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" ... mas sei, que plantado num sono de terra
Voltarei um dia destes

A nascer da morte,

Porque aterra,

A terra é o maior de todos os ventres desta vida
Sou semente que chegou no tempo!...

E sou antes mesmo de saber que era...

Hoje que sei, ndo me permito morrer nuncal...

Glénio Fagundes - Cismando

Dedico a minha familia.
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RIZOBIOS SIMBIONTES EM TREVO PERSA EFICIENTES NA PROMOCAO
DE CRESCIMENTO DE CEREAIS DE INVERNO?

Autor: Bruno Treichel dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa
Co-orientadora: Dra. Anelise Beneduzi da Silveira

RESUMO

Rizobios sdo bactérias fixadoras de nitrogénio, simbiontes de leguminosas,
capazes de promover o crescimento de gramineas. O objetivo deste estudo foi
selecionar estirpes eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) em plantas
da cultivar BRS Resteveiro de trevo persa (Trifolium resupinatum L.) e avaliar
seu efeito na promocao de crescimento em trigo duplo propdsito, cultivar BRS
Taruma, e triticale, cultivar BRS Saturno. Foram isolados rizobios de amostras
de solo da cidade de Porto Alegre e testados, juntamente com estirpes SEMIA,
em plantas de trevo persa cultivadas em casa de vegetacdo. Foram avaliadas
massa seca de parte aérea e raizes, volume de raiz, e nUmero e massa seca de
nodulos. Plantas de trigo foram inoculadas com estirpes SEMIA, em casa de
vegetacao, e avaliadas quanto a altura, nimero de folhas e perfilhos, volume de
raiz, massa seca de parte aérea a raiz. Plantas de triticale foram inoculadas com
as bactérias mais promissoras dos experimentos anteriores, sendo avaliados
massa seca de parte aérea e raiz e volume de raiz. Para todos, foi calculada a
eficiéncia relativa dos rizébios na promocao de crescimento. Os rizobios foram
testados quanto a producdo de AlA, sideréforos, melanina e solubilizacdo de
fosfato tricalcico. No experimento com trevo persa, a estirpe SEMIA 2031 foi a
mais eficiente, superando o controle com Nitrogénio em todos os parametros
analisados. Em trigo, a estirpe 2030 se destacou, igualando-se ao controle N100
nos parametros massa seca de raiz e massa seca total. Em triticale, as estirpes
2030 e 2031 se destacaram, igualando-se ao controle N100 em todos os
parametros. Na caracterizacdo bioquimica, todos os isolados foram capazes de
sintetizar AlA, variando entre 0,24 e 0,98 ug mL, sem triptofano, com destaque
para Tr 36, 53, 163 e SEMIA 258, e entre 0,5 e 41,14 ug mL*, com triptofano,
com destaque para Tr 163, SEMIA 254 e 258. Foram capazes de produzir
sideroforos as bactérias Tr 53, 163 e SEMIA 254; melanina, SEMIA 254, 2031,
2017, 2013 e 2020; e solubilizar fosfato, Tr 102. Estirpes SEMIA e isolados de
rizobios autoctones foram capazes de induzir nodulacdo em plantas de trevo
persa, cultivar BRS Resteveiro. Apenas as estirpes SEMIA foram eficientes na
FBN. Estirpes SEMIA, eficientes na FBN em trevo persa, foram capazes de
promover o crescimento de plantas de trigo duplo propésito, cultivar BRS
Taruma@, e de triticale, cultivar BRS Saturno.

Palavras-chave: Trigo, Triticale, AlA, sideréforos, solubilizagéo de fosfato.
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PERSIAN CLOVER SYMBIONT RHIZOBIA EFFICIENT IN GROWTH
PROMOTION OF WINTER CEREALS!

Author: Bruno Treichel dos Santos
Adviser: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa
Co-adviser: Dr. Anelise Beneduzi da Silveira

ABSTRACT

Rhizobia are nitrogen fixing bacteria, symbionts in legume plants, capable of
grasses growth promotion. The aim of this study was to select efficient strains in
BNF in plants of the cultivar BRS Resteveiro of Persian clover (Trifolium
resupinatum L.) and to evaluate its effect in growth promotion of dual-purpose
wheat, cultivar BRS Taruma, and triticale, cultivar BRS Saturno. Rhizobia were
isolated from soil samples from the city of Porto Alegre and tested, altogether
with SEMIA strains, in plants of Persian clover cultivated in greenhouse. It was
analyzed shoot and root dry weight, root volume, and number and dry weight of
nodules. Plants of wheat were inoculated with SEMIA strains, in greenhouse, and
evaluated for height, number of leaves and tillers, root volume, shoot and root dry
weight. Plants of triticale were inoculated with the best bacteria from prior
experiments, being evaluated for shoot and root dry weight and root volume. For
all of them, it was calculated the rhizobia relative efficiency, in BNF or growth
promotion. The rhizobia were tested for IAA, siderophores, melanin production
and phosphate solubilization. In the experiment with Persian clover, the strain
SEMIA 2031 was the most effective, overcoming the control +N in all analyzed
parameters. In wheat, the strain SEMIA 2030 stood out, matching up the control
N100 in the parameters root dry weight and total dry weight. In triticale, the strains
SEMIA 2030 and 2031 stood out, matching up the control N100 in all parameters.
In the biochemical characterization, all bacteria were able to synthetize 1AA,
varying between 0,24 e 0,98 pug mL1, without tryptophan, highlighting Tr 36, 53,
163 and SEMIA 258, and between 0,5 and 41,14 pg mL™*, with tryptophan,
highlighting Tr 163, SEMIA 254 and 258. It was capable of producing siderophore
the bacteria Tr 53, 163 e SEMIA 254; melanin, SEMIA 254, 2031, 2017, 2013 e
2020; and to solubilize phosphate, Tr 102. SEMIA strains and autochthone
rhizobia isolates were capable to induce nodulation in Persian clover plants,
cultivar BRS Resteveiro. Only SEMIA strains were efficient in BNF. SEMIA
strains, efficient in BNF in Persian clover, were capable of promoting the growth
of dual-purpose wheat, cultivar BRS Taruma, and of triticale, cultivar BRS
Saturno.

Keywords: Wheat, Triticale, IAA, siderophore, phosphate solubilization.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos fazem parte da nossa vida cotidiana, desde a
microbiota intestinal até a utilizacdo para a producdo de alimentos, como
bebidas fermentadas, paes, entre outros. Na agricultura néo é diferente, sendo
o0 microbioma importante para o solo e para as plantas, principalmente em
processos como a sintese e degradacdo de moléculas e a ciclagem de
nutrientes.

Dentre esses micro-organismos do solo, estdo os rizobios, que séo
bactérias de vida livre que podem se associar com diversas plantas,
especialmente com as leguminosas, formando uma simbiose, caracterizada por
beneficiar ambos os organismos. Os rizébios sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio e ficam alojados em estruturas radiculares especificas, conhecidas
como nodulos, captando o nitrogénio atmosférico e transformando-o em aménia
e fornecendo para a planta.

Dentre as plantas leguminosas, esta o trevo persa, uma forrageira anual
de estacado fria, adaptada a solos hidromérficos, como as varzeas do Rio
Grande do Sul, onde tradicionalmente cultiva-se arroz no verdo. No inverno,
essas areas sao deixadas em pousio ou sao utilizadas para a engorda de gado
bovino, seja em campo de sucesséo ou pastagens cultivadas, geralmente com
azevem. O trevo persa tem como vantagem a sua adaptacao a solos umidos e
a habilidade de associacdo com os rizobios. Entretanto, ainda nao existe um
inoculante comercial com estirpes especificas e eficientes na fixagéo bioldgica

de nitrogénio para essa espécie, o que limita a sua expansao como leguminosa
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forrageira de inverno.

Além das leguminosas, 0s rizObios podem se associar com plantas de
outras familias, como as gramineas, amplamente utilizadas para a producgéo de
gréos e forragem. Esta interagdo planta - microrganismo ocorre de outra
maneira, que nao a simbiose, através de uma associacdo menos especifica,
geralmente com a colonizacdo endofitica de vasos e tecidos da raiz e da parte
aérea. Como os rizobios ndo sdo capazes de fixar o nitrogénio em plantas néao-
leguminosas, eles atuam promovendo o crescimento vegetal através da sintese
de substancias promotoras de crescimento, como fito hormdnios, ou através da
solubilizacédo de nutrientes, como no caso do fosfato, entre outras maneiras.

Dentre as plantas pertencentes a familia das gramineas e que podem se
beneficiar da associacdo com os rizébios, estdo o trigo (Triticum aestivum) e o
triticale (X. Triticosecale), muito utilizados principalmente para a producdo de
graos e forragem em cultivares de duplo propdsito, desenvolvidas para esse
fim. O trigo € um cereal amplamente cultivado e utilizado para a alimentacéo
humana e animal. O triticale, por sua vez, é um hibrido do trigo e do centeio,
sendo utilizado principalmente para a producdo de racdo para animais. A
inoculacao destas culturas com rizébios pode aumentar a producédo de graos e
forragem através de mecanismos que vém sendo estudados ha algumas
décadas, com o intuito de aumentar a eficiéncia da utilizacdo de insumos
agricolas, que estdo se tornando escassos e caros, dificultando a producéo de
todo o tipo de cultivo.

Assim, a utilizacdo de microrganismos que sejam promotores de
crescimento e fixadores de nitrogénio, tais como os rizobios, é de grande
importancia para viabilizar uma agricultura sustentavel e eficiente, através do

uso mais racional dos recursos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Riz6bios induzem a nodulacdo em leguminosas

Os rizobios sao bactérias Gram-negativas capazes de formar simbiose
com leguminosas e realizar a fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico
(FBN), sendo classificadas em a- e B-proteobactérias. Podem viver de forma
livre, no solo; em associacao com diversas plantas, de forma endofitica; ou em
simbiose com leguminosas, na forma de bacteroides dentro dos ndédulos
(RAHIMLOU; BAHRAM; TEDERSOO, 2021).

Os riz6bios, quando em simbiose com leguminosas, ficam alojados em
estruturas radiculares conhecidas como simbiossomas, no interior dos nodulos,
formados pelas plantas em resposta a infec¢cdo bacteriana. O processo de
nodulacdo comeca com a liberacdo de flavondides pelas leguminosas, que
induzem a formacao de fatores de nodulacao (Nod) pelas bactérias (ANDREWS;
ANDREWS, 2017; OLDROYD; DOWNIE, 2008). A percep¢ao desses compostos
pelos rizdbios se d& pela ligacdo em ativadores de transcricdo (NodD), que
provocam o inicio da sintese de fatores Nod (DOWNIE, 2014). Esses fatores Nod
sdo moléculas de lipoquitooligossacarideos, especificos de cada espécie de
rizobio, responsaveis pela ativacdo da resposta da planta & presenca dos
rizébios (OLDROYD et al., 2011).

Quando a comunicacao bioquimica é positiva, os rizébios aderem a raiz,
multiplicando-se e formando micro colonias sobre a parede celular do pelo
radicular, controlado por um mecanismo conhecido como quorum sensing, que

¢ uma forma de comunicacdo e acdo conjuntas das bactérias (PEREZ-
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MONTANO et al., 2014). Ocorre, na sequéncia, o encurvamento do pelo
radicular, aprisionando os rizébios e formando um sitio de infeccdo, que dara
origem ao corddo de infeccdo. Para tal, enzimas sdo liberadas, tanto por
bactérias quanto pela planta, para degradar a parede celular vegetal e permitir a
entrada dos rizobios. A partir dai, o corddo de infeccdo é formado pela
invaginacao da parede celular vegetal, criando um tubo que separa o0s rizobios
da parte interna das células da planta. Ao chegar nas células do cértex, da-se o
inicio da organogénese do nédulo, quando as bactérias penetram as células
vegetais, envoltas pela membrana celular vegetal, que da& origem ao
simbiossoma (OLDROYD et al., 2011).

O simbiossoma é formado nas células diferenciadas a partir do cortex
radicular, que formam o primérdio do nddulo, através da endocitose dos rizobios
provenientes do corddo de infeccdo. A partir desse momento, essa nova
estrutura € considerada uma nova organela, contendo bactérias diferenciadas
em bacteroides, com a funcéo de fixar o nitrogénio atmosférico, em troca de
fontes de carbono da planta (WANG et al., 2012).

O N presente no solo ou em solucao nutritiva influencia diretamente no
desenvolvimento de nodulos exercendo papel inibitério da simbiose, havendo
uma correlacdo direta e inversamente proporcional entre a quantidade de
nitrogénio e a quantidade de nddulos produzidos, bem como sua eficiéncia na
FBN. Com a presenca do N, ha uma sinalizacao sistémica para a supressao da
nodulacdo (PERVENT et al., 2021).

Na simbiose entre plantas e micorrizas, compostos conhecidos como
estrigolactonas (EL) sé@o secretados pelas raizes, sendo responsaveis pela
sinalizacao e inducédo da associacédo entre ambos (SHTARK et al., 2018). Em
algumas espécies de leguminosas, esses compostos podem desempenhar a
funcéo de sinalizadores para os rizébios durante o processo de nodulagao, além
de atuarem na regulacdo do numero de nodulos, desde sua formacao até
senescéncia (MCADAM et al., 2017). Em soja, o gene GmD53a € responsavel
pela sintese de enzimas que degradam EL, atuando como um limitador do
numero de nddulos. Quando o mesmo € inativado, ha um aumento consideravel
no namero de nodulos, indicando que o referido gene atua como um antagonista

na rota de sinalizacao para nodulagdo (REHMAN et al., 2022).
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Os hormoénios vegetais tém papel importante no processo de nodulagao.
No caso das citocininas, elas podem ser importantes nas etapas finais da
nodulacédo, ativando fatores de transcricdo responséaveis pelos ultimos estagios
da formagé&o dos nddulos, como o NIN, envolvido na regulacéo da diferenciacédo
do simbiossoma, e que também atua nos estagios iniciais de nodulacéo
(RUDAYA et al., 2021). O etileno, por sua vez, tem sua via de sinalizacdo ativada
durante o processo de nodulacdo. Os fatores de nodulacdo, responséaveis pela
inducéo da formacéo de nddulos, sdo capazes de reduzir a expressao de genes
envolvidos na via de sinalizacéo do etileno. Isso ocorre, pois, esse hormdnio esta
ligado a diminuicdo de infec¢cdes e doencas, sendo necessaria sua supressao
para que ocorra a simbiose (MUNOZ et al., 2021).

Todas as etapas da nodulacdo, desde a liberacdo de moléculas
sinalizadoras até a fixacdo biolégica de nitrogénio, envolvem a expressao génica
e comunicacao entre plantas e bactérias. O reconhecimento dessas moléculas,
a formacédo dos nédulos e a FBN dependem da especificidade entre ambos
(ANDREWS; ANDREWS, 2017). No caso dos trevos, os rizébios que induzem a
nodulacdo e a FBN pertencem a espécie Rhizobium leguminosarum bv trifolii
(MAUCHLINE et al., 2014). Entretanto, para que exista alta eficiéncia nesse
processo, € preciso que haja a interacdo entre a cultivar da planta e a estirpe
correta do rizobio. Caso contrario, a interagcao pode ser ineficiente, prejudicando
0 processo de obtencdo do nitrogénio atmosférico (RODRIGUEZ-NAVARRO et
al., 2022).

Além disso, os rizobios, quando no solo, precisam competir com 0s
demais micro-organismos pela prépria sobrevivéncia, obtendo recursos para se
multiplicar e colonizar as raizes das leguminosas, previamente ao processo de
infeccdo e nodulagcdo. Sem essa capacidade competitiva, 0 processo pode se
tornar inviavel, traduzindo-se em uma baixa nodulagédo (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

2.2 Fixacao bioldgica de nitrogénio
Durante o processo de FBN, ocorre a quebra da ligacao tripla entre as

duas moléculas de N, e sua transformacédo em amonia (NHs), que € liberada para

o citoplasma da célula vegetal, sendo assimilada e enviada para o restante da
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planta. Em contrapartida, a planta fornece compostos de carbono e outras
substancias (COBA DE LA PENA et al., 2018).

A FBN ¢é realizada por uma enzima conhecida por nitrogenase
(GOPALAKRISHNAN et al., 2015), que quebra a ligacdo tripla do nitrogénio
atmosférico, gerando duas moléculas de aménia. No espaco entre o bacteroide
e a membrana do simbiossoma, existe uma abundancia de ions H*, que se ligam
a amonia, transformando-a em aménio (NH4*). Esse, por sua vez, é transportado
para fora do simbiossoma, sendo utilizado pela célula vegetal para a sintese de
aminoacidos. Em troca, a planta fornece compostos de carbono, como
dicarboxilatos, principalmente malato, que servem como fontes de energia para

os bacteroides (BANASIAK et al., 2021).

2.3 Promocao de crescimento de plantas

Em plantas de familias diferentes das leguminosas, como as gramineas,
0S micro-organismos em geral sdo capazes de colonizar as raizes e a parte
aérea, de onde podem adentrar os tecidos vegetais (ALBERTON et al., 2020).
Os rizébios sédo capazes de infectar plantas por meio de fissuras radiculares,
originadas a partir da emisséo de pelos radiculares, sendo capazes de colonizar
vasos, tecidos e espacos intercelulares, de onde atuam produzindo substancias
promotoras do crescimento vegetal (HAHN et al., 2016).

Com isso, a planta pode tornar-se mais resistente a doencas e ser mais
eficiente na utilizacdo dos recursos, como agua e nutrientes. No caso das
gramineas, o nutriente mais estudado é o N, sendo que alguns micro-
organismos, como Azospirillum brasiliense, sdo capazes de fixa-lo de forma
associativa (AGUIRRE et al., 2020). No caso dos rizébios, eles promovem o
crescimento por outros mecanismos, direta ou indiretamente, por meio da
producdo de substancias indutoras de crescimento e resisténcia a patdégenos,
por exemplo. S&o capazes de aumentar a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes,
principalmente o N, chegando a substituir 50% da dose recomendada para a
cultura (SANTOS et al., 2020).

Em leguminosas, a fixagéo de nitrogénio &, de modo geral, mais eficiente
do que em gramineas, devido a simbiose com os rizobios, podendo suprir toda

a demanda de nitrogénio da planta, além de liberar N na rizosfera, beneficiando
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as plantas em consorcio. Em gramineas, a FBN pode ocorrer de forma
associativa, entretanto, € menos eficiente, exigindo que a planta absorva o
nutriente do solo (GOYAL; SCHMIDT; HYNES, 2021).

Os rizébios, quando inoculados em plantas de trigo, sdo capazes de
colonizar a planta endofiticamente, infectando os tecidos principalmente através
de fissuras radiculares, de onde se espalham pelo xilema, colonizando o interior
da raiz e da parte aérea, produzindo substancias promotoras de crescimento
vegetal (LIU et al., 2017). De forma mais especifica, as bactérias sdo capazes
de colonizar o espaco intercelular da epiderme radicular, bem como o interior
dessas células e os feixes vasculares da raiz, além da epiderme e feixes
vasculares da haste (QIU et al., 2017). A colonizagao das plantas de trigo por
rizobios envolve diversos microRNA, com regulacdo positiva e negativa, tanto
nas raizes quanto em parte aérea, sendo a expressao dependente do tempo
apos inoculacdo. Essa expressdo genética € responsavel pelo aumento de
raizes laterais, perfilhos, germinacao, desenvolvimento da plantula, absorcéo de
N (QIU et al., 2017).

Quando analisada a colonizacdo das raizes de plantas de trigo, em
comparacao com outros géneros, foi verificada uma maior abundéancia do género
Pseudomonas, sendo Rhizobium o segundo mais abundante. Nas folhas, o
género mais abundante foi Bacillus, sendo Rhizobium pouco expressivo nesse
caso. Além da interacdo genotipica, outros fatores envolvidos na abundancia,
diversidade e riqueza de micro-organismos colonizadores sdo o estadio
fenoldgico de coleta e a fertilidade/adubacéo do solo (ROBINSON et al., 2016).
No caso de Rhizobium, sua abundéancia nas raizes e nas folhas aumenta com o
avancgo dos estadios fenoldgicos. Quanto a fertilidade, o filo a-proteobacteria, do
qual o género Rhizobium faz parte, tem maior abundancia em solos com
nenhuma adubacéo, sofrendo reducdo com a aplicagdo de adubacao organica e
mineral. Tal efeito pode ser explicado pelo baixo teor de nutrientes disponiveis,
gue incentiva a interacao entre plantas e micro-organismos (ROBINSON et al.,
2016).

Plantas de triticale, quando inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento, sdo capazes de aumentar a producao de enzimas como catalase,
polifenol oxidase e peroxidase, inclusive em condi¢cdes de estresse hidrico.

Situagbes como essa aumentam a atividade oxidativa nas plantas, geralmente
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pela producéo de substancias reativas como oxigénio singleto, entre outras, que
sdo degradadas por enzimas antioxidantes como as citadas acima
(KHEIRIZADEH AROUGH et al., 2016; KHEIRIZADEH AROUGH; SEYED
SHARIFI; SEYED SHARIFI, 2016).

Dentre os mecanismos de promocao de crescimento, a sintese de AlA é
um dos mais estudados, provavelmente o mais relevante, além de ser uma
caracteristica comum entre 0s rizObios promotores de crescimento
(MENENDEZ et al., 2020). Nas plantas, essa auxina exerce um papel muito
importante, acelerando o crescimento de parte aérea e raizes, bem como a
germinacao e formacdo de nédulos em leguminosas (GOPALAKRISHNAN et
al., 2015).

A producéo de auxinas é maior em meio suplementado com triptofano,
pois ele é utilizado como precursor dessa auxina, sendo convertido por diferentes
enzimas e rotas, algumas delas ja elucidadas. Dentre elas, a rota da
indolacetamida envolve a transformagéo do precursor a indol-3-acetamida, por
meio da enzima triptofano monooxigenase, e este a auxina, por meio da enzima
indolacetamida hidrolase (ORMENO-ORRILLO et al., 2012). Outras rotas
envolvem, no minimo, duas ou mais substancias intermediarias e,
consequentemente, mais genes e enzimas mediadoras (TULLIO et al., 2019).

De forma semelhante ao AlA, a solubilizacdo de fosfatos € amplamente
estudada. Por sua elevada eletronegatividade, as moléculas de P se ligam aos
coloides do solo por meio de complexos de esfera interna, ficando inacessiveis
para as plantas. Uma das formas de disponibilizar esse elemento é através da
solubilizagdo, por meio da liberacdo de &cidos organicos produzidos pelas
bactérias promotoras de crescimento (MIR et al., 2021).

Os sideroforos, por sua vez, sdo compostos de baixo peso molecular
produzidos por bactérias promotoras de crescimento vegetal, atuando como
quelantes de ferro, tornando-os indisponiveis para micro-organismos
patogénicos, sendo reabsorvidos pelas bactérias benéficas (DAS;
PRASANNA; SAXENA, 2017). Dessa forma, bactérias que produzem
sideréforos desempenham um papel fundamental no controle do doengas,
principalmente as causadas por micro-organismos do solo (MIR et al., 2021),
atuando, assim, como supressores indiretos de crescimento de fitopatdbgenos
na rizosfera (RASOOL et al., 2021).
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A melanina, por fim, € um pigmento escuro produzido por meio da enzima
tirosinase, classificada como uma monofenol oxidase, tendo a funcdo de
proteger a célula de danos causados por luz ultravioleta, espécies reativas de
oxigénio e substancias toxicas no ambiente, além de servir como uma possivel

protecdo contra reacdes imunes da planta (PINERO et al., 2007).

2.4 Trevo persa (Trifolium resupinatum)

O trevo persa é uma leguminosa de estacdo fria adaptada a solos
hidromorficos, mal drenados, conhecidos como terras baixas ou varzeas,
comumente cultivados com arroz no veréao e deixados em pousio no inverno ou
com insercao de gado. Essa leguminosa € uma opcao de cultivo em diversos
tipos de sistemas agricolas, pois pode servir como adubacéo verde, planta de
cobertura, palhada para o cultivo do arroz e alimento para o gado (BORTOLINI
et al., 2012).

E uma espécie anual, podendo ter porte ereto, caules 0cos e grossos,
com grandes foliolos (subespécie majus), ou porte prostrado, caule fino e
pequenos foliolos (subespécie resupinatum). Por ser um cultivo de inverno, sua
semeadura deve ser realizada entre margo e maio, sendo que seu ciclo produtivo
ocorre de junho a dezembro. As sementes produzidas sdo pequenas,
apresentando uma média de 0,635 g para cada mil unidades. A cultivar
Resteveiro apresenta grande incidéncia de sementes duras, facilitando a
ressemeadura natural e manutencdo da pastagem ao longo dos anos
(BORTOLINI et al., 2012).

A producdo de sementes, tanto em qualidade quanto em quantidade, é
diretamente afetada pela disponibilidade hidrica. Sob irrigacéo, plantas de trevo
persa produziram 472 kg ha'! de sementes, enquanto plantas submetidas a
estresse hidrico, com reducdo da irrigacdo, produziram apenas 287 kg ha
(HAMDOLLAH; ASHRAF, 2017). As areas de varzea apresentam, geralmente,
alta umidade durante o inverno, o que favorece a maior producéo de sementes,
importante para comercializagcdo, ressemeadura natural e perenizacdo da
pastagem.

O trevo persa, assim como outras forrageiras, pode ser produzido em

monocultivo ou em consorcio, seja com outras forrageiras, graniferas, frutiferas
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ou hortalicas, entre outras. A diversificacdo tem como fim, entre outros pontos
positivos, aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes, principalmente do N, fixado
por rizébios simbiontes. Quando cultivado em consorcio com couve-flor, os
riz6bios em simbiose com trevo persa foram capazes de fixar 16 kg ha de N,
representando 22% do N presente nas folhas do trevo, sendo o restante
absorvido do solo, proveniente da matéria organica (TEMPESTA et al., 2019).

Em consorcio com trigo, observou-se um crescimento reduzido do trevo,
devido ao efeito alelopatico da graminea, que se torna mais competitiva e
desenvolve-se de forma mais rapida, garantindo vantagem no aproveitamento
dos recursos como espaco, luz e nutrientes. Entretanto, o trigo teve a
produtividade reduzida, apesar de ter desenvolvido a mesma quantidade de
raizes que em monocultivo (WANIC et al., 2016; WANIC; MYSLIWIEC, 2014).
Isso pode ter ocorrido pois o trevo persa também apresenta potencial alelopatico,
sendo capaz de reduzir o alongamento radicular de espécies como centeio,
mostarda, amaranto e corriola (MAIGHANY et al., 2007).

O consorcio de trevo persa com azevém é comum para alimentacdo do
gado, devido a qualidade forrageira de ambas as espécies e a boa adaptacéo
em locais com alta umidade. A producdo de matéria seca depende de varios
fatores, incluindo altura e intervalo entre pastejos, competicao entre espécies,
condig¢des climéticas etc. Em um ano agricola, por exemplo, a producéo de trevo
persa pode ser de 244 kg hal, com o azevém consorciado produzindo 1814 kg
hal, enquanto, no ano seguinte, o trevo produzir 2150 kg ha, com o azevém
consorciado produzindo 260,7 kg ha'l, indicando uma intercalagdo produtiva
entre ambos (SGANZERLA et al., 2015). Entretanto, a produtividade de trevo
persa em cultivo solteiro pode ser de até 12 t ha, sendo, nesse caso, obtida a
partir de trés cortes (BORTOLINI et al., 2012). Quando submetido a pastejo, um
corte a 5cm de altura promove uma maior produgdo de matéria seca em
comparagao com um corte de 10 cm, sendo o intervalo de desfolha de 38,5 dias
0 mais recomendando, quando comparado com intervalos menores, permitindo
o surgimento de seis folhas (SGANZERLA et al., 2011).

2.5 Gramineas hibernais de duplo propdsito

As gramineas de inverno sdo cultivadas para atender diversos
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propésitos, principalmente producdo de grdos e/ou forragem. Visando a
integracdo dos sistemas de producdo agropecuaria, cultivares de duplo
propdsito foram desenvolvidas, capazes de produzir graos e forragem, na
mesma safra. Dentre essas espécies, 0 trigo e o triticale se destacam por suas
caracteristicas agronémicas/produtivas.

O trigo (Triticum aestivum) é um dos cerais mais cultivados no mundo,
sendo utilizado para alimentagdo humana e animal. Seu principal uso é o
beneficiamento dos graos para producédo de farinha. Além disso, a planta pode
ser usada como forrageira, com o cultivo de variedades de duplo propdsito, com
posterior colheita de graos.

A variedade BRS Taruma, utilizada no presente estudo, apresentou, em
experimento realizado por Meinerz et al. (2012), producdo média de massa de
forragem inicial por corte de 3 toneladas, totalizando 9 toneladas em 3 cortes,
com massa de forragem residual de 4,5 toneladas.

O triticale (x Triticosecale) € um hibrido de trigo com centeio, cultivado
para producdo de gréos, principalmente para racdo, e forragem. No RS,
apresentou uma média de produtividade de graos de 4273 kg, entre 0s anos de
2003 e 2010 (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2011). Quanto a producédo de
forragem, em estudo conduzido por Meinerz et al (2012), foi verificada uma
média de 1856 kg em trés cortes, totalizando 5568 kg, com massa de forragem
residual de 2787 kg.



3. HIPOTESE

Os rizbbios eficientes na fixacdo simbiotica de nitrogénio em plantas de
trevo persa sdo capazes de promover o crescimento de gramineas como o trigo

duplo propésito, cultivar BRS Taruma, e o triticale, cultivar BRS Saturno.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Selecionar estirpes de rizobios eficientes na FBN em plantas da
cultivar BRS Resteveiro de trevo persa (Trifolium resupinatum L.) e avaliar seu
efeito na promocgdo de crescimento em trigo duplo propdsito, cultivar BRS

Taruma, e triticale, cultivar BRS Saturno.

4.2 Objetivos Especificos

1 — Isolar estirpes de rizébios a partir dos nddulos de trevo persa
inoculados com amostras de solo de diferentes localidades do estado do Rio
Grande do Sul;

2 — Avaliar a nodulacgéo e a eficiéncia na FBN dos isolados de rizobios
em plantas de trevo persa;

3 — Avaliar, em casa de vegetacao, as caracteristicas dos isolados de
rizobios na promocdo de crescimento em plantas de trigo duplo proposito,
cultivar BRS Taruma, e triticale, cultivar BRS Saturno;

4 — Caracterizar os isolados de rizobios quanto a capacidade de

producdo de substancias associadas a promoc¢ao de crescimento de plantas.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta de amostras

As amostras de solo foram coletadas em nove pontos da Estacéo
Experimental Agrondémica (EAA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), em Eldorado do Sul, RS, coordenadas geograficas 30°06°’19°S
51°41°26"W, bem como em 17 pontos na Faculdade de Agronomia da UFRGS,
em Porto Alegre, RS, coordenadas geograficas 30°04°26”S 51°08’07”"W. Deu-se
preferéncia para pontos onde houvesse leguminosas desenvolvendo-se ou
gramineas com crescimento vigoroso. Foram utilizados anéis metalicos (7,5 cm
de altura e diametro), que foram sendo enterrados completamente e removidos
com solo contendo raizes e plantas (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994). As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e
encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia do Departamento de Solos
da UFRGS.

5.2 Processamento das amostras de solo

As amostras de solo coletadas foram destorroadas e a parte aérea e
raizes das plantas foram removidas. Em seguida, foram pesados 10 g de solo
de cada amostra. As subamostras de 10 g foram acondicionadas em frascos de

vidro com 90 mL de agua destilada esterilizada. Posteriormente, estas amostras
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foram submetidas a agitacéo constante de 100 rpm durante 1 h com periodo de
decantacdo de 10 minutos. A seguir, foram retiradas aliquotas de 1 mL do
sobrenadante para diluicdo em frascos contendo 99 mL de &gua destilada
esterilizada. Por ultimo, foi realizada a cinco diluicdes seriadas.

5.3 Obtencéo de nddulos em pléantulas de trevo persa crescidas em tubos

As sementes de trevo persa foram escarificadas com acido sulfarico
concentrado por 15 min e lavadas 7 vezes com agua destilada esterilizada. Apds,
as sementes foram colocadas em folhas de papel toalha embebidas em agua
esterilizada, enroladas e recobertas com folha de papel aluminio, sendo
colocadas em Becker com &agua destilada esterilizada para pré-germinar em
estufa a 28 °C, por dois dias. Apds, foram escolhidas as sementes que
germinaram e transplantadas para tubos contendo gel semissoélido (agar 7,5 g L
1) com solucéo nutritiva de Sarruge (1975) esterilizada e sem nitrogénio. Apés
trés dias, as plantas foram inoculadas com aliquotas de 1 mL de cada diluicdo
da suspensdo das amostras de solo proveniente da EEA, com 2 repeticdes,

sendo mantidas em lampadario por 30 dias.

5.4 Obtencédo de nodulos em plantulas de trevo persa cultivadas em casa
de vegetacéo

As sementes de trevo persa foram escarificadas com acido sulfurico
concentrado por 15 min e lavadas 7 vezes com agua destilada esterilizada. Dez
sementes foram dispostas em vasos Leonard com substrato esterilizado,
composto de areia e vermiculita (1:2). A base dos vasos foi preenchida com
solucdo Sarruge 50%, sem N. As sementes foram inoculadas com 1 mL das

diluicbes de solo. Durante 30 dias, mantiveram-se em casa de vegetagao.

5.5 Obtencéo dos isolados de rizobios

Apoés 24 dias de cultivo, as plantas foram coletadas, sendo as
raizes separadas e lavadas com agua corrente para remoc¢ado de residuos do

substrato. Em condi¢cdes assépticas, os nodulos coletados foram lavados com
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alcool 70% e com agua destilada esterilizada, sete vezes. Os nddulos maiores e
mais proximos da coroa da raiz foram destacados com pinca estéril e esmagados
em placa de Petri com meio Levedura-Manitol (LM) e corante vermelho-congo,
onde se realizou o esgotamento do inoculo em estrias. As placas foram
acondicionadas em estufa a 28 °C até o aparecimento de coldnias visiveis, com
morfologia analoga a de rizObios (arredondadas, margens suaves,
brancas/leitosas/translicidas), que foram purificadas por repicagem em placas
de Petri. As col6nias puras foram transferidas para tubos com meio LM solido,
em triplicata, e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C (SOMASEGARAN;
HOBEN, 1994).

5.6 Certificacdo da capacidade simbidtica das estirpes de rizébios obtidas

Em casa de vegetacao, copos plasticos de 200 mL foram preenchidos
com substrato esterilizado de areia e vermiculita (1:2) e irrigados com agua
destilada esterilizada. As sementes de trevo foram escarificadas com &cido
sulfrico concentrado por 15 min e lavadas sete vezes com agua destilada
esterilizada, sendo dispostas nos copos com substrato. Cada isolado de rizébio
cresceu durante sete dias em tubo com meio LM, de onde uma algcada de
bactérias foi retirada e suspendida em tubos com &gua, com concentracao
minima de 10’ UFC mL. Cada copo foi inoculado com uma aliquota de 2 mL da
suspensao bacteriana, contando com trés repeticdes cada e controle com a
aplicacdo apenas de agua. As plantas foram irrigadas com solu¢do Sarruge
50%, sem N, semanalmente. Ap6s 30 dias, os trevos foram colhidos, tendo as
raizes lavadas em agua corrente e a nodulacdo avaliada através da presenca de
coloracdo interior avermelhada, indicando a fixacdo bioldgica de nitrogénio e
certificando que a bactéria isolada era simbionte em trevo persa
(SOMASEGARAN; HOBEN, 1994).

5.7 Eficiéncia simbidtica de rizébios inoculados em trevo persa

A eficiéncia da fixacdo biologica de nitrogénio de rizobios em simbiose
com trevo persa foi avaliada em experimento conduzido em casa de vegetacgao.

Vasos Leonard foram preenchidos com areia e vermiculita esterilizadas, na
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proporcao de 1:2. O substrato foi irrigado com solugéo Sarruge 100%, sem N,
sendo a mesma solucao colocada na base do vaso, até completar o volume. Os
vasos receberam as sementes de trevo persa escarificadas com acido sulfarico
concentrado por 15 min e sete lavagens com &gua destilada esterilizada. As
plantas foram inoculadas com 2 mL de suspenséo de rizébios contendo, no
minimo, 10’ UFC mL™, sendo utilizados os isolados obtidos denominados Tr 36,
53, 63, 102, 112, 131, 151 e 163. Também foram utilizadas as estirpes SEMIA
239, 248, 258, 2012, 2013, 2017, 2020, 2030 e 2031, de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, cedidas pelo Laboratério de Microbiologia Agricola da
Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural do Rio Grande do
Sul. Foram utilizados dois controles sem inoculacdo, sendo um sem aplicacéo
de N (Controle-N) e outro com a aplicacao de 24 mg de N por vaso (Controle+N),
dividido em oito aplicacdes semanais de 3 mg, equivalente a dose de 100% de
N (80 kg ha') (CQFS-RS/SC, 2016)

Semanalmente, foram aplicadas aliquotas de 10 mL de solucdo nutritiva
Sarruge concentrada e 5mL de solugdo de N no controle 100%, além de
reposicdo da dagua evapotranspirada. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes, e cada unidade experimental foi
constituida por um vaso contendo duas plantas de trevo persa. Aos 60 dias ap6s
a semeadura, as plantas foram coletadas, sendo a parte aérea destacada, as
raizes lavadas e os ndédulos avaliados quanto ao numero (NN). Avaliou-se o
volume de raizes frescas medindo-se em proveta de 100 mL com 70 mL de agua,
sendo o volume de raiz (VR) calculado pela anotacdo do volume total medido na
proveta menos o volume de agua inicial de 70 mL. Em seguida, a parte aérea,
as raizes e os nédulos foram colocados em estufa, a 65 °C, durante 5 dias, para
avaliacdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e
massa seca de ndédulos (MSN) (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994).

A eficiéncia simbidtica relativa foi calculada utilizando-se a MSPA aplicada
na formula proposta por Brockwell et al. (1966):

Ti—NO

Efr = N1oo—nmo

Onde:
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Efr = eficiéncia simbiotica;

Ti = Massa seca da parte aérea do tratamento inoculado;
NO = Massa seca da parte aérea do controle sem N;
N100 = Massa seca da parte aérea do controle com N.

5.8 Promocdo de crescimento em plantas de trigo duplo propdésito
inoculadas com rizébios

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao utilizando-se vasos
Leonard, contendo na parte superior a mistura de areia e vermiculita (1:2). Os
vasos foram esterilizados em autoclave e apdés, na parte inferior preenchidos
com solucao Sarruge (1975). As sementes de trigo duplo propésito, cultivar BRS
Taruma, foram desinfestadas com alcool (70%) por 1min, hipoclorito de sodio
(2%) por 2 min e lavagens sucessivas, por sete vezes, com agua destilada
esterilizada. Foram dispostas cinco sementes por vaso que, apos a emergéncia,
foram inoculadas com 2 mL do caldo de rizébios com cerca de 10’ UFC mL™.
Neste estudo, foram utilizadas as estirpes SEMIA 239, 254, 258, 2012, 2013,
2017, 2020, 2030 e 2031, pois os isolados obtidos neste estudo (Tr) ainda néo
haviam sido testados em trevo persa. Os controles foram constituidos de plantas
sem inoculacdo, com a adicdo de 50% (Controle N50) e 100% da dose de N
Controle N100). O controle N50 recebeu a dose de 1,5 mg de N em 5 mL de
aliquota, aplicada semanalmente durante oito semanas, totalizando 12 mg de N,
equivalente a 40 kg hat. O controle N100 recebeu a dose de 3 mg de N em 10
mL de aliquota, aplicada semanalmente durante oito semanas, totalizando 24
mg de N, equivalente a 80 kg ha' (CQFS-RS/SC, 2016). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticées, e cada unidade
experimental foi constituida por um vaso contendo duas plantas de trigo.

Apos 60 dias da emergéncia, as plantas foram colhidas, sendo a raiz
separada e lavada com agua corrente para determinacdo do volume, conforme
metodologia supracitada (item 5.7). Foram determinados a altura, nimero de
folnas e perfilhos e massa seca de parte aérea e raizes. A eficiéncia da
promocao de crescimento foi calculada pela férmula adaptada de Brockwell et
al. (1966):
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_ Ti—N50
"~ N100 — N50

Efr
Onde:
Efr = eficiéncia relativa;
Ti = tratamento inoculado;
N50 = controle com 50% de N;
N100 = controle com 100% de N.

5.9 Promocao de crescimento em plantas de triticale inoculadas com
rizobios

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo utilizando-se vasos
Leonard com substrato esterilizado de areia e vermiculita (1:2). Os vasos foram
esterilizados em autoclave e apos, na parte inferior preenchidos com solugéo
Sarruge (1975). Sementes de triticale, cultivar BRS Saturno, foram desinfestadas
com alcool (70%) por 1 min, hipoclorito de sddio (2%) por 2 min e agua destilada
esterilizada por sete vezes. Foram colocadas cinco sementes por vaso e, apos
a emergéncia, foram inoculadas com 2 mL de suspensao de rizébios com, no
minimo, 107 UFC mL"L. Foram utilizadas as estirpes SEMIA 2030 e SEMIA 2031
e os isolados Tr 112 e Tr 163, selecionados anteriormente devido a eficiéncia
nos testes em trevo, trigo e bioquimicos. Os controles foram constituidos de
plantas sem inoculacéo, com a adicdo de 50% (Controle N50) e 100% da dose
de N (Controle N100). O controle N50 recebeu a dose de 1,5 mgde Nem 5 mL
de aliquota, aplicada semanalmente durante oito semanas, totalizando 12 mg de
N, equivalente a 40 kg hat. O controle N100 recebeu a dose de 3 mg de N em
10 mL de aliquota, aplicada semanalmente durante oito semanas, totalizando 24
mg de N, equivalente a 80 kg ha?! (CQFS-RS/SC, 2016). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, e cada unidade
experimental foi constituida por um vaso contendo duas plantas de triticale.

Apos 60 dias da emergéncia, as plantas foram colhidas, sendo a raiz

separada e lavada com agua corrente para determinacdo do volume, conforme
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metodologia supracitada (item 5.7). Foram determinados massa seca de parte
aérea e raizes. A eficiéncia da promocao de crescimento foi calculada pela

férmula adaptada de Brockwell et al. (1966), conforme citado no item 5.8.

5.10 Producédo de auxinas equivalentes ao acido indol-acético

A capacidade dos rizobios em produzir auxinas foi avaliada utilizando-se
o método de Glickmann e Dessaux (1995). Frascos contendo 10 mL de meio
LM, com (AIA-T) e sem adicdo (AIA-C) de 50 pg L* de triptofano, foram
inoculados com 0,1 mL de suspenséo de rizébios com, no minimo, 10’ UFC mL"
1. Os frascos foram incubados em camara de crescimento a 28 °C, por sete dias,
em delineamento totalmente casualizado, com cinco repeti¢cdes e controles sem
inoculacao.

Foram retiradas aliquotas de 2 mL do meio, centrifugadas a 10.000 rpm
por 5 min, de onde 1,5 mL do sobrenadante foi retirado e adicionado a 1 mL de
reagente de Salkovski (FeCl e H2SO4) e deixado para reagir no escuro por 30
min. A determinacéo foi realizada em espectrofotdmetro a 530 nm. A curva para
determinacao da concentracdo de auxina foi realizada com meio LM contendo
acido indol-acético sintético, em concentracbes de 0, 0,3, 0,5, 1, 3, 9, 13, 17, 25,
50 e 100 pg L.

5.11 Solubilizacdo de fosfato tricalcico

Placas de Petri foram utilizadas contendo meio definido constituido por
glicose, 10 g L1, NH4Cl, 5 g L%, MgS04.7H20, 1 g L, Cas(POa)2, 1 g L%, e 4gar,
15 g L, com pH ajustado para 6,8. Os isolados de rizébios foram inoculados
com auxilio de alca de platina, em seis pontos equidistantes, sendo incubados
em camara de crescimento a 29+1 °C até o crescimento das colbnias e o
surgimento de halo translucido, indicador de solubiliza¢éo do fosfato. A avaliagéo
foi feita de forma qualitativa, indicando presenca ou auséncia de atividade
solubilizadora (VERMA; JAGDISH; TRIPATHI, 2001).
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5.12 Producéao de sideroforos

Foram utilizadas placas de Petri contendo o meio King B (Glicerol, 3 g L-
!, peptona, 4 g L1, K2HPOg4, 0,23 g L1, MgS04.7H20, 0,3 g L%, e 4gar, 15g L?)
com adicao do corante cromoazurol S, constituido pela solu¢do 1 (CAS, 0,06 g,
e agua destilada, 50 mL), solugéo 2 (FeCls.6H20, 0,0027 g, e HCI 10 mM, 10
mL) e solucdo 3 (CTAB, 0,073 g, e agua destilada, 40 mL), misturadas nessa
ordem. Os isolados de rizobios foram inoculados e incubados em camara de
crescimento a 29+1 °C até o crescimento e a formagédo de um halo amarelado,

indicando a producéao de sideréforos, de acordo com Schwyn e Neilands (1987).

5.13 Producéo de melanina

Os isolados de rizobios foram inoculados em placas de Petri contendo
meio triptona-levedura (Triptona, 5 g L; extrato de levedura, 3 g L*; CaCl2.2H20,
1,14 g L%; &gar, 15 g L1), suplementado com L-tirosina (600 pg mL) e sulfato
de cobre (40 ug mL?), esterilizados com membrana filtrante estéril HV 0,45 um
e adicionados ap6s autoclavagem do meio. Apds incubacdo a 29+1 °C, as
colénias foram tratadas com 50 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%
(peso/volume) em tampéao TBE (tris, 107,81 g L%, &cido bérico, 55 g L, e EDTA,
5,8 g L), para a deteccdo da capacidade de produzir a pigmentacdo escura nas
colénias (CUBO et al., 1988).

5.14 Anéalise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variancia (FISHER,
1935) e ao teste de separacao de médias de Tukey (1994) (p<0,05). Para analise
da variancia, foram testadas as pressuposi¢cdes de normalidade utilizando os
testes de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965), homoscedasticidade e
independéncia dos residuos (BROWN; FORSYTHE, 1974). Quando necessario,
foi realizada a transformacao dos dados (Trevo: MSN e NN — Vx. Trigo: FOL e
MST — 1/x2; VR e MSR — 1/x. Triticale: MSPA e MST — Vx; MSR — 1/Vx; VR —

log(x).). Os resultados que ndo atenderam 0s pressupostos para andlise de
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variancia foram submetidos a andlise ndo paramétrica utilizando os testes de
Kruskal-Wallis, Dunn, Wilcoxon-Mann-Whitney e Nemenyi.

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software R Studio®,
versao 4.1.0, pacote agricolae (Statistical Procedures for Agricultural Research),
versdo 1.3-5 (DE MENDIBURU DELGADO, 2009).



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolados de rizobios obtidos de nddulos de trevo persa

Foram obtidos rizébios apenas das amostras de solo de Porto Alegre,

apos certificacdo da capacidade de formar simbiose com plantas de trevo persa,

sendo os isolados de rizébios certificados, mostrados na Tabela 1, Tr 36, Tr 53,
Tr 63, Tr 102, Tr 112, Tr 131, Tr 151 e Tr 163.

Tabela 1. Isolados certificados, local de coleta, coordenadas geogréficas,
vegetacdo predominante e concentracao de bactérias em meio de crescimento.

Isolado Vegetacao Concentragdo Local de coleta Coordenadas
predominante (UFC mLY)**
Tr36  Desmodium sp. 6,6 x 107
Tr53  Trifolium repens 4,9 x 108
Tr63  Arachis pintoi 3,3x 108
Tr102 Desmodium sp. 9,9 x 107 Fagro-UFRGS, 30°04'26.0"S
Tr112 T.repens 9,9 x 107 Porto Alegre*  51°08'06.7"W
Tr131 Lotus corniculatus 2,0 x 107
Tr 151 Desmodium sp. 3,3 x 107
Tr 163 Desmodium sp. 1,2 x 108

*Fagro: Faculdade de Agronomia. **UFC: Unidades formadoras de colbnia.
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Os isolados Tr 53, 63 e 163 apresentaram a maior concentracédo de UFC
mL?, indicando que crescem de forma mais acelerada que os demais,

caracteristica importante para diferenciar as espécies de bactérias.

6.2 Eficiéncia simbiotica de riz6bios em plantas de trevo persa

De acordo com a Tabela 2, no experimento de avaliacdo da eficiéncia
simbidtica de rizobios em plantas de trevo persa, observou-se variagdo na massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), volume da raiz (VR),
massa seca de ndédulos (MSN), numero de nédulos (NN) e eficiéncia relativa
(Efr).

Tabela 2. Médias da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR), volume da raiz (VR), massa seca de nodulos (MSN), nimero de nédulos
(NN) e indice de eficiéncia relativa (Efr) de plantas de trevo persa inoculadas
com diferentes estirpes de rizobios.

MSPA MSR VR MSN NN
Tratamentos
---------- O — mL mg
Controle+N 1,16 bct 0,57 bct 9,0 bct 0,0 c2 0 c2
SEMIA 2031 2,69 a 0,99 a 20,0 a 98,7 a 219 a
SEMIA 2020 2,14 Db 0,64 Db 13,0b 66,7 ab 148 ab

SEMIA 2030 1,98 bc 0,56 bc 10,0bc 77,2 ab 172 ab
SEMIA 239 1,84 bc 0,55 bc 10,4 b 65,7 ab 146 ab

SEMIA 2017 1,47 bc 0,59b 9,8 bc 81,1ab 180 ab
Tr112 0,75c¢c 0,29 c 54c 57,4 ab 128 ab
SEMIA 2013 0,53c 0,21c 3,6c¢C 38,5ab 86 ab
Tr131 0,49 c 0,26 c 52c 55,8 ab 124 ab
Tr 36 0,43 cd 0,18 c 3,0cd 34,9 ab 78 ab
Tr 53 0,38 cd 0,18 c 3,4cd 42,8 ab 95 ab
Tr 63 0,22d 0,10 e 1,4d 15,3 b 34 Db
Tr 163 0,13 e 0,07 e 1,2d 19,2 b 43 b
SEMIA 258 0,07 ef 0,03 fg 0,5de 0,0c Oc
SEMIA 2012 0,05 f 0,04 f 04e 17,0b 38D
SEMIA 254 0,03 fg 0,01¢g 0,1e 0,0c Oc
Tr 102 0,03 fg 0,04 f 0,2e 0,0c Oc
Tr 151 0,019 0,019 0,1e 0,0c Oc
Controle-N 0,03 fg 0,13d 0,2e 0,0c Oc
CV (%) 131 109 119 93 127

Imédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste Wilcoxon (p<0,05). 2médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
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A estirpe SEMIA 2031 destacou-se das demais em todos os parametros
analisados, inclusive do controle +N, obtendo um valor médio de eficiéncia
relativa de 235,8% (Figura 1). Foi maior que o segundo tratamento mais eficiente,
a estirpe SEMIA 2020, e, consequentemente, do controle +N, nos parametros
MSPA, MSR e VR, indicando ser esse um rizobio destacadamente eficiente na
FBN.

Dos tratamentos utilizados, cinco foram capazes de superar o controle +N
na Efr, todos sendo estirpes SEMIA, previamente selecionados como indutores
de nodulacéo em trevo persa. Os demais tratamentos, totalizando 12 estirpes e
isolados, tiveram eficiéncia menor que o controle +N, abaixo de 64%, incluindo
o restante das quatro estirpes SEMIA e todos os oito isolados Tr.

Nas condi¢cdes do presente experimento, as estirpes SEMIA 2031, 2020,
2030, 239 e 2017 foram consideradas eficientes, por apresentarem Efr superior
a 100%. O restante dos tratamentos foi considerado ineficiente, pois
apresentaram Efr inferior a 70%. Os tratamentos SEMIA 258 e 254, Tr 102 e 151
nao foram capazes de induzir nodulagdo nas plantas de trevo persa. Os
tratamentos Tr 112, 131, 36, 53, 63, 163, SEMIA 2013 e 2012, apesar de
apresentarem nodulacao e fixacdo em diferentes graus, ndo foram capazes de

atingir valores significativos de Efr para serem considerados eficientes na FBN.
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Figura 1. Eficiéncia relativa da producédo de massa seca da parte aérea por
rizobios indutores de nodulacdo em trevo persa.
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Como néao foi verificada a presenca de nddulos nos controles (-N e +N)
ndo inoculados, atribui-se as diferencas entre os tratamentos as diferentes
estirpes SEMIA e isolados (Tr), bem como sua interagdo com as plantas.

Sendo o trevo persa uma leguminosa forrageira em plena expansao de
uso, experimentos de selecéo de estirpes de rizobios eficientes para inoculacdo
em trevo persa sao muito relevantes para a agricultura. Varios trabalhos ja foram
desenvolvidos para outras leguminosas forrageiras, tais como o trevo branco,
com eficiéncia relativa na fixagdo biolégica de nitrogénio de 123%, pelo isolado
EA 20, equivalente ao controle +N (110 kg ha?l) (ALVES; SA; MUNIZ, 2011).
Outros estudos foram realizados com cornichdo, com 102,6% de Efr, pelo isolado
Lc 5, semelhante ao controle +N (100 mg vaso?) (MARTINS et al., 2011), e
113,9%, pela estirpe SEMIA 816, ndo diferindo do controle +N (25 mg vaso™)
(GRANADA et al., 2014); adesmia, 154%, pelo isolado EEL46210 (N, 100 kg ha
1) (MACHADO et al., 2015) e 406%, pelo isolado EEI2399 (N, 63 mg vaso?)
(MUNIZ et al., 2012); e pega-pega, 160%, pelo isolado EEL698, equivalente ao
controle +N (25 mg vaso') (GRANADA et al., 2014).

No presente estudo, foram utilizadas doses de N de 24 mg vaso?,
equivalente a aplicacdo de 80 kg ha! (CQFS-RS/SC, 2016). Em comparacéo
com as doses utilizadas por Alves et al. (2011), Martins et al. (2011) e Machado
et al. (2015), a dose utilizada nesse experimento foi inferior, sendo que doses
maiores poderiam induzir maiores produtividades. Entretanto, as doses
utilizadas nos experimentos seguiram as recomendacfes do Manual de
Calagem e Adubacédo (CQFS-RS/SC, 2016), sendo suficientes para expressar
seu potencial produtivo.

Estudos de selecao de estirpes para trevo persa foram, de acordo com a
literatura consultada, conduzidos somente a campo, com o intuito de selecionar
rizobios eficientes na fixacdo biologica de nitrogénio (DENTON et al., 2011;
NANGUL et al., 2013; SULAS et al., 2015; TEMPESTA et al., 2019). Avaliando-
se a eficiencia da FBN por rizobios, os valores de N proveniente da fixac&o
biolégica podem ser menores, como por volta de 20%, devido a fatores como
utilizacdo de N presente no solo, que inibe a nodulagéo, competicdo com micro-
organismos e rizobios nativos e ineficiéncia simbiotica (TEMPESTA et al., 2019).

Entretanto, é possivel que se obtenham valores maiores de eficiéncia relativa da
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FBN, como por volta de 85% em plantas inoculadas, indicando uma maior
eficiéncia simbidtica, suprindo quase toda a necessidade de N da planta. No
estudo citado, plantas ndo inoculadas apresentaram nodulacéo e fixacdo de N
média de 69%, indicando que os rizébios nativos ndo foram t&o eficientes quanto
as bactérias do inoculante, contribuindo com apenas parte do nutriente
necessitado pela planta, proveniente da atmosfera (DENTON et al., 2011).

Em caso semelhante, sementes de trevo persa foram inoculadas com a
estirpe WSM 1325 (Rhizobium leguminosarum bv trifolii), que induziram a
nodulacao na planta. Entretanto, a analise genética revelou que os nddulos nao
continham a estirpe de rizébio do inoculante, indicando que a nodulagéo ocorreu
por bactérias nativas do solo, provavelmente mais competitivas e/ou especificas
(NANGUL et al., 2013). A mesma estirpe, testada em local diferente, mostrou
variacdo entre as plantas com e sem inoculacdo. Para os valores de matéria
seca de parte aérea, foram observados aumentos na ordem de mais de duas
vezes no tratamento inoculado em relagéo ao nao inoculado. O mesmo ocorreu
para os valores de N contido na parte aérea das plantas, indicando que,
possivelmente, as bactérias do inoculante foram mais eficientes que as nativas
na fixacdo biolégica de nitrogénio, devido a um maior poder competitivo e/ou
maior especificidade inoculante/hospedeiro (SULAS et al., 2015).

Alguns fatores estao envolvidos na maior ou menor eficiéncia simbiotica,
como a especificidade entre planta e bactéria, definida por fatores genéticos,
além de competicAo com micro-organismos do solo e rizobios nativos,
viabilidade e dose do inoculante (ANDREWS; ANDREWS, 2017). No presente
estudo, o Unico fator que influenciou os resultados foi a especificidade planta-
bactéria, pois o experimento foi conduzido em condi¢des axénicas. Como alguns
tratamentos mostraram eficiéncia superior ao controle +N, considerou-se que
esses rizobios (SEMIA 2031, 2020, 2030, 239 e 2017) apresentaram
compatibilidade com essa cultivar de trevo persa com uma alta eficiéncia na
fixac@o biologica de nitrogénio.

Dentre os rizobios testados, apenas as plantas inoculadas com as estirpes
SEMIA apresentaram valores de Eficiéncia relativa acima de 100%. Entre os
isolados de rizobios autoctones, o mais eficiente apresentou valor de apenas

63,7%. Isso indica a existéncia de populagéo de rizébios autoctones simbiontes
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em treva persa, porém de baixa eficiéncia na FBN e que a leguminosa néo é
promiscua na sua relacdo com as bactérias fixadoras de nitrogénio, uma vez que
a eficiéncia relativa esta diretamente ligada com gendtipos especificos
(ANDREWS; ANDREWS, 2017; WANG et al., 2012).

Essa especificidade, somada a falta de inoculantes comerciais para trevo
persa, ressalta a importancia da realizacdo de trabalhos de selecdo de estirpes
de rizobios eficientes na FBN. Frente a escassez e o alto custo de fertilizantes
nitrogenados, faz-se necessaria a utilizacdo de tecnologias sustentaveis,
capazes de substituir as fontes industriais desses recursos. As leguminosas,
como a soja, ja contam com inoculantes eficientes, que suprem 100% do N da
cultura, devido a décadas de pesquisa e melhoramento, o que deve ser

estendido a outras leguminosas, como as forrageiras de ver&o e inverno.

6.3 Promocdo de crescimento em plantas de trigo duplo propdésito
inoculadas com rizébios

No experimento de promocao de crescimento de trigo duplo propésito,
observou-se variacdo na MSPA, MSR e massa seca total (MST). De acordo com
a tabela 3, a SEMIA 2030 foi capaz de produzir mais MSPA, quando comparada
com o controle N50 diferindo estatisticamente com uma eficiéncia na promocao
de crescimento (Efr) de 15,1% (Figura 2).

Quanto aos valores de MSR e MST, a estirpe foi capaz de se igualar ao
controle N100, apesar de nédo diferir do controle N50. A SEMIA 2013 e 2017
também obtiveram valores superiores de MSR quando comparadas ao controle
N50 e igualaram-se ao controle N100. Para o parametro VR as estirpes SEMIA
239, 2017 e 258 igualaram-se aos controles utilizados.

Resultados semelhantes foram encontrados, em condi¢cdes axénicas,
testando-se R. leguminosarum bv. trifolii em plantas de trigo, sendo capaz de
aumentar a altura das plantas em 17%, volume de raiz em 133% e massa seca
de planta em 22%. A campo, a produtividade de graos € incrementada em torno
de 7%, resultado abaixo do encontrado em condi¢cdes de casa de vegetacao
(YANNI et al., 2016).
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Tabela 3. Médias da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
(MSR), massa seca total (MST), altura (ALT), numero de perfilhos (NPer), folhas
(FOL), volume de raiz (VR) e eficiéncia da promocéo de crescimento (Efr) de
plantas de trigo duplo propésito inoculadas com diferentes estirpes de rizébios.

MSPA MSR MST ALT VR
Tratamentos NPer FOL
--------------- g------===mmmee- cm mL

Contr. N100 1,56a' 2,73a®> 4,28a° 32,4a® 3,7a* 21,4a°> 23,7a
SEMIA 2030 0,83b 1,88ab 2,71ab 28,4b 26b 145b 154b
SEMIA 254 0,80c 155bc 2,35b 295b 21b 134b 152b
SEMIA 2020 0,78c¢c 1,41bc 2,19b 27,6b 240D 144b 148b
SEMIA 2013 0,78c 1,80ab 258b 282b 21b 139b 154b
SEMIA 2031 0,78 c 1,29¢ 2,07b 28,0b 2,3b 13,6b 154b
SEMIA 2012 0,77¢c 169bc 246b 274b 21b 139b 152b
SEMIA 239 0,76 c 1,69bc 245b 282b 23b 143b 16,8ab
SEMIA 2017 0,76 c¢c 1,80ab 256b 280b 22b 129b 16,6ab
SEMIA 258 0,74c 166bc 240b 278b 21b 132b 16,8ab
Contr. N50 0,70c 1,76 bc 2,43b 279b 24b 14,1b 143b

CV (%) 33,9 23,8 36,3 6,3 26,6 30,7 18,5

Imédias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Mann (p<0,01). 2médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,01). 3médias seguidas pela mesma letra
nao diferem pelo teste de Dunn (p<0,01). “médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo
teste de Dunn (p<0,05). >’médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 2. Eficiéncia relativa da producdo de massa seca da parte aérea de
trigo duplo proposito por rizobios indutores de nodulagido em trevo persa.
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Em experimentos similares, resultados promissores com a utilizacdo de
rizobios como inoculantes para gramineas vém sendo observados, como, por
exemplo, igualar a producgéo de graos de trigo entre tratamentos inoculados com
50% da dose de N e controle com 100% de N (SANTOS et al., 2020). Em teste
com Azorhizobium caulinodans, a bactéria foi capaz de promover o crescimento
de folhas e raizes, aumentando seu comprimento e massa fresca, sendo sua
presenca endofitica confirmada por meio de proteinas fluorescentes (LIU et al.,
2017).

6.4 Promocdo de crescimento em triticale inoculadas com rizébios

No experimento de promog¢do de crescimento em triticale, foram
verificadas diferencas entre os tratamentos nas varaveis MSPA, MSR, MST e
VR (Tabela 4). As estirpes mais eficientes, SEMIA 2030 e 2031, foram capazes
de promover o crescimento das plantas, com producédo semelhante entre si e ao
controle N100, com eficiéncias na promocao de crescimento de 19,6 e 18,9%,
respectivamente (Figura 3). O controle N100, por sua vez, diferiu

estatisticamente do controle N50 em todos os parametros analisados.

Tabela 4. Médias de massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
(MSR), massa seca total (MST), volume de raiz (VR) e eficiéncia da promocao
de crescimento (EFR) de plantas de triticale.

MSPA MSR MST VR

--0- mL
Controle N100 1,121 a2 0,504a2 1,625a' 5,3at
SEMIA 2030 0,708ab 0,336 ab 1,044ab 3,8ab
SEMIA 2031 0,704ab 0,318ab 1,022ab 4,0ab

Tratamentos

Tr 163 0,592b 0,28ab 0,872b 3,2ab
Tr 112 0,444b 0,228ab 0,672b 3,0ab
Controle N50 0,607b  0,219b 0,826b 28b
CV (%) 22,3 28,0 23,5 36,9

Imédias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Tukey (p<0,05). 2Zmédias seguidas
pela mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey (p<0,01).
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Figura 3. Eficiéncia relativa da producao de massa seca da parte aérea de
triticale por rizébios indutores de nodulacédo em trevo persa.

Em experimento similar, plantas de triticale, quando inoculadas com
rizobios do género Bradyrhizobium, apresentaram aumento na MSR, altura de
planta, rendimento de grdos, peso de mil sementes e nimero de grados por
espigas, quando comparado ao controle sem adubacdo. Quando comparado ao
controle adubado, verificou-se aumento no rendimento de grdos (BECQUER-
GRANADOS et al., 2016).

Em plantas de triticale inoculadas com a bactéria Azotobacter
chroococcum, conhecida por promover o crescimento e fixar N em gramineas,
foi verificada promogédo de crescimento, igualando o controle N100 nos
parametros produtividade (N25), MSPA (N50) e altura (N75) (SALAMA; BADRY,
2021). Segundo os autores, esse efeito é causado, além da FBN, pela producéo
de AIA, hormbnio vegetal responsavel pelo aumento de raizes; giberelina, que
causa 0 aumento na altura e comprimento de folhas; sideréforos, substancias
quelantes de ferro, indisponibilizando-o para organismos patogénicos,
provocando um efeito protetor contra doencas (JNAWALI; OJHA; MARAHATTA,
2015).
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6.5 Caracterizacao bioquimica dos rizébios estudados

As estirpes de rizébios foram testadas quanto a producdo de AlA, de
carater quantitativo, com e sem a adicao de triptofano ao meio de cultura. No
tratamento sem a adicdo de triptofano, destacou-se os isolados Tr 53 (0,98 ug
AIA mL1), Tr 163 (0,89 ug AIA mL™1), Tr 36 (0,80 ug AIA mL™1), e a estirpe SEMIA
258 (0,79 AIA ug mL?). Com a adigcdo de triptofano ao meio, destacou-se as
estirpes SEMIA 254 (41,14 ug mL?), SEMIA 258 (24,11 ug mL?), e o isolado
Tr163 (10,48 ug mL?t) (Tabela 5).

Tabela 5. Médias da producéo de acido indol acético sem adicao de triptofano
ao meio de cultura (AlA), acido indol acético com adicdo de triptofano ao meio
de cultura (AIA — T) e andlise qualitativa da producédo de sideréforos (Sid),
solubilizacéo de fosfato (SP) e producao de melanina (Mel).

AIA AIA-T
Tratamentos Sid SP Mel
ug mL
Tr 53 0,98 a! 5,89 ab + - -
Tr 163 0,89a 10,48a + - -
Tr 36 0,80a 7,21ab - - -
SEMIA258 0,79a 24,11a - - -
Tr112 0,57ab 3,50b - - -
SEMIA 254 0/57ab 41,14a + - +
SEMIA 2031 0,50 ab 4,67 ab - - +
SEMIA 2017 0,46 ab 8,62 ab - - +
Tr 63 0,45ab 9,19 ab - - -
SEMIA 2013 0,44 ab 9,98 ab - - +
Tr 131 0,42ab 2,42b - - -
Tr 102 0,41 ab 8,55 ab - + -

SEMIA239 0,38ab 9,73ab - ; ]
SEMIA 2012 0,35ab 050b - ; ;
SEMIA 2020 0,3lab 2,60b - ; +
SEMIA2030 031b 262b - ] ]
Tr 151 024b 252b - ] ]
CV (%) 715 906 - - :

Imédias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste Nemenyi (p<0,05).
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De acordo com a tabela 5, apenas os isolados Tr 53 e Tr 163, e a estirpe
SEMIA 254 apresentaram producdo de sideréforos. Quanto a solubilizagéo de
fosfato tricélcico (Cas(POa4)2), apenas o isolado Tr 102 foi capaz de solubilizar.
As estirpes SEMIA 254, SEMIA 2031, SEMIA 2017, SEMIA 2013 e SEMIA 2020
demonstraram atividade de tirosinase, com a respectiva producdo do pigmento
escuro melanina.

Dentre os rizobios estudados, a estirpe SEMIA 254 foi a Gnica capaz de,
ao mesmo tempo, produzir melanina, sideréforos e AlA, sendo a maior produtora
em meio de cultura suplementado com triptofano. Além disso, apresentou
promocao de crescimento em trigo duplo propdsito muito similar ao tratamento
mais eficiente, a estirpe SEMIA 2030, apesar de ndo ter diferido estatisticamente
do controle N50.

Resultados semelhantes foram observados em estudo com rizobios
isolados de Desmodium incanum. Quando testados para producdo de AlA,
seguiram o mesmo padrdo apresentado, aumentando a sintese com a presenca
de triptofano. Na auséncia de triptofano, a maior producéo foi de 7,67 mg L de
AlA. Com a adicdo de triptofano, a maior producéo foi de 62,3 mg L de AIA
(SILVA et al., 2020), resultados mais altos do que os obtidos com os isolados de
rizobios testados no presente estudo. Resultado semelhante foi encontrado ao
se testar Rhizobium oryzihabitans sp.nov., isolado de raiz de arroz, sendo capaz
de produzir 85,32 mg L de AIA em meio suplementado com triptofano (ZHAO
et al., 2020). Mesorhizobium sp., isolado de Polhillia pallens, foi capaz de
produzir 51,23 mg L't de AIA (MPAI et al., 2021).

Em estudo com rizébios isolados de alfafa, pertencentes a Colecdo de
Culturas da UFRGS, foi verificada producéo de AlA por todas as bactérias, em
meio suplementado com triptofano, variando entre 43 e 101,3 mg L*
(STROSCHEIN et al., 2011), valores que superam em mais de duas vezes 0s
encontrados no presente estudo. Em comparacdo com esses dados, verifica-se
gue os isolados de trevo persa, mesmo com a adi¢ao de triptofano, produzem
guantidades menos expressivas de AlA.

As estirpes de rizobios mais eficientes na promocéo de crescimento de
trigo e triticale, SEMIA 2030 e SEMIA 2031, produziram pouca quantidade de



45

AIA. Mesmo assim, essas quantidades podem ter sido suficientes para promover
0 crescimento dessas plantas, pois quantidades elevadas podem exercer um
papel deletério, causando o efeito contrario. Em plantas de capim sudao, o
rizobio VP16, suplementado com triptofano, foi capaz de aumentar a massa seca
de parte aérea, indicando que o AIA foi um dos responsaveis pela promocéao de
crescimento vegetal (GOULART-MACHADO et al., 2018).

Diversos rizébios simbiontes em leguminosas de inverno sdo capazes de
produzir sideréforos. Em teste de laboratorio, constatou-se, de forma qualitativa,
gue aproximadamente 39% dos isolados foram capazes de produzir sideroforos
(GRANADA et al.,, 2014), em comparacdo com apenas 18% dos isolados
testados no presente estudo. Seis rizobios isolados de diversas plantas
leguminosas, quando testados quanto a producdo de sideréforos, foram, todos
eles, capazes de sintetiza-lo (MIR et al., 2021).

A solubilizacado de fosfato, por sua vez, € um mecanismo estudado hd um
século, sendo de grande importdncia para a agricultura, por ser capaz de
aumentar a disponibilidade do P complexado nos coloides do solo. Diversos
micro-organismos sao capazes de realizar tal funcéo, estando os rizébios nesse
grupo. Mir et al. (2021), investigando a capacidade de rizobios em solubilizar
fosfato em meio liquido, encontrou uma variagéo entre 173 e 552 ug mL* de P,
sendo todos os isolados capazes de realizar a solubilizacdo. Em estudo
semelhante ao presente, testando rizébios de pega-pega em placas de Petri com
meio solido, quatro de nove isolados testados foram capazes de solubilizar
fosfato tricélcico, com indices de solubilizacdo variando entre 1,21 e 2,33 (SILVA
et al., 2020).

A producéo de melanina, por fim, ja foi descrita em R. leguminosarum bv
trifolii, bem como em outras espécies de rizébios (PINERO et al., 2007). Em solos
cultivados com soja, estirpes de rizébios foram testadas quanto a producédo de
melanina, sendo que 57,6% dos isolados foram capazes de produzir o pigmento
(THOMAS-OATES et al., 2003).

Tendo em vista a situagéo atual da agricultura e da oferta de insumos, faz-
se necessario o desenvolvimento e uso de tecnologias sustentaveis. Os rizébios

tém papel importante nesse cenario, desempenhando servigos fundamentais
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para a sustentabilidade dos sistemas produtivos, como a fixacdo biolégica de
nitrogénio e a promocao de crescimento vegetal por diversos mecanismos.
Com os resultados obtidos no presente trabalho, demonstra-se o potencial
das bactérias testadas, sendo necessérios futuros testes a campo e em
laboratorio para o desenvolvimento de produtos inoculantes com as estirpes de

rizébios mais eficientes.



7. CONCLUSOES

As estirpes SEMIA e isolados Tr obtidos de amostras de solo de Porto
Alegre foram capazes de induzir nodulacdo em plantas de trevo persa, cultivar
BRS Resteveiro, sendo as estirpes SEMIA as mais eficientes na FBN, com
destaque para a SEMIA 2031.

No trigo duplo-propdésito, cultivar BRS Taruma, a SEMIA 2030 foi a mais
eficiente, aumentando a massa seca de raiz e a massa seca total.

No triticale, cultivar BRS Saturno, as SEMIA 2030 e 2031 foram as mais
eficientes, aumentando a massa seca de parte aérea, massa seca de raiz, massa
seca total e volume de raiz

Estas estirpes, SEMIA 2030 e SEMIA 2031, produziram baixas
guantidades de AIA, ndo produziram sideroféros e nem solubilizaram fosfato.
Entende-se, com isso, que outras caracteristicas, além da FBN, ndo avaliadas
neste estudo, podem estar promovendo o crescimento vegetal.

As estirpes de rizébios que mais produziram AIA com adi¢&o de triptofano
ao meio foram os isolados SEMIA 258, Tr163 e SEMIA 254, sendo os dois
altimos também produtores de sideréforos, além do isolado Tr53. O isolado de
rizobio Trl02 foi o Unico a solubilizar fosfato, enquanto os produtores de
melanina foram a SEMIA, 2031, 2017, 254, 2013 e 2020. A estirpe SEMIA 254
foi a Unica a ter a caracteristica de produzir AlA, sider6foros e melanina, entre

todas as estirpes estudadas.
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