (uréia, sulfato de amônio) ou na forma 

nítrica (nitrato de potássio, nitrato de amônio). 

 
2.2 Trevo branco (Trifolium repens L.) 
O trevo branco é uma espécie forrageira perene originária da região 

do Mediterrâneo e cultivada em várias regiões temperadas e subtropicais do 

mundo (Frame & Newbould, 1986). Essa leguminosa tende a se naturalizar em 

regiões em que o volume de precipitação pluviométrica anual ultrapasse 

750mm (Jahufer et al., 2002). Além disso, apresenta grande importância na 

formação de pastagens por apresentar excelentes qualidades como produção 

de forragem de alta qualidade, habilidade para competir com gramíneas 

perenes e apresentar alta capacidade de fixação simbiótica de nitrogênio 

(Carlsson & Huss-Danell, 2003). 

As estruturas básicas de crescimento do trevo branco são os 

estolões, que consistem em um tipo de caule horizontal com uma série de 
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internós separados por nós. De cada nó nasce uma folha trifoliolada e raízes 

adventícias são emitidas quando ocorre o contato dos estolões com o solo 

úmido. Essas características permitem que a plantas sejam sustentadas pelas 

novas raízes em caso de morte da raiz principal por algum estresse abiótico 

como o alagamento do solo, tornando-se assim, plantas independentes 

(Thomas, 1987). Além disso, a característica de crescimento prostrado com 

grande quantidade de estolões lhe permite grande resistência ao pastejo 

(Monteiro et al., 1996). 

Geralmente, o cultivo do trevo branco como pastagem se dá em 

associação com gramíneas, especialmente com azévem (Lolium perenne) 

(Vinther, 1998; Hogh-Jensen & Schjorring, 1997; Vinther & Jensen, 2000). Essa 

associação ocorre principalmente devido ao risco de ocorrência de timpanismo 

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

 

2.3 Fixação simbiótica de nitrogênio em trevo branco 
A utilização do trevo branco (Trifolium repens L.) na formação de 

pastagens apresenta como principal vantagem a alta capacidade de fixação 

biológica de nitrogênio (Carlsson & Huss-Danell, 2003). Devido à simbiose com 

os rizóbios, o trevo branco tem um grande potencial de aumentar a 

sustentabilidade da atividade pecuária principalmente por proporcionar 

quantidades substanciais de nitrogênio para as plantas e também para o solo, 

reduzindo a necessidade de fertilizantes nitrogenados. 

A fixação simbiótica de nitrogênio em trevo branco pode ser limitada 

por qualquer fator que limite o crescimento da planta, pois neste caso a 

demanda por nitrogênio é reduzida (Crush, 1987). Dentre esses fatores pode-

se citar a acidez e a baixa fertilidade do solo (Dunlop & Hart, 1987), a 

competição com pastagem em associação (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 fixação no nitrogênio em trevo branco também 

pode ser limitada por fatores que afetem diretamente o microssimbionte e a sua 

sobrevivência, como a acidez do solo (Bordeleau & Prévost, 1994) e a 

competição com rizóbios nativos (Svenning et al., 1991). 
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As quantidades de nitrogênio fixadas em pastagens de trevo branco, 

associadas ou não à. gramíneas, variam bastante entre os resultados obtidos. 

Em trevo branco cultivado como monocultura na Nova Zelândia, Kumar & Goh 

(2000) observaram quantidades de nitrogênio fixado de até 327 kg ha-1 ano-1. 

Campillo et al. (2003) observaram quantidades que variaram de 232-396 kg N 

fixado ha-1 ano-1 em trevo branco cultivado no Chile sob monocultura durante 4 

anos. 

Já Vinther & Jensen (2000) observaram quantidades que variaram 

de 15 até 235 kg N fixado ha-1 ano-1 pelo trevo branco associado a Azéven 

(Lolium perenne) na Dinamarca. Esses autores atribuíram esta grande variação 

nas quantidades de nitrogênio fixado via simbiose à diferença na fertilidade 

entre os solos das áreas cultivadas. 

Carlsson & Huss-Danell (2003) revisando diversos estudos sobre a 

fixação simbiótica de nitrogênio em leguminosas forrageiras, encontraram 

valores de até 545 kg N fixado ha-1 ano-1 em pastagens de trevo branco, 

associada ou não à gramíneas, de diversos locais de clima temperado e 

subtropical. 

É importante ressaltar que o uso apenas da parte aérea das plantas 

para se determinar as quantidades de nitrogênio fixadas em pastagens com 

leguminosas, subestimam a total contribuição do processo de fixação 

simbiótica de nitrogênio para o aporte desse elemento no sistema solo-planta 

(Riffkin et al., 1999). 

Alguns autores indicam que os órgãos das plantas situados abaixo 

da superfície do solo podem contribuir com até 40% do nitrogênio total contido 

na planta (MacNeill et al., 1997; Peoples et al., 1998). Do mesmo modo, 

Jorgensen & Ledgard (1997) observaram que a quantidade de nitrogênio em 

órgãos subterrâneos de trevo branco (raízes e nódulos) pode representar até 

60% do nitrogênio total fixado pela mesma, contribuindo assim para aumentar 

os teores de nitrogênio do solo. 

Geralmente, o cultivo do trevo branco se dá em associação com 

gramíneas. Com essa associação, além do benefício direto, boa parte do 

nitrogênio fixado pela leguminosa pode ser transferido para a gramínea em 

associação. Esta transferência ocorre pela deterioração de partes subterrâneas 
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da planta, pela decomposição de tecidos ricos em nitrogênio e também pelo 

aporte de dejetos dos animais em pastejo. 

Além do sistema radicular, a liberação de nitrogênio dos nódulos da 

planta é considerada uma importante fonte de transferência desse elemento 

para a gramínea em associação (Russelle et al., 1994), pois de acordo com 

Whitehead (1995), o teor de nitrogênio nos nódulos de trevo branco pode 

chegar a 9% enquanto nas folhas, esse teor dificilmente chega a 5%. Além 

disso, segundo Whitehead, (1995), os nódulos representam de 20-35% da 

massa total da planta em ativo processo de fixação. 

Em geral, espécies perenes de hábito estolonífero como o trevo 

branco, proporcionam maior transferência do nitrogênio fixado em comparação 

às leguminosas de hábito ereto (Laidlaw et al., 1996). A decomposição de 

tecidos ricos em nitrogênio como folhas e estolões representa boa parte do 

nitrogênio transferido, principalmente por ocasião de algum estresse que leve a 

morte da leguminosa (Woledge et al., 1990). 

O nitrogênio fixado pelo trevo branco também pode ser transferido 

para a gramínea em associação de uma forma indireta, através do aporte de 

dejetos dos animais em pastejo pois segundo Ledgard & Steele (1992), cerca 

de 75-85% do nitrogênio consumido pelo animal é excretado via dejetos, 

principalmente pela urina. 

Os valores de nitrogênio transferido para as gramíneas associadas 

apresentam grande variação. Whitehead (1995) cita valores entre 0-75% do 

nitrogênio fixado pela planta. Avaliando a transferência de nitrogênio do trevo 

branco para o azevém, sob baixos níveis de adubação nitrogenada, Boller & 

Nösberger (1987) observaram que cerca de 80% do nitrogênio absorvido pela 

gramínea era proveniente do fixado pela leguminosa. 

Geralmente as quantidades de nitrogênio transferido são baixas no 

primeiro ano de produção. Em parcelas experimentais na Dinamarca, os 

valores de nitrogênio 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 aplicação de nitrogênio em pastagens de trevo branco, além de 

constituir um alto custo relativo, pode diminuir a fixação simbiótica de nitrogênio 

por atrasar a nodulação (Crush, 1987), reduzir o número e o tamanho de 
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nódulos (Cowling, 1961), reduzir a atividade da enzima nitrogenase (Eltilib & 

Ledgard, 1988) e indiretamente, por diminuir a proporção do trevo branco na 

pastagem quando associado à gramíneas. 

 
2.4 Respostas das plantas às condições de alagamento do solo 
O primeiro fator que influencia o crescimento de plantas após o 

alagamento do solo é a disponibilidade de oxigênio, pois em questão de horas 

os níveis do elemento chegam a menos de 2%, o que é insuficiente para 

manter a capacidade respiratória normal das raízes e sustentar o máximo 

potencial produtivo das plantas (Liao & Lin, 2001; Vartapetian & Jackson, 

2001). 

A exclusão do oxigênio altera o metabolismo das plantas que 

passam a realizar a respiração anaeróbia. Segundo Crawford (1992), a troca 

da respiração aeróbia (fosforilação oxidativa) pela anaeróbia (fermentação) 

afeta severamente a disponibilidade de energia, requerendo grandes 

quantidades de reserva de carboidratos existentes na planta. Para cada mol de 

glicose metabolizado, a respiração aeróbia produz 32 mol de ATP, enquanto 

que a respiração anaeróbia produz apenas 2 mol de ATP (Vartapetian & 

Jackson, 2001). 

Além da menor eficiência energética, a translocação de carboidratos 

também é sensível às condições de anaerobiose e, dependendo da planta, não 

consegue sustentar a alta demanda exigida pelas raízes durante o alagamento 

(Drew, 1997). Por este motivo, a capacidade de armazenar grandes 

quantidades de carboidratos em raízes, rizomas ou estolões pode conferir 

tolerância a períodos de alagamento às espécies (Haldemann & Brandle, 1988; 

Bertrand et al., 2003). 

As plantas susceptíveis a excesso hídrico exibem mudanças nos 

processos metabólicos e fisiológicos como a redução na condutância radicular 

ocasionando murchamento vegetal, fechamento estomático, redução da 

absorção de água e redução da taxa de fotossíntese (Baruch, 1994). 

As células do sistema radicular ao se tornarem anaeróbias 

estimulam as vias glicolíticas e fermentativas, produzindo grandes quantidades 

de gases como dióxido de carbono, etanol e metanol (Drew, 1997). Devido a 
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baixa difusão de gases na água, o acúmulo desses gases pode ser altamente 

fitotóxico para as raízes das plantas (Dat et al., 2004). 

Além das modificações metabólicas e fisiológicas, as condições 

impostas às plantas pelo alagamento do solo, provocam alterações tanto no 

balanço quanto na quantidade de hormônios produzidos. Em geral, essas 

alterações acarretam em uma diminuição no crescimento das plantas, pois em 

alagamento, os níveis do hormônio ABA (ácido abscísico) diminuem quando 

comparado à raízes em condições aeradas (Huang & Van Toai, 1991; Else et 

al., 1995). A redução dos níveis de ABA pode comprometer o desenvolvimento 

das plantas sob alagamento pois segundo Huang & Van Toai (1991), a 

aplicação de ácido abscísico aumenta a tolerância das plantas às condições de 

anaerobiose. 

Dentre os vários hormônios afetados pelo alagamento, o etileno é o 

que mais se destaca, devido ao aumento na sua concentração. Esse aumento 

é atribuído ao aumento da síntese associada a redução do movimento para 

fora das raízes, ocasionando a retenção de etileno no tecido radicular pelo fato 

do hormônio ser menos solúvel em água do que em ar (Musgrave et al., 1972; 

Voesenek et al., 1993). 

A importância do etileno na anatomia de muitas plantas sob 

condições de alagamento está relacionada à formação de aerênquima nas 

raízes (Armstrong, 1979; Drew et al., 1979; Baluska et al., 1993; Drew et al., 

1994). Aerênquima são espaços corticais que permitem o transporte de 

oxigênio da parte aérea das plantas para as raízes, re-oxidando assim as 

raízes nessas condições. Esse transporte do oxigênio permite que a planta 

mantenha o processo de respiração aeróbia, aumentando assim a tolerância ao 

alagamento (Justin & Armstrong, 1987). 

A função do etileno na formação de aerênquima está relacionada ao 

aumento da atividade da celulase que degrada a parede celular formando os 

espaços responsáveis pelo transporte do oxigênio até o sistema radicular 

(Jackson et al., 1993; Drew et al., 1994). Porém, alguns autores ressaltam que 

o mecanismo de formação de aerênquima varia entre plantas, mas que em 

geral, está associado à ação do etileno (Webb & Jackson, 1986; Baluska et al., 

1993). 
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A arranjo das células provocado pela formação de aerênquima leva 

a um aumento na porosidade radicular para permitir o fluxo de oxigênio da 

parte aérea para as raízes das plantas (Justin & Armstrong, 1987). 

Consequentemente, espécies tolerantes tendem a apresentar maior porosidade 

radicular do que as espécies sensíveis ao alagamento do solo (Laan et al., 

1989). 

Além da formação de aerênquima, as plantas podem desenvolver 

um outro mecanismo de tolerância ao alagamento do solo, a formação de 

raízes adventícias (Drew et al., 1979; Kawase, 1981; Gibberd et al., 2001). Esta 

formação é um mecanismo utilizado pelas plantas para repor as raízes mortas 

ou que perderam suas funções pelas condições de baixos níveis de oxigênio 

impostas pelo alagamento (Vartapetian & Jackson, 2001). 

As raízes adventícias usualmente emergem da base do caule 

crescendo tanto no solo como na água. O crescimento horizontal dessas raízes 

próximo à superfície da água, associado a sua localização, próxima aos locais 

de formação de aerênquima, proporcionam uma maior quantidade de oxigênio 

em relação ao antigo sistema radicular danificado (Jackson & Drew, 1984). 

Assim como a formação de aerênquima, a emissão de raízes 

adventícias também está relacionada com a ação do etileno. O alagamento do 

solo proporciona o acúmulo de etileno e também de auxina em raízes e caules 

de plantas. Este aumento associado a diminuição nos níveis de giberelinas e 

citocininas nessas condições, favorecem a emissão de raízes adventícias 

(McNamara & Mitchell, 1991; Visser et al., 1995). 

Regehr et al. (1975), reportam que o transporte de água, assim 

como o de oxigênio, também é melhorado pelas raízes adventícias em 

comparação às raízes originais sob anaerobiose, promovendo a reabertura 

estomática durante períodos prolongados de alagamento. Outra função do 

etileno em plantas sob condições de alagamento, está relacionada com o 

aumento do comprimento das plantas quando em completa submergência 

(Voesenek et al., 2003; Vriezen et al., 2003), especialmente em períodos de 

maior precipitação pluviométrica. 

Em um estudo que avaliou o comportamento de 20 espécies do 

gênero Trifolium em condições 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 após o alagamento do solo e, posteriormente, na 

maioria das espécies ocorreu o desenvolvimento de raízes laterais, que 

cresceram próximas à superfície do solo e no sentido horizontal. Dentre as 

espécies avaliadas, nove foram consideradas tolerantes por não sofrerem 

redução no crescimento vegetativo após o alagamento do solo, sendo que 

nestas espécies foram observados aumentos consideráveis nos valores de 

porosidade radicular, o que esteve diretamente associado à formação de 

aerênquima. 

Aschi-Smiti et al. (2003a), estudaram o efeito de diferentes períodos 

de alagamento do solo no crescimento de quatro variedades de Trifolium 

subterraneum L. e observaram que a variedade Park foi a única que não teve o 

crescimento reduzido após o alagamento do solo. Além disso, quando expostas 

a 10 dias de alagamento, as plantas dessa variedade alcançaram uma 

produção de matéria seca 26% superior ao tratamento que não recebeu 

alagamento. Esse comportamento levou Aschi-Smiti et al. (2003b), a avaliarem 

a tolerância dessa variedade à baixas concentrações de oxigênio em solução 

nutritiva. Os autores concluíram que a emissão de raízes adventícias, 

associada à formação de aerênquima, foram os principais mecanismos de 

resistência da planta à essas condições. Além disso, foi observado que a 

emissão de raízes adventícias ocorreu imediatamente após a morte da raiz 

principal, que por sua vez, foi ocasionada pela falta de oxigênio. 

Gibberd et al. (1999), avaliaram as diferenças no comportamento de 

duas espécies do gênero Trifolium em condições de anaerobiose radicular, 

sendo uma espécie previamente considerada resistente (T. tomentosum L.) e 

outra sensível ao alagamento do solo (T. glomeratum L.). Ambas as espécies 

apresentaram um aumento na porosidade radicular quando expostas à 

condição de anaerobiose, porém em ambas as condições, a espécie resistente 

apresentou porosidade radicular cerca de 80% maior que a espécie sensível ao 

alagamento do solo. Em um estudo prévio, Gibberd & Cocks (1997) já haviam 

demonstrado a presença de T. tomentosum L. em solos hidromórficos 

enquanto que T. glomeratum L. não foi encontrado nessas áreas. 

Dentre as espécies do gênero 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 & 
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Mikkelsen, 1967) tolerando alagamento do solo durante até 20 dias sem 

redução do crescimento vegetal (Heinrichs, 1970). 

Avaliando o efeito do alagamento sobre o desenvolvimento de 

algumas espécies desse gênero, Rogers & West (1993) observaram que após 

submeterem as plantas a 15 dias de alagamento, a produção de matéria seca 

de raízes em T. repens L. aumentou significativamente enquanto que em T. 

subterraneum L. essa produção foi drasticamente reduzida. Uma significante 

proporção desse aumento no crescimento radicular ocorreu em função da 

emissão de raízes adventícias, que apresentaram uma porosidade três vezes 

maior do que as raízes produzidas em condições aeradas. Esse aumento na 

porosidade radicular foi ocasionado pela formação de aerênquima que pôde 

ser visualizada através de microscopia da seção transversal dessas raízes 

após 15 dias de alagamento. 

 
2.5 Fixação simbiótica de nitrogênio em condições de 

alagamento do solo 
Além de prejudicar o crescimento vegetativo de plantas, o 

alagamento do solo pode também reduzir a nodulação e conseqüentemente a 

fixação simbiótica de nitrogênio (Witty et al., 1986; Bishnoi & Chrishnamoorthy, 

1992; Sung, 1993; Zhang & Smith, 2002). Essa redução têm sido atribuída 

principalmente à redução no suprimento de oxigênio e N2 para os nódulos 

radiculares (Shiferaw et al., 1992; Arrese-Igor et al., 1993). 

Em condição de alagamento do solo, a fixação simbiótica de 

nitrogênio pode ser ainda mais prejudicada do que o crescimento vegetativo da 

planta, pois de acordo com Minchin & Summerfield (1976), a diminuição da 

fixação do nitrogênio foi o fator responsável pela redução no crescimento 

vegetativo do feijão caupi (Vigna unguiculata L.) após 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 sensíveis ao alagamento do que as plantas que 

dependiam da fixação simbiótica de nitrogênio. 

Em um estudo semelhante, Bacanamwo & Purcell (1999) também 

observaram que as plantas de soja dependentes da fixação simbiótica de 

nitrogênio, foram mais sensíveis ao alagamento do solo em relação às plantas 
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supridas com nitrato, sendo que a redução significativa do crescimento das 

plantas dependentes da fixação ocorreu logo aos 7 dias após o alagamento, 

enquanto que nas plantas supridas com nitrato, essa redução ocorreu apenas 

aos 14 dias após o alagamento. Segundo esses autores, uma possível 

explicação para esse comportamento seria que após a diminuição da 

concentração de oxigênio na rizosfera, o nitrato poderia ser utilizado como um 

substituto do oxigênio para o metabolismo radicular, possibilitando assim um 

aumento no crescimento pela maior eficiência energética (Reggiani et al. 1985). 

Além disso, a demanda energética da planta para a fixação do nitrogênio é 

maior do que a necessária para a absorção do nitrato (Ryle et al., 1978). 

Sung (1993), ao avaliar o efeito do alagamento do solo em plantas 

de soja, observou uma redução significativa na atividade da enzima 

nitrogenase, tanto no estádio vegetativo como no reprodutivo, ocasionando 

uma significativa redução do crescimento das plantas. Do mesmo modo, 

Mundy et al. (1988), após submeterem plantas de trevo branco a diferentes 

períodos de alagamento, mostraram que a fixação simbiótica de nitrogênio foi 

significativamente reduzida, voltando a aumentar após a drenagem do solo. 

Porém, as condições impostas pelo alagamento do solo nem sempre 

afetam negativamente o processo de fixação simbiótica de nitrogênio. Pugh et 

al. (1995) observaram um aumento no crescimento de trevo branco após 

longos períodos de alagamento do solo, sugerindo que mesmo em regiões 

temperadas, existem leguminosas de interesse econômico que possuem a 

capacidade de crescer, nodular e fixar grandes quantidades de nitrogênio em 

solos hidromórficos. Esses autores sugerem que a formação de aerênquima 

verificada nas raízes de trevo branco, tenha suprido a demanda de oxigênio e 

N2 para o processo de fixação simbiótica de nitrogênio. 

Do mesmo modo, James & Crawford (1998) e James & Sprent 

(1999), observaram que a nodulação e a fixação simbiótica de nitrogênio em 

Lotus uliginosus, não foi negativamente afetada após 60 dias de completa 

submergência do sistema radicular. Nessas condições, a porosidade radicular 

aumentou significativamente pela formação de aerênquima, aumentando assim 

o suprimento de oxigênio e N2 para os nódulos e conseqüentemente, a 

nodulação e a fixação simbiótica de nitrogênio. 
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Em condições aeradas, o principal mecanismo de infecção das 

raízes pelo rizóbio é o encurvamento dos pêlos radiculares. Nesse mecanismo, 

após o encurvamento dos pêlos, proporcionado pela troca de sinais 

moleculares entre os simbiontes, ocorre a entrada do rizóbio pelo cordão de 

infecção no pêlo radicular (Gage & Margolin, 2000). Porém, as condições 

impostas pelo alagamento do solo, geralmente impedem a formação dos pêlos 

radiculares assim como deformam os já existentes, reduzindo drasticamente as 

zonas de infecção para o rizóbio (Zhang & Smith, 2002; Goormachtig et al., 

2004a). Além disso, o etileno produzido nas raízes das plantas durante o 

alagamento do solo, dificulta a emissão desses pêlos radiculares, inibindo e 

atrasando a nodulação e a fixação simbiótica de nitrogênio (Goormachtig et al., 

2004b). 

Por esse motivo, em condições de alagamento do solo, a infecção 

das raízes pelo rizóbio pode ocorrer exclusivamente através da entrada pelas 

quebras na base das raízes laterais e adventícias, proporcionadas pela falta de 

oxigênio no solo (Goormachtig et al., 2004b). Nesse mecanismo, o rizóbio 

coloniza os espaços intercelulares das células corticais induzindo a formação 

de um tipo de bolsa de infecção, da qual, cordões de infecção intra e 

intercelulares levam as bactérias para os locais de formação dos nódulos. Além 

disso, o etileno é essencial para a ocorrência do mecanismo pois é necessário 

para a formação da bolsa de infecção (D’Haeze et al., 2003). 

James & Sprent (1999) avaliando a nodulação em Lotus uliginosus, 

observaram que, além da infecção pelo mecanismo do encurvamento do pêlo 

radicular, as plantas também foram infectadas através do mecanismo de 

quebra na base das raízes, quando mantidas durante 60 dias em condições de 

alagamento. 

Se por um lado, o acúmulo de etileno nas raízes das plantas durante 

o alagamento do solo pode ser benéfico à fixação simbiótica de nitrogênio, 

principalmente por permitir a formação de aerênquima e, conseqüentemente, 

proporcionar o suprimento de oxigênio e N2 aos nódulos, por outro, esse 

hormônio pode ter uma influência negativa sobre a nodulação (Goodlass & 

Smith, 1979; Jackson, 1985; Hirsch, 1992; Oldroyd et al., 2001). Segundo 

Goodlass & Smith (1979), altos níveis de etileno inibem a divisão celular 

vegetal, o que poderia limitar a formação de nódulos radiculares. 
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Porém, algumas espécies de rizóbio podem apresentar a 

capacidade de reduzir as quantidades de etileno produzidas pelo 

macrosimbionte, reduzindo assim o efeito negativo desse hormônio sobre a 

nodulação. Ma et al. (2002), detectaram a produção de rizobiotoxina por uma 

estirpe de rizóbio, um inibidor da síntese de etileno que amenizou o efeito 

negativo do etileno sobre a nodulação. 

 
2.6 Solubilização de fosfato 
Vários trabalhos têm sido realizados com o objetivo de avaliar a 

habilidade de diferentes bactérias em solubilizar fosfatos inorgânicos de baixa 

solubilidade como o fosfato tricálcico, fosfato bicálcico, hidroxiapatita e fosfatos 

de rocha (Rodríguez & Fraga, 1999). 

A grande maioria das bactérias solubilizadoras de fosfato estão 

associadas à rizosfera de plantas (Sperberg, 1958) sendo que a população 

destas no solo rizosférico é consideravelmente maior do que no solo não 

rizosférico (Katznelson et al., 1962; Raghu & MacRae, 1966). 

Segundo Rodríguez & Fraga (1999), algumas estirpes do gênero 

Rhizobium estão entre as bactérias que possuem o maior potencial de 

solubilização de fosfatos inorgânicos em testes realizados in vitro. 

A detecção visual da capacidade de solubilização de fosfatos 

inorgânicos por microrganismos é possível utilizando-se métodos que 

empreguem o crescimento em placas de petri. A adição de fosfato inorgânico 

(geralmente fosfato tricálcico) ao meio de cultura torna o meio turvo, permitindo 

assim, a visualização de um halo transparente em torno da colônia microbiana 

indicando a capacidade de solubilização do fosfato (Rodríguez & Fraga, 1999). 

Seshadri et al. (2000) sugeriram um índice para avaliar a capacidade 

de solubilização de fosfato em testes com placas de petri. O índice de 

solubilização de fosfato (I.S.F) é obtido dividindo-se o diâmetro do halo (quando 

formado) pelo diâmetro da colônia e só pode ser aplicado em microrganismos 

que promovam a formação de halo no meio de cultura. 

A produção de ácidos orgânicos pelas bactérias é citado como o 

principal mecanismo de solubilização de fosfatos inorgânicos (Duff & Webley, 

1959; Banik & Dey, 1982; Halder et al., 1990).  Segundo Goldstein (1994), essa 

produção de ácidos orgânicos resulta na acidificação do meio e, 
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conseqüentemente, o fósforo pode ser liberado do fosfato inorgânico por troca 

aniônica do PO4
2-. Halder & Chakrabarty (1993), avaliando estirpes de 

Rhizobium leguminosarum, identificaram o ácido 2-cetoglucônico como 

responsável pela capacidade de solubilização de fosfatos inorgânicos, pois a 

solubilização foi totalmente inibida com a adição de NaOH ao meio. 

Porém, a acidificação do meio não parece ser o único mecanismo de 

solubilização de fosfatos por microrganismos, visto que em alguns casos a 

redução do pH do meio não apresentou correlação com a capacidade de 

solubilização 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 rizóbio podem, através da solubilização de 

fosfatos, aumentar a disponibilidade de P para as plantas. 

Alves et al. (2004) também relataram que além da solubilização de 

fosfato tricálcico 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 acúmulo de fósforo e 

consequentemente a produção de matéria seca da parte aérea das plantas. 

Por outro lado, os autores não observaram relação entre a solubilização de 

fosfato tricálcico in vitro e a solubilização do fosfato de rocha pelas estirpes, 

indicando que a capacidade de solubilização depende também do tipo de 

fosfato utilizado.  

 

2.7 Utilização de carboidratos 
Os rizóbios são capazes de utilizar uma ampla variedade de 

carboidratos como glicose, galactose (hexoses), sacarose, lactose 

(dissacarídeos), arabinose, frutose (pentoses), (Martinez-de-Dretz et al., 1974; 

Chakrabarti et al., 1987; Kishinevsky, et al., 2003). 

Alguns autores reportaram que os rizóbios de crescimento rápido 

são menos exigentes quanto à utilização de carboidratos do que os de 

crescimento lento (Stowers, 1985; van Rossum et al., 1995). Tradicionalmente, 

tem-se dividido os rizóbios em grupos, de acordo com a velocidade de 

crescimento, como primeiro sugerido por Lonis & Hansen (1921), os de 
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crescimento rápido (Rhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium), crescimento 

intermediário (Mesorhizobium) e crescimento lento (Bradyrhizobium). 

Os rizóbios do gênero Bradyrhizobium, em geral, não utilizam 

dissacarídeos como sacarose, lactose e maltose (Graham, 1964; Marsudi et al., 

1999; Zerhari et al., 2000). Esta incapacidade de utilização de dissacarídeos foi 

estudada por Martinez de Dretz et al. (1974). Esses autores observaram que 

estirpes Bradyrhizobium japonicum não possuíam as enzimas invertase e 

sacarose fosforilase, presentes em estirpes de crescimento rápido e 

necessárias para a conversão da sacarose em glicose. 

Por outro lado, existem trabalhos mostrando a utilização de 

dissacarídeos como sacarose e lactose, tanto por estirpes de crescimento lento 

como por estirpes de crescimento rápido (Padmanabhan et al., 1990; Maâtallah 

et al., 2002). Esses resultados podem ter ocorrido em virtude das diferentes 

metodologias adotadas para avaliar a utilização de carboidratos pelos rizóbios, 

já que nessas avaliações, a concentração dos carboidratos no meio de cultura 

apresenta grande variação (0,1% até 1%). 

O uso do extrato de levedura no meio de cultura também pode gerar 

dificuldades para se avaliar a utilização de carboidratos por rizóbios pela 

presença de pequenas quantidades de carboidratos na sua composição 

(Maâtallah et al., 2002). Esses autores observaram que muitos isolados de 

rizóbio foram capazes de crescer no meio LMA (Vincent, 1970) sem a adição 

do carboidrato, no caso o manitol. 

Diversos estudos têm mostrado grande variabilidade na utilização de 

carboidratos pelos rizóbios. Em um estudo com 40 rizóbios 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 utilização de arabinose, lactose e sacarose. 

Já Idrissi et al., (1996), observaram que rizóbios 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). 
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Ronson & Primrose (1979) sugerem que a principal via de 

metabolização de carboidratos utilizada por estirpes de Rhizobium 

leguminosarum biovar trifolii é a Entner-Doudorof, sendo que, dentre os 

carboidratos avaliados, apenas a galactose poderia ser metabolizada por uma 

via diferente desta. 

 
2.8 Produção de melanina 
A melanina é um pigmento de alto peso molecular formado pela 

polimerização oxidativa de compostos fenólicos, apresentando geralmente 

coloração escura (Jacobson, 2000). Culturas de Rhizobium de várias espécies 

apresentam a capacidade de produção de melanina após longos períodos de 

incubação (10 dias) em meio TY sólido (Lamb et al., 1982; Borthakur et 

al.,1987; Hynes et al., 1988; Hawkins et al., 1991; Cubo et al., 1997; Sá, 2001). 

A produção desse pigmento é aumentada quando o meio TY é suplementado 

com L-tirosina (substrato para a tirosinase, uma enzima que catalisa vários 

passos da produção de melanina) e CuSO4 (cofator da tirosinase). 

A produção de melanina em meio de cultura ocorre quando há o 

rompimento de células velhas, liberando assim a tirosinase, que entra em 

contato com o substrato, a L-tirosina. A adição de SDS (dodecil sulfato de 

sódio) acelera a detecção da produção do pigmento, mesmo em colônias 

jovens (2-3 dias), pois a ação detergente do SDS resulta em um imediato 

rompimento de células (Cubo et al., 1988). 

Apesar da capacidade de produção de melanina ser amplamente 

encontrada em estirpes de Rhizobium, existem diferenças fisiológicas entre 

espécies do gênero. Por este motivo, a capacidade de produção desse 

pigmento em meio de cultura, tem sido utilizada para a caracterização de 

isolados de rizóbios nativos de soja (Keyser et al., 1982; Hungria et al., 2001; 

Grange & Hungria, 2004), alfafa (del Papa et al., 1999) e feijoeiro (Sá, 2001; 

Andrade et al., 2002). 

Pouco se sabe sobre a função da melanina em rizóbios. Alguns 

autores citam que talvez ela seja utilizada para polimerizar moléculas fenólicas 

que surjam por ocasião da senescência de nódulos, detoxificando esses 

compostos que normalmente são letais para a bactéria (Borthakur et al., 1987; 

Hawkins & Johnston., 1988). Estudos indicam que a produção de melanina não 
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está relacionada com a fixação biológica de nitrogênio (Lamb et al., 1982; Gao 

& Borthafur, 1995; Cubo et al., 1997; Rodriguez-Navarro et al., 2000), embora 

os genes mel, responsáveis pela produção de melanina, estejam no plasmídeo 

simbiótico sym.  

Segundo Romero-Martinez et al. (2000), normalmente a melanina é 

formada durante um período de estresse biótico ou abiótico ao qual os rizóbios 

estão expostos, servindo como uma ferramenta de auxílio no aumento da 

capacidade de sobrevivência e competição em situações particulares. Isto 

poderia explicar a relação observada por Sá (2001), entre a capacidade de 

produção de melanina e as características dos solos de origem, pois a grande 

maioria dos isolados produtores de melanina eram originários de solos de 

várzea, onde os rizóbios estão sujeitos a longos períodos de alagamento do 

solo. 

 



 
 
 
 
 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
         

Amostras de solo e de plantas de trevo branco (Trifolium repens L.) 

foram coletadas em áreas com histórico prévio de ocorrência da leguminosa, 

em locais de diversas regiões do estado do Rio Grande do Sul. As coletas 

foram realizadas tanto em áreas de várzea quanto em áreas sem essa 

característica. 

 

3.1 Obtenção dos nódulos 

Os nódulos foram retirados das raízes das plantas coletadas no 

campo e também de plantas inoculadas com uma suspensão das amostras de 

solo dos diferentes locais de coleta. Para o isolamento dos rizóbios 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 proporção de 2:1 

respectivamente, e solução nutritiva (Sarruge, 1975) isenta de nitrogênio. 

Antes do preparo do substrato, a areia foi lavada com HCl 1M, água 

destilada e posteriormente mantida em estufa para secagem. Após a 

montagem dos vasos, esses foram esterilizados em autoclave durante duas 

horas a 120°C. A solução 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. Após uma semana realizou-se o desbaste deixando-

se apenas três plantas por vaso. As sementes foram previamente 

desinfestadas em álcool por 30 segundos, hipoclorito de sódio (2,0%) por 30 

segundos e cinco lavagens sucessivas com água destilada esterilizada. 
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A inoculação dos vasos foi realizada imediatamente após o desbaste 

das plantas, colocando-se alíquotas de 5mL de suspensões das amostras de 

solo em solução salina (NaCl 0,85%) esterilizada. O experimento foi conduzido 

com duas repetições para cada amostra. A avaliação da nodulação foi 

realizada 40 dias após a inoculação e os nódulos obtidos foram levados ao 

laboratório para posterior isolamento dos rizóbios. 

 

3.2 Isolamento dos rizóbios 

Realizou-se o isolamento a partir dos nódulos radiculares de trevo 

branco coletados a campo e dos nódulos obtidos de plantas inoculadas com 

suspensões de solo em casa de vegetação. 

Os nódulos foram previamente desinfestados em álcool por 30 

segundos, hipoclorito de sódio (2,0 %) por 30 segundos e lavagens sucessivas 

em água destilada esterilizada. Após a desinfestação, cada nódulo foi 

macerado, com uma pinça esterilizada, em placas contendo meio levedura 

manitol (Vincent, 1970) com adição de vermelho congo (LMV). 

Os isolados obtidos foram purificados por inoculações sucessivas 

em placas com LMV e, após a obtenção de colônias homogêneas e com 

características persistentes, inoculados em tubos contendo meio ágar levedura-

manitol (LM) e incubados por 4 dias a 28ºC e armazenados sob refrigeração. 

 

3.3 Autenticação dos isolados 
Para a autenticação dos isolados, estes foram inoculados em 

plantas de trevo branco crescidas em tubos de ensaio com diâmetro de 25 mm 

e altura de 200 mm contendo um gel composto por solução nutritiva (Sarruge, 

1975) e ágar (0,6%) isenta de nitrogênio. Os tubos foram preparados 

anteriormente com tampão de algodão para evitar a contaminação 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 após a 

semeadura foi realizada a inoculação das plântulas com suspensões dos 

isolados em solução salina (NaCl 0,85%) esterilizada. Os tubos foram mantidos 
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em câmara de crescimento de plantas com 14 horas diárias de luz e regime de 

temperatura de 25/15°C (dia/noite). Para evitar a incidência direta de luz nas 

raízes das plantas, a parte do tubo que continha o gel com solução nutritiva foi 

coberta com papel alumínio. 

A avaliação visual da formação de nódulos radiculares nas plantas 

foi realizada 30 dias após a inoculação, sendo descartados os isolados que não 

induziram a formação de nódulos radiculares. Avaliou-se também a altura das 

plantas aos 50 dias após a inoculação. 

 

3.4 Solubilização de fosfato 
A capacidade de solubilização de fosfato foi avaliada em placas de 

petri contendo o meio levedura-manitol-ágar (Vincent, 1970) sem a adição do 

K2HPO4 e suplementado com 0,1% de fosfato tricálcico [Ca3(PO4)2]. Para a 

inoculação das placas, todos os isolados foram crescidos em frascos contendo 

15mL de meio levedura-manitol e mantidos sob agitação constante a 120 rpm, 

a 28°C durante 48 horas. A inoculação nas placas foi realizada com gotas de 

20 µL com duas repetições por isolado. 

As placas foram incubadas em estufa por sete dias a uma 

temperatura de 28°C. Após o período de incubação, a formação de um halo 

transparente em torno da colônia indicou a capacidade de solubilização do 

fosfato pelo isolado. Também foram medidos os diâmetros dos halos e das 

colônias de crescimento para a obtenção do índice de solubilização de fosfato 

(I.S.F.) pelos isolados de rizóbio. 

 

3.5 Utilização de carboidratos 
Foi avaliada a capacidade de utilização de diferentes carboidratos 

pelos isolados sendo estudados os seguintes carboidratos: sacarose, 

galactose, arabinose, lactose, frutose. Cada carboidrato foi adicionado 

individualmente na concentração de 0,1% ao meio de cultura definido de Wood 

& Cooper (1985), meio WC, utilizado por Sá (2001). As soluções contendo os 

carboidratos na concentração de 0,1g L-1 foram esterilizadas por filtração com 

uma membrana filtrante de 0,22µm e adicionadas ao meio esterilizado. 

Todos os isolados foram inoculados previamente em frascos 

contendo 15mL do meio TY e mantidos sob agitação 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 

adição da fonte de carbono. Para esse ensaio foram realizadas duas repetições 

por isolado. 

A avaliação da capacidade de utilização 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 adição dos carboidratos. 

 

3.6 Produção de melanina 
A capacidade de produção 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 agitação constante a 120 rpm, a 28°C durante 48 horas. Foi realizada a 

inoculação das culturas em placas de petri contendo o meio TY sólido, 

suplementado com L-tirosina (600 µg/mL) e sulfato de cobre (40 µg/mL), 

utilizando-se alíquotas de 20 µL do caldo e, após, as placas foram incubadas 

durante quatro dias a 28°C. 

Após esse período, as colônias foram tratadas com 50 µL de SDS 

(dodecil sulfato de sódio) 10% (peso/volume) para facilitar a detecção da 

produção de melanina. Como controle negativo foi utilizada a estirpe SEMIA 

4077 (CIAT 899) de Rhizobium tropici, conhecida como não produtora de 

melanina (Cubo et al., 1988; Gao & Borthakur, 1995) e obtida da coleção de 

culturas da FEPAGRO (Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária). Como 

controle positivo foi utilizado o isolado 5AD, rizóbio nativo isolado de solos de 

São Paulo (Sá, 2001). Para esse ensaio foram realizadas duas repetições por 

isolado. 

 

3.7 Avaliação da eficiência dos isolados na fixação simbiótica 
de nitrogênio 
Neste experimento foram estudados os 43 melhores isolados de 

rizóbio, selecionados com base nos resultados do ensaio de autenticação e 

comparados com tratamentos inoculados com as estirpes SEMIA 222 e SEMIA 
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235, recomendadas para a produção de inoculantes para trevo branco, obtidas 

da coleção de culturas da FEPAGRO (Fundação Estadual de Pesquisa 

Agropecuária). A seleção dos melhores isolados foi realizada com base na 

altura das plantas inoculadas com os isolados no ensaio de autenticação, aos 

50 dias após a inoculação. 

O experimento foi realizado em vasos “Leonard” (Vincent, 1970) 

contendo uma mistura composta por vermiculita e areia na proporção de 2:1, 

respectivamente, no compartimento superior e solução nutritiva (Sarruge, 1975) 

isenta de nitrogênio 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. 

Após uma semana foi realizado o desbaste deixando-se apenas três 

plântulas por vaso e logo em seguida realizou-se a inoculação com os isolados 

e estirpes, individualmente, utilizando-se uma alíquota de 2mL do inóculo por 

vaso. O inóculo constituiu-se do caldo levedura-manitol inoculado e incubado 

durante 48 horas a 28°C sob agitação constante a 120 rpm. 

Além dos tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois 

tratamentos controles, um sem adição de nitrogênio e outro com adição de 

1450mg de nitrogênio (NH4NO3) via solução nutritiva na concentração de 12 

mM. A solução nutritiva foi renovada semanalmente até o final do experimento. 

O experimento foi conduzido por 67 dias em casa de vegetação do 

Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no 

período de maio-julho de 2004, utilizando-se um delineamento em blocos ao 

acaso (DBC) com três repetições 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 

ventilação forçada durante três dias. As raízes foram levadas ao laboratório 

onde os nódulos radiculares foram destacados, contados e colocados em 

estufa a 65°C durante três dias para secagem. As avaliações realizadas foram: 

a produção de matéria seca da parte aérea, o acúmulo de nitrogênio na parte 

aérea, segundo metodologia descrita em Tedesco et al. (1995), o número de 

nódulos e a massa de nódulos secos. 
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3.8 Fixação simbiótica de nitrogênio em condições de 
alagamento do solo 
O experimento foi realizado em casa de vegetação do Departamento 

de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul no período de agosto-

outubro de 2004. Foram utilizados vasos plásticos contendo 2,8kg de um solo 

classificado como PLANOSSOLO HIDROMÓRFICO Eutrófico arênico 

(EMBRAPA, 1999) coletado em 16/05/2004. O solo foi peneirado em peneira 

de 2,0mm e, posteriormente, foi realizada a calagem e adubação com fósforo e 

potássio de acordo com a Comissão de Fertilidade do Solo RS/SC (1995). A 

área onde o solo foi coletado, apresentava um histórico de cultivo de arroz 

irrigado nos últimos 22 anos, em sistema de cultivo convencional. 

Pelo fato do experimento ter sido realizado em vasos, optou-se pela 

adição do dobro da dose recomendada para fósforo e potássio, nas formas de 

superfosfato triplo e cloreto de potássio, respectivamente. Antes da adubação, 

o superfosfato triplo e o cloreto de potássio foram secos em estufa a 60°C e 

posteriormente moídos com auxílio de um graal. A incorporação do calcário, do 

superfosfato triplo e do cloreto de potássio foi realizada com o auxílio de uma 

betoneira nas quantidades de 500, 174 e 100 mg kg-1 solo, respectivamente, e 

posteriormente, o solo foi acondicionado em sacos plásticos e incubado 

durante dois meses para a reação do fertilizante adicionado. 

Em cada vaso foram semeadas 10 sementes previamente 

desinfestadas conforme descrito anteriormente e, após sete dias, foi realizado 

o desbaste deixando-se apenas 4 plântulas por vaso. Neste experimento foram 

estudados os isolados de cada localidade que apresentaram os melhores 

resultados no experimento de avaliação da eficiência na fixação simbiótica de 

nitrogênio em vasoso “Leonard”. Dessa forma, foram estudados 15 isolados de 

rizóbio, além das estirpes SEMIA 222 e SEMIA 235. A inoculação foi realizada 

aos sete dias após a semeadura conforme descrito anteriormente. 

Além dos tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois 

tratamentos controles, um sem adição de nitrogênio e outro com adição de 

nitrogênio (NH4NO3) na dose de 154 mg vaso-1 (equivalente a 110 kg ha-1). A 

adubação nitrogenada foi parcelada em duas aplicações, metade no momento 

da semeadura e a outra metade aos trinta dias após a semeadura.  
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Cada tratamento foi mantido sob duas condições de umidade do 

solo: umidade do solo próxima à capacidade de campo (C.C.) e com 

alagamento do solo com uma lâmina d’água de aproximadamente dois 

centímetros acima da superfície do solo. O alagamento do solo foi realizado 

dos 30 até os 60 dias após a inoculação dos isolados, momento em que foi 

realizada a colheita do experimento. O delineamento utilizado foi o inteiramente 

casualizado com 4 repetições 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 

ventilação forçada durante três dias. Os nódulos radiculares foram destacados, 

contados e colocados em estufa para secagem juntamente com o sistema 

radicular. As avaliações realizadas foram: a produção de matéria seca da parte 

aérea, o acúmulo de nitrogênio na parte aérea, segundo metodologia descrita 

em Tedesco et al. (1995), o número de nódulos e a massa de nódulos secos. 

Para a avaliação do efeito do alagamento na produção de matéria 

seca (MSPA) e no acúmulo de nitrogênio na parte aérea (NF) das plantas de 

trevo branco, foi avaliada a produção relativa de matéria seca da parte aérea 

[(MSPA em alagamento/MSPA em C.C.) x 100] e o acúmulo relativo de 

nitrogênio na parte aérea [(NF em alagamento/NF em C.C.) x 100]. Essa 

avaliação proposta por Bacanamwo & Purcell (1999) e também utilizada por 

Scholles & Vargas (2004), permite avaliar se o alagamento do solo é mais 

prejudicial à produção de matéria seca da parte aérea ou ao acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas inoculadas e adubadas ou não com 

nitrogênio mineral. 

Avaliou-se também o aproveitamento da fixação simbiótica de 

nitrogênio em alagamento do solo, em relação à fixação em condições de 

umidade do solo próximas à capacidade de campo (C.C.). O aproveitamento 

relativo é obtido dividindo-se a quantidade de nitrogênio fixada biologicamente 

(acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas inoculadas – acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea plantas do tratamento controle sem adição de 

nitrogênio) em alagamento do solo, pela quantidade de nitrogênio fixada em 

C.C. (N fixado em alagamento x 100/ N fixado em C.C.). 
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3.9 Análise estatística 
A análise estatística dos dados foi realizada pela análise de 

variância (ANOVA) e a comparação de médias pelo teste Duncan a 5% de 

probabilidade. Para avaliação da eficiência relativa foi utilizado um índice 

proposto por Brockwell et al. (1966), que compara o nitrogênio fixado nos 

tratamentos inoculados em relação aos tratamentos controles com e sem a 

aplicação de nitrogênio. 

 



 
 
 
 
 
 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A presença de rizóbios capazes de nodular trevo branco foi 

verificada em 14 (André da Rocha, Bagé, Porto Alegre, Camaquã, Eldorado do 

Sul, Hulha Negra, Passo Fundo, Rio Pardo, Veranópolis, Palmares do Sul, 

Santa Maria, Porto Alegre, São Francisco de Paula e Paraíso do Sul) das 25 

amostras de solo provenientes de áreas com histórico de ocorrência de trevo 

branco. 

 
4.1 Isolamento e autenticação dos rizóbios 
Ao final do processo de isolamento e autenticação, foram obtidos 

126 isolados de rizóbio. Na Tabela 1 são mostrados o número de isolados 

obtidos da amostra de solo de cada município, características de drenagem da 

área e a identificação dos mesmos. 

 

4.2 Solubilização de fosfato 
Dentre os 126 isolados de rizóbio avaliados quanto a capacidade de 

solubilização de fosfato tricálcico [Ca3(PO4)2], apenas os isolados BG18, HN21, 

PF3, VP5 e VP23 não promoveram a formação 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 

solubilização de fosfato tricálcico detectada pela formação do halo sob a 

colônia no meio de cultura e dentre esses, 95 formaram um halo com diâmetro 

maior do que o diâmetro da colônia de crescimento, ou seja, um índice de 

solubilização de fosfato (I.S.F.) maior do que 100% que variou de 105-170%. 
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TABELA 1. Identificação e origem dos 126 rizóbios isolados e autenticados 
nesse trabalho. 

Município de 
coleta 

Número de 
isolados 

Solo de 
origem 

Isolados 

André da Rocha 7 Bem drenado AR12, AR15, AR17, AR18, 
AR19, AR20, AR24 

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

Porto Alegre 4 Várzea CVII, N1, N2, N3 
Camaquã 2 Várzea CMQ1, CMQ2 
Eldorado do Sul 14 Bem drenado EA1, EA2, EA3, EA5, EA6, 

EA7, EA8, EA13, EA14, 
EA16, EA19, EA20, EA23, 
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, PF6, 
PF7, PF8, PF10, PF11, PF12, 
PF13, PF14, PF15, PF16,
PF17, PF18, PF19, PF20 

Rio Pardo 19 Bem drenado RP1, RP2, RP3, RP4, RP5, 
RP6, RP7, RP8, RP9, RP10, 
RP12, RP14, RP18, RP19, 
RP20, RP21, RP22, RP23, 
RP24 

Veranópolis 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 Várzea PALM1, PALM2, PALM3 
Santa Maria 3 Várzea SM1, SM2, SM3 
São francisco de 
Paula 

11 Bem drenado P31, P32, P34, P35, P36, P38, 
P39, P310, P313, P316, P324 

Paraíso do Sul 4 Várzea T1, T2, T3, T4 
 
Peix et al. (2001) consideraram como bons solubilizadores os 

rizóbios que formaram um halo transparente em torno da colônia de 

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

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

solubilização de fosfato tricálcico in vitro por rizóbios isolados de Cicer 

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

colônia para, posteriormente, avaliar a mobilização do fosfato no solo para 

plantas quando inoculado em Cicer arietinum e Hordeum vulgare.  
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TABELA 2. Diâmetros dos halos e das colônias e índices de solubilização de 
fosfato pelos isolados de rizóbio em placas contendo o meio de cultura 
suplementado com 0,1% de fosfato tricálcico. 

Isolado Halo Colônia I.S.F.  Isolado Halo Colônia 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  RP 1 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 
EA 5 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. Continuação...  
Isolado Halo Colônia I.S.F.  Isolado Halo Colônia I.S.F. 

 ------ mm ------- -- % --   ------ mm ------- --- % ---
VP 17 13 14 108  N 3 12 12 100 
VP 18 13 14 93  CV II 13 12 108 
VP 19 14 13 100  P3 1 14 11 127 
VP 21 13 14 100  P3 2 14 11 127 
VP 22 16 9 114  P3 4 13 12 108 
VP 23 - 11 N.S.  P3 5 16 14 114 
VP 24 14 14 127  P3 6 14 12 117 
SEMIA 222 11 12 79  P3 8 14 11 127 
PALM 1 13 12 108  P3 9 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 
SM 1 18 14 129  T 1 13 12 108 
SM 2 18 14 129  T 2 13 12 108 
SM 3 19 11 136  T 3  12 12 100 
N 1 13 13 118  T 4 13 12 108 
N 2 15 13 115      

Legenda: I.S.F.= índice de solubilização de fosfato (Seshadri et al., 2000); - = sem formação de 
halo; N.S. = não solubilizador. 
 

A inoculação desse isolado de rizóbio nas plantas, crescendo em 

solo adubado com fosfato tricálcico promoveu um aumento significativo, tanto 

na produção de matéria seca, quanto na absorção dos macronutrientes por 

ambas as plantas, com destaque para o fósforo. Esses resultados indicam que 

além do benefício da fixação simbiótica de nitrogênio, a inoculação de rizóbios 

com capacidade de solubilização de fosfato in vitro pode proporcionar um 

aumento de produtividade para as plantas através de outros mecanismos como 

por exemplo a solubilização de fosfatos inorgânicos de baixa solubilidade. 

 
4.3 Utilização 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 

não utilizaram esses carboidratos como fonte de carbono para seu crescimento 

(Tabela 3). 

Segundo Martinez-de-Dretz et al. (1974), estirpes do gênero 

Rhizobium como Rhizobium leguminosarum biovar trifolii desenvolvem-se bem 

em meio contendo sacarose ou outros dissacarídeos como fonte de carbono, 
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pela presença da enzima glicosídeo invertase, necessária para a conversão 

desses carboidratos em glicose. 

Os carboidratos sacarose e frutose também foram utilizados como 

fonte de carbono por todos os 56 isolados de rizóbio avaliados por Maâtallah et 

al. (2002). Marsudi et al. (1999) também observaram que todos os 40 rizóbios 

de crescimento rápido, isolados de Acacia saligna, foram capazes de utilizar 

sacarose e frutose como única fonte de carbono. 

Por outro lado, os 3 isolados (HN15, VP5 e VP23) que não utilizaram 

sacarose e frutose, não foram capazes de utilizar nenhum dos outros 

carboidratos estudados. Do mesmo modo, Giongo (2003) observou que 4 dos 

86 rizóbios isolados de Phaseolus vulgaris, não foram capazes de utilizar 

nenhum dos carboidratos estudados (sacarose, arabinose, galactose, inositol) 

com exceção do manitol. 

Em placas contendo 0,1% do dissacarídeo lactose, apenas 8 

isolados não foram capazes de crescer. Dentre esses, 5 foram isolados de uma 

amostra de solo da estação experimental agronômica da UFRGS. 

Em placas contendo 0,1% de galactose, 16 isolados não mostraram 

crescimento. Dentre esses isolados, estão os três provenientes de Santa Maria 

(SM1, SM2, SM3). 

O carboidrato mais pobremente utilizado foi arabinose, sendo que de 

todos os isolados avaliados, 52 não foram capazes de utilizar essa fonte de 

carbono. Andrade (1986) também observou que entre os vários 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 utilização de 

carboidratos por isolados de Rhizobium galegae, observaram que as bactérias 

utilizaram bem os carboidratos sacarose, galactose, lactose e frutose. Porém 

não foram capazes utilizar arabinose como única fonte de carbono. 

 

4.4 Produção de melanina 
Dentre todos os 126 isolados de rizóbio avaliados, apenas o isolado 

N2, e o controle positivo, 5AD (Sá, 2001) apresentaram capacidade de produzir 

melanina (Tabela 3). 
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TABELA 3. Produção de melanina e utilização dos diferentes carboidratos 
pelos isolados de rizóbio. 
 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 - + + + + + 
EA 1 - + + - - + 
EA 2 - + + + + + 
EA 3 - + + + + + 
EA 5 - + + - - + 
EA 6 - + + - - + 
EA 7 - + + - + + 
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 - + + + + + 
PF 3 - + + + + + 
PF 4 - + + + + + 
PF 5 - + + + + + 
PF 6 - + + + + + 
PF 7 - + + + + + 
PF 8 - + + + + + 
PF 10 - + + - + + 
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TABELA 3. Continuação... 
 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. Continuação... 
 Melanina Sacarose Galactose Arabinose Lactose Frutose
VP 23 - - - - - - 
VP 24 - + - + + + 
SEMIA 222 - + + + + + 
PALM 1 - + + + + + 
PALM 2 - + + + + + 
PALM 3 - + + - + + 
CMQ 1 - + + + + + 
CMQ 2 - + + + + + 
SM 1 - + - - + + 
SM 2 - + - - + + 
SM 3 - + - - + + 
N 1 - + + - + + 
N 2 + + + + + + 
N 3 - + + - + + 
CV II - + + + + + 
P3 1 - + + + + + 
P3 2 - + + + + + 
P3 4 - + + + + + 
P3 5 - + + - + + 
P3 6 - + + - + + 
P3 8 - + + + + + 
P3 9 - + + + + + 
P3 10 - + + - + + 
P3 13 - + + + + + 
P3 16 - + + + + + 
P3 24 - + + + + + 
T 1 - + + + + + 
T 2 - + + + + + 
T 3  - + + + + + 
T 4 - + + + + + 

Produção de melanina: + = Produção; - = Sem produção. 
Utilização de carboidratos: + = Utilização; - = Sem utilização. 

 

Resultados similares foram obtidos por Wang et al. (1999) em solos 

do México, onde 50 rizóbios isolados de Mimosa affinis, selecionados 

aleatoriamente entre 140 isolados, não foram capazes de produzir melanina. 

Giongo (2003) também observou que nenhum dos 86 rizóbios isolados de 

Phaseolus vulgaris, foram capazes de produzir melanina em meio sólido. 

A produção de melanina pôde ser visualizada em torno de uma hora 

após o tratamento das colônias 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 produção de melanina por diferentes 

espécies do gênero Rhizobium. 
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O isolado N2, que apresentou a capacidade de produção de 

melanina, foi isolado de uma área de várzea, sujeita à alagamentos periódicos 

durante o ano. Sá (2001) também observou essa relação, pois a grande 

maioria dos isolados que produziram melanina eram provenientes de solos de 

várzea. Isto poderia indicar que a capacidade de produção de melanina se 

constitui em uma capacidade adaptação por parte do rizóbio, à essas 

condições de alagamento do solo. 

 
4.5 Eficiência na fixação simbiótica de nitrogênio em plantas de 
trevo branco inoculadas com isolados de rizóbio nativos e 
cultivadas em solução nutritiva 
A eficiência dos isolados na fixação simbiótica de nitrogênio em 

simbiose com trevo branco, foi avaliada com base no número e massa de 

nódulos secos, na produção de matéria seca e nitrogênio total acumulado na 

parte aérea das plantas e também pela eficiência relativa dos isolados no 

acúmulo de nitrogênio total da parte aérea no experimento conduzido em vasos 

“Leonard”. 

 

4.5.1 Produção de matéria seca e nitrogênio total da parte aérea 
das plantas de trevo branco 
A maior produção 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 adição de 

nitrogênio via solução nutritiva (Tabela 4). 

Por outro lado, entre os 43 tratamentos inoculados com os isolados 

de rizóbio, 25 apresentaram uma baixa produção de matéria seca, não 

diferindo do tratamento controle sem a aplicação de nitrogênio via solução 

nutritiva. Dentre esses 25 isolados de rizóbio que não promoveram um 

aumento na produção de matéria seca das plantas quando inoculadas em trevo 

branco, estão todos os isolados de rizóbio obtidos das amostras provenientes 

dos municípios Passo Fundo, Santa Maria e Camaquã (Tabela 4). Isto indica a 

presença de população de rizóbios ineficientes mas capazes de nodular trevo 

branco. Dessa forma, seria necessária a inoculação do trevo branco com 
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estirpes de rizóbio eficientes para se obter o benefício da fixação simbiótica de 

nitrogênio.  

Nesse experimento, as plantas dos tratamentos inoculados com os 

isolados HN21, P34, RP5, BG3, VP8, AR24, RP8, EA20, T4, BG8, PALM3, 

AR12, EA6 e VP7, apresentaram produção de matéria seca inferior ao 

tratamento com adição de nitrogênio, porém superior ao tratamento controle 

sem a adição de nitrogênio via solução nutritiva (Tabela 4), formando assim, 

um grupo intermediário. 

Os tratamentos inoculados com os isolados CVII e VP16, com a 

estirpe SEMIA 222 e o controle com adição de nitrogênio foram os que 

obtiveram o maior acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas (Tabela 2). 

Isto indica elevada eficiência desses isolados de rizóbio na fixação simbiótica 

de nitrogênio, uma vez que os tratamentos inoculados não receberam a adição 

de nitrogênio via solução nutritiva. 

Além disso, os isolados AR20, NH18, HN21, P34, RP5 e BG3 

também podem ser considerados eficientes pois a inoculação dos mesmos em 

plantas de trevo branco, promoveu um acúmulo de nitrogênio na parte aérea 

das plantas semelhante ao obtido no tratamento inoculado com a estirpe 

SEMIA 222, a qual é utilizada na produção 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 acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas foi inferior ao obtido no tratamento 

inoculado com a estirpe SEMIA 222, porém superior ao tratamento não 

inoculado e sem adição de nitrogênio. Isto indica que os isolados em questão, 

foram capazes de fixar nitrogênio em simbiose com trevo branco, mas com 

eficiência inferior a da estirpe SEMIA 222. 

Nesse experimento, 63% dos isolados de rizóbio (27 isolados) não 

promoveram um aumento no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas 

em relação 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 produção 

de inoculantes para trevo branco. 
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TABELA 4. Produção de matéria seca (MSPA), nitrogênio total na parte aérea 
(NF), número (NN) e massa de nódulos (MNS) nos diferentes tratamentos. 
Tratamento MSPA (g vaso-1) NN MNS (mg vaso-1) NF (mg vaso-1) 
T+N       3,95 a - -      154,0 a 
CVII       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 bcd 
HN18       3,09 abc      219 abcde      188 ab      115,0 bcd 
HN21       2,59 bcd      242 abcd      113 defgh        96,1 cde 
P34       2,55 bcd      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 hijklmnop        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 ghijklm        54,1 fghij 
AR12       1,57 fghijkl      291 abc      126 cdefg        53,8 fghij 
EA6       1,46 fghijklm      168 defghij        81 ghijkl        42,3 ghijk 
VP7       1,27 ghijklm      254 abcd        92 fghijk        42,8 ghijk 
N1       1,08 hijklmno      171 defghij        64 hijklmno        32,1 hijk 
P310       1,06 hijklmno      161 defghij        52 jklmnopq        31,2 hijk 
CMQ2       1,03 hijklmno      127 efghijk        37 lmnopq        32,0 hijk 
BG18       1,02 hijklmno      158 defghij        66 hijklmn        31,5 hijk 
P36       0,89 ijklmno      127 efghijk        49 jklmnopq        24,1 ijk 
SM3       0,80 jklmno      199 cdefgh        59 ijklmnop        21,8 ijk 
SEMIA 235       0,74 klmno      156 defghij        44 jklmnopq        20,5 ijk 
PF13       0,68 lmno      105 ijk        42 jklmnopq        18,1 jk 
P38       0,67 lmno      104 jkl        34 mnopq        16,7 jk 
EA19       0,64 mno      147 defghij        41 klmnopq        16,5 jk 
HN7       0,63 mno      219 abcde        66 hijklmn        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 jklmnopq        14,4 jk 
EA23       0,54 mno      167 defghij        36 mnopq        13,9 jk 
N2       0,53 mno      117 fghijk        38 mnopq        11,6 k 
PF12       0,50 no        59 klm        13 nopq        11,6 k 
SM1       0,50 no      107 hijk        25 nopq        10,7 k 
PF16       0,46 no        96 jkl        27 mnopq          9,1 k 
HN22       0,43 no      118 fghijk        26 mnopq        10,0 k 
CMQ1       0,40 no        44 lm          7 pq          8,1 k 
PALM2       0,29 o        72 klm        10 opq          6,0 k 
PF3       0,28 o        88 jkl        10 opq          5,9 k 
EA8       0,24 o        68 klm        16 nopq          4,7 k 
T-N       0,18 o -   -          2,3 k 
SM2       0,16 o          2 n          0 q          2,3 k 
PF15       0,13 o        29 m          2 q          2,0 k 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Duncan a 5%. 
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Observou-se também que 32% (14 isolados) dos isolados formaram 

um grupo intermediário quanto a eficiência na fixação simbiótica de nitrogênio, 

pois proporcionaram um acúmulo de nitrogênio superior ao observado no 

tratamento controle sem adição de nitrogênio, porém inferior ao observado no 

controle com adição de nitrogênio. 

 
4.5.2 Número e massa de nódulos secos nas raízes das plantas 
de trevo branco 
O número e massa de nódulos secos produzidos pelas plantas 

inoculadas com os diferentes isolados de rizóbio são mostrados na Tabela 4. 

Nessa Tabela não são apresentados os dados referentes aos tratamentos 

controles, com e sem adição nitrogênio, por não ter sido observada a formação 

de nódulos 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 nódulos 

radiculares, todos eles com médias de número de nódulos superiores a 200 por 

vaso (Tabela 4). 

 O menor número de nódulos formados foi observado no tratamento 

inoculado com o isolado SM2, com média de 2 nódulos por vaso, mostrando 

que esse isolado foi muito ineficiente quando inoculado em trevo branco. 

Nesse experimento, a maior quantidade de nódulos determinou uma 

maior massa de nódulos (r=0,91). Essa correlação ocorreu porque, em geral, 

os nódulos apresentavam tamanhos semelhantes. Porém, em alguns casos 

essa relação não foi observada. Por exemplo, os tratamentos inoculados com 

os isolados HN7 e com o HN18, apresentaram a mesma quantidade de 

nódulos (média de 219 nódulos por vaso) mas a massa de nódulos observada 

no tratamento inoculado com o HN18, foi quase três vezes superior a massa de 

nódulos observada no tratamento inoculado com o HN7. Isto indica que a 

massa de nódulos secos apresenta maior correlação com a eficiência na 

fixação simbiótica de nitrogênio do que a quantidade de nódulos, pois o 

tratamento inoculado com o isolado HN18 obteve um alto acúmulo de 

nitrogênio e produção de matéria seca da parte aérea das plantas. Já a 
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inoculação do isolado HN7 não promoveu aumento no acúmulo de nitrogênio 

nem na produção de matéria seca da parte aérea das plantas (Tabela 4). 

Os valores obtidos para massa de nódulos secos apresentaram alta 

correlação com as variáveis produção de matéria seca (r=0,92) e acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas (r=0,92), mostrando assim a importância 

de uma boa nodulação para a fixação simbiótica de nitrogênio e 

conseqüentemente, um elevado crescimento vegetativo das plantas. A 

quantidade de nódulos também apresentou correlação positiva com essas 

variáveis, porém com um menor coeficiente de correlação, r=0,78 para 

produção de matéria seca e r=0,76 para nitrogênio total na parte aérea das 

plantas. 

Fernandes et al. (2003), também observaram que os valores de 

massa de nódulos secos apresentaram maior correlação com a produção de 

matéria seca e com o acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas, do 

que o número de nódulos radiculares, apesar de ambas serem altas e 

positivas. Essa observação pode ser explicada pela ocorrência em alguns 

tratamentos inoculados, como é o caso do inoculado com o isolado HN7, de 

uma grande quantidade de nódulos porém de tamanho pequeno, resultando 

em baixa massa de nódulos secos e conseqüentemente, um baixo acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas. Correlações positivas entre massa de 

nódulos e quantidade de nitrogênio fixado também foram observadas 

anteriormente (Bohrer & Hungria, 1998; Fernandes & Fernandes, 2000). 

A maior massa de nódulos 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 está entre os que produziram a menor massa de nódulos secos nas raízes 

das plantas. Isto indica uma possível perda de eficiência dessa estirpe, que é 

atualmente recomendada para a produção de inoculantes para trevo branco. 

Dentre os 43 tratamentos inoculados com os isolados de rizóbio, 17 

formaram um grupo intermediário quanto a massa de nódulos secos, por 

produzirem uma massa de nódulos inferior ao tratamento que obteve maior 

massa de nódulos porém superior aos tratamentos que apresentaram a menor 

massa de nódulos (Tabela 4). 
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4.5.3 Eficiência relativa 
A eficiência relativa indica a contribuição, em termos percentuais, da 

fixação simbiótica de nitrogênio nos tratamentos inoculados à quantidade de 

nitrogênio total na parte aérea das plantas, em relação ao teor de nitrogênio 

total das plantas dos tratamentos controle, com e sem a adição de nitrogênio. 

Nesse experimento em que as plantas foram cultivadas em vasos 

Leonard com solução nutritiva, o isolado CVII foi o que apresentou a maior 

eficiência na fixação simbiótica de nitrogênio quando inoculado em trevo 

branco, o que foi evidenciado pelo alto valor (89%) de eficiência relativa (Figura 

1). Além disso, os tratamentos inoculados com os isolados AR20, HN18, VP16 

e com a estirpe SEMIA 222, apresentaram valores de eficiência relativa 

superiores a 70%. Tais valores do índice possibilitam considerar estes isolados 

e a estirpe SEMIA 222 como eficientes nessas condições em que o 

fornecimento de nitrogênio às plantas do tratamento controle permite maior 

aproveitamento em relação a adubação nitrogenada a campo. 

 

4.6 Fixação simbiótica de nitrogênio em condições de 
alagamento do solo 
A eficiência dos isolados de rizóbio na fixação simbiótica de 

nitrogênio em simbiose com trevo branco em condições de alagamento do solo, 

foi avaliada com base nos resultados de número e massa de nódulos secos, 

produção de matéria seca e quantidade de nitrogênio acumulado na parte 

aérea das plantas. 

 

4.6.1 Produção de matéria seca na parte aérea das plantas 
Os resultados de produção de matéria seca da parte aérea das 

plantas em diferentes condições de umidade do solo são mostrados na Tabela 

5. 

O alagamento do solo durante 30 dias, de uma maneira geral, 

reduziu drasticamente a produção 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 próxima à 

capacidade de campo (Tabela 5). O percentual médio dessa redução da 

produção de matéria seca das plantas foi de 47%. 
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FIGURA 1. Eficiência relativa no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 
plantas inoculadas com isolados e estirpes, no experimento em vasos 
“Leonard” com solução 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 redução de 

cerca de 41% na produção de matéria seca da parte aérea em relação às 

plantas dos tratamentos que não foram submetidos ao alagamento do solo 

(Lupwayi et al., 1997). 

 

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

Matéria seca da parte aérea Tratamento 
C.C. Alagado 

 ---------------------------------- g vaso-1 -------------------------------------
RP 5                   3,47 a                   1,68   bcd 
T+N                   3,37 ab                   2,07 a 
P3 4                   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 
CV II                   2,96 abcde                   1,65   bcd 
T 4                   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 
N 1                   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, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%. 
C.C. = Umidade do solo próxima à capacidade de campo. 
 

Em condições de umidade do solo próximas à capacidade de 

campo, observou-se que a produção de matéria seca da parte aérea das 

plantas do tratamento controle com adição de nitrogênio e dos inoculados com 

os isolados RP5, P34, VP16 e PALM3 foi superior à produção de matéria seca 

do tratamento controle sem adição de nitrogênio (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 produção 
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de matéria seca semelhante ao tratamento controle com adição de nitrogênio 

mas também semelhante ao tratamento controle sem adição de nitrogênio 

(Tabela 5). Isto pode ter ocorrido pela elevada produção de matéria seca da 

parte aérea nas plantas do tratamento controle sem adição de nitrogênio, 

proporcionada pelo alto teor de nitrogênio mineral que o solo apresentava no 

momento da instalação do experimento, cerca de 25 mg kg-1 solo. Esse teor de 

nitrogênio no solo pode ter possibilitado o crescimento inicial das plantas, 

gerando assim, essa pequena diferença de produção de matéria seca da parte 

aérea das plantas entre os tratamentos controles com e sem adição de 

nitrogênio. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Brose (1994), que 

também observou esse comportamento em plantas de trevo branco, inclusive 

com ausência de diferença na produção de matéria seca da parte aérea das 

plantas aos 56 dias após a semeadura, atribuindo essa pequena diferença ao 

alto teor de nitrogênio mineral no solo proporcionado pela mineralização da 

matéria orgânica. 

Em condições de alagamento do solo, com exceção dos tratamentos 

inoculados com os isolados SM3, N1, PF13, BG3 e com a estirpe SEMIA 235, 

todos os demais tratamentos inoculados, obtiveram uma produção de matéria 

seca na parte aérea das plantas superior ao tratamento controle sem adição de 

nitrogênio (Tabela 5). Observou-se também que as plantas dos tratamentos 

inoculados com os isolados VP16, P34 e T4, obtiveram uma elevada produção 

de matéria seca na parte aérea, sendo semelhante ao tratamento controle com 

adição de nitrogênio (Tabela 5). 

Nessas condições, foi observada a presença de um grupo 

intermediário de tratamentos quanto a produção 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 produção de matéria seca superior ao 

tratamento controle sem adição de nitrogênio porém inferior ao tratamento 

controle com adição de nitrogênio. 

A menor produção de matéria seca da parte aérea foi obtida pelas 

plantas dos tratamentos inoculados com os isolados PF13, BG3 e do 

tratamento controle sem adição de nitrogênio (Tabela 5). Além disso, a 
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inoculação da estirpe SEMIA 235 e dos isolados N1 e SM3 não proporcionou 

uma maior produção de matéria seca da parte aérea das plantas em relação ao 

tratamento controle sem adição de nitrogênio (Tabela 5). 

 

4.6.2 Acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas 
Os valores referentes ao acúmulo de nitrogênio total na parte aérea 

das plantas, em diferentes condições de umidade do solo, são mostrados na 

Tabela 6. Da mesma forma que a produção de matéria seca, o acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas também foi drasticamente reduzido pelo 

alagamento do solo, com redução média de 49%. Tais resultados concordam 

com os observados por Lupwayi et al. (1997), que também observaram 

redução no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas, tanto nos 

tratamentos inoculados, como nos tratamentos controles com e sem adição de 

nitrogênio causada pelo alagamento do solo. 

Nas plantas cultivadas em solo com umidade próxima à capacidade 

de campo, o maior acúmulo de nitrogênio na parte aérea foi obtido pelas 

plantas do tratamento controle com adição de nitrogênio. Nessas condições, 

nenhum dos tratamentos inoculados proporcionou um acúmulo de nitrogênio na 

parte aérea superior a 62% do acumulado pelo tratamento controle com adição 

de nitrogênio. 

Esse baixo acúmulo de nitrogênio nas plantas inoculadas com 

isolados e estirpes, quando comparado ao obtido pelo tratamento controle 

positivo, possivelmente deve-se ao atraso no início da nodulação e posterior 

fixação simbiótica do nitrogênio causado pelo alto teor de nitrogênio mineral no 

solo. Resultados semelhantes já foram observados em trabalhos anteriores. 

Avaliando a fixação simbiótica de nitrogênio por isolados de rizóbio trevo 

branco, Brose (1994) também observou que nenhum dos tratamentos 

inoculados, nem mesmo o inoculado com a estirpe SEMIA 222, proporcionou 

um acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas semelhante ao 

tratamento que recebeu a adição de nitrogênio. 

Um alto teor de nitrogênio mineral no solo, pode suprir as 

necessidades iniciais da planta nesse nutriente, inibindo o processo de 

infecção e a nodulação pelo rizóbio. Após a absorção de grande parte do 

nitrogênio mineral do solo, a planta e o rizóbio darão início a simbiose, porém 
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em um momento em que a demanda da planta pelo nutriente é muito superior a 

demanda no início do ciclo da cultura (Streeter, 1988; Lucinski et al., 2002). 

Observa-se que, em solo com umidade próxima à capacidade de 

campo, a inoculação com o isolado BG3 não promoveu um aumento no 

acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas (Tabela 6), em relação ao 

controle sem nitrogênio, indicando assim a ineficiência desse isolado em fixar 

nitrogênio em simbiose com trevo branco. Com exceção desse isolado, todos 

os outros promoveram um aumento no acúmulo de nitrogênio através da 

fixação simbiótica quando inoculados em plantas de trevo branco (Tabela 6). 

 

TABELA 6. Nitrogênio acumulado na parte aérea das plantas nos tratamentos 
em diferentes condições de umidade do solo. (médias de 4 repetições). 

Nitrogênio acumulado na parte aérea Tratamento 
C.C. Alagado 

 -------------------------------- mg vaso-1 ------------------------------------
T+N                 105,1 a                     28,1       def 
RP 5                   64,9   b                     32,6     cde 
P3 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 
T 4                   60,1   bcde                     40,2 ab 
CV II                   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 
N 1                   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                i 

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

Já em condições de alagamento do solo, o acúmulo de nitrogênio na 

parte aérea das plantas foi bastante diferente daquele obtido em solo com 

umidade próxima à capacidade de campo. Nessas condições, a inoculação 

com os isolados VP16, T4, P34 e CVII, proporcionou um acúmulo de nitrogênio 

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 adição de 

nitrogênio (Tabela 6). Além disso, as plantas inoculadas com o isolado VP16 

apresentaram um acúmulo de nitrogênio na parte aérea superior ao obtido 

pelas plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 222, indicando um bom 

potencial para fixação simbiótica de nitrogênio em solos alagados. 

A inoculação do isolado BG3 nas plantas submetidas ao alagamento 

do solo, assim como em umidade do solo próxima à capacidade de campo, não 

proporcionou um aumento no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 

mesmas (Tabela 6). Por outro lado, a inoculação do isolado PF13 nas plantas 

submetidas ao alagamento do solo, não proporcionou o aumento no acúmulo 

de nitrogênio observado quando o tratamento foi mantido com umidade do solo 

próxima à capacidade de campo (Tabela 6), indicando a sensibilidade desta 

simbiose à condição de alagamento do solo. 

A grande redução no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 

plantas do tratamento controle com adição de nitrogênio 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 

desnitrificação. Esse processo pode ter ocorrido porque grande parte do 

nitrogênio mineral presente no solo, tanto o proveniente da mineralização da 

matéria orgânica como o proveniente da adubação, estava na forma de nitrato, 

podendo assim ser facilmente desnitrificado após o alagamento do solo. 

Analisando-se a produção de matéria seca e o acúmulo de 

nitrogênio na parte aérea das plantas dos tratamentos cultivados em condições 

de alagamento do solo em relação àqueles sem o alagamento, nota-se que o 

comportamento dessas simbioses não foi uniforme (Figura 2). Com o 

alagamento do solo, as plantas inoculadas com os isolados PF13, CMQ2, N1 e 

BG3, apresentaram uma redução mais acentuada no acúmulo de nitrogênio do 

que na produção de matéria seca da parte aérea das plantas. 

Isso indica que as plantas submetidas ao alagamento do solo, 

apresentaram uma limitação maior no processo de fixação simbiótica de 

nitrogênio do que na produção 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 genótipos de soja inoculados com a estirpe USDA 110 de 

Bradyrhizobium japonicum e submetidos a diferentes períodos de alagamento. 
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FIGURA 2. Relação entre a produção relativa de matéria seca da parte aérea e 
acúmulo relativo de nitrogênio na parte aérea das plantas inoculadas ou 
adubadas ou não com nitrogênio. 

 

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 produção de matéria seca das plantas foi mais prejudicada do que o 

acúmulo de nitrogênio na parte aérea das mesmas, indicando assim, que o 

alagamento do solo foi mais prejudicial ao desenvolvimento das plantas do que 

ao processo de fixação simbiótica de nitrogênio. 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 não indica necessariamente que 

um isolado ou uma estirpe seja eficiente na fixação simbiótica de nitrogênio em 

condições 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 acúmulo de nitrogênio inferior ao obtido 

pela plantas inoculadas com os isolados T4 e VP16, que também estão 

situadas acima dessa linha (Figura 2). 

As quantidades de nitrogênio fixado na parte aérea das plantas 

inoculadas com os isolados e estirpes em alagamento do solo, em relação à 

obtida em capacidade de campo, são mostradas na Figura 3. Observa-se que a 

inoculação do isolado PF13 em alagamento do solo, proporcionou apenas 18% 

da quantidade de nitrogênio fixada em condições de umidade do solo próximas 

à capacidade de campo (Figura 3). Isto indica uma elevada sensibilidade da 

simbiose com esse isolado às condições de alagamento do solo. 
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FIGURA 3. Aproveitamento relativo da fixação simbiótica de nitrogênio nas 
condições de alagamento do solo em relação à fixação nas condições de 
umidade do solo próximas à capacidade de campo. 
 

Por outro lado, no tratamento inoculado com o isolado EA20, a 

quantidade de nitrogênio fixada foi maior em condições de alagamento do solo 

do que em condições de umidade do solo próximas à capacidade de campo 

(Figura 3). Nos tratamentos que não foram submetidos ao alagamento, o 

nitrogênio proveniente da mineralização da matéria orgânica, provavelmente, 

permaneceu no solo por mais tempo, tendo assim maior influência sobre a 

fixação simbiótica de nitrogênio do que o nitrogênio do solo que foi submetido 



 50

ao alagamento. Isto, aliado a uma maior sensibilidade dessa simbiose ao 

nitrogênio mineral do solo, poderia explicar a maior quantidade de nitrogênio 

fixada pelas plantas inoculadas com o isolado EA20 em alagamento do solo, 

em relação a quantidade fixada em umidade próxima à capacidade de campo. 

Apesar desse melhor desempenho em solo alagado, esse isolado não esteve 

entre os que proporcionaram uma elevada fixação simbiótica de nitrogênio 

quando inoculados em trevo branco nessas condições (Tabela 6). 

Por outro lado, os tratamentos inoculados com os isolados VP16, T4, 

P3 4 e CVII, que obtiveram o maior acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 

plantas em condições de alagamento do solo, também apresentaram altos 

valores de aproveitamento relativo da fixação simbiótica de nitrogênio, todos 

acima de 75% (Figura 3). 

 

4.6.3 Número e massa de nódulos secos 
O número de nódulos e a massa de nódulos secos produzida nas 

plantas dos tratamentos em diferentes condições de umidade do solo são 

mostrados na Tabela 7. 

Observa-se que o alagamento do solo reduziu drasticamente a 

quantidade de nódulos radiculares nos tratamentos inoculados, com exceção 

no tratamento inoculado com o isolado BG3, que não produziu boa nodulação 

nem mesmo em solo com umidade próxima à capacidade de campo. Essa 

diminuição na quantidade de nódulos 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 à diminuição no número de sítios de infecção para 

o rizóbio, nas raízes das plantas em solos alagados, diminuindo assim, a 

quantidade de nódulos radiculares formados (Zhang & Smith, 2002). 

Por outro lado, essa diminuição pode ser decorrente da redução no 

crescimento radicular das plantas submetidas ao alagamento do solo. Nesse 

experimento, as raízes das plantas que foram submetidas ao alagamento do 

solo, chegaram a no máximo 9cm de profundidade, enquanto que nos 

tratamentos mantidos sem alagamento, as raízes exploraram todos os 20cm de 

profundidade do vaso, sendo observada a presença de nódulos radiculares até 

mesmo nessa profundidade. 
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O único tratamento que produziu mais do que 400 nódulos por vaso 

sem o alagamento e mais de 200 nódulos por vaso em condições de 

alagamento do solo foi o inoculado com o isolado N1 (Tabela 7). Porém, essa 

elevada quantidade de nódulos não proporcionou uma elevada fixação 

simbiótica de nitrogênio, pois essas plantas apresentaram um baixo acúmulo 

de nitrogênio na parte aérea (Tabela 6) e, conseqüentemente, uma baixa 

produção de matéria seca da parte aérea (Tabela 5), semelhante à obtida pelas 

plantas do tratamento controle sem adição de nitrogênio. 

Em condições de umidade do solo próximas à capacidade de 

campo, as plantas do tratamento controle sem adição de nitrogênio 

apresentaram uma pequena quantidade de nódulos radiculares ao final do 

experimento, o que indica que o solo apresentava uma população de rizóbio, 

mas que era pequena e ineficiente. Por outro lado, essa formação de nódulos 

não foi observada nas plantas do tratamento controle com adição de nitrogênio, 

provavelmente devido à inibição da nodulação causada pela adição de 

nitrogênio. 

 

TABELA 7. Número e massa de nódulos secos das plantas nos tratamentos 
em diferentes condições de umidade do solo. (médias de 4 repetições). 

Número de nódulos1 Massa de nódulos secos Tratamento
C.C. Alagado C.C. Alagado 

  ------------- mg vaso-1 ------------ 
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 
N 1        479 a        271 a          93 a        57 ab 
HN 18        298 ab        181 ab          85 a        53 abc 
P3 4        375 ab        193 ab          83 a        52 abc 
T 4        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 II        334 ab        168 ab          69 a        42   bc 
AR 20        359 ab        147   b          82 a        39     cd 
AR 24        276 ab        138   b          52 a        38     cd 
PF 13        350 ab        156   b          60 a        25       d 
BG 3          16     c          26     c            4   b          7         e 
T-N          20     c -            3   b - 
T+N - - - - 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; 
1Dados transformados por raiz de x + 1. 
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O alagamento do solo durante 30 dias, reduziu em 33% a massa de 

nódulos secos nas plantas dos tratamento inoculados, com exceção das 

plantas inoculadas com o isolado BG3 (Tabela 7). Tal redução média de 33% 

na massa de nódulos secos, ocasionada pelo alagamento do solo, também foi 

observada por Lupwayi et al. (1997) em plantas de Trifolium semipilosum 

inoculadas com diferentes isolados de rizóbio. 

Em condições de umidade do solo próximas à capacidade de 

campo, todos os tratamentos inoculados produziram uma massa de nódulos 

secos semelhante, com exceção do tratamento inoculado com o isolado BG3.  

As plantas do tratamento inoculado com o isolado PF13, que em 

condições próximas à capacidade de campo, estiveram entre as plantas com 

maior produção de massa de nódulos secos, apresentaram uma baixa massa 

de nódulos secos quando submetidas ao alagamento do solo, com uma 

redução média de 58%, quase duas vezes maior do que a média de redução 

entre os tratamentos inoculados. Essa elevada redução na nodulação poderia 

explicar a redução média de 73% no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 

plantas desse tratamento quando submetidas ao alagamento do solo. 

Ao avaliarem a viabilidade da inoculação de soja com estirpes de 

Bradyrhizobium em solo alagado, Scholles & Vargas (2004) observaram que os 

prejuízos à nodulação, decorrentes do alagamento do solo, foram 

independentes da estirpe inoculada. Os autores atribuíram esse 

comportamento a características da planta hospedeira ou à sensibilidade 

semelhante de todas as quatro estirpes testadas. No entanto, pelo presente 

trabalho, essa não parece ser uma regra geral, pois tanto na quantidade quanto 

na massa de nódulos secos, esses prejuízos foram dependentes do rizóbio 

inoculado (Tabela 7). A redução no número de nódulos causada pelo 

alagamento do solo variou de 27% a 61%, observando-se ainda maiores 

variações na redução da massa de nódulos secos, de 9% a 58% dentre os 

tratamentos inoculados. 

 

4.6.4 Eficiência relativa 
Os valores de eficiência relativa no acúmulo de nitrogênio na parte 

aérea das plantas proporcionados pela inoculação dos isolados e estirpes, em 

diferentes condições de umidade do solo, podem ser observados na Figura 4. 
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Em condições de umidade do solo próximas à capacidade de 

campo, nenhum dos tratamentos inoculados apresentou uma eficiência relativa 

maior que 50% (Figura 4). Essa baixa eficiência relativa pode ter ocorrido pela 

influência negativa do nitrogênio mineral do solo na nodulação, retardando o 

processo, e também sobre a fixação simbiótica de nitrogênio. Isto pode ocorrer 

porque até pequenas quantidades de nitrato no solo podem prejudicar a 

infecção, o desenvolvimento dos nódulos e também a taxa de fixação do 

nitrogênio atmosférico (Ferguson & Mathesius, 2003). 

Já em condições de alagamento do solo, vários tratamentos 

inoculados obtiveram valores de eficiência 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 eficiência 

relativa (Figura 4). Os demais tratamentos que obtiveram valores de eficiência 

relativa superiores a 100% nessas condições, 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. Eficiência relativa no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das 
plantas inoculadas com isolados e estirpes, em diferentes condições de 
umidade do solo. 
 

Esses isolados mostraram-se eficientes no processo de fixação 

simbiótica de nitrogênio em trevo branco, em condições de alagamento do solo, 

observando-se valores de acúmulo de nitrogênio até 44% superiores ao 

acúmulo observado na parte aérea das plantas que receberam a adição de 
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uma dose de nitrogênio equivalente a 110 kg ha-1, o que representa a aplicação 

de aproximadamente 240 kg ha-1 de uréia. 

Lupwayi et al. (1997) também observaram altos valores de eficiência 

relativa em plantas de Trifolium semipilosum inoculadas com uma estirpe de 

rizóbio e cultivadas à campo. Os autores também observaram que mesmo com 

a aplicação de 100kg ha-1 de nitrogênio, as plantas do tratamento controle com 

adição de nitrogênio, apresentaram um baixo acúmulo desse nutriente pelo fato 

do alagamento do solo ter ocasionado a perda do nitrogênio por desnitrificação. 

Estes resultados demonstram a necessidade de inoculação do trevo 

branco quando cultivado em áreas de várzea, pois nessas áreas, é possível 

que nem mesmo a aplicação de fertilizantes nitrogenados garanta um 

adequado suprimento desse nutriente às plantas, especialmente pelo risco de 

perda do nitrogênio por desnitrificação em condições de alagamento do solo. 

 



 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 
 

a) Foi possível a seleção de rizóbios eficientes na fixação de 

nitrogênio em simbiose com trevo branco em solos do Rio Grande do Sul; 
b) O alagamento do solo afeta a simbiose rizóbio/trevo branco 

reduzindo o número e a massa de nódulos secos, assim como o acúmulo de 

nitrogênio e a produção de matéria seca da parte aérea das plantas de trevo 

branco; 
c) A fixação de nitrogênio pela simbiose rizóbio/trevo branco ocorre 

em condições de alagamento do solo; 
d) Existe variabilidade na sensibilidade da simbiose rizóbio/trevo ao 

alagamento do solo em função do rizóbio inoculado; 

e) Os isolados avaliados em condições de umidade do solo próxima 

à capacidade de campo, com exceção do EA20 e BG3, apresentam eficiência 

semelhante a estirpe SEMIA 222 na fixação simbiótica de nitrogênio;  

f) Os isolados VP16, T4, P3 4 e CVII são eficientes na fixação 

simbiótica de nitrogênio com trevo branco em condições de solo alagado, 

constituindo-se em um material promissor para programas de seleção de 

estirpes para trevo branco. 
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