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RESUMO 

 

O trevo vermelho (Trifolium pratense L.) é uma leguminosa forrageira 

importante no setor pecuário do sul de Brasil, mas as condições climáticas regionais 

comprometem a sua persistência. A UFRGS e a EMBRAPA desenvolveram uma 

cultivar mais adaptada, a URS BRS Mesclador, para a qual ainda não foram 

selecionados rizóbios simbiontes eficientes na Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) e 

promoção de crescimento em gramíneas, os quais são de grande importância para o 

desenvolvimento de tecnologias agrícolas sustentáveis. Nesse contexto, o objetivo 

deste trabalho foi selecionar rizóbios nativos para a nova cultivar. Para isso, se 

utilizaram sete isolados de rizóbios obtidos dos nódulos de trevo vermelho da nova 

cultivar e nove estirpes SEMIA simbiontes do trevo vermelho. Foi realizada uma 

caracterização funcional quanto a produção de AIA, solubilização de fosfatos, produção 

de sideróforos e germinação em sementes de centeio. Por último se avaliou a eficiência 

dos rizóbios na FBN e sua capacidade de promoção de crescimento em centeio. Dos 

rizóbios estudados, Tp46 se destacou na produção de AIA e na germinação de 

sementes de centeio, a SEMIA 2076 na solubilização de fosfatos, e Tp57, Tp34, SEMIA 

2038 e SEMIA 276 na produção de sideróforos. Além disso os resultados 

demonstraram que os isolados Tp34 e Tp46 tem potencial duplo propósito e mostraram 

valores similares ou melhores do que as estirpes já recomendadas pelo MAPA para o 

trevo vermelho, podendo ser considerados para estudos em campo com a perspectiva 

futura de produção de inoculantes no Brasil. 
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ABSTRACT 

 

Red clover (Trifolium pratense L.) has an important role in the livestock sector in 

southern Brazil, but regional climatic conditions affect its persistence. UFRGS and 

EMBRAPA developed a more adapted cultivar, URS BRS Mesclador, but symbiotic 

rhizobia efficient in Biological Nitrogen Fixation (BNF) and growth promotion in grasses 

have not yet been selected for it, which are relevant for the development of sustainable 

agricultural technologies. In this context, this work aimed at the selection of native 

rhizobia for the new cultivar. Rhizobia were isolated from red clover nodules of the new 

cultivar, which were later authenticated and morphologically characterized. A functional 

characterization was also carried out through the evaluation of IAA production, 

phosphate solubilization, siderophore production and germination in rye seeds. Finally, 

efficient of the isolates in the BNF and their ability to promote growth in rye were 

evaluated. Among the studied rhizobia in this work, Tp46 had the highest IAA production 

and the highest germination percentage of rye seeds, SEMIA 2076 had the highest 

index of solubilization of phosphates and Tp57, Tp34, SEMIA 2038 and SEMIA 276 had 

the highest siderophores production. In addition, results showed that the Tp34 and Tp46 

isolates have similar or better values (both in BNF efficiency and growth promotion in 

rye) than the strains already recommended by MAPA for red clover inoculants, and can 

be considered for field studies with the future perspective of inoculant production in 

Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Durante as últimas décadas no setor agrícola incrementou-se o uso de 

sementes melhoradas, pesticidas e fertilizantes químicos que geram uma maior 

produtividade em diversas culturas destinadas para alimentação animal e humana. 

Os fertilizantes químicos nitrogenados passam por um processo industrial muito 

caro energeticamente e geram a contaminação do ambiente causando danos à 

saúde dos seres vivos (HERNÁNDEZ et al., 2012).  

Características nutricionais desfavoráveis do solo, especialmente as 

limitações nos teores de nutriente podem levar ao uso excessivo de adubos 

nitrogenados em áreas agrícolas. Esta prática torna o adubo nitrogenado um dos mais 

consumidos no mundo e o que mais influência no custo de produção de um cultivo. 

Uma alternativa sustentável para o mercado agrícola, visando à redução 

do uso de fertilizantes e, consequentemente, o custo de produção, é a utilização de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs). 

O uso da inoculação de plantas com rizóbios destaca-se por serem 

microrganismos que, em associação simbiótica com leguminosas, são capazes de 

fixar o nitrogênio atmosférico em quantidades suficientes para reduzir a 

dependência das plantas leguminosas aos adubos nitrogenados (MAREK-

KOZACZUK et al., 2017). Esta simbiose é altamente específica, por isso é 

importante realizar a seleção de estirpes mais eficientes destes microrganismos 

visando a produção de inoculantes (HERNÁNDEZ et al., 2012). Além da sua 

capacidade de realizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN), os rizóbios também 

estão sendo estudados como promotores de crescimento em plantas não 

leguminosas, onde podem entrar nos espaços intercelulares ou ficar na rizosfera e 

estimular o crescimento vegetal através de mecanismos como: produção de fito 

hormônios, solubilização de fosfatos, produção de sideróforos, entre outros 

(BORGES et al., 2019). 

As leguminosas forrageiras são de grande importância para os sistemas 

agropastoris no sul do Brasil, porque suprem alimento para os rebanhos durante os 

meses de outono-inverno, época na qual ocorre uma deficiência na produção de 

forragem devido à forte sazonalidade de produção nesta região (SCHEFFER-

BASSO et al., 2001). Além de proporcionar uma melhor distribuição da produção 

ao longo do ano, as leguminosas forrageiras têm vantagens nutricionais como a 
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melhoria nos níveis de proteína na dieta animal (JINGURA et al., 2001) e 

principalmente uma vantagem agronômica que é o produto da sua interrelação com 

os rizóbios: o fornecimento de nitrogênio aos solos por meio da Fixação Biológica 

de Nitrogênio (FBN), contribuindo para uma melhoria na fertilidade destes (STIVARI 

et al., 2011). 

No Estado do Rio Grande do Sul (RS), uma forrageira de estação fria que 

merece destaque é o trevo vermelho (Trifolium pratense L.) que apresenta uma boa 

produção de matéria seca (MONTARDO et al., 2003) e quando consorciada com 

espécies gramíneas, incrementa a produtividade e a qualidade dessas pastagens 

(STIVARI et al., 2011) devido ao seu alto valor nutritivo, semelhante ao da alfafa 

(FONTANELI et al., 2012). 

O trevo vermelho é uma espécie introduzida no país e, apesar de suas 

cultivares apresentarem alguma adaptação, a persistência destas pastagens 

frequentemente se vê comprometida pelas condições climáticas regionais 

(MONTARDO et al., 2003). Na busca de populações mais bem adaptadas, a 

UFRGS junto com a EMBRAPA desenvolveu uma nova cultivar chamada URS BRS 

Mesclador, com melhor adaptação ao clima do sul de Brasil. A cultivar URS BRS 

Mesclador foi selecionada por meio de trabalhos de polinização aberta cruzada em 

campos (DALL’AGNOL et al., 2021), mas não foram realizados estudos de seleção 

de rizóbios eficientes na simbiose e fixação de nitrogênio com essa variedade e 

nem como promotores de crescimento em gramíneas com potencial para cultivo 

em sucessão ou em consórcio. 

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi selecionar estirpes de 

rizóbios eficientes na FBN, isolados a partir de nódulos da cultivar URS BRS 

Mesclador, avaliá-las quanto a sua capacidade na promoção de crescimento em 

plantas de centeio, uma gramínea recomendada para consorciação com o trevo 

(FONTANELI et al., 2012) e compará-las com as estirpes de rizóbios da Coleção 

SEMIA recomendadas para  trevo vermelho. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Selecionar isolados de rizóbios eficientes na Fixação Biológica de 

Nitrogênio em plantas da cultivar URS BRS Mesclador de trevo vermelho (Trifolium 

pratense L.), e que sejam promotores de crescimento vegetal em centeio (Secale 

cereale). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Isolar rizóbios autóctones a partir de nódulos em plantas de trevo 

vermelho da cultivar URS BRS Mesclador inoculadas com amostras de 

solo de diversas localidades do estado. 

2.2.2 Caracterizar as capacidades dos rizóbios na promoção de crescimento 

in vitro. 

2.2.3 Avaliar a eficiência dos isolados na FBN dos isolados em plantas de 

trevo vermelho. 

2.2.4 Avaliar a capacidade dos isolados na promoção de crescimento vegetal 

em centeio. 

2.2.5 Avaliar estirpes de rizóbios simbiontes de trevo vermelho (Coleção 

SEMIA) paralelamente ao estudo dos isolados autóctones. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Plantas forrageiras na pecuária brasileira 

 

As plantas forrageiras são os alimentos herbáceos que podem 

ser usados no pastoreio ou colhidos e armazenados para a alimentação 

animal (FERRI et al., 2015). Elas têm potenciais distintos de adaptação nos 

diferentes ecossistemas, principalmente em função do clima e das 

condições edáficas, que influenciam no crescimento e teor de nutrientes 

das forrageiras. Portanto, além dos aspectos produtivos desejados pelo 

pecuarista, é necessário que a escolha da forrageira considere a 

adaptabilidade das espécies às condições edafoclimáticas da região onde 

serão implantadas (LINO et al., 2018).  

O Brasil é um país com vasta extensão territorial e com ótimo 

clima para o crescimento das plantas herbáceas, o que é muito favorável 

para o desenvolvimento de atividades rurais (ALMEIDA et al., 2004). No 

estado do Rio Grande do Sul, a pecuária depende das pastagens naturais, 

tipicamente subtropicais, com bom valor forrageiro na estação quente. 

Porém, durante o inverno, as forrageiras de ciclo estival não crescem 

devido às geadas e em consequência não suprem as necessidades para 

manter o peso dos animais (FONTANELI et al., 2012). Este período no qual 

as espécies de verão já completaram seu ciclo e as de inverno ainda não 

estão disponíveis para o seu uso, é conhecido como “vazio forrageiro” e 

ocorre na região sul do Brasil (ZENI, 2020).  

 

3.1.1 Consorciação entre leguminosas e gramíneas 

 

A introdução de leguminosas forrageiras nos campos e a sua 

consorciação com gramíneas se tornou uma alternativa para minimizar o 

problema dos vazios forrageiros (SCHEFFER-BASSO et al., 2001). A 

consorciação é um tipo de agricultura sustentável definida como uma prática 

agronômica que envolve o crescimento de duas ou mais culturas no mesmo 

campo ao mesmo tempo, ou com estações de crescimento sobrepostas (FUNG 

et al., 2019). As culturas selecionadas normalmente possuem diferentes 
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habilidades para usar os recursos disponíveis, o que leva a uma vantagem de 

rendimento e maior estabilidade em relação a uma única cultura em um sistema 

de baixo aporte (ASSENG et al., 2014). 

Entre as forrageiras mais usadas no Brasil estão as gramíneas 

forrageiras, e existem dois tipos: as perenes estivais e as anuais hibernais. O 

primeiro grupo são plantas forrageiras tropicais capazes de rebrotar após 

cortes ou pastejos sucessivos (COSTA et al., 2004), o que assegura a sua 

perenidade. As condições ambientais no período de verão favorecem o 

crescimento destas gramíneas (LINO et al., 2018) Enquanto que no período de 

inverno, pode ocorrer uma paralisação temporária do desenvolvimento 

radicular, reduzindo o crescimento da planta após a desfolha e afetando a 

produção de forragem (COSTA et al., 2004). O grupo das gramíneas anuais de 

inverno completam o seu ciclo nesta época do ano e morrem sem haver 

rebrotação das mesmas (LINO et al., 2018).  Com isto, sabemos que a 

produção estacional das forrageiras compromete a produtividade das 

pastagens formadas unicamente por gramíneas sem a correção da fertilidade 

do solo (PAULINO et al., 2006). 

Por outro lado, as leguminosas são um grupo de plantas capazes de 

melhorar a fertilidade do solo, via fixação biológica de nitrogênio e em 

consequência reduzir a utilização de adubos nitrogenados, o que é uma 

vantagem tanto econômica quanto ambiental (SIMIONI et al., 2014). A fixação 

de nitrogênio que elas realizam devido à simbiose com rizóbios é um benefício 

para o seu próprio crescimento, assim como para o das gramíneas, pois o 

nitrogênio liberado pela decomposição da folhagem das leguminosas 

rapidamente se torna disponível para as gramíneas (BURGER & ZIPPERS, 

2018). Outras vantagens seriam o aumento na qualidade da dieta animal 

devido ao alto valor proteico que tem, a melhoria na digestibilidade e 

palatabilidade do alimento, e a contribuição na recuperação de pastagens com 

algum grau de degradação (SIMIONI et al., 2014). Assim, a consorciação entre 

gramíneas e leguminosas tem vários benefícios, para os animais, plantas e o 

solo. A diversificação de plantas nas pastagens dificulta o desenvolvimento de 

pragas e, em geral, melhora a qualidade na cadeia produtiva (LINO et al., 

2018). 

 



6 

 

 

 

3.2 Trevo vermelho (Trifolium pratense L.) 

 

O gênero Trifolium (Família Fabaceae) é composto por quase 250 

espécies de plantas, cada uma reconhecida por seus efeitos agrícolas e 

terapêuticos, que fizeram delas plantas forrageiras muito valorizadas no 

passado (REHMAN, 2019). Uma das espécies deste gênero que merece 

destaque é o Trifolium pratense ou trevo vermelho, reconhecida pelo seu 

grande valor nutritivo, sua capacidade na FBN que melhora a qualidade da 

pastagem, sua alta produtividade e boa produção de matéria seca (BARRETO, 

2007), sendo por essas razões uma das forrageiras temperadas mais utilizadas 

no mundo.  

 

3.2.1 Origem e distribuição geográfica 

 

Acredita-se que o trevo vermelho tem a sua origem na Europa, Ásia 

ocidental e noroeste da África, onde foi encontrado de forma nativa (EGAN et 

al., 2021). Após muito tempo sendo uma planta selvagem, foi domesticado pela 

primeira vez, provavelmente no início do segundo milénio na Andaluzia Moura 

(Espanha), que foi em muitos sentidos o centro mais importante de inovação 

agrícola na idade média (KJÆRGAARD, 2003).  

Segundo TAYLOR & QUESENBERRY (1996), os eventos principais 

na história da domesticação do trevo vermelho começaram com o cultivo da 

planta na Europa nos séculos III e IV, mas a primeira menção do seu cultivo foi 

apenas no século XIII por Albertus Magnus no seu livro ‘De vegetabilibus’. 

Depois expandiu-se na Europa sendo registrado na Itália no ano de 1550, na 

Bélgica em 1566, na França em 1585 e na Inglaterra em 1645. Foi deste país 

que o trevo vermelho se espalhou até o continente americano (ZEVEN & 

ZHUKOVSKY, 1975), especificamente nos Estados Unidos, onde foi registrado 

pela primeira vez no ano 1663. 

Atualmente o trevo vermelho está espalhado pela maioria das 

regiões temperadas no mundo: na Europa, na Rússia, do norte da China para 

o Japão, numa grande parte de América do Norte e sul de Flórida e da América 

do Sul (TAYLOR & QUESENBERRY, 1996). Na América Latina é cultivado em 
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regiões temperadas e subtropicais, principalmente no Chile, Argentina, Uruguai 

e o sul do Brasil (PAIM, 1988). No Brasil, o trevo foi introduzido pelos imigrantes 

italianos e na atualidade, tem ocorrências confirmadas na região Nordeste 

(Bahia), Sudeste (Minas Gerais e São Paulo) e Sul (Paraná, Rio Grande do Sul 

e Santa Catarina) em áreas antrópicas, campos de altitude e campos limpos 

(IGANCI et al., 2020). 

 

3.2.2 Descrição morfológica 

 

O trevo vermelho é uma planta que alcança até 80 cm de altura, de 

porte ereto na ausência de doenças e condições de invernos rigorosos. A raiz 

é pivotante e profunda, se desenvolve a partir de uma raiz primária e sob boas 

condições pode crescer até mais de 1,5 m de profundidade (AMDAHL, 2016). 

O caule é piloso e tem um número limitado de entrenós, 4-6 (BOLLER et al., 

2010). As folhas são alternas, com estípulas, elípticas e trifolioladas, com 

exceção das primeiras folhas verdadeiras que são unifolioladas (AMDAHL, 

2016). Além disso tem uma mancha pálida em ‘V’ invertido na parte ventral dos 

folíolos (BELIZÁRIO, 2016). Nas Américas as folhas geralmente são pilosas, 

igual ao caule, mas na Europa são lisas. O trevo vermelho tem uma flor 

completa de leguminosa, que consiste num cálice, pistilo, estame e corola 

(TAYLOR & SMITH, 1980). A inflorescência é formada em capítulos terminais, 

ovoides, de cor vermelha ou violeta, com flores que variam de 30 a mais de 120 

(TAYLOR & SMITH, 1980; FONTANELI et al., 2012).  

Esta planta exige inseto polinizador porque a coluna sexual fica 

protegida dentro da corola. A transferência de pólen pode ser feita pelas 

abelhas, mas a flor é tão grande que geralmente as abelhas às evitam se 

tiverem outra fonte disponível, e nesse caso os zangões são os polinizadores 

eficientes do trevo vermelho (TAYLOR & SMITH, 1980). As estruturas 

botânicas de uma planta de trevo vermelho estão ilustradas na Figura 1.  
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Figura 1. Morfologia do trevo vermelho: (1) flor; (2) estame; (3) pistilo; (4) 

cálice; (5) vagem; (6) semente. Fonte: WILHELM, 1985. 

 

3.2.3 Características e importância agronômica do Trevo vermelho 

 

O trevo vermelho é considerado uma planta bienal ou perene de 

curta duração, mas com verões secos torna-se anual (FONTANELI et al., 

2012). Quanto às exigências climáticas, normalmente suporta geada, mas 

prefere outonos e invernos frios, sendo uma planta de clima temperado e 

subtropical, diminuindo o seu desenvolvimento no verão (BELIZÁRIO, 2016). 

O fator solo é essencial na produção da forrageira, pois fornece os nutrientes 

necessários para o correto desenvolvimento da planta, no caso do trevo 

vermelho, ela apresenta boa produtividade em solos semi-profundos, bem 

drenados, de boa fertilidade e com pH entre 6,0 – 7,0 (FONTANELI et al., 2012). 

Desta forma, os solos argilo-arenosos com razoável teor de matéria orgânica 

são os mais recomendados (BELIZÁRIO, 2016).  

Esta planta não suporta pastejo intenso, sendo mais adequada para 

1 

2 

3 
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áreas de verão seco onde são aplicados sistemas menos intensivos (EGAN et 

al., 2021). Em virtude do seu porte ereto é muito utilizada em fenação, também 

por ter uma das sementes de maior tamanho entre as leguminosas forrageiras, 

é uma planta de rápido estabelecimento propiciando o pastejo antes que outras 

forrageiras (FONTANELI et al., 2012). Em geral, o trevo vermelho admite 

múltiplos aproveitamentos como corte, pastejo direto, fenação e adubação 

verde (BALL et al., 2007). 

O trevo vermelho tem diversas vantagens como o rápido 

estabelecimento, uso eficiente da água devido a sua raiz principal profunda, 

maior tolerância a pragas de pastagens (EGAN et al., 2021) e as já descritas 

anteriormente por ser uma leguminosa, como a melhoria na qualidade da dieta 

animal e aumento na fertilidade dos solos. Porém, o maior inibidor no 

desenvolvimento desta planta em sistemas pastoris é a sua baixa persistência 

(FORD & BARRETT, 2011). Esta característica pode ser consequência de 

fatores climáticos como temperaturas muito altas ou muito baixas, estresse 

hídrico, fatores agronômicos no manejo, entre outros (PORTELLA, 2002).  

 

3.2.4 URS BRS Mesclador: nova cultivar desenvolvida 

 

As cultivares de trevo vermelho usadas no Rio Grande do Sul eram 

todas importadas, não existia nenhuma cultivar desenvolvida para as condições 

climáticas desta região. Razão pela qual o trevo vermelho precisava de uma 

melhor adaptação local, principalmente no que se refere à persistência 

(PORTELLA, 2002). 

Nesse contexto, o Departamento de Plantas Forrageiras e 

Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia da UFRGS, desenvolveu em 

parceria com a EMBRAPA, a primeira cultivar melhorada e adaptada ao sul do 

Brasil, e a única com registro e proteção do Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento: URS BRS Mesclador (DALL’AGNOL et al., 2021). Segundo 

os autores, esta cultivar tem basicamente três características: persistência, 

produção de forragem e de semente, qualidades estas que deverão causar 

mudanças substanciais na produção de trevo vermelho no Brasil. 
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3.3 A Simbiose entre rizóbios e plantas leguminosas 

 

Desde que HELLRIEGEL & WILFARTH (1888) descobriram a 

origem bacteriana na existência da fixação biológica de nitrogênio em 

leguminosas, esta interrelação vem sendo muito estudada e por isso, se 

conhece com detalhe as características morfológicas, fisiológicas e genéticas 

deste processo. Considerada como um clássico exemplo de associação 

mutualística, foi resultado de milhões de anos de coevolução e tornou ela um 

processo complexo e cuidadosamente regulado (RIVAS et al., 2009).  

Entre os sistemas biológicos planta – microrganismos, a simbiose 

rizóbios-leguminosas é a de maior expressão econômica e importância na 

agricultura (FRANCO et al. 2002). A sua importância decorre da capacidade de 

converter o nitrogênio atmosférico em compostos facilmente assimiláveis para 

as plantas e animais (RUSSELLE & BIRR, 2004). As bactérias conseguem 

invadir e formar nódulos nas raízes das plantas, onde ocorre a fixação de 

nitrogênio em amônia, o qual é fornecido para a planta, em troca de compostos 

carbonatados e outros nutrientes. Assim, o mutualismo consiste em que a 

planta ganha a capacidade de crescer em solos pobres em nitrogênio (N) e a 

bactéria obtêm uma cobertura protetora e nutrientes das plantas (BÉCQUER, 

2002). 

Estes microrganismos capazes de estabelecer uma simbiose com 

leguminosas foram descobertos no século XIX, sendo denominados de 

Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1889). Depois dessa data, toda bactéria 

que fosse capaz de nodular leguminosas foi chamada de rizóbio (RIVAS et al., 

2009) e era colocada no gênero Rhizobium. Com o tempo, métodos mais 

avançados permitiram classificar melhor os rizóbios e foi no ano de 1984 que 

se adicionou o gênero Bradyrhizobium na família Rhizobiaceae, com a espécie 

Bradyrhizobium japonicum, originada da segregação de espécies de 

Rhizobium de crescimento lento (JORDAN, 1980). As espécies de rizóbios são 

consideradas como pertencentes as alfa e beta proteobacterias, sendo que a 

maioria é parte da ordem Rhizobiales, mas têm sido descobertos outros 

rizóbios que estão em distintos ordens das proteobactérias (LLORET & 

MARTÍNEZ-ROMERO, 2005). Os rizóbios estão distribuídos em 18 gêneros: 

Rhizobium, Ensifer, Allorhizobium, Pararhizobium, Neorhizobium, Shinella, 
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Mesorhizobium, Aminobacter, Phyllobacterium, Ochrobactrum, 

Methylobacterium, Microvirga, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Devosia, 

Burkholderia, Cupriavidus e Trinickia (PARTE et al., 2020). 

A simbiose rizóbios-leguminosa é altamente específica e depende 

de uma troca de moléculas sinalizadoras secretadas pelas plantas, as quais 

induzem a expressão de genes de nodulação bacteriana (MAREK-KOZACZUK 

et al., 2017). É por isso que além dos fatores edafoclimáticos, a simbiose é 

também influenciada pelas características genotípicas do macro e 

microsimbionte, modulado pelos diferentes sinais moleculares (XAVIER et al., 

2006). 

 

3.3.1 Simbiose com leguminosas do gênero Trifolium 

 

O gênero Trifolium forma uma relação simbiótica com a bactéria 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii sob condições limitadas de nitrogênio 

(CIEŚLA et al., 2016). Mesmo que a interrelação entre rizóbios – leguminosa 

seja muito específica, o grau de especificidade varia dependendo do rizóbio. 

Neste caso, o Rhizobium leguminosarum bv. trifolii fixa nitrogênio unicamente 

com espécies do gênero Trifolium. Enquanto o Rhizobium sp. NGR234 induz a 

nodulação em 112 gêneros incluindo uma não leguminosa do gênero 

Parasponia (WANG et al., 2001). 

A competição entre cepas autóctones e introduzidas é um tema 

central no uso de rizóbios como inoculantes na agricultura (FERGUSON et al., 

2020) e na simbiose trevo-Rhizobium existem dois principais problemas: a 

barreira geográfica, devido aos grandes centros de diversidade dos trevos, e a 

barreira fenológica, devido aos ciclos de crescimentos de espécies anuais e 

perenes (HOWIESON et al., 2005).  

DAZZO & HUBBELL (1975) propuseram um modelo cross-bridging 

que envolve a lectina no processo de reconhecimento entre trevo e Rhizobium 

leguminosarum sv. trifolii. Eles postularam que a trifolína A (uma lectina das 

raízes de trevo) reconhece um sítio de reação cruzada com antígenos das 

células de Rhizobium trifolii e nos pelos radiculares do trevo, formando uma 

estrutura molecular interfacial correta para iniciar a adsorção específica da 

bactéria na superfície do pelo da raiz do hospedeiro. 
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3.3.2 Estabelecimento da simbiose 

 

O estabelecimento da simbiose rizóbio-leguminosa segue um 

programa morfológico muito bem definido, constituído por uma série de etapas 

nas quais intervêm distintas moléculas sintetizadas pelo macro e 

microsimbionte (DÍEZ, 2019). Podemos dividir o processo em três fases 

principais: a formação do nódulo, a infeção nas células do hospedeiro e a 

fixação biológica de nitrogênio (MARÓTI & KONDOROSI, 2014). 

A formação do nódulo começa com a sinalização molecular, um 

diálogo químico entre os rizóbios e o seu hospedeiro. As raízes secretam 

compostos fenólicos, predominantemente flavonoides, que desencadeiam uma 

resposta especifica de atração nos rizóbios circundantes até a rizosfera 

(HASSAN & MATHESIUS, 2012). Os flavonoides induzem a expressão dos 

genes de nodulação (nod) nos rizóbios via interação com a proteína reguladora 

NodD, e em resposta, as bactérias sintetizam lipo-oligossacarídeos chamados 

fatores Nod, reconhecidos pela planta (MAREK-KOZACZUK et al., 2017). Uma 

vez que os rizóbios chegam à superfície radicular, formam uma película na 

superfície, graças a moléculas como as ricadesinas e lectinas (NAYA, 2007). 

As plantas reconhecem os fatores Nod através de um receptor tipo Lys-M, 

ambos requeridos para a formação do nódulo e infecção (MARÓTI & 

KONDOROSI, 2014), assegurando assim o primeiro nível de especificidade. A 

base genética de todo este processo faz com que a simbiose seja especifica e 

se estabeleça somente se a planta dispõe desse receptor capaz de reconhecer 

os fatores Nod (NAYA, 2007). 

Após a interação entre fatores Nod e os receptores na planta, a raiz 

sofre uma deformação: os pelos radiculares param o seu crescimento e mudam 

de forma, se enrolando no ápice para prender um pequeno número de rizóbios 

aderidos na superfície (WANG et al., 2012). Esta pode ser considerada a 

primeira evidência de uma efetiva relação simbiótica (DÍEZ, 2019). Neste local, 

inicia-se a formação de uma passagem longa e inversa do ápice do pelo 

radicular, chamada de canal de infeção, na qual as bactérias são transportadas 

até atravessar a epiderme e o córtex radicular para obter acesso ao 

desenvolvimento do primórdio do nódulo (OLDROYD et al., 2011). Ao chegar 

ao primórdio nodular, o canal de infeção libera o seu citoplasma deixando as 
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bactérias no espaço intercelular, as quais são internalizadas num processo 

semelhante à endocitose (WANG et al., 2012), onde são rodeadas por uma 

membrana peribacteroide, para se converter em bacteroides (DÍEZ, 2019). Esta 

é a forma na qual se encontram dentro do nódulo. Por último, se dá o processo 

mais importante desta simbiose: a fixação biológica do nitrogênio. 

A fixação do nitrogênio atmosférico é um processo catalisado pela 

enzima nitrogenase, que é constituída por duas proteínas (dinitrogenase e 

nitrogenase redutase) (BOTTOMLEY & MYROLD, 2015). Devido à alta 

sensibilidade da nitrogenase à desnaturação irreversível frente ao oxigênio, a 

FBN é feita num ambiente anaeróbico e os microrganismos e as plantas 

desenvolveram distintos métodos para proteger esta enzima do oxigênio 

(RASCIO & LA ROCCA, 2008). Um deles é a produção de leghemoglobina, 

quem transporta o oxigênio evitando a difusão dele nos nódulos (BINOTTO et 

al., 2007) e responsável pela coloração avermelhada dos nódulos eficientes. 

A simbiose leguminosa-rizóbio é altamente específica, por isso não 

todos os rizóbios podem induzir a nodulação numa planta ou fixar nitrogênio 

em todas as leguminosas. Um exemplo de isto é Rhizobium leguminosarum bv. 

trifolii que só fixa nitrogênio em espécies de Trifolium, ou Sinorhizobium meliloti 

que é específica para Medicago sativa (JONES et al., 2007). Mesmo sendo 

específica, existem alguns rizóbios que possuem vários hospedeiros, como 

Rhizobium leguminosarum que induz nodulação em lentilha e ervilha 

(MORENO et al., 2016). Com isto destaca-se a importância dos trabalhos de 

seleção de rizóbios, os quais vem incrementando-se nas últimas décadas em 

distintas culturas, tais como Adesmia latifolia (MUNIZ et al., 2011; MACHADO 

et al., 2015), Desmodium incanum (DA SILVA, 2016), Trifolium repens (ALVES 

et al., 2011), Leucaena leucocephala (CUBILLOS-HINOJOSA et al., 2021), 

Canavalia ensiformis (HERNÁNDEZ et al., 2012), Vigna unguiculata, Cajanus 

cajan (FERNANDES et al., 2003), entre outras. 

 

3.4 Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas 

 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas, ou conhecidas 

também como PGPR (no inglês, plant growth promoting rhizobacteria), fazem 

parte da população residente dos vegetais como epifíticas ou endofíticas, não 
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sendo fitopatogênicas (MARIANO et al., 2004). Em algumas culturas, a 

aplicação de PGPR nos primeiros estádios da planta, tem aumentado a 

produção da biomassa devido ao maior crescimento dos caules e raízes 

(KLOEPPER et al., 2004). Estas bactérias têm a capacidade de colonizar 

ativamente o sistema radicular para favorecer e melhorar o crescimento e o 

rendimento vegetal (BERENDSEN et al., 2012), usando mecanismos diretos, 

indiretos ou uma combinação de ambos. 

Os mecanismos diretos ocorrem quando as bactérias sintetizam 

metabólitos que beneficiam as plantas ou quando aumentam a disponibilidade 

de diferentes elementos nutricionais (MORENO et al., 2018). A influência direta 

inclui a produção de hormônios como o ácido indol-acético do grupo das 

auxinas, também do ácido giberélico, citocininas e ácido abscísico, ou a 

capacidade de produzir a enzima 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) 

desaminase, que reduz o nível de etileno nas raízes (ANGULO et al., 2014). 

Além disso, os mecanismos diretos incluem a solubilização de fósforo 

inorgânico, mineralização de fosfato orgânico, redução da toxicidade por metais 

pesados, produção de sideróforos, a fixação biológica de nitrogênio, entre 

outros (MORENO et al., 2018).  

Os mecanismos indiretos de promoção de crescimento vegetal são 

caracterizados por causarem a diminuição ou a eliminação de microrganismos 

patogênicos (A. Moreno et al., 2018), atuando como agentes de biocontrole, 

destacando-se a liberação de sideróforos, quitinases, antibióticos, pigmentos 

fluorescentes e cianidas (ANGULO et al., 2014). 

Trabalhos de avaliação de rizobactérias promotoras de crescimento 

tem sido descritos. SANTOS et al., (2019), avaliaram o efeito de inoculação de 

rizóbios em plantas de arroz. Da mesma forma, FLORENTINO et al. (2017) 

avaliaram o efeito da inoculação de bactérias diazotróficas em sementes de 

alface. Desta forma, demonstram sua importância, visando altas produtividades 

e redução nos custos de produção para a agricultura sustentável. 
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3.4.1 Produção de ácido indol-acético 

 

Os hormônios vegetais são moléculas que derivam de vias 

metabólicas essenciais para a planta, estando presentes em baixas 

concentrações e atuando localmente, ao redor de lugares de síntese ou em 

tecidos distantes (VEGA-CELEDÓN et al., 2016). As auxinas são reconhecidas 

pela sua capacidade de estimular um crescimento diferencial em resposta à 

gravidade ou o estímulo pela luz (ZHAO, 2010). Estas, são relacionadas a 

diversos processos metabólicos, como a divisão e diferenciação celular, 

elongação do caule, formação de raízes, dominância apical e queda de folhas 

(BRITANNICA, 2021). Uma das auxinas mais ativas fisiologicamente é o ácido 

indol-3-acético (AIA) (MOHITE, 2013), sendo uma das mais estudadas por ter 

uma aplicação prática na promoção de crescimento vegetal (CHAGAS-JÚNIOR 

et al., 2009).  

A biossíntese do AIA não está limitada às plantas, organismos como 

bactérias, fungos e algas também são capazes de sintetizá-lo (VEGA-

CELEDÓN et al., 2016). Supõe-se que 80% das bactérias isoladas da rizosfera 

são capazes de sintetizar o AIA (KHALID et al., 2004). As bactérias utilizam o 

triptofano, um dos principais componentes dos exsudados das raízes 

(KAMILOVA et al., 2006) como precursor para a síntese do AIA. As vias mais 

importantes para a produção do AIA são a via indol-3-piruvato (IPA), 

identificada na maioria de plantas e bactérias PGPR, e a via indol-3-acetamida 

(IAM), identificada geralmente em fitopatógenos (VEGA-CELEDÓN et al., 

2016). A via IPA foi encontrada em diversos gêneros de bactérias benéficas às 

plantas, como Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, Paenibacillus, 

Pseudomonas e Rhizobium. Consta de três passos principais: o primeiro é a 

transaminação do triptofano ao IPA mediante uma aminotransferase, depois o 

IPA é descarboxilado a indol-3-acetaldeído e finalmente ele é oxidado ao AIA 

(SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011). 

 

3.4.2 Solubilização de fosfatos 

 

O fósforo é um elemento essencial para o desenvolvimento das 

plantas porque constitui mais do 0,2% da massa seca (HARRISON et al., 2002) 
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e desempenha funções na síntese de proteínas, biossíntese de lipídios, síntese 

de clorofila, compostos carotenoides, etc. (NAVARRO & NAVARRO, 2003). 

Porém, a sua disponibilidade é limitada devido a sua escassez edáfica, baixa 

mobilidade, falta de reposição natural, e outros fatores (RUBIO, 2002), estando 

geralmente em formas minerais insolúveis ou muito pouco solúveis nos solos 

(BANERJEE et al., 2010).  

O principal mecanismo para a solubilização microbiana de fosfatos 

é a diminuição do pH do meio extracelular até valores aproximados a 2.0, 

necessário para a solubilização (LARA et al., 2011). Isto ocorre pela produção 

extracelular de ácidos orgânicos, os quais intervém na quimiotaxia microbiana 

(CORRALES et al., 2014). Assim, as bactérias são capazes de hidrolisar o 

fósforo na sua forma solúvel, conhecida como ortofosfatos (ions monobásicos 

e dibásicos), aumentando a aquisição deste elemento pelas plantas 

(BELTRÁN, 2014). Diversos gêneros bacterianos são associados com a 

produção de ácidos orgânicos, entre eles estão Bacillus, Pseudomonas, 

Burkholderia, Agrobacterium, Flavobacterium, Rhizobium, Yarowia, 

Aerobacter, Achromobacter e Erwinia. Existem também outros mecanismos 

para solubilização de fosfatos como a produção de enzimas fosfatases, 

encontradas nos gêneros Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia e Pantoea e a 

produção de enzimas fitases, produzidas pelas bactérias do gênero Bacillus 

(CORRALES et al., 2014). 

Inoculação em sementes e no solo com microrganismos 

solubilizadores de fosfatos tem sido utilizada para incrementar o 

desenvolvimento e produção das culturas (BANERJEE et al., 2010). 

 

3.4.3 Produção de sideróforos 

 

Os microrganismos desenvolveram um mecanismo de ligação ao 

ferro para sua assimilação: a produção de estruturas quelantes de ferro 

chamados sideróforos. Estas moléculas quelantes de ferro, que competem com 

patógenos e indiretamente impedem o crescimento deles na planta. O ferro é 

um dos micronutrientes essenciais para quase todos os seres vivos, pois é 

cofactor de muitas enzimas, tornando-o fundamental para o metabolismo 

celular (AGUADO et al., 2012), além de ser útil em outros processos como 
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transporte de oxigênio, síntese de DNA, fixação de nitrogênio, respiração e 

fotossíntese (GREENSHIELDS et al., 2007). Mesmo estando em abundância 

no solo, não está disponível para sua adsorção devido a sua baixa solubilidade 

na forma Fe+3 (STOREY et al., 2006). As plantas têm a capacidade de absorver 

os sideróforos bacterianos e aproveitar o ferro (BORGES et al., 2019). Elas 

também são capazes de produzir um tipo de sideróforo chamados 

fitosideróforos, porém, comparados com os sideróforos microbianos, eles têm 

uma afinidade menor ao ferro, uma menor diversidade de formas, menor 

tamanho e em alguns casos não captam só o ferro (AGUADO et al., 2012). 

As bactérias capazes de produzir sideróforos influenciam de forma 

positiva no crescimento das plantas, funcionando como um mecanismo de 

promoção de crescimento direto, quando as plantas assimilam o complexo 

ferro-sideróforos, ou como um mecanismo indireto, porque limita a 

disponibilidade de ferro para as bactérias patogénicas presentes na rizosfera 

(COMPANT et al., 2005).  

A inter-relação entre a leguminosa e o rizóbio é dependente de Fe, 

porque este é requerido para a formação de nódulos, produção de leg-

hemoglobina, enzima nitrogenase e outras proteínas importantes durante a 

simbiose GUERINOT (1991). Nesse sentido, o rol dos sideróforos é importante 

para relação leguminosa-rizóbio e para a promoção de crescimento na planta 

 

3.5 Rizóbios na agricultura sustentável 

 

A agricultura moderna baseia-se no uso intensivo de fertilizantes 

químicos, muitos deles produzidos com alto gasto energético e queima de 

petróleo. O Brasil é um dos principais consumidores de agrotóxicos do mundo, 

e não figura como principal produtor, isso quer dizer, que a dependência 

internacional destes insumos na produtividade brasileira é cada vez maior 

(GOMES et al., 2021). Além disso a eficiência dos fertilizantes químicos 

nitrogenados é baixa porque o nitrogênio apresenta uma dinâmica complexa 

no solo, sofrendo várias transformações como lixiviação, volatilização, 

nitrificação e outros (TEIXEIRA et al., 2018), o que gera perdas de nitrogênio 

no solo por processos biogeoquímicos. Isto torna estes insumos ainda mais 

caros, porque se precisa utilizar uma quantidade maior do que a planta 



18 

 

 

realmente consegue absorver. 

Uma agricultura sustentável deve priorizar a utilização de estratégias 

que permitam o aumento da produtividade sem prejuízo ao ambiente e saúde 

(MARIANO et al., 2004). Nesse sentido, a simbiose entre rizóbios e 

leguminosas tem um grande impacto sobre o desenvolvimento de tecnologias 

agrícolas sustentáveis, porque permite a redução do uso de fertilizantes 

nitrogenados, bem conhecidos pela toxicidade e poluição que geram ao 

ambiente (DÍEZ, 2019). No Brasil, o cultivo de soja não utiliza adubos 

nitrogenados, sendo a necessidade de Nitrogênio suprida apenas pela 

simbiose com estirpes eficientes de B. japonicum, B. elkanii e B. diazoefficiens 

A inoculação de leguminosas com rizóbios é uma das práticas 

agrícolas de maior sucesso no mundo devido ao alto benefício de custo-

produção gerado para os agricultores, além de prover um manejo efetivo do 

nitrogênio para o ambiente, essencial para uma agricultura sustentável 

(CANTARO et al., 2019). Porém, ao ser a simbiose entre leguminosa e rizóbio 

altamente específica, vem ganhando cada vez mais importância estudos na 

seleção de estirpes mais eficazes para os cultivos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Isolamento de rizóbios 

 

Para a obtenção de nódulos, visando o isolamento de rizóbios, 

plantas de trevo vermelho (cultivar URS BRS Mesclador), conhecida como 

trevo vermelho, foram cultivadas em casa de vegetação em vasos tipo 

‘Leonard’ contendo substrato esterilizado (vermiculita e areia na proporção 2:1), 

com adição de solução nutritiva (SARRUGE, 1975) sem nitrogênio. Foram 

coletadas 15 amostras de solos das localidades de Encruzilhada do Sul, 

Pantano Grande, Tapejara e Porto Alegre no estado do Rio Grande do Sul. As 

amostras de Tapejara correspondem a campos comerciais onde foi cultivada 

soja (Glycine max) e as de Porto Alegre correspondem a locais onde se 

encontraram outras espécies leguminosas forrageiras tais como trevo branco 

(Trifolium repens), pega-pega (Desmodium incanum), amendoim forrageiro 

(Arachis pintoi) e cornichão (Lotus corniculatus). 

 Em laboratório, as amostras foram peneiradas e após foram 

pesadas 10 g das amostras de solo e cestas colocadas em frascos de vidros 

contendo 90 ml de água destilada esterilizada. Após, os frascos foram mantidos 

em agitação por 2 horas e, ao final do período, mantidos em repouso por 1 

hora. Foram utilizadas alíquotas de 10 ml da suspensão para a inoculação das 

plantas de trevo vermelho. 

A coleta de nódulos foi efetuada 40 dias após a inoculação das 

plantas, os quais foram desinfestados em álcool (70%) e hipoclorito de sódio 

(2%) por 30 segundos e sucessivas lavagens com água destilada esterilizada. 

Em condições assépticas se prepararam placas Petri contendo meio ágar 

levedura-manitol com adição de corante vermelho congo (VINCENT, 1970). 

Num extremo da placa Petri foram adicionados 15 µl de água destilada estéril 

para esmagar um nódulo previamente desinfestado. Por cada amostra de solo 

foram utilizados 5 nódulos. Com nódulo esmagado se fez a inoculação por meio 

do método de esgotamento de inóculo por estrias. As placas foram incubadas 

a 28°C e após 5 dias de incubação, os isolados com morfologia colonial 

característica dos rizóbios foram purificados por inoculações sucessivas em 

placas com meio LMV, até a obtenção de colônias puras com morfologia 
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persistente e estas foram armazenadas sob refrigeração à 4°C em tubos com 

meio levedura-manitol (LM). 

 

4.2 Autenticação dos isolados de rizóbios obtidos de amostras de solo 

 

Os isolados de rizóbios foram inoculados (alíquota 3 ml, 107 UFC/ml) 

em plantas de trevo vermelho cultivar URS BRS Mesclador cultivadas em 

copos de 500 ml com substrato esterilizado (vermiculita e areia na proporção 

2:1) e isento de nitrogênio. Após 30 dias da inoculação, avaliou-se a presença 

de nódulos eficientes, ou seja, os que apresentavam coloração vermelha no 

interior do nódulo. Aqueles isolados que não induziram nodulação nas plantas 

ou produziram nódulos ineficientes foram descartados.  

Após à verificação da nodulação, foi comparada a procedência do 

isolado, a cultura na amostra de solo e a morfologia colonial em LMV dos 

isolados de rizóbios que conseguiram induzir a nodulação nas plantas para a 

seleção daqueles que seriam avaliados nos seguintes testes. Se dois isolados 

tinham características iguais, era selecionado apenas um. 

Nos experimentos também foram utilizadas as estirpes SEMIA 251, 

259, 276, 2038, 2076, 2075, 2079, 2081 e 2082, noduladoras de trevo 

vermelho, cedidas pela Coleção SEMIA de Rizóbios do DDPA/SEAPDR. Cabe 

se destacar que as SEMIA 2081 e 2082 são as estirpes liberadas pelo MAPA 

(SDA, 2011) para a produção de inoculantes para Trevo vermelho. 

 

4.3 Caracterização morfológica dos isolados de rizóbios 

 

Os isolados de rizóbios foram inoculados em três meios distintos: 

placas com ágar LMV, tubos com ágar LM inclinado e placas com ágar LM com 

adição de corante azul de bromotimol (25 mg.L-1), incubados durante 5 dias a 

28 °C, com excepção das placas com ágar LM – azul de bromotimol que foram 

incubadas durante 10 dias a 28 °C. 

No ágar LMV inocularam-se os isolados pelo método do 

esgotamento por estrias e foram avaliados os seguintes parâmetros nas 

colônias: bordo, forma, elevação, tamanho, opacidade e viscosidade. Nos 

tubos de ágar LM inclinado, inocularam-se as bactérias pelo método de 
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esgotamento de alça e foi avaliada a forma dos slants dos isolados (ramificada, 

frisada, equinular, filiforme, rizoide, espalhado). Por último, nas placas com 

corante azul de bromotimol inocularam-se as bactérias pelo método de 

esgotamento por estrias e foi avaliada a reação, sendo a mudança de coloração 

do meio de cultura de verde para amarelo indicativa de acidificação, enquanto 

a mudança para o azul indicativa de alcalinização do meio (SOMASEGARAN 

& HOBEN, 1994). 

 

4.4 Produção de ácido indol -acético (AIA) 

 

A produção de AIA foi avaliada utilizando-se o método de ASGHAR 

et al. (2002) adaptado para a utilização de microtubos. Cada isolado de rizóbio 

foi inoculado em dois frascos, um deles contendo 20 ml de caldo LM 

suplementado com 50 mg. l-1 de triptofano e outro sem adição deste produto. 

Após quatro dias de incubação a 28 °C, foram retirados 2 ml do meio, 

transferidos para microtubos e centrifugados a 10 000 rpm por 5 minutos. Em 

seguida, foi retirado 1,5 ml do sobrenadante, no qual foi adicionado 1 ml do 

reagente de Salkowski (4 g FeCl3.6H2O + 84 ml H2SO4 35%, volume final 200 

ml) e mantido por 30 minutos em ausência de luz. 

A quantificação do AIA produzido foi feita por espectrofotometria a 

530 nm e comparações com uma curva padrão (Concentração de AIA em 

µg.ml-1 = 78*Absorbância + 0.1), a qual foi feita com soluções de AIA sintético 

em concentrações conhecidas (0, 0,2, 0,5, 1, 3, 9 µg.ml-1). 

 

4.5 Solubilização de fosfatos 

 

Os isolados de rizóbios obtidos foram crescidos em frascos 

contendo 15 ml de caldo LM e incubados a 28 °C durante 5 dias. Após este 

período, alíquotas de 20 µl do caldo de cultura (108 UFC/ml) foram inoculadas 

em placas contendo o meio para detecção da capacidade solubilizadora de 

fosfato (VERMA et al. 2001), onde se substituiu o fosfato de cálcio (CaHPO4) 

por 1 g.l-1 de fosfato tricálcico (Ca3(PO4)) como fonte de fosfato. Os isolados 

considerados positivos neste teste apresentaram um halo transparente em 

torno da colônia.  
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Foram medidos os diâmetros dos halos e das colônias para cálculo 

do índice de solubilização de fosfato (ISF = diâmetro do halo /diâmetro da 

colônia) proposto por CHAGAS-JUNIOR et al. (2010). Como controle positivo 

foi utilizado o isolado UFRGS-Vp16, uma estirpe sabidamente solubilizadora 

de fosfato, da Coleção do Laboratório de Microbiologia do Solo da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (ALVES et al., 2011), identificado como 

Rhizobium anhuiense (DA SILVA, 2021).  

 

4.6 Produção de sideróforos 

 

Foi avaliada mediante inoculação em placas com meio contendo o 

corante Cromoazurol S (CAS). A preparação deste meio foi feita com uma base 

de ágar King B diluído (glicerol 3 g.L-1, peptona 4 g.L-1, K2HPO4 0.23 g.L-1, 

MgSO4.7H2O 0.3 g.L-1, pH 7) (SCHWYN & NEILANDS, 1987) e uma solução 

corante de CAS (LOUDEN et al., 2011), que foi adicionada posteriormente ao 

meio King B (100 ml de corante CAS para 1 litro de meio King B). 

A solução corante foi preparada utilizando-se três soluções: A) 0.06 

g de cromoazurol em 50 ml de água ultrapura, B) 0.0027 g de FeCl3.6H2O em 

10 ml de HCl 10 mM e C) 0.073 g de HDTMA em 40 ml de água ultrapura. A 

solução A e B foram misturadas, e depois a solução C foi adicionada 

lentamente. Nesta fase, o corante apresenta coloração azul, e foi autoclavado 

separadamente do meio King B diluído. 

Após a preparação das placas com meio King B mais CAS, os 

rizóbios foram inoculados neste meio e incubados por 10 dias a 28 °C. A 

produção de sideróforos foi visualizada pela formação de um halo amarelo ao 

redor da colônia. Foram medidos os diâmetros dos halos e das colônias para o 

cálculo do índice de produção de sideróforos (IPS = diâmetro do halo / diâmetro 

da colônia) proposto por HUASASQUICHE et al. (2020). 

 

4.7 Efeito da inoculação dos isolados e estirpes SEMIA na germinação de 

sementes de centeio (Secale cereale) 

 

Para a avaliação do efeito dos rizóbios na germinação de sementes 

de centeio (Secale cereale) cultivar BRS Serrano, os inóculos foram 
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preparados em frascos de vidro contendo 15 ml de caldo LM incubado durante 

5 dias a 28 °C.  

As sementes foram desinfestadas em álcool (70%) durante 1 min, 

hipoclorito de sódio (2%) durante 2 min e sucessivas lavagens com água 

destilada esterilizada e colocadas em placas Petri com papel filtro previamente 

esterilizado. Cada placa, em triplicata, continha 30 sementes de centeio e foi 

inoculada com 3 ml de água destilada esterilizada e 1 ml do inóculo bacteriano 

(107 UFC/ml). Dois controles foram utilizados, um com adição de 1 ml de caldo 

LM sem inoculação e outro somente com água destilada esterilizada. 

Os parâmetros avaliados foram a porcentagem de germinação 

calculada como a quantidade de sementes germinadas entre o total de 

sementes por placa, e o índice de velocidade de germinação (GSI pela sigla no 

inglês, Germination Speed Index), calculado pela soma do número de 

sementes germinadas a cada dia e dividido pelo respectivo número de dias 

transcorridos a partir da germinação (MAGUIRE, 1962). 

 

4.8 Eficiência dos isolados e estirpes SEMIA na FBN em trevo vermelho 

(Trifolium pratense L.) 

 

Para avaliar a eficiência dos isolados de rizóbios na FBN o 

experimento foi dividido em duas etapas. A primeira etapa foi uma avaliação in 

vitro de todos os isolados (autóctones e estirpes SEMIA), na qual a fixação de 

nitrogênio foi avaliada de forma indireta usando-se a massa seca da parte 

aérea. Depois, foram selecionados os dois isolados autóctones e as duas 

estirpes SEMIA que apresentaram os maiores valores de IER% no experimento 

in vitro para a avaliação em plantas cultivadas em vermiculita e areia, na qual 

se determinou de forma direta a quantidade de nitrogênio fixado. 

 

4.8.1. Avaliação in vitro da FBN 

 

Sementes de trevo vermelho cultivar URS BRS Mesclador foram 

desinfestadas com álcool (70%) e hipoclorito de sódio (2%) por 30 s cada um, 

e sucessivas lavagens com água destilada esterilizada para serem pré-

germinadas em papel filtro esterilizado. Para isso colocaram-se 50 sementes 
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espalhadas no papel toalha esterilizado e umedecido com água destilada 

esterilizada, enrolando-se em seguida e cobrindo-o com papel alumínio. Esses 

rolos formados foram deixados em forma vertical dentro de um recipiente com 

água destilada esterilizada, durante dois dias a 28°C.  

Após a germinação, as plântulas foram assepticamente colocadas 

em tubos de ensaio (20 cm comprimento e 2,4 cm de diâmetro) contendo 

solução nutritiva (SARRUGE, 1975) agarizada (7,5 g.L-1) e isenta de nitrogênio, 

considerando somente as sementes que tinham 2 mm a mais de radícula.  

Os tubos foram inoculados com os rizóbios (autóctones: Tp04, Tp12, 

Tp22, Tp34, Tp35, Tp46, Tp57 e estirpes SEMIA: 251, 259, 276, 2038, 2076, 

2075, 2079, 2081 e 2082). Cada tratamento inoculado constou de quatro 

repetições.  Em cada tubo foi inoculado com uma alíquota de 200 µl de 

suspensão bacteriana (aprox. 107 UFC/ml) que foi cultivada em caldo LM 

incubado por 5 dias a 28 °C e 120 rpm. Dois controles foram utilizados, o 

controle N+ com adição de 500 µl de solução NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente a 

80 kg N/ha, dose recomendada para o trevo vermelho (SBCS, 2016) e o 

controle N- sem adição de nitrogênio. Neste ensaio, nenhum dos tubos 

inoculados com rizóbios recebeu dose de nitrogênio. 

O desenvolvimento das plantas foi acompanhado durante 30 dias 

após a inoculação. Durante esse tempo a nodulação foi avaliada 

semanalmente e ao final do experimento, separou-se a parte aérea da 

radicular, e ambas foram armazenadas em sacos de papel para secagem na 

estufa durante três dias a 60°C. Foram avaliados os seguintes parâmetros:, 

altura da planta, comprimento das raízes, e massa seca da parte aérea 

(MSPA). Através da MSPA calculou-se o Índice de eficiência relativa (IER%) 

seguindo a fórmula de BROCKWELL et al. (1996), que expressa a capacidade 

dos isolados em promover ou acumular massa seca da parte aérea em 

comparação com os controles: 

𝐼𝐸𝑅% =
(𝑀𝑆𝑃𝐴𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 −  𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁0) ∗ 100

(𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁100 −  𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁0)
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4.8.2. Avaliação da FBN em plantas de trevo vermelho cultivadas em 

vermiculita e areia em lampadário 

 

Foi realizado um experimento em lampadário, utilizando-se vasos 

plásticos (500 ml) contendo uma mistura de vermiculita e areia esterilizadas na 

proporção 2:1 e isenta de nitrogênio.  

As sementes de trevo vermelho da cultivar URS BRS Mesclador 

foram desinfestadas com álcool (70%) e hipoclorito de sódio (2%) por 30 s cada 

um, e sucessivas lavagens com água destilada esterilizada e após isso foram 

plantadas nos vasos. As plantas foram inoculadas com os isolados que tiveram 

os melhores resultados no teste de avaliação da FBN in vitro. Para isto, usou-

se uma alíquota de inóculo bacteriano de 3 ml (aprox. 107 UFC/ml) produzido 

em caldo LM e incubado durante 5 dias a 28°C. Os controles N+ e N- também 

foram utilizados neste experimento, sendo o controle N+ com adição de 12 ml 

da solução NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente a dose recomendada (80 kg N/ha) 

para o cultivo de trevo vermelho (SBCS, 2016) e o controle N- sem adição de 

nitrogênio. Nenhum dos tratamentos inoculados recebeu qualquer dose de 

nitrogênio. 

Em intervalos de dois dias foi adicionada a solução nutritiva 

(SARRUGE, 1975) esterilizada e isenta de nitrogênio. O ensaio foi conduzido 

por 30 dias e após as plantas foram coletadas. A parte aérea foi separada do 

sistema radicular, cortando-se próximo à base do caule, e estas foram 

armazenadas em sacos de papel para secagem na estufa a 60°C durante três 

dias. As raízes foram lavadas em água destilada e da mesma forma, 

armazenadas em sacos de papel para secagem na estufa. Foram avaliados os 

parâmetros de massa seca aérea, massa seca da raiz e o teor de nitrogênio 

total na parte aérea. Este último sendo avaliado no Laboratório de Química do 

Solo da UFRGS seguindo a metodologia semi micro Kjeldhal descrito por 

TEDESCO et al. (1995). 

 

4.9 Avaliação dos isolados e estirpes SEMIA na promoção de crescimento 

em centeio (Secale cereale L.) 

 

A avaliação da eficiência dos isolados na promoção de crescimento 



26 

 

 

em centeio (Secale cereale L.) foi realizada em dois experimentos. O primeiro 

experimento foi uma avaliação in vitro da promoção de crescimento vegetal de 

todos os isolados (autóctones e estirpes SEMIA) e o segundo foi realizado em 

lampadário com plantas cultivadas em vermiculita e areia, sendo inoculados 

com os dois isolados autóctones e as duas estirpes SEMIA que apresentaram 

os maiores valores de IER% no experimento in vitro da FBN. 

 

4.9.1. Avaliação in vitro da promoção de crescimento em centeio 

 

Sementes de Secale cereale cultivar BRS Serrano foram 

desinfestadas em álcool (70%) durante 1 min, hipoclorito de sódio (2%) durante 

2 min e sucessivas lavagens com água destilada esterilizada. Após foram pré-

germinadas em papel filtro esterilizado. Para isso colocaram-se 50 sementes 

espalhadas no papel úmido e enrolou-se, cobrindo-o com papel alumínio. 

Esses rolos formados foram deixados em forma vertical dentro de um recipiente 

com água destilada esterilizada, durante dois dias a 28°C. Em seguida, as 

plântulas foram colocadas em tubos de ensaio considerando só as sementes 

que tinham 2 mm a mais de radícula, e inoculadas. Em condições assépticas, 

cada semente foi colocada no centro do tubo contendo solução nutritiva 

(SARRUGE, 1975) agarizada. Após isso, os tubos foram inoculados com os 

rizóbios (autóctones: Tp04, Tp12, Tp22, Tp34, Tp35, Tp46 e Tp57, e estirpes 

SEMIA: 251, 259, 276, 2038, 2076, 2075, 2079, 2081, 2082), considerando 5 

tubos cada. Em cada tubo foi inoculado 200 µl de suspensão bacteriana (aprox. 

107 UFC/ml) cultivada em caldo LM de cada rizóbio e incubado por 5 dias a 28 

°C a 120 rpm. Dois controles foram utilizados, o controle 100% com adição de 

300 µl da solução NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente a dose recomendada (50 kg 

N/ha) para o cultivo de centeio (SBCS, 2016) e controle 50% com adição de 

150 µl da solução NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente à metade da dose de nitrogênio 

recomendada. Os tubos inoculados com os rizóbios também receberam a 

metade da dose de nitrogênio (150 µl da solução NH4NO3 5 g.L-1). O 

desenvolvimento das plantas foi acompanhado durante 10 dias após a 

inoculação. 

Foram avaliados os seguintes parâmetros: altura da planta, 

comprimento das raízes, massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de 
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raiz (MSR). 

 

4.9.2. Avaliação da promoção de crescimento em plantas de centeio 

cultivadas em vermiculita e areia em lampadário 

 

Foi realizado um experimento em lampadário, utilizando vasos 

plásticos (500 ml) contendo uma mistura de vermiculita e área esterilizada na 

proporção 2:1 e isento de nitrogênio.  

As sementes de centeio da cultivar BRS Serrano foram 

desinfestadas em álcool (70%) durante 1 min, hipoclorito de sódio (2%) durante 

2 min e sucessivas lavagens com água destilada esterilizada. Após, foram 

plantadas nos vasos e inoculadas com 3 ml de caldo LM com aproximadamente 

107 UFC/ml que foi incubado com o isolado de rizóbio por 5 dias a 28 °C. Foram 

utilizados neste experimento o controle 100% com adição de 7,5 ml da solução 

NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente a dose recomendada (50 kg N/ha) para o cultivo 

de centeio (SBCS, 2016) e o controle 50% com adição de 3,25 ml da solução 

NH4NO3 (5 g.L-1) equivalente à metade da dose recomendada. As plantas 

inoculadas com os rizóbios também receberam a metade da dose de nitrogênio 

semanalmente ao longo do experimento. Em todos os tratamentos adicionou-

se 15 ml solução nutritiva (SARRUGE, 1975) sem nitrogênio e esterilizada a 

cada dois dias aproximadamente.  

O ensaio foi conduzido por 20 dias e após as plantas foram 

coletadas e a parte aérea foi separada do sistema radicular e armazenada em 

sacos de papel para secagem na estufa a 60°C durante três dias. As raízes 

foram lavadas em água destilada e da mesma forma, armazenadas em sacos 

de papel para secagem na estufa a 60°C durante três dias. Foram avaliados os 

seguintes parâmetros: altura da planta, massa seca aérea (MSA), massa seca 

da raiz, e índice de eficiência relativa (IER%), calculada usando-se a fórmula 

de BROCKWELL et al. (1996): 

𝐼𝐸𝑅% =
(𝑀𝑆𝑃𝐴𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 −  𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁0) ∗ 100

(𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁100 −  𝑀𝑆𝑃𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑁0)
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4.10 Análise integral da promoção de crescimento em centeio dos 

isolados de rizóbios 

 

Devido ao grande número de variáveis envolvidas, a análise integral 

dos isolados bacterianos foi realizada através de uma Análise de Componentes 

Principais (ACP) no programa Past3, para uma melhor visualização dos 

resultados de cada isolado e também para uma possível correlação entre os 

parâmetros analisados na promoção de crescimento em centeio. 

 

4.11 Análise estatística dos resultados 

 

Se avaliaram os supostos de normalidade de dados e 

homocedasticidade em cada teste. Aqueles que obedeciam a ambos supostos 

foram analisados com testes paramétricos, e os que não, com testes não 

paramétricos.  

Assim, para a produção de sideróforos, efeito na germinação de 

sementes de centeio, eficiência na FBN em lampadário, promoção de 

crescimento de centeio em lampadário e alguns parâmetros da promoção de 

crescimento in vitro, os resultados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA paramétrico) e LSD Fisher (α=0,05) para a comparação de médias. 

Enquanto à produção de AIA, à eficiência na FBN in vitro, alguns 

parâmetros da promoção de crescimento in vitro, os resultados foram 

submetidos ao teste não paramétrico Kruskal Wallis e ao teste de Dunn 

(α=0,05) para a comparação de medianas. Os dados obtidos na solubilização 

de fosfatos foram submetidos ao teste não paramétrico de Wilcoxon Mann 

Whitney (α=0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Isolamento e autenticação de rizóbios 

 

Foram obtidos sessenta isolados de rizóbios a partir de nódulos 

radiculares de trevo vermelho cultivar URS BRS Mesclador em quinze das 

dezoito amostras de solos estudadas de diferentes locais de RS. Destes, cinco 

isolados foram obtidos das amostras de Encruzilhada do Sul, cinco de Pantano 

Grande, dez de Tapejara e quarenta de Porto Alegre (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Características das amostras de solo coletadas em diferentes 

municípios e códigos dos isolados de rizóbios obtidos das mesmas. 

N° 
amostra 
de solo 

Origem Coordenadas 
Cultura no 

local 

N° 
isolados 
obtidos 

Códigos 
dos 

isolados 

1 
Encruzilhada 

do Sul 
30°27'08.9"S 
52°30'14.7"W 

Sem cultura 5 Tp01 - Tp05 

2 
Pantano 
Grande 

30°17'47.1"S 
52°21'52.1"W 

Sem cultura 5 Tp06 -Tp10 

3 Tapejara 
28°06'43.5"S 
51°57'37.9"W 

Soja 4 Tp11 - Tp14 

4 Tapejara 
28°06'43.5"S 
51°57'37.9"W 

Soja 6 Tp15 - Tp20 

5 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Trevo 
branco 

5 Tp21 - Tp25 

6 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Trevo 
branco 

5 Tp26 - Tp30 

7 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Trevo 
branco 

2 Tp31 - Tp32 

8 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Desmodium 
sp. 

3 Tp33 - Tp35 

9 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Desmodium 
sp. 

3 Tp36 - Tp38 

10 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Desmodium 
sp. 

3 Tp39 - Tp41 

11 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Desmodium 
sp. 

6 Tp42 - Tp47 

12 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Desmodium 
sp. 

0 --- 

13 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Amendoim 
forrageiro 

3 Tp48 - Tp50 

14 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Amendoim 
forrageiro 

5 Tp51 - Tp55 
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15 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Amendoim 
forrageiro 

1 Tp56 

16 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Amendoim 
forrageiro 

4 Tp57 - Tp60 

17 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Cornichão 0 --- 

18 Porto Alegre 
30°04'25.1"S 
51°08'06.1"W 

Trevo 
branco 

0 --- 

 

A autenticação de rizóbios simbiontes foi feita nos sessenta isolados 

obtidos das amostras de solo, onde foram avaliados os fenótipos Nod+ 

(formação de nódulos) e Fix+ (evidência da FBN através da coloração 

avermelhada no interior do nódulo). Quarenta isolados foram autenticados 

como rizóbios (Tabela 2) porque estabeleceram uma simbiose com o trevo 

vermelho, observada pela formação de nódulos eficientes. 

 

Tabela 2. Autenticação dos isolados obtidos das amostras do solo. 

N' amostra 
de solo 

Código 
do 

isolado 
Nod Fix Simbionte 

1 Tp01 + + Sim 

  Tp02 + + Sim 

  Tp03 -   Não 

  Tp04 + + Sim 

  Tp05 + + Sim 

2 Tp06 + - Não 

  Tp07 + + Sim 

  Tp08 + + Sim 

  Tp09 + + Sim 

  Tp10 + + Sim 

3 Tp11 + + Sim 

  Tp12 + + Sim 

  Tp13 + + Sim 

  Tp14 -   Não 

4 Tp15 -   Não 

  Tp16 + + Sim 

  Tp17 -   Não 

  Tp18 + + Sim 

  Tp19 + + Sim 

  Tp20 -   Não 

5 Tp21 + - Não 

  Tp22 + + Sim 

  Tp23 + + Sim 

  Tp24 + + Sim 

  Tp25 + + Sim 
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6 Tp26 + + Sim 

  Tp27 + + Sim 

  Tp28 + - Não 

  Tp29 + + Sim 

  Tp30 + - Não 

7 Tp31 + + Sim 

  Tp32 + - Não 

8 Tp33 -   Não 

  Tp34 + + Sim 

  Tp35 + + Sim 

9 Tp36 + + Sim 

  Tp37 + - Não 

  Tp38 + - Não 

10 Tp39 + + Sim 

  Tp40 + + Sim 

  Tp41 + + Sim 

11 Tp42 + + Sim 

  Tp43 -   Não 

  Tp44 + + Sim 

  Tp45 + + Sim 

  Tp46 + + Sim 

  Tp47 + - Não 

13 Tp48 + - Não 

  Tp49 -   Não 

  Tp50 + + Sim 

14 Tp51 + + Sim 

  Tp52 + + Sim 

  Tp53 + + Sim 

  Tp54 + - Não 

  Tp55 + + Sim 

15 Tp56 -   Não 

16 Tp57 + + Sim 

  Tp58 + + Sim 

  Tp59 + + Sim 

  Tp60 + - Não 

 

5.2 Rizóbios estudados 

 

Após a comparação das características dos quarenta isolados 

simbiontes, sete foram selecionados para este trabalho em base aos critérios 

descritos anteriormente (seção 4.2), os quais foram codificados como Tp4, 

Tp12, Tp22, Tp34, Tp35, Tp46 e Tp47 (Tabela 3) e denominados isolados 

autóctones nos futuros testes. As nove estirpes moduladoras de trevo vermelho 

cedidas pela Coleção SEMIA de Rizóbios (DDPA/SEAPDR) também foram 

avaliadas nos futuros testes. 
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Tabela 3. Características dos rizóbios estudados neste trabalho 

ISOLADOS AUTÓCTONES 

Código 
Local da 

amostra de solo 
Cultura no local 

Induz a 
nodulação 

Densidade 
ótica da 
colônia 

Tp04 
Encruzilhada do 

Sul 
Sem vegetação Sim Translúcida 

Tp12 Tapejara Soja Sim Translúcida 

Tp22 Porto Alegre Trevo branco Sim Opaca 

Tp34 Porto Alegre Desmodium sp. Sim Opaca 

Tp35 Porto Alegre Desmodium sp. Sim Translúcida 

Tp46 Porto Alegre Desmodium sp. Sim Opaca 

Tp57 Porto Alegre Amendoim forrageiro Sim Translúcida 

   

ESTIRPES SEMIA 

Código Espécie Instituição de origem 

SEMIA 251 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii USDA 

 SEMIA 259 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii USDA 

 SEMIA 276 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii DDPA/SEAPDR 

 SEMIA 2038 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii INTEC 

 SEMIA 2075 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Universidade de Helsinki 

 SEMIA 2076 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Universidade de Helsinki 

 SEMIA 2079 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Universidade de Helsinki 

 SEMIA 2081 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii EPAGRI 

 SEMIA 2082 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii EPAGRI 

 

5.3 Caracterização morfológica dos isolados de rizóbios 

 

Todos os isolados autóctones e as estirpes SEMIA apresentaram 

colônias com bordo liso, forma circular, elevação convexa e superfície brilhosa, 

as quais são características comuns em colônias de rizóbios (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Morfologia colonial dos isolados de rizóbios selecionados e das 

estirpes SEMIA.  

Rizóbio 

Tamanho da colônia 
(mm) 

Densidade 
ótica 

Consistência Slants 

pH do 
meio 

3 dias 6 dias 10 dias 

Tp04 3,0 7,5 Translúcida Butirosa Filiforme Ácido 

Tp12 1,5 6,0 Translúcida Butirosa Filiforme Ácido 

Tp22 2,0 4,0 Opaca Gomosa Filiforme Ácido 

Tp34 3,0 7,5 Opaca Gomosa Filiforme Ácido 

Tp35 1,5 6,5 Translúcida Gomosa Filiforme Ácido 
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Tp46 2,0 5,0 Opaca Gomosa Filiforme Ácido 

Tp57 2,5 5,5 Translúcida Butirosa Filiforme Ácido 

SEMIA 251 <1,0 5,0 Translúcida Gomosa Echinular Ácido 

SEMIA 259 <1,0 3,5 Translúcida Gomosa Echinular Ácido 

SEMIA 276 1,0 4,0 Opaca Gomosa Frisado Ácido 

SEMIA 2038 0,5 5,0 Translúcida Gomosa Echinular Ácido 

SEMIA 2075 1,0 2,0 Translúcida Butirosa Echinular Neutro 

SEMIA 2076 <1,0 1,5 Opaca Seca Echinular Neutro 

SEMIA 2079 0,5 6,0 Translúcida Butirosa Filiforme Ácido 

SEMIA 2081 0,5 7,0 Translúcida Gomosa Filiforme Ácido 

SEMIA 2082 1,0 6,0 Opaca Gomosa Echinular Ácido 

 

 

5.4 Produção de ácido indol-acético (AIA) 

 

Observou-se que todos os isolados foram capazes de produzir AIA 

em ambos os meios (LM com e sem adição de triptofano). No caldo LM sem 

adição de triptofano, as concentrações de AIA variaram entre 0,12 – 0,83 µg.ml-

1, destacando-se as estirpes SEMIA 2076 e 2079 que produziram 

concentrações de AIA superiores às dos tratamentos: SEMIA 2081, Tp34, Tp35 

e Tp46. No caldo LM com adição de triptofano, as concentrações variaram 

entre 0,88 – 5,33 µg.ml-1, destacando-se o isolado Tp46, que foi 

estatisticamente o maior produtor de AIA, sendo superior que as estirpes 

SEMIA 2038, 2076, 2081, 2082 e os isolados autóctones Tp04, Tp22, Tp34, 

Tp35, Tp57 (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Concentrações de AIA produzidas pelos isolados de rizóbios em 

caldo LM sem e com adição de triptofano. 

Rizóbio 

Produção de AIA (µg.ml-1) 

Sem adição de 
triptofano 

Com adição de 
triptofano 

Tp04 0,49 ± 0,2 abcd 0,96 ± 0,3 d 

Tp12 0,59 ± 0,1 abcd 3,43 ± 0,9 ab 

Tp22 0,64 ± 0,0 abc 1,68 ± 1,8 cd 

Tp34 0,44 ± 0,1 cd 0,88 ± 0,3 d 

Tp35 0,46 ± 0,1 bcd 1,01 ± 0,0 d 

Tp46 0,12 ± 0,0 d 5,33 ± 0,8 a 

Tp57 0,77 ± 0,4 abc 1,27 ± 0,1 bcd 

SEMIA 251 0,51 ± 0,2 abcd 2,49 ± 0,8 abc 



34 

 

 

SEMIA 259 0,72 ± 0,1 ab 2,15 ± 0,9 abc 

SEMIA 276 0,67 ± 0,2 abc 1,61 ± 0,2 abcd 

SEMIA 2038 0,72 ± 0,3 abc 1,16 ± 0,2 cd 

SEMIA 2075 0,72 ± 0,3 abc 1,42 ± 0,1 abcd 

SEMIA 2076 0,83 ± 0,2 a 1,35 ± 0,5 bcd 

SEMIA 2079 0,75 ± 0,1 a 3,09 ± 1,4 abc 

SEMIA 2081 0,33 ± 0,3 cd 1,19 ± 0,3 cd 

SEMIA 2082 0,67 ± 0,2 abc 0,93 ± 0,2 d 

Média ± DP de 3 repetições. Tratamentos na mesma coluna com 

uma letra comum não são significativamente diferentes, pelo teste 

de Dunn, α=0,05 (Apêndice 2) 

 

5.5 Solubilização de fosfato tricálcico 

 

A produção de um halo transparente ao redor da colônia indica que 

o isolado bacteriano é positivo para a solubilização de fosfatos (Figura 2). A 

estirpe SEMIA 2076 foi a única que mostrou capacidade solubilizadora de 

fosfatos, alcançando valores estatisticamente iguais ao Índice de Solubilização 

de Fosfato (ISF) do controle positivo utilizado, a estirpe UFRGS-VP16 (Figura 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Controle positivo para solubilização de fosfatos (estirpe UFRGS-

VP16) 
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Figura 3. Índice de Solubilização de Fosfato da SEMIA 2076 e do controle 

positivo, estirpe UFRGS-VP16. Médias ± DP de 3 repetições. Médias 

estatisticamente iguais pelo teste de Wilcoxon Mann Whitney, α=0,05 (Apêndice 

2). 

 

5.6 Produção de sideróforos 

 

Um total de 11 isolados de rizóbios mostraram a capacidade de 

produção de sideróforos, observada por meio da formação de um halo de cor 

amarela (Figura 4). Quatro isolados foram autóctones: Tp04, Tp22, Tp34 e 

Tp57 e sete foram estirpes SEMIA: 2038, 276, 2075, 2079, 2082, 2081 e 2076. 

Os isolados que se destacaram foram os autóctones Tp57 e o Tp34 e as 

estirpes SEMIA 2038 e 276 (Figura 5), cujos valores de índice de produção de 

sideróforos superaram aos do resto de isolados de rizóbios (Tabela 6). 
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Figura 4. Produção de sideróforos indicada pela formação de um halo 

amarelo em volta da colônia. a) positivo e b) Isolado de rizóbio negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Índice de produção de sideróforos obtido pelos isolados 

autóctones e estirpes SEMIA. *Médias estatisticamente significativas pelo teste 

LSD Fisher, α=0,05 (Apêndice 2) 
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Tabela 6. Diâmetros de colônia e dos halos formados pelos isolados 

autóctones e estirpes SEMIA produtores de sideróforos. 

Rizóbio 
Diâmetro de 
colônia (mm) 

Diâmetro de 
halo (mm) 

Índice de 
produção de 
sideróforos 

Tp04 2,0 ± 0,0 6,3 ± 2,5 3,2 ± 1,2 cd 

Tp22 2,7 ± 1,1 5,0 ± 1,0 2,0 ± 0,5 e 

Tp34 4,0 ± 1,0 22,7 ± 2,5 5,8 ± 0,8 ab 

Tp57 3,0 ± 0,0 19,7 ± 1,5 6,6 ± 0,5 a 

SEMIA 276 2,3 ± 0,6 12,0 ± 1,7 5,2 ± 0,5 b 

SEMIA 2038 3,0 ± 0,0 20,5 ± 1,5 6,8 ± 0,5 a 

SEMIA 2075 4,0 ± 1,0 15,3 ± 4,0 3,9 ± 0,5 c 

SEMIA 2076 3,6 ± 1,1 7,3 ± 1,5 2,0 ± 0,3 e 

SEMIA 2079 6,3 ± 2,3 17,0 ± 0,0 2,9 ± 0,9 cde 

SEMIA 2081 2,6 ± 0,6 5,3 ± 0,6 2,1 ± 0,4 de 

SEMIA 2082 2,0 ± 0,0 5,0 ± 1,0 2,5 ± 0,5 de 
Média ± DP de 3 repetições. Tratamentos com uma letra comum 

na mesma coluna não são significativamente diferentes, pelo teste 

LSD Fisher, α=0,05 (Apêndice 2) 

 

5.7 Efeito da inoculação dos isolados de rizóbios na germinação de 

sementes de centeio (Secale cereale) 

 

Todos os isolados autóctones e estirpes SEMIA com exceção de 

SEMIA2081 e Tp22 superaram o percentual de germinação do controle LM no 

primeiro dia de avaliação (Figura 6a). Já no final do experimento, só 7 estirpes 

SEMIA (276, 2076, 2079, 259, 2082, 251, 2038) e 4 isolados autóctones (Tp46, 

Tp35, Tp57 e Tp04) superaram o percentual de germinação do controle LM 

com um incremento de até 30% (Figura 6b). Comparados com o controle água, 

os isolado Tp46 e a estirpe SEMIA 276 o superaram no terceiro e quarto dia, 

mas no final do experimento só o isolado Tp46 foi superior (Tabela 7). O isolado 

Tp46 também foi o único com uma velocidade de germinação superior aos 

controles (Tabela 7). 
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Figura 6. Efeito dos isolados de rizóbios e estirpes SEMIA nos percentuais 

de germinação de sementes de centeio ao a) início e b) final do experimento em 

placas. Barras de erro: desvio padrão. * Médias estatisticamente significativas 

comparadas com o controle LM pelo teste LSD Fisher, α=0,05 (Apêndice 2).  
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Tabela 7. Percentuais de germinação e índice de velocidade de germinação 

dos isolados autóctones e estirpes SEMIA inoculados em sementes de 

centeio. 

Tratamento 
Germinação (%) Velocidade de 

germinação 
Dia 2    Dia 3   Dia 4   Dia 5   

LM 40 ± 12,0   48 ± 7,7   51 ± 8,4   51 ± 8,4   7,0 ± 1,2   

Água 61 ± 5,1   61 ± 5,1   62 ± 3,8   63 ± 3,3   9,3 ± 0,6   

Tp04 59 ± 6,9   67 ± 13,3   68 ± 11,7   68 ± 11,7   9,7 ± 1,5   

Tp12 56 ± 3,8   61 ± 6,9   63 ± 6,7   64 ± 6,9   9,1 ± 0,8   

Tp22 44 ± 10,7   53 ± 12,0   57 ± 14,5   58 ± 15,8   7,9 ± 1,8   

Tp34 60 ± 5,8   64 ± 5,1   64 ± 5,1   64 ± 5,1   9,4 ± 0,8   

Tp35 69 ± 13,5   73 ± 8,8   76 ± 8,4   76 ± 8,4   10,9 ± 1,5   

Tp46 71 ± 8,4   78 ± 8,4 * 81 ± 5,1 * 81 ± 5,1 * 11,6 ± 1,0 * 

Tp57 63 ± 5,8   66 ± 5,1   71 ± 1,9   71 ± 1,9   10,1 ± 0,5   

SEMIA 251 58 ± 3,8   62 ± 5,1   69 ± 10,2   69 ± 10,2   9,6 ± 1,0   

SEMIA 259 62 ± 3,8   68 ± 5,1   70 ± 3,3   71 ± 1,9   10,1 ± 0,5   

SEMIA 276 72 ± 5,1   76 ± 7,7 * 77 ± 8,8 * 77 ± 8,8   11,3 ± 1,1   

SEMIA 2038 63 ± 12,0   68 ± 10,7   69 ± 12,6   69 ± 12,6   10,0 ± 1,8   

SEMIA 2075 58 ± 10,2   61 ± 8,4   63 ± 8,8   64 ± 7,7   9,2 ± 1,2   

SEMIA 2076 66 ± 8,4   68 ± 5,1   71 ± 3,8   74 ± 8,4   10,5 ± 1,1   

SEMIA 2079 69 ± 5,1   71 ± 5,1   73 ± 5,8   73 ± 5,8   10,7 ± 0,8   

SEMIA 2081 52 ± 3,8   58 ± 5,1   61 ± 5,1   61 ± 5,1   8,6 ± 0,7   

SEMIA 2082 58 ± 13,5   69 ± 13,9   69 ± 13,9   70 ± 14,5   9,8 ± 1,8   

Médias ± DP de 3 repetições. *Tratamentos na coluna significativamente diferentes comparados 

com o controle água, pelo teste LSD Fisher, α=0,05 (Apêndice 2) 

 

Na figura 7 pode-se observar a comparação individual dos 

percentuais de germinação dos controles e do isolado Tp46, o único que 

conseguiu superar ao controle água. Desde o primeiro dia de avaliação, o 

isolado Tp46 apresentou um incremento na germinação de 31% comparado 

com o controle LM e um incremento de 10% em relação ao controle água. O 

Tp46 se manteve superior até o final do experimento, incrementando a 

germinação em 18% em relação ao controle água e de 30% com o controle LM. 
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Figura 7. Percentual acumulado de germinação de sementes de centeio 

inoculadas com os rizóbios SEMIA 276 e Tp46, em comparação com os 

controles água e LM. Médias ± DP de 3 repetições. *Médias estatisticamente 

significativas comparadas com o controle LM pelo teste LSD Fisher, α=0,05 

(Apêndice 2). 

 

5.8 Eficiência dos isolados de rizóbios na FBN em trevo vermelho 

(Trifolium pratense L.) 

 

5.8.1. Avaliação in vitro da FBN 

 

Os seguintes parâmetros foram avaliados nas plantas inoculadas: 

altura da planta, massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, índice de 

eficiência relativa de fixação (IER) e nodulação. Na altura da planta, 5 isolados 

autóctones (Tp04, Tp12, Tp34, Tp35 e Tp46) e 3 estirpes SEMIA (2076, 2081, 

276) superaram ao controle N- e igualaram ao N+ (Tabela 8). Na massa seca 

da parte aérea, só os isolados autóctones Tp34, Tp46 e Tp57 e as estirpes 

SEMIA 2076 e 2081 superaram ao controle N- e também igualaram ao N+ 

(Tabela 8). Consequentemente, os cinco rizóbios (Tp34, Tp46, Tp57, SEMIA 

2076 e SEMIA 2081) tiveram os valores mais altos no IER, destacando-se o 
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isolado autóctone Tp34 quem superou o 100% de IER (Figura 8). Nenhum 

isolado autóctone obteve um valor negativo no IER. No caso das estirpes 

SEMIA, cinco delas (2082, 2079, 2038, 259 e 251) tiveram IER negativos 

(Figura 8). Na massa seca de raiz, os isolados Tp22, Tp34, Tp35 e estirpes 

SEMIA 2075. 2076 e 2081 superaram ao N- e igualaram ao N+ (Tabela 8). 

Porém, a SEMIA 2075 obteve um dos valores mais baixos de IER. 

 

Tabela 8. Altura de planta, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca 

de raiz (MSR) e índice de eficiência relativa (IER) em plantas de trevo 

vermelho cultivar URS BRS Mesclador inoculadas com os isolados autóctones 

e estirpes SEMIA. 

Tratamento 
Altura de planta MSPA MSR IER 

cm mg % 

N+ 10,0 ± 1,4 ab 11,1 ± 2,9 ab 3,2 ± 0,7 a 100,0 

N- 5,3 ± 1,0 d 4,7 ± 0,6 cd 1,6 ± 0,5 de 0,0 

Tp04 10,1 ± 1,7 ab 8,6 ± 1,0 abc 2,0 ± 0,5 bcd 61,6 

Tp12 8,2 ± 1,4 abc 8,1 ± 1,2 abc 1,7 ± 0,3 cde 52,4 

Tp22 7,4 ± 2,0 bcd 7,5 ± 2,1 bc 3,0 ± 0,2 a 43,6 

Tp34 11,1 ± 1,7 a 11,3 ± 0,8 a 2,3 ± 0,3 abc 104,2 

Tp35 9,8 ± 1,9 ab 8,3 ± 0,4 abc 2,3 ± 0,3 abcd 56,2 

Tp46 10,9 ± 1,1 a 10,7 ± 1,4 ab 2,0 ± 0,5 bcd 93,8 

Tp57 8,1 ± 0,9 abcd 9,8 ± 2,0 ab 1,9 ± 0,4 bcde 79,6 

SEMIA 251 6,1 ± 1,1 cd 4,3 ± 0,4 d 1,7 ± 0, cde -7,4 

SEMIA 259 5,4 ± 1,1 cd 4,1 ± 0,8 d 1,5 ± 0,7 de -9,8 

SEMIA 276 9,3 ± 1,8 ab 6,8 ± 1,0 bcd 1,8 ± 0,2 cde 32,6 

SEMIA 2038 5,5 ± 1,3 cd 4,1 ± 0,7 d 1,2 ± 0,3 e -10,1 

SEMIA 2075 5,5 ± 0,5 cd 5,6 ± 0,2 bcd 4,4 ± 0,8 a 14,1 

SEMIA 2076 9,3 ± 1,4 ab 11,1 ± 1,7 ab 2,5 ± 0,3 ab 100,2 

SEMIA 2079 5,6 ± 1,3 cd 4,2 ± 0,6 d 2,2 ± 0,4 bcd -8,3 

SEMIA 2081 10,8 ± 0,9 a 9,6 ± 1,2 ab 2,5 ± 0,4 ab 77,3 

SEMIA 2082 5,4 ± 0,7 cd 4,3 ± 0,2 d 1,7 ± 0,7 cde -6,9 

CV (%) 17,28   17,36   21,87   - 

Tratamentos na mesma coluna com letra comum não são 

significativamente diferentes pelo teste de Dunn, α=0,05 (Apêndice 2) 
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Figura 8. Índice de eficiência relativa dos isolados autóctones e as estirpes 

SEMIA na avaliação in vitro da fixação de nitrogênio em trevo vermelho cultivar 

URS BRS Mesclador. 

 

Na avaliação da nodulação nas plantas, nas condições do 

experimento observou-se que as estirpes que induziram nodulação foram as 

SEMIA 251, 259, 276, 2038, 2076, 2081 e 2082, e todos os isolados de rizóbios 

autóctones. Observou-se também que as plantas inoculadas com os isolados 

autóctones foram os primeiros na formação de nódulos eficientes e 

mantiveram-se dessa forma até o final do experimento. No caso das estirpes 

SEMIA, todos os nódulos observados na primeira semana eram de coloração 

branca no seu interior e ao final do teste somente as SEMIA 2081, 2076 e 276 

formaram nódulos eficientes (Tabela 9). Além disso, as estirpes SEMIA 2079 e 

2075 não conseguiram nodular as plantas.  
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Tabela 9. Nodulação em plantas de trevo vermelho cultivar URS BRS 

Mesclador inoculadas com isolados autóctones e estirpes SEMIA 

Tratamento 
Nodulação (nódulos. planta-1) Fenótipo 

final 
Início Final 

N+ -   -   - 

N- -   -   - 

Tp04 3,0 ± 0,7 abc 5,4 ± 1,1 ab Fix + 

Tp12 1,2 ± 0,8 de 5,6 ± 2,1 ab Fix + 

Tp22 1,7 ± 1,0 cde 3,5 ± 0,5 bcde Fix + 

Tp34 3,9 ± 2,0 ab 4,8 ± 2,2 abc Fix + 

Tp35 1,8 ± 1,1 cde 6,0 ± 3,7 abc Fix + 

Tp46 1,3 ± 1,3 de 2,7 ± 1,3 cde Fix + 

Tp57 2,6 ± 1,9 bcd 6,6 ± 2,1 a Fix + 

SEMIA 251 -   6,6 ± 4,0 ab Fix - 

SEMIA 259 0,3 ± 0,8 e 0,8 ± 1,6 e Fix - 

SEMIA 276 1,0 ± 0,9 e 4,2 ± 1,3 abcd Fix + 

SEMIA 2038 -   2,3 ± 4,9 de Fix - 

SEMIA 2075 -   -   Nod - 

SEMIA 2076 4,2 ± 1,6 a 5,7 ± 3,1 abc Fix + 

SEMIA 2079 -   -   Nod - 

SEMIA 2081 1,7 ± 0,5 cde 4,2 ± 2,1 abcd Fix + 

SEMIA 2082 1,2 ± 0,8 de 4,5 ± 2,6 abcd Fix - 

CV (%) 62,26   62,32     
Tratamentos na mesma coluna com letra comum não são 

significativamente diferentes pelo teste de Dunn, α=0,05 

(Apêndice 2) 

 

5.8.2. Avaliação em plantas de trevo vermelho cultivadas em vermiculita e 

areia em lampadário 

 

Para esta avaliação foram selecionadas as estirpes SEMIA 2076, 

SEMIA 2081 e os isolados autóctones Tp34 e Tp46 porque apresentaram os 

maiores valores de IER (Figura 8). Na matéria seca da parte aérea observou-

se que os quatro rizóbios superaram ao N-, e s isolado Tp34 e estirpe SEMIA 

2081 conseguiram igualar ao N+ (Tabela 10). Na avaliação da massa seca de 

raiz não houve diferenças estatística entre os tratamentos (Tabela 10). 

Observou-se que nos valores de nitrogênio total na parte aérea, o único rizóbio 

que conseguiu superar ao N- foi o isolado autóctone Tp34, com uma média de 

0,522 mg de N total.  
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Tabela 10. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e 

nitrogênio total em plantas de trevo vermelho cultivar URS BRS Mesclador 

inoculadas com os isolados Tp34, Tp46, SEMIA 2081 e SEMIA 2076. 

Tratamento MSPA (mg)   MSR (mg)   N total (mg)   

N+ 15,6 ± 1,1 a 4,9 ± 1,4 n.s 0,542 ± 0,049 a 

N- 6,7 ± 1,5 c 2,5 ± 1,0   0,005 ± 0,003 b 

Tp34 14,7 ± 0,7 ab 5,7 ± 2,6   0,522 ± 0,020 a 

Tp46 12,2 ± 2,3 b 5,8 ± 2,1   0,390 ± 0,070 ab 

SEMIA 2081 14,2 ± 3,2 ab 5,8 ± 1,5   0,419 ± 0,146 ab 

SEMIA 2076 12,4 ± 0,6 b 5,1 ± 0,5   0,442 ± 0,026 ab 

CV (%) 14,36   -   18,15   
Médias ± DP de 3 repetições. Tratamentos na mesma coluna com letra comum não 

são significativamente diferentes pelo teste de LSD Fisher e Dunn, α=0,05 (Apêndice 

2). n.s. não há significância 

 

5.9 Avaliação dos isolados de rizóbios na promoção de crescimento em 

centeio (Secale cereale L.) 

 

5.9.1. Avaliação in vitro da promoção de crescimento vegetal 

 

Os dados de massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, altura 

de planta, comprimento de raiz e índice de eficiência relativa são apresentados 

na Tabela 11. Os rizóbios Tp34, SEMIA 2076 e SEMIA 2082 obtiveram valores 

de massa seca da parte aérea superiores ao N 50%, e também igualaram ao 

N 100%. Em consequência, foram os rizóbios que alcançaram os maiores 

valores de eficiência relativa na promoção de crescimento, superando o 100% 

no caso da SEMIA 2076 e Tp34 (Figura 9). Na massa seca de raiz, unicamente 

os isolados autóctones Tp34 e Tp35 superaram ao N 50%, e deles, o Tp34 

superou também ao N 100%. Observou-se que os isolado Tp34 também 

superou ao valor de altura de planta do N 50%, junto com as SEMIA 2076 e 

2082, porém, foi o único que conseguiu superar ao N 100% na altura de planta. 

No comprimento de raiz, nenhum rizóbio superou ao N 50%. 
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Tabela 11. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), 

altura de planta, cumprimento de raiz e índice de eficiência relativa em plantas 

de centeio inoculadas com os isolados autóctones e estirpes SEMIA 

Tratamento 
MSPA MSR 

Altura da 
planta 

Comprimento 
de raiz 

IER 

mg cm % 

N 100% 12,4 ± 1,3   2,2 ± 0,5   26,2 ± 3,3   7,0 ± 1,5   100,0 

N 50% 9,4 ± 2,2   2,3 ± 0,7   23,9 ± 6,1   8,4 ± 1,1   0,0 

Tp04 10,0 ± 2,8   1,2 ± 0,4   21,1 ± 1,4   5,1 ± 2,2   18,3 

Tp12 10,7 ± 1,6   3,3 ± 0,7   24,1 ± 6,2   6,4 ± 1,2   41,3 

Tp22 11,2 ± 1,4   2,3 ± 0,6   25,6 ± 2,0   7,5 ± 1,8   59,6 

Tp34 13,7 ± 3,1 * 5,7 ± 1,8 ** 30,8 ± 1,3 ** 11,6 ± 3,2  143,4 

Tp35 11,5 ± 1,4   4,2 ± 0,6 * 24,1 ± 4,3   8,8 ± 2,9   68,1 

Tp46 10,1 ± 0,8   2,5 ± 1,2   25,9 ± 3,4   5,8 ± 1,1   21,0 

Tp57 9,9 ± 1,4   1,5 ± 0,4   23,3 ± 3,0   7,3 ± 1,9   15,5 

SEMIA 251 9,4 ± 1,4   1,8 ± 0,3   23,9 ± 3,6   5,0 ± 1,1   -2,4 

SEMIA 259 9,0 ± 1,3   1,6 ± 0,5   24,1 ± 5,8   5,9 ± 0,9   -14,6 

SEMIA 276 10,1 ± 0,3   2,1 ± 0,5   24,6 ± 4,8   6,2 ± 0,7   22,3 

SEMIA 2038 9,7 ± 0,6   2,0 ± 0,5   26,6 ± 2,4   6,3 ± 1,9   7,5 

SEMIA 2075 11,4 ± 2,0   2,2 ± 0,4   27,9 ± 4,7   7,2 ± 1,7   67,1 

SEMIA 2076 14,0 ± 2,3 * 3,6 ± 1,4   30,8 ± 3,3 * 10,8 ± 3,3   153,6 

SEMIA 2079 10,0 ± 1,5   2,3 ± 1,0   26,0 ± 3,9   8,3 ± 1,5   17,9 

SEMIA 2081 9,3 ± 1,4   1,4 ± 0,6   22,2 ± 5,0   7,1 ± 1,9   -5,5 

SEMIA 2082 12,4 ± 0,9 * 2,0 ± 0,9   31,4 ± 4,2 * 8,7 ± 1,7   99,5 

CV (%) 15,6   32,76   16,52   24,53   - 

*Tratamentos na coluna significativamente diferentes comparados com o controle N 50% e ** com 

o controle N 100%, pelo teste LSD Fisher e de Dunn, α=0,05 (Apêndice 2) 
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Figura 9. Índice de eficiência relativa dos isolados autóctones e as estirpes 

SEMIA na avaliação in vitro da promoção de crescimento em centeio. 

 

5.9.2. Avaliação em plantas de centeio cultivadas em vermiculita e areia em 

lampadário 

 

Os parâmetros massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, 

altura da planta, e eficiência relativa foram avaliados nas plantas inoculadas 

com a SEMIA 2076, 2081, Tp34 e Tp46 (Tabela 12). Na produção de massa 

seca da parte aérea, observou-se que os isolados autóctones Tp46 e Tp34 

superaram o valor do controle N 50%, e também igualaram ao valor do N 100%. 

Em consequência tiveram valores altos no índice de eficiência relativa, 117 e 

123%, respectivamente. Nenhum dos tratamentos teve valores negativos no 

IER (Figura 10). Na massa seca de raiz, unicamente a estirpe SEMIA 2076 

superou o controle N 50%. Na altura de planta todos os tratamentos superaram 

ao controle N 50%, e 3 deles (Tp34, Tp46, SEMIA 2076) superaram também 

ao controle N 100%. 
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Tabela 12. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), 

altura de planta e índice de eficiência relativa em plantas de centeio 

inoculadas com os rizóbios Tp34, Tp46, SEMIA 2076 e SEMIA 2081. 

Tratamento 
MSPA MSR Altura de planta IER 

mg cm % 

N 100% 30,3 ± 4,7 a 60,0 ± 10,1 abc 29,5 ± 3,9 c 100,0 

N 50% 25,6 ± 4,9 b 48,7 ± 11,4 bcd 24,6 ± 4,3 d 0,0 

Tp34 33,8 ± 3,8 a 67,6 ± 12,0 ab  35,9 ± 2,2 a 123,5 

Tp46 33,3 ± 8,8 a 48,2 ± 11,5 cd 34,7 ± 5,4 ab 117,3 

SEMIA 2076 27,2 ± 3,2 ab 69,5 ± 9,1 a 33,2 ± 3,9 ab 42,0 

SEMIA 2081 30,1 ± 5,7 ab 38,2 ± 8,4 d 31,5 ± 3,3 bc 77,8 

CV (%) 17,02   18,99   12,64   - 
Médias ± DP de 5 repetições. Tratamentos na mesma coluna com letra comum não 

são significativamente diferentes pelo teste de LSD Fisher e Dunn, α=0,05 (Apêndice 

2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Índice de eficiência relativa de promoção de crescimento em 

plantas de centeio inoculadas com os isolados autóctones Tp34 e Tp46 e as 

estirpes SEMIA 2076 e 2081. 

 

Através da análise de componentes principais (ACP) observou-se 

que os isolados SEMIA 2076 e Tp34 foram semelhantes ao controle N 100% e 

tiveram uma maior influência na promoção de crescimento em centeio quando 

comparadas com a SEMIA 2081 e o isolado Tp46, sendo uma maior massa 

seca aérea e de raiz (in vitro e no lampadário), maior altura (in vitro e no 
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lampadário) (Figura 11).  

A produção de AIA com a adição de triptofano ao meio de cultura LM 

teve correlação com a germinação de sementes em centeio, enquanto a 

produção de sideróforos e as solubilização de fosfatos estão correlacionadas 

com as variáveis de massa seca, comprimento de raiz e altura da planta.  

 

Figura 11. Análise de componentes principais dos parâmetros relacionados 

à promoção de crescimento de centeio quando inoculados com os isolados de 

rizóbios Tp34 (vermelho) e Tp46 (roxo), e as estirpes SEMIA 2076 (verde) e 2081 

(preto) e comparados com os controles N 100% (celeste) e N 50% (azul). AIAt= 

produção de ácido indol-acético com adição de triptofano, AIA = produção de 

ácido indol acético sem adição de triptofano, solubilização de fosfatos, produção 

de sideróforos, altura da planta  in vitro e em lampadário, MSPA= massa seca 

da parte aérea in vitro e no lampadário, MSR = massa seca de raiz in vitro e no 

lampadário  e germinação de sementes em centeio. Variabilidade total= 53,5%. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Para este estudo, foram obtidos isolados de rizóbios autóctones 

simbiontes com o trevo vermelho, cultivar URS BRS Mesclador, de amostras 

de solo provenientes de áreas sem histórico de cultivo desta espécie forrageira, 

que é uma planta introduzida no país. Isto pode ser explicado pela presença de 

outras leguminosas forrageiras, incluindo outra espécie de trevo (Trifolium 

repens ou trevo branco) nesses solos. Se sabe que Rhizobium leguminosarum 

bv. trifolii nodula espécies de trevos (CIEŚLA et al., 2016) e é provável que este 

microrganismo esteve presente no solo com o trevo branco e por isso foi capaz 

também de nodular ao trevo vermelho. No caso dos solos com outras 

forrageiras, possivelmente o rizóbio foi parte de uma população autóctone que 

se encontrava em forma de vida livre na rizósfera dessas forrageiras, e quando 

entrou em contato com o trevo vermelho fez associação simbiótica com ele. 

Resultados semelhantes foram observados em trabalhos com Lotus glaber 

(FONTOURA et al. (2011), onde os autores selecionaram rizóbios eficientes  de 

solo de áreas sem histórico deste cultivo,  e no estudo de CUBILLOS-

HINOJOSA et al. (2021), onde se selecionaram rizóbios eficientes com 

Leucaena a partir de solos com Desmodium sp., bracatinga (Mimosa sp.), 

maricá (Mimosa bimucronata) e ingá (Inga marginta).  

Na autenticação dos isolados obtidos, se observaram plantas de 

trevo vermelho sem nódulos, indicando que aqueles isolados não eram 

rizóbios, os quais foram descartados. Porém, se observaram também plantas 

com nódulos brancos, o que indica uma ineficiência na FBN. Isto pode ser 

explicado porque mesmo sabendo que Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

tem uma faixa de hospedeiros limitados para espécies do gênero Trifolium. 

(KUMAR et al., 2015), se tem evidenciado nodulações não efetivas entre 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii e trevos. Algumas cepas de Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii são efetivas em Trifolium subterraneum mas 

parcialmente efetivas em Trifolium pratense, ou estirpes que são totalmente 

efetivas em Trifolium ambiguum porém não efetivas em Trifolium pratense 

(MAREK-KOZACZUK et al., 2017). 

Dos 40 isolados de rizóbios autenticados, sete foram selecionados 

pela diversidade das características da amostra de solo de onde foram isoladas 
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(Tabela 3). Junto com as estirpes SEMIA 251, SEMIA 259, SEMIA 276, SEMIA 

2038, SEMIA 2075, SEMIA 2076, SEMIA 2079, SEMIA 2081 e SEMIA 2082 

foram avaliados quanto à morfologia colonial e todos apresentaram 

características coloniais típicas de rizóbios (bordo liso, forma circular, elevação 

convexa e superfície brilhosa). Quanto ao crescimento colonial (Tabela 4), os 

isolados autóctones e estirpes SEMIA tiveram colônias de 3-7 mm aos 6 dias 

de incubação, característica relacionada ao gênero Rhizobium, que é 

caracterizado por um crescimento rápido, geralmente de 2-4 mm de diâmetro 

aos 3-5 dias de incubação, com colônias circulares, convexas e de reação 

ácida em meio LMA (WANG et al., 2001). As estirpes SEMIA 2075 e 2076 foram 

as únicas estirpes que não tiveram esse crescimento colonial rápido, já que ao 

sexto dia de incubação, suas colônias tinham 1,5 - 2 mm de diâmetro. Além 

disso, não mostraram acidificação no meio de cultura, indicando-nos que é 

provável que não estejam relacionadas ao gênero Rhizobium.  

No nosso estudo, tanto os isolados autóctones quanto as estirpes 

SEMIA apresentaram a capacidade de produção de ácido indol acético em 

meio LM com e sem adição de triptofano, considerada uns dois mecanismos 

mais estudados para avaliar a capacidade na promoção de crescimento 

(BORGES et al., 2019). O rizóbio que se destacou foi o isolado autóctone Tp46 

com uma média de 5.33 µg.ml-1 (Tabela 5). Este valor é baixo comparado com 

os resultados encontrados na literatura, tais como o estudo de CHAGAS-

JÚNIOR et al. (2009), onde se obtiveram valores de produção de AIA na faixa 

de 12 – 1232 mg.ml-1, ou mais recentemente no estudo de MACHADO et al. 

(2018), onde se teve um valor máximo de 60.7 µg.ml-1 de AIA. Porém, sabe-se 

que certos fito-hormônios (por exemplo auxinas, etileno) estimulam o 

crescimento da planta dentro de uma janela estreita de baixa concentração 

(BISWAS et al., 2000). Uma alta produção deste hormônio pode ter um efeito 

prejudicial ao desenvolvimento das plantas, como observado no trabalho de 

SCHLINDWEIN et al. (2008). Estes autores avaliaram a influência da 

inoculação de rizóbios em germinação de alface em que o isolado TV-13 teve 

um valor de produção de AIA de 171.1 µg.ml-1, sendo 100 vezes maior do que 

os outros isolados avaliados, mas deletéria para as plântulas de alface, 

enquanto os isolados que produziram entre 1.2-3.3 µg.ml-1 foram os melhores. 

Resultados semelhantes foram observados no estudo de MACHADO et al. 
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(2018), onde a bactéria com maior produção de AIA foi o pior tratamento na 

promoção de crescimento em casa de vegetação. No presente estudo, os 

resultados mostraram que o rizóbio Tp46 incrementou a germinação de 

sementes de centeio em 30% em relação ao controle LM (Tabela 7). Em razão 

deste efeito estimulatório, parece que as quantidades de AIA produzidas por 

Tp46 se encontram dentro de uma faixa benéfica para a planta. 

Outro mecanismo de promoção de crescimento muito estudado é a 

solubilização de fosfatos. Rizóbios e rizobactérias solubilizadoras de fosfatos 

incrementam o conteúdo de fósforo e o crescimento em plantas leguminosas e 

não leguminosas (PEIX et al., 2001, LARA et al., 2011). No presente estudo, 

apenas a estirpe SEMIA 2076 apresentou capacidade para solubilização de 

fosfato tricálcico apresentando um índice de solubilização de fosfato (ISF = 

diâmetro do halo/diâmetro de colônia) de 2.42 no final do experimento, 

igualando ao controle positivo VP16 (Figura 3). Este resultado é semelhante 

com os valores obtidos no estudo de CHAGAS-JUNIOR et al. (2010), onde os 

autores reportaram que 85% dos seus rizóbios solubilizadores de fosfatos 

tiveram um ISF baixo (menor a 2), e 13% tiveram um valor médio (2-4). A 

estirpe SEMIA 2076 teve valores maiores de ISF comparado com os resultados 

obtidos por BARROS et al. (2015) no seu estudo de rizóbios de nódulos de 

Cajanus cajan onde o valor máximo de ISF foi de 1.53. A capacidade de 

solubilização da estirpe SEMIA 2076 foi precoce porque houve formação de 

halo ao redor da colônia desde o primeiro dia após inoculação.  

Um dos mecanismos mais usados pelas bactérias para solubilizar 

fosfatos é a produção extracelular de ácidos orgânicos, os quais formam 

complexos com os iones metálicos associados ao fosforo e tornam ele numa 

forma solúvel (CORRALES et al., 2014). A estirpe SEMIA 2076 não mostrou 

acidificação do meio (Tabela 4), o que descarta a possibilidade de ser produtora 

de ácidos. Resultados similares foram observados no estudo de CHAGAS-

JUNIOR et al. (2010), no qual isolados solubilizadores de fosfatos alcalinizaram 

ou não alteraram o pH do meio. 

Neste estudo, onze isolados produziram sideróforos no meio CAS 

com valores de IPS na faixa de 1,5 – 7,3 e diâmetro de halo na faixa 5 – 23 

mm. Os isolados que se destacaram foram os rizóbios autóctones Tp57 e Tp34 

e as estirpes SEMIA 2038 e 276 (Figura 5), cujos diâmetros de produção de 
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sideróforos foram 19,7, 22,7 e 20,5 e 12,0 mm respectivamente (Tabela 6). 

Estes valores foram maiores comparados com os resultados obtidos por  

OGUTCU & AVSAR (2020), onde os autores observaram diâmetros de halo na 

faixa de 9 – 12.5 mm, e no estudo de HARSHITHA et al. (2020) em rizóbios de 

Cajanus cajan, onde observaram diâmetros de halo na faixa de 6.5 – 10.5 mm. 

Dos quatro rizóbios mencionados, o isolado Tp34 teve um alto valor de IER na 

promoção de crescimento em centeio (Figura 10), pode ser a produção de 

sideróforos um mecanismo potencial para ele na promoção de crescimento. 

Na germinação de sementes inoculadas pelos rizóbios deste estudo, 

o isolado autóctone Tp46 alcançou um percentual de germinação de 81%, 

proporcionando um aumento de 18 % no percentual de germinação comparado 

com o controle água (Tabela 7). Além disso, as sementes inoculadas com o 

Tp46 apresentaram uma velocidade de germinação de 11,6 sementes por dia, 

sendo superior ao controle água. Esses valores são menores em relação aos 

obtidos no estudo de SCHLINDWEIN et al. (2008), em que rizóbios do gênero 

Bradyrhizobium e Rhizobium foram inoculados em sementes de alface e 

produziram percentuais de germinação na faixa de 84 – 96.5 % e velocidades 

de germinação maiores a 15. STROSCHEIN et al. (2011), também descrevem 

que os rizóbios alcançaram percentuais de germinação maiores que 90% e 

valores na velocidade de germinação maiores que 20. Porém é importante 

destacar que na cultivar BRS Serrano de centeio, a germinação esperada é de 

60% e com o uso do isolado Tp46, esta chegou a 80%. Existem estudos que 

demonstram que os benefícios da inoculação de rizóbios em não leguminosas 

pode começar desde a germinação de sementes. No estudo de STROSCHEIN 

et al. (2011) os autores concluíram que a inoculação com rizóbios acelerou o 

processo e o crescimento das plântulas de arroz. Da mesa forma, HAHN et al. 

(2016) descreveram que o rizóbio UFRGS Lc348 acelerou a germinação inicial 

de um cultivar de arroz em mais de 38%. Por outro lado, nas fases iniciais do 

desenvolvimento de plantas, a inoculação de rizóbios produtores de AIA pode 

incrementar a velocidade de germinação de sementes inoculadas como 

observado por SCHLINDWEIN et al. (2008) e VARGAS et al. (2009). Em nosso 

estudo se observou que o isolado de rizóbio Tp46 foi quem se destacou na 

produção de AIA e também na germinação de sementes. Porém, não é possível 

estabelecer uma correlação nestas variáveis, porque se observou também que 
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o isolado Tp35 proporcionou um alto valor de germinação (Tabela 7) e teve um 

dos mais baixos valores de produção de AIA (Tabela 5). Outros compostos 

sintetizados por estes rizóbios podem estar influenciando a germinação de 

sementes de centeio, como a produção de giberelinas, as quais são hormônios 

que atuam em processo de quebra de dormência e emergência da plântula 

(FLORENTINO et al., 2017). 

No teste in vitro de promoção de crescimento se destacaram as 

estirpes SEMIA 2076 e o isolado autóctone Tp34, os quais alcançaram uma 

IER maior ao 100% (Figura 9), considerando-se a produção de massa seca da 

parte aérea. No teste de promoção de crescimento com plantas em substrato 

esterilizado de vermiculita e areia, os resultados variaram. O isolado Tp34, 

manteve uma forte influência positiva na promoção de crescimento, mas a 

estirpe SEMIA 2076 não teve um ótimo resultado (Figura 10). Caso contrário 

aconteceu com o isolado Tp46, que não mostrou bons resultados no teste in 

vitro, mas se destacou no teste com plantas em substrato esterilizado. Os 

resultados mostram que é necessária a realização de experimentos a campo 

para se avaliar esses rizóbios. DA SILVA (2016) em seu estudo de plantas de 

aveia inoculadas com rizóbios para avaliação na promoção de crescimento, 

também observou que a inoculação foi estatisticamente igual ao controle N+, 

quanto ao acumula de massa seca da parte aérea. Por outro lado, 

STROSCHEIN et al. (2011) também observaram que a inoculação de rizóbios 

em sementes de arroz promoveram aumento na altura das plantas. 

Na avaliação da FBN in vitro, os isolados que se destacaram foram 

novamente a estirpe SEMIA 2076 e o rizóbio autóctone Tp34, com valores de 

IER de 100,2% e 104,2%, respectivamente (Tabela 8), superando ambos ao 

controle N+. Cabe destacar que todos os isolados autóctones induziram a 

nodulação de forma eficiente em plantas de trevo vermelho cultivar URS BRS 

Mesclador, e no caso das estirpes SEMIA, quatro delas não apresentaram uma 

fixação eficiente (SEMIA 251, 259, 2038 e 2082) resultando em valores de IER 

muito baixos (Figura 8). Já as estirpes SEMIA 2075 e SEMIA 2079 não 

induziram a formação de nódulos nas raízes de Trevo vermelho (cultivar URS 

BRS Mesclador), nas condições de realização do experimento. Na avaliação 

da FBN em plantas cultivadas em substrato vermiculita e areia foram 

observadas diferenças quanto ao N total, sendo que o isolado autóctone Tp34 
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foi o único que superou ao controle N-, com uma média de 0,522 mg de N por 

planta (Tabela 10). 

 As estirpes SEMIA 2081 e SEMIA 2082 são as liberadas pelo MAPA 

(SDA, 2011) para a produção de inoculantes para Trevo vermelho. No entanto, 

nossos resultados de avaliação da Fixação Biológica de Nitrogênio em plantas 

da cultivar URS BRS Mesclador de Trevo vermelho in vitro, mostraram que a 

estirpe SEMIA 2082 não induziu a nodulação eficiente. Já no experimento com 

plantas de Trevo vermelho cultivadas em substrato areia e vermiculita 

esterilizada, a inoculação com a estirpe SEMIA 2081, produziu o menor valor 

de nitrogênio total (Tabela 10). Isto confirma a importância da seleção de 

estirpes fixadoras de nitrogênio para esta nova cultivar. 

Os isolados autóctones Tp34 e Tp46 mostraram um grande 

potencial para estudos futuros, principalmente o isolado Tp34, com uma 

eficiência relativa da FBN superior às das estirpes SEMIA 2081 e SEMIA 2082, 

atualmente recomendadas para produção de inoculantes para o trevo 

vermelho. É importante destacar também a estirpe SEMIA 2076, sendo que foi 

a única estirpe com morfologia colonial diferente ao gênero Rhizobium e que 

induziu a nodulação eficiente em plantas de trevo vermelho URS BRS 

Mesclador (Tabela 9). Além disso, teve uma boa capacidade na promoção de 

crescimento em centeio, alcançando uma IER de 100% no experimento in vitro 

(Figura 9). 

Atualmente não existem trabalhos de seleção de estirpes na cultivar 

URS BRS Mesclador de trevo vermelho, sendo estes resultados uma base 

importante para a futura produção de inoculantes para este cultivo. Em função 

dos resultados obtidos neste trabalho, os isolados Tp34 e Tp46 apresentam 

potencial para serem considerados em estudos de seleção de estirpes a campo 

para a nova cultivar de trevo vermelho URS BRS Mesclador.  
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7. CONCLUSÕES  

 

Existem rizóbios autóctones nos solos do Rio Grande do Sul que são 

capazes de formar simbiose com a nova cultivar de trevo vermelho URS BRS 

Mesclador.  

Dos rizóbios estudados, o isolado Tp46 se destaca na produção de 

AIA, a SEMIA 2076 na solubilização de fosfatos, e os isolados Tp57, Tp34 e 

estirpes SEMIA 2038 e SEMIA 276 na produção de sideróforos.  

 Os isolados de rizóbios Tp34 e Tp46 apresentam uma alta eficiência 

simbiótica em plantas de trevo vermelho cultivar URS BRS Mesclador e 

promovem o crescimento em centeio BRS Serrano. 

Nas condições do nosso trabalho, os isolados Tp46 e Tp34 são mais 

eficientes do que as estirpes SEMIA 2081 e SEMIA 2082, recomendadas pelo 

MAPA como inoculantes para o trevo vermelho. 

Os isolados Tp34 e Tp46 apresentam potencial para serem 

considerados em estudos de seleção a campo para a nova cultivar de trevo 

vermelho. 
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9. APÊNDICES  

 

APÊNDICE 1 

Curva padrão de AIA sintético usada no teste de produção de AIA 
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APÊNDICE 2 

Análise estatística com software InfoStat 

 

1. Produção de ácido indol acético 

 

Produção em caldo LM sem adição de triptofano 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0456. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas     
SEMIA 2076 0.80 A    
SEMIA 2079 0.80 A    
SEMIA 259 0.72 A    
SEMIA 276 0.72 A B C  

Tp22 0.64 A B C  
Tp57 0.64 A B C  

SEMIA 2082 0.64 A B C  
SEMIA 2075 0.57 A B C  
SEMIA 2038 0.57 A B C  

Tp12 0.64 A B C D 

SEMIA 251 0.57 A B C D 

Tp04 0.49 A B C D 

Tp35 0.49  B C D 

Tp34 0.41   C D 

SEMIA 2081 0.25   C D 

Tp46 0.10    D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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Produção em caldo LM com adição de triptofano 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0024. 

Significância  

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas         

Tp46 5.02 A       

Tp12 3.53 A B     

SEMIA 2079 3.45 A B C   

SEMIA 251 2.05 A B C   

SEMIA 259 1.81 A B C   

SEMIA 276 1.66 A B C D 

SEMIA 2075 1.42 A B C D 

Tp57 1.27   B C D 

SEMIA 2076 1.11   B C D 

SEMIA 2081 1.35     C D 

Tp22 1.03     C D 

SEMIA 2038 1.11     C D 

Tp04 1.11       D 

Tp35 1.03       D 

SEMIA 2082 0.80       D 

Tp34 1.03       D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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2. Solubilização de fosfatos 

 

1° dia 

• Teste de Wilcoxon Mann Whitney α=0,05, p-valor > 0,2. Não significância  

 

2° dia 

• Teste de Wilcoxon Mann Whitney α=0,05, 0,05<p-valor<0,1. Não 

significância 

 

3° dia 

• Teste de Wilcoxon Mann Whitney α=0,05, 0,05<p-valor<0,1. Não 

significância 

 

4° dia 

• Teste de Wilcoxon Mann Whitney α=0,05, 0,05<p-valor<0,1. Não 

significância 

 

5° dia 

• Teste de Wilcoxon Mann Whitney α=0,05, p-valor > 0.2. Não significância 
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3. Produção de sideróforos 

 

2° dia 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0043. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas       

Tp34 4.00 A   

SEMIA 2081 2.00 A B  

SEMIA 276 2.00 A B  

Tp57 2.00 A B  

SEMIA 2038 1.75  B C 

SEMIA 2075 1.67  B C 

SEMIA 2079 1.50   C 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

4° dia 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0042. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas       

Tp57 5.25 A   

SEMIA 2038 5.00 A   

Tp34 4.50 A   

SEMIA 2075 3.83 A B  

SEMIA 276 3.50 A B  

SEMIA 2081 2.50 A B C 

Tp22 2.00  B C 

SEMIA 2082 1.75  B C 

SEMIA 2079 1.50   C 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

6° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.000. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 
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Tratamento Médias          

SEMIA 2038 5.86 A      

Tp57 5.50 A B     

SEMIA 276 4.94  B     

SEMIA 2075 4.14   C    

Tp34 3.83   C    

SEMIA 2081 2.67    D   

SEMIA 2082 2.13    D E  

Tp22 1.87     E F 

SEMIA 2079 1.75     E F 

Tp04 1.67     E F 

SEMIA 2076 1.23      F 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

11° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.000. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias         

SEMIA 2038 6.83 A     

Tp57 6.56 A     

Tp34 5.81 A B    

SEMIA 276 5.22  B    

SEMIA 2075 3.86   C   

Tp04 3.17   C D  

SEMIA 2079 2.90   C D E 

SEMIA 2082 2.50    D E 

SEMIA 2081 2.06    D E 

SEMIA 2076 2.04     E 

Tp22 2.00     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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4. Efeito na germinação de sementes de centeio 

 

Percentagem de germinação 

 

2° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.002. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias          

SEMIA 276 72.23 A      

Tp46 71.10 A B     

Tp35 68.90 A B C    

SEMIA 2079 68.87 A B C    

SEMIA 2076 65.57 A B C D   

Tp57 63.37 A B C D   

SEMIA 2038 63.33 A B C D   

SEMIA 259 62.23 A B C D   

Água 61.13 A B C D   

Tp34 60.03 A B C D   

Tp04 58.90 A B C D   

SEMIA 2075 57.80  B C D E  

SEMIA 2082 57.77  B C D E  

SEMIA 251 57.77  B C D E  

Tp12 55.53   C D E  

SEMIA 2081 52.23    D E F 

Tp22 44.47     E F 

LM 40.00      F 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

3° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.010. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias          

Tp46 77.80 A      

SEMIA 276 75.57 A B     

Tp35 73.33 A B C    

SEMIA 2079 71.13 A B C D   

SEMIA 2082 68.87 A B C D   

SEMIA 259 67.77 A B C D   
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SEMIA 2076 67.77 A B C D   

SEMIA 2038 67.77 A B C D   

Tp04 66.67 A B C D E  

Tp57 65.57 A B C D E  

Tp34 64.43 A B C D E  

SEMIA 251 62.23  B C D E  

Água 61.13   C D E F 

SEMIA 2075 61.10   C D E F 

Tp12 61.10   C D E F 

SEMIA 2081 57.77    D E F 

Tp22 53.33     E F 

LM 47.77      F 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

4° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.022. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias          

Tp46 81.13 A      

SEMIA 276 76.67 A B     

Tp35 75.57 A B C    

SEMIA 2079 73.33 A B C D   

SEMIA 2076 71.10 A B C D   

Tp57 71.10 A B C D   

SEMIA 259 70.00 A B C D E  

SEMIA 251 68.90 A B C D E  

SEMIA 2038 68.87 A B C D E  

SEMIA 2082 68.87 A B C D E  

Tp04 67.80 A B C D E  

Tp34 64.43  B C D E F 

Tp12 63.33  B C D E F 

SEMIA 2075 63.33  B C D E F 

Água 62.23   C D E F 

SEMIA 2081 61.13    D E F 

Tp22 56.67     E F 

LM 51.10      F 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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5° dia 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.033. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias          

Tp46 81.13 A      

SEMIA 276 76.67 A B     

Tp35 75.57 A B C    

SEMIA 2076 74.43 A B C    

SEMIA 2079 73.33 A B C    

SEMIA 259 71.10 A B C D   

Tp57 71.10 A B C D   

SEMIA 2082 70.00 A B C D   

SEMIA 251 68.90 A B C D   

SEMIA 2038 68.87 A B C D   

Tp04 67.80 A B C D   

Tp12 64.47  B C D E  

SEMIA 2075 64.43  B C D E  

Tp34 64.43  B C D E  

Água 63.33  B C D E  

SEMIA 2081 61.13   C D E  

Tp22 57.77    D E  

LM 51.10     E  
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Velocidade de germinação (GSI) 

 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.004. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias          

Tp46 11.58 A      

SEMIA 276 11.25 A B     

Tp35 10.94 A B C    

SEMIA 2079 10.72 A B C    

SEMIA 2076 10.50 A B C D   

Tp57 10.14 A B C D   

SEMIA 259 10.12 A B C D   

SEMIA 2038 10.03 A B C D   

SEMIA 2082 9.84 A B C D   

Tp04 9.69 A B C D E  
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SEMIA 251 9.61  B C D E  

Tp34 9.44  B C D E  

Água 9.32  B C D E  

SEMIA 2075 9.23   C D E  

Tp12 9.12   C D E  

SEMIA 2081 8.64    D E F 

Tp22 7.87     E F 

LM 7.02      F 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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5. Fixação biológica de nitrogênio em trevo vermelho 

 

5.1. Avaliação in vitro 

 

Altura de plantas 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.000. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas        

Tp34 11.00 A    

Tp46 11.00 A    

SEMIA 2081 10.50 A    

Tp04 10.25 A B   

N+ 10.25 A B   

Tp35 10.00 A B   

SEMIA 2076 9.00 A B   

SEMIA 276 9.25 A B   

Tp12 8.00 A B C  

Tp57 8.00 A B C D 

Tp22 7.50  B C D 

SEMIA 251 6.50   C D 

SEMIA 2079 5.25   C D 

SEMIA 259 5.50   C D 

SEMIA 2075 5.50   C D 

SEMIA 2038 5.50   C D 

SEMIA 2082 5.75   C D 

N- 5.50    D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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Massa seca parte aérea 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.000. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas        

Tp34 11.40 A    

Tp57 10.68 A B   

SEMIA 2076 10.35 A B   

N+ 12.20 A B   

Tp46 10.15 A B   

SEMIA 2081 9.50 A B   

Tp04 8.60 A B C  

Tp35 8.30 A B C  

Tp12 8.50 A B C  

Tp22 8.10  B C  

SEMIA 276 6.65  B C D 

SEMIA 2075 5.50  B C D 

N- 5.00   C D 

SEMIA 2082 4.15    D 

SEMIA 251 4.45    D 

SEMIA 2079 4.18    D 

SEMIA 259 4.05    D 

SEMIA 2038 4.43    D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Massa seca radicular 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.000. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas         

SEMIA 2075 4.85 A     

Tp22 3.00 A     

N+ 3.35 A     

SEMIA 2081 2.70 A B    

SEMIA 2076 2.50 A B    

Tp34 2.35 A B C   

Tp35 2.40 A B C D  

SEMIA 2079 2.18  B C D  

Tp04 2.25  B C D  
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Tp46 1.90  B C D  

Tp57 1.80  B C D E 

SEMIA 2082 1.85   C D E 

SEMIA 276 1.85   C D E 

SEMIA 251 1.55   C D E 

Tp12 1.85   C D E 

N- 1.75    D E 

SEMIA 259 1.65    D E 

SEMIA 2038 1.18     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Nodulação 

 

Início do teste 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.000. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias         

SEMIA 2076 4,17 A     

Tp34 3,88 A B    

Tp04 3,00 A B C   

Tp57 2,60  B C D  

Tp35 1,80   C D E 

Tp22 1,67   C D E 

SEMIA 2081 1,67   C D E 

Tp46 1,29    D E 

Tp12 1,20    D E 

SEMIA 2082 1,17    D E 

SEMIA 276 1,00     E 

SEMIA 259 0,33     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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Final do teste 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0027. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas         

Tp57 7,0 A     

Tp04 5,00 A B    

SEMIA 251 6,00 A B    

Tp12 6,00 A B    

Tp35 6,00 A B C   

SEMIA 2076 5,50 A B C   

Tp34 4,50 A B C   

SEMIA 2082 4,00 A B C D  

SEMIA 276 5,00 A B C D  

SEMIA 2081 4,00 A B C D  

Tp22 3,50  B C D E 

Tp46 2,00   C D E 

SEMIA 2038 0,00    D E 

SEMIA 259 0,00     E 
Tratamentos com letra comum não são diferentes 

estatisticamente significativos 
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5.2. Avaliação em lampadário 

 

Massa seca parte aérea 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.0008. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias       

N+ 15.66 A   

Tp34 14.74 A B  

SEMIA 2081 14.22 A B  

SEMIA 2076 12.36  B  

Tp46 12.25  B  

N- 6.69   C 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Massa seca radicular 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.205. Não significância 

 

Nitrogênio total 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0318. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas     

N+ 0,53 A  

Tp34 0,53 A  

SEMIA 2076 0,43 A B 

SEMIA 2081 0,35 A B 

Tp46 0,40 A B 

N-   B 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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6. Promoção de crescimento em centeio  

 

6.1. Avaliação in vitro 

 

Altura de plantas 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.004. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas         

Tp34 31.50 A     

SEMIA 2082 31.00 A B    

SEMIA 2076 30.75 A B C   

SEMIA 2075 26,00 A B C D  

SEMIA 2038 26,75 A B C D E 

N 100% 27,00  B C D E 

Tp46 26,00   C D E 

SEMIA 2079 26,00   C D E 

Tp22 26,00   C D E 

SEMIA 259 27,50    D E 

SEMIA 276 24,00    D E 

Tp12 24,00    D E 

N 50% 21,75    D E 

Tp35 22,75    D E 

SEMIA 251 24,50    D E 

Tp57 23,00    D E 

SEMIA 2081 22,50    D E 

Tp04 21,00     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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Cumprimento de raiz 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0001. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas           

Tp34 13.00 A       

SEMIA 2076 12.25 A B      

SEMIA 2082 9.50 A B C     

N 50% 8.25 A B C     

SEMIA 2079 8.50 A B C D    

Tp35 8.75 A B C D E   

Tp22 7.50 A B C D E F  

Tp57 7.25 A B C D E F  

SEMIA 2075 7.00  B C D E F  

N 100% 6.75   C D E F  

SEMIA 2081 6.50   C D E F G 

Tp12 6.50    D E F G 

SEMIA 2038 6.50    D E F G 

SEMIA 276 6.50     E F G 

SEMIA 259 6.00      F G 

Tp46 5.50      F G 

Tp04 4.00      F G 

SEMIA 251 4.75       G 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Massa seca aérea 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.000. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias         

SEMIA 2076 13,97 A     

Tp34 13,67 A     

N 100% 12,39 A B C   

SEMIA 2082 12.38 A B C   

Tp35 11.45 A B C D  

SEMIA 2075 11.42  B C D  

Tp22 11.20   C D E 

Tp12 10.66   C D E 

SEMIA 276 10.10    D E 

Tp46 10.06    D E 
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Tp04 9.98    D E 

SEMIA 2079 9.97    D E 

Tp57 9.90    D E 

SEMIA 2038 9.66    D E 

N 50% 9.44    D E 

SEMIA 251 9.37    D E 

SEMIA 2081 9.28    D E 

SEMIA 259 9.01     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Massa seca radicular 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.0001. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas         

Tp34 5.60 A     

Tp35 4.40 A B    

SEMIA 2076 3.23 A B C   

Tp12 3.30 A B C   

SEMIA 2075 2.30  B C D  

N 100% 2.10  B C D  

Tp46 2.00  B C D  

Tp22 2.50  B C D  

N 50% 2.15   C D  

SEMIA 2079 2.00   C D E 

SEMIA 276 2.00   C D E 

SEMIA 2082 1.88   C D E 

SEMIA 2038 1.95    D E 

SEMIA 251 1.80    D E 

SEMIA 259 1.70    D E 

Tp57 1.50    D E 

SEMIA 2081 1.05    D E 

Tp04 1.00     E 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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6.2. Avaliação em lampadário 

 

Massa seca da parte aérea 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.045. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas     

Tp34 35,00 A  

N 100% 32,50 A  

Tp46 35,00 A  

SEMIA 2081 31,00 A B 

SEMIA 2076 26,50 A B 

N 50% 24,00  B 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 

Massa seca radicular 

• Teste não paramétrico Kruskal Wallis α=0,05, p-valor = 0.004. 

Significância 

• Teste de Dunn para comparações múltiplas de medianas 

 

Tratamento Medianas        

SEMIA 2076 69.00 A    

Tp34 61,00 A B   

N 100% 59,00 A B C  

N 50% 47,50  B C D 

Tp46 46,50   C D 

SEMIA 2081 37,50    D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 
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Altura da planta 

• ANOVA α=0,05, p-valor = 0.000. Significância 

• Teste LSD Fisher para comparações múltiplas de médias 

 

Tratamento Médias        

Tp34 35,90 A    

Tp46 34,65 A B   

S-2076 33,20 A B   

S-2081 31,50  B C  

N100 29,50   C  

N50 24,63    D 
Tratamentos com letra comum não são 

diferentes estatisticamente significativos 

 


