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SELECAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO PARA
PLANTAS FORRAGEIRAS!?
Autor: Rafael Goulart Machado
Orientador: Prof. Enilson Luiz Saccol de Sa
RESUMO

Bactérias promotoras de crescimento de plantas podem ser agentes
importantes para a sustentabilidade economica e ambiental de cultivos
agricolas, podendo ser inseridas em sistemas de sucessao/consorciacdo de
pastagens nativas e cultivadas. Neste trabalho foram realizados estudos para
se avaliar a capacidade de promocao de crescimento de plantas por rizobios e
bactérias associativas, quando inoculadas em pastagens nativas e cultivadas.
Os objetivos do trabalho foram: estudar o efeito da inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento em azevém; capim aries; capim suddo; milheto;
sorgo; trevo branco; isolar, autenticar, selecionar e caracterizar rizobios das
leguminosas nativas adesmia e serradela; avaliar a capacidade promotora de
crescimento de gramineas cultivadas dentre os rizébios selecionados de
ademia e serradela, bem como caracterizar e agrupar estes rizobios quanto a
diversidade genotipica. Foram obtidos 148 rizébios isolados de serradela,
sendo os rizébios UFRGS Om57, UFRGS Om59 e UFRGS Om148 os mais
eficientes quanto a nodulacéo e fixacdo de N, bem como quanto ao incremento
da massa seca da parte aérea de serradela. Com as inocula¢gfes dos isolados
EEL46210 e EEL1010 em adesmia, foram observados incrementos de massa
fresca total e comprimento da parte aérea, comparativamente ao tratamento
Controle + N e as estirpes recomendadas SEMIA 3007, SEMIA 6437 e SEMIA
6438. Os isolados UFGRS 0s57, UFRGS 0s148, EEL46.210, SEMIA929 e
SEMIA6437 estimulam aumento na massa seca radicular de capim suddo. Em
milheto, a estirpe SEMIA 929 aumenta a massa seca da parte aérea e
radicular, sendo o indice de Eficiéncia Relativa (IER%) de 150 %. Em sorgo, a
inoculagdo com o isolado UFRGS Om57 produz IER (%) de 179% e com
EEL46210 de 124%, mostrando que ambos podem ser recomendados para a
producédo de inoculantes para a cultivar BRS810 de sorgo. Os isolados UFRGS
0Os57, UFRGS 0s59, UFRGS 0s148 e EEL 46.210, bem como as estirpes
SEMIA905 e SEMIA929 pertencem ao género Bradyrhizobium sp., enquanto a
estirpe SEMIA6437 pertence ao género Rhizobium sp. Observando-se a
similaridade dos fragmentos da regido 16S DNAr, infere-se que os isolados
EEL 46210, UFRGS O0s57, UFRGS O0s59 e UFRGS O0s148 diferem
genotipicamente entre si, bem como também diferem das estirpes SEMIA 905,
SEMIA 929 e SEMIA 6437. Nos estudos a campo se observa estimulos na
massa seca da parte aérea de milheto inoculado com SEMIA222, VP16 e A.
brasilense, apos cultivo de azevém e trevo branco. Em trevo branco, também
se observa estimulos na massa seca da parte aérea com a inoculacdo de A.
brasiliense, VP16 e SEMIA222. Os rizobios VP16 e SEMIA 222, bem como a
mistura de A. brasilense (Abv5 e Abv6) sdo indicados como promotores de
crescimento de milheto cultivar BRS1501.

! Tese de doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (107 p.)
Abril, 2015. Trabalho realizado com apoio financeiro da CAPES e do CNPg.
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SELECTION OF PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA FOR
FORAGES!
Author: Rafael Goulart Machado
Orientador: Prof. Enilson Luiz Saccol de Sa
ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria can be important agents for economic and
environmental sustainability of agricultural crops and may be inserted in
succession systems of native and cultivated pastures. This work carried out
studies to evaluate the growth-promoting ability of plants by rhizobia and
associative bacteria when inoculated in native and cultivated pastures. The
objectives were to study the effect of inoculation of plant growth promotion
rhizobacteria in ryegrass, aries grass, sudan grass, millet, sorghum and white
clover; isolate, authenticate, select and characterize the rhizobia adesmia and
serradella native legumes; evaluate the growth promoting capacity of cultivated
grasses among the rhizobia selected ademia and serradella and to characterize
and group these rhizobia on the genotypic diversity. It was obtained 148
rhizobia isolated from root nodules of serradella. The rhizobia UFRGS Om57,
UFRGS Om59 and UFRGS Om148 were the most efficient in nodulation and
nitrogen fixation, as well as the increase of the dry mass of shoots serradella.
With inoculations of EEL46210 and EEL1010 isolated on adesmia, were
observed increments of total fresh mass and shoot length, compared to
treatment Control + N and the recommended strains SEMIA 3007, SEMIA 6437
and SEMIA 6438. Thr rhizobia Isolates UFGRS 0s57, UFRGS 0s148,
EEL46210, SEMIA929 and SEMIA6437 increased root biomass Sudan grass.
In millet, the SEMIA 929 strain increases dry matter of shoot and root biomass,
and the Relative Efficiency Ratio (RER%) there was greater than 150%. With
the inoculation of the sorghum with UFRGS Om57, there was observed an RER
(%) of 179%, whereas with isolated EEL46210 was found RER (%) of 124%.
Both bacteria (UFRGS Om57 and EEL.46210) there are recommended for
inoculant composition for cultivating sorghum BRS810. Isolated UFRGS 0Os57,
UFRGS 0s59, UFRGS 0s148 and EEL 46,210, and SEMIA905 and SEMIA929
strains belong to the genus Bradyrhizobium sp., while SEMIA6437 strain
belongs to the genus Rhizobium sp. With the similarity of 16S rDNA fragments
there was inferred that the isolates EEL 46210, UFRGS 0Os57, UFRGS 0Os59
and UFRGS 0s148 differ genotypically each other, and also differ from SEMIA
905, SEMIA 929 and SEMIA 6437. Studies carried on at field conditiosn
showed stimuli in the dry weight of shoots of millet inoculated with SEMIA222,
VP16 and A. brasilense, after grass crop and white clover. In white clover
plants, it was also observed stimuli in shoot dry mass by inoculation of A.
brasiliense, VP16 and SEMIA222 compared to control treatments. The VP16
and SEMIA 222 rhizobia, and the mixture of A. brasilense are indicated as
growth promoters bacteria of millet BRS1501.

! Doctoral thesis in Soil Science. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do Solo, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (107 p.) April, 2015.
Work performed with financial support from CAPES and CNPg.
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1 INTRODUCAO GERAL

A necessidade de se proteger 0s recursos haturais em sistemas de
producdo agricola aliada a necessidade de manutencdo de elevadas
produtividades e reducao dos custos de producao, exige a adocéo de sistemas
integrados para a gestao de nutrientes no solo. Parte importante na gestao da
fertilidade dos solos, e do manejo da adicdo de nutrientes e insumos na
lavoura, reside na utilizacdo de inoculantes microbianos. Tais inoculantes
possuem potencial para reduzir a necessidade dos cultivos em certos
nutrientes como o nitrogénio, em gramineas e leguminosas, e também
promover o0 crescimento das plantas, aumentando a exploracdo de maior
volume de solo, melhorando o aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia no
uso de fertilizantes.

As pastagens nativas constituem a principal fonte de alimento para
bovinos em sistemas de producdo de carne e leite, principalmente devido ao
baixo custo de producéo e a facilidade no estabelecimento, devido ao habito de
crescimento ou a ressemeadura natural. Por outro lado, no intervalo entre o
final do ciclo das pastagens de verdo e o inicio da oferta de pastagens de
inverno, ha escassez na oferta de massa verde aos animais, havendo grandes
dificuldades que acarretam perda de peso dos animais e reducdo na
produtividade. Dentre as possibilidades existentes para se reduzir as perdas
inerentes a esta janela conhecida como vazio outonal, a utilizagdo de
organismos promotores de crescimento de plantas (PCP’s) pode ser uma das
estratégias a serem adotadas para se reduzir as perdas, na medida em que 0s
PCP’s sdo conhecidos por promover incrementos no rendimento de plantas
cultivadas, mesmo no inicio ou no final do ciclo das culturas.

Os rizébios sdo amplamente conhecidos pela capacidade promotora de
crescimento de plantas. Este conhecimento é devido a estudos que se
iniciaram no final da década de 90, com trabalhos onde foi comprovada a
colonizagéo de plantas de arroz por rizobios oriundos da associagéo simbiotica

com leguminosas forrageiras que eram cultivadas anteriormente ao arroz



(Yanni et al., 1997; Bisws, 2000). Foi comprovado que os rizObios penetram ao
interior do tecido de gramineas através de fissuras radiculares ou insercfes de
raizes secundarias, podendo migrar até as folhas (Reddy et al., 1997;
Dobbelaere et al., 2003). Estas bactérias que colonizam raizes e folhas de
gramineas nao fixam N2 atmosférico em seu interior, mas sdo capazes de
produzir uma ampla gama de substancias fitoestimuladoras que estédo
diretamente associadas ao incremento no rendimento ndo s6 de arroz, mas de
diversas gramineas recomendadas para a composicdo de pastagens no estado
do RS (Matiru & Dakora, 2004; Hahn, 2013; Machado et al., 2013). Desta
forma, quando os rizébios sdo inseridos em sistemas de cultivo de pastagens
pelo emprego da pratica de inoculagdo de plantas leguminosas, os beneficios
ao rendimento das plantas sdo decorrentes da fixacdo biologica de nitrogénio
(FBN) realizada nos nddulos das leguminosas e também pela producédo de
substancias fito-estimuladoras, as quais podem aumentar a producdo de
forragem de leguminosas e gramineas.

A medida em que o uso de organismos PCP’s torna mais sustentavel a
utilizacdo de pastagens na alimentacdo de ruminantes, a utilizacdo destes
organismos por meio de inoculacbes periddicas passa a constituir uma
importante ferramenta para a reducdo dos prejuizos associados ao intervalo de
vazio forrageiro. Desta forma, viabiliza econémica e ambientalmente a
utilizacdo de sistemas de rotacdo e sucessao de pastagens para oferta de
energia e proteinas aos bovinos. Neste sentido, a inclusdo de leguminosas nas
dietas dos animais passa a ser fundamental ndo sé para uma maior oferta de
proteinas, mas também para promover o0 rendimento das gramineas
exploradas em sistema de sucessao e/ou consorcio de culturas devido ao
aporte de N na rizosfera.

Por outro lado, apesar da grande importancia das leguminosas e dos
rizobios para a composicdo de pastagens, de acordo com SHELTON et al.
(2005), no Brasil apenas em torno de 2% dos 130 milhdes de hectares de
pastagens cultivadas possuem alguma participagdo de leguminosas. Entre os
principais motivos que acarretam a baixa utilizagdo de leguminosas na
composicao de pastagens estdo o desconhecimento por agricultores e técnicos
dos habitos de crescimento, comportamento e fisiologia das leguminosas; e da

especificidade da simbiose em leguminosas forrageiras, bem como das
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técnicas de inoculacdo inadequadas; a dificuldade de acesso a sementes ou
outros materiais propagativos, seja devido aos elevados custos, seja devido a
barreiras comerciais ou divulgacéo ineficiente; o estabelecimento inicial lento
da maior parte das leguminosas cultivadas, o que muitas vezes desanima o
agricultor, principalmente quando se associa ao manejo inadequado; e o
desinteresse comercial na divulgacdo de espécies que suprimam a utilizacdo
de adubos minerais.

Neste sentido, se faz muito importante o estudo e a divulgacdo dos
grandes beneficios relacionados ao cultivo de leguminosas forrageiras
inoculadas com rizébios infectivos e efetivos, estudo este que vem sendo
efetuado principalmente por instituicbes publicas de ensino e pesquisa, as
quais visam a geracdo de conhecimento cientifico util e de qualidade, sem
necessariamente visar o lucro imediato.

Se faz necessério o estudo do efeito da inoculacdo de rizobios eficientes
nas leguminosas e gramineas forrageiras mais amplamente cultivadas nos
estados do RS e SC e a comparacao destes rizobios com outros organismos
PCP’s, como os do género Azospirillum para que conheca o efeito das
inoculacdes em cada espécie vegetal. Apenas com o0 estudo minucioso e a
divulgacdo destas informacdes no meio cientifico, sera possivel que
conclusdes importantes relacionadas ao tema cheguem a técnicos de campo, e
conseguentemente sejam transmitidas aos agricultores.

Outra importante area de conhecimento com grande potencial para a
alimentacdo de ruminantes é o estudo de leguminosas forrageiras nativas, as
quais ja sao adaptadas as condicdes de clima e solo dos estados do RS e SC.
Por serem capazes de se desenvolver em ambientes com diversos fatores
limitantes como elevada acidez, baixa fertilidade e alta umidade, e por
apresentarem excelente rendimento forrageiro, a adesmia (Adesmia latifolia) e
a serradela (Ornithopus micrantus) sdo duas leguminosas nativas de grande
importancia e grande potencial forrageiro.

Deste modo, levanta-se a hipétese geral de que é possivel selecionar
rizobios infectivos e efetivos na fixacao bioldgica de nitrogénio em associacao
com as leguminosas nativas serradela e adesmia, bem como, estes fixadores
simbidticos de nitrogénio sdo capazes de incrementar o crescimento de

gramineas forrageiras associdveis a estas leguminosas nativas.



Adicionalmente, sob condicbes de campo, rizobactérias comprovadamente
eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico podem ser inseridas
em sistemas de sucessdo de pastagens, incrementando o rendimento das
culturas.

Para isto, os objetivos gerais do presente estudo foram:

I) Isolamento, autenticacdo, selecdo e caracterizacdo de rizobios
infectivos e efetivos as leguminosas nativas adesmia e serradela;

II) Avaliacdo dos rizobios mais promissores de adesmia e serradela
guanto a capacidade promotora de crescimento de gramineas cultivadas capim
aries, capim sudéao, milheto e sorgo;

lII) Estudo do efeito da inoculacdo de rizdbios eficientes em sistemas de
sucessdo e consorcio de azevém, trevo branco, e milheto, bem como a

comparacao destes rizébios com outros organismos PCP’s.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A importancia das pastagens na alimentagdo de bovinos e a insergao
das bactérias promotoras de crescimento de plantas nestes sistemas

Em sistemas de producéao eficientes, um bovino leiteiro consome entre
12 a 14% de seu peso vivo diariamente, dependendo da pastagem disponivel,
do estagio de desenvolvimento da planta e da capacidade de ingestdo do
animal (Macari et al., 2012). Devido aos custos envolvidos, a complementacao
da alimentacdo de bovinos leiteiros com alimentos concentrados (racoes),
justifica-se apenas quando 0s animais estiverem produzindo mais leite do que
a capacidade suporte do pasto, a qual pode ser de até 13 litros de
leite/animal/dia (Macatri et al., 2012). Sabendo-se que a produtividade média do
rebanho leiteiro do RS e SC situa-se respectivamente em 7,9 litros/vaca/dia e
7,1 litros/vaca/dia (Pesquisa da Pecuaria Municipal, IBGE, 2013). Deste modo,
apenas com a oferta de pastagem em qualidade e quantidade adequadas, é
possivel aumentar o potencial produtivo dos rebanhos leiteiros destes estados.

Na alimentacéo de bovinos de corte, a deficiéncia de pastagens também
acarreta sérios prejuizos. Segundo Pasciullo et al., (2008), o vazio outonal
conduz a perda de peso dos animais. Neste sentido, o investimento em
tecnologias que otimizem a qualidade e a quantidade de pastagens ofertadas
aos bovinos produtores de leite ou carne, podem reduzir os prejuizos
decorrentes do déficit alimentar.

Para isto, rizobactérias que apresentem mecanismos de promoc¢ao de
crescimento de plantas se inserem perfeitamente em sistemas de sucesséo
e/ou rotacdo de pastagens destinadas a alimentacdo de bovinos. De alguma
forma estas rizobactérias devem ser capazes de antecipar, alongar, ou
incrementar a oferta de pastagens aos animais, ou ainda reduzir os custos de
producdo sem prejuizos a quantidade de pastagens produzidas. Devido a
especificidade existente entre plantas e bactérias promotoras de crescimento,

se faz necessario o estudo da interacdo e do efeito da inoculacdo destes
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organismos sobre o rendimento das plantas, a partir de um nivel mais isolado
(interacdo planta e bactéria em condi¢cdes axénicas), até a condi¢cdo de campo.
Para isto, com o presente estudo foi verificado o efeito da inoculagédo de
diferentes rizobactérias sobre o rendimento de serradela, adesmia, trevo
branco, milheto, capim aries, capim sudao, sorgo e azevém. Todas estas, sédo
forrageiras cultivadas ou nativas, de grande importancia para a alimentacao de
bovinos nos estados do RS e SC. Abaixo, segue uma breve revisao acerca das

espécies forrageiras avaliadas no presente estudo.

2.1.1. O milheto e suas caracteristicas como forrageira

O milheto (Pennisetum americanum) é uma planta exética, de origem
africana, que produz forragem de alta qualidade em um tempo curto, sendo
6tima para a alimentacdo de bovinos (SEAGRI, 2008). E amplamente
recomendado nos estados do RS e SC para a composicdo de pastagens e
silagens, de acordo com sua aptiddo, sendo altamente resistente a seca
(Fontanelli, 2012).

O milheto é uma forrageira de clima tropical, anual, de habito ereto, porte
alto e bom perfilhamento. Desenvolve-se bem em solos arenosos e pouco
compactados (Fribourg, 1995). Apresenta excelente valor nutritivo (até 24% de
proteina bruta quando em pastejo), boa palatabilidade e digestibilidade em
pastejo (60% a 78%), sendo atdxica aos animais em qualquer estadio
vegetativo (Kichel & Miranda, 2000). Quanto ao potencial produtivo de
forragem, pode alcancar até 60 toneladas de massa verde e 20 toneladas de
matéria seca por hectare, quando cultivado no inicio da primavera (Kichel &
Miranda, 2000). A altura do colmo pode superar 3,0 m, podendo atingir 1,5 m
aos 50 dias apés emergéncia (Fontanelli et al., 2012).

E uma planta que se adapta bem a varios tipos de solos, apresentando
boa persisténcia em solo de baixa fertilidade e déficit hidrico, embora responda
com o6timas produtividades em solo de média a boa fertilidade e adubacéo
(Kichel & Miranda, 2000). O milheto consorcia-se bem com varias leguminosas,
especialmente feijdo miudo e lab-lab, o que determina o aumento do volume de

massa verde e proteina da pastagem (Fontanelli et al., 2012).



2.1.2. O sorgo e suas caracteristicas como forrageira

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) € uma graminea anual de estacao
guente e crescimento cespitoso, adaptando-se bem a solos de moderada
fertilidade e acidez corrigida (Fontanelli et al., 2012). E originario da Africa,
embora algumas evidéncias indiqguem que possa ter havido duas regifes de
dispersédo independentes: Africa e india (Andrade Junior, 2010). Adaptado a
regides quentes e secas, foi introduzido no Brasil no inicio do século XX, como
substituto do milho em varios usos (Emygdio et al., 2013). Quanto a producao
de gréos, na safra 2014/2015, a area cultivada com sorgo no Brasil foi de mais
de 750 mil ha, perspectivando-se uma producao total de mais de 2.000.000 t
(CONAB, 2015). No estado do Rio Grande do Sul (RS), a colheita de graos de
sorgo é estimada em apenas 39.000 t (CONAB, 2015).

Apesar de ndo ser muito utilizado no RS para a producdo de graos, o
sorgo é reconhecido por ser uma boa alternativa para compor pastagens de
verdo voltadas a bovinocultura leiteira, devido ao rapido crescimento (atinge o
ponto de pastejo aos 40 dias ap6s emergéncia) e ao teor de PB. Para o
pastejo, recomenda-se uma altura minima de corte de 0,60 m, para se evitar
problemas de intoxicacdo (Fontanelli et al., 2012).

Devido ao fato de a maioria das variedades comerciais serem hibridas, o
cultivo do sorgo nédo possibilita a producdo de sementes na propriedade rural.
Esta caracteristica é vista como desvantagem pela maioria dos agricultores,
quando comparam 0 Sorgo a outras espécies anuais, tais como o milheto.

A variedade BRS 810 utilizada no presente estudo € um hibrido
recomendado para pastejo e fenacdo, resultante do cruzamento entre as
espécies Sorghum bicolor e Sorghum sudanense. Esta variedade pode atingir
até 3,7 m de altura, sendo recomendavel o pastejo com 1,0 m de altura, ponto
em que se obtem proteina bruta (PB) de 15 a 19% (EMBRAPA, 2009).

2.1.3. O capim-sudéo e suas caracteristicas como forrageira

O capim-Suddo (Sorghum sudanense) € uma espécie forrageira
originaria do Suddo e do sul do Egito, adaptada a climas secos e quentes
(Bogdan, 1977). Caracteriza-se pelo ciclo anual, habito de crescimento ereto,
atingindo até 3 m de altura e produzindo, de acordo com (Bogdan, 1977), até

40 t.ha! de massa verde.



No ano de 2013 foi lancada pela Embrapa Pecuaria Sul a variedade
BRS Estribo, a qual apresentou muitas vantagens comparativamente as
anteriores, dentre elas o registro oficial junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a garantia de qualidade e de pureza das
sementes (Silveira et al., 2013).

O teor de proteina bruta foliar da variedade BRS Estribo € de 19,1%,
com producdo de massa de 13,6 tha! (Silveira et al, 2013).
Comparativamente a outras espécies anuais de verdo, a BRS Estribo tem o
ciclo mais longo que o milheto e, consequentemente, oferta de alimentacéo aos
animais por mais tempo (Silveira et al., 2013). Diferentemente do sorgo, o

capim sudao nao apresenta o risco de toxidade aos animais.

2.1.4. O capim aries e suas caracteristicas como forrageira

O capim éaries (Panicum maximum Jacqg.) € uma graminea perene de
ciclo cespitoso, propagado reprodutivamente via pequenas sementes, podendo
atingir altura de até 1,5 m e apresenta grande capacidade de perfilhamento. O
capim aries foi obtido no no interior do estado e Sado Paulo e do Mato Grosso
do Sul, através de cruzamentos artificiais entre linhagens africanas de
centauro e aruana (Rodrigues et al., 2007). Em 2000 e 2001, este novo cultivar
foi avaliado quanto a oferta de pastagem a bovinos, demonstrando capacidade
de suporte, resisténcia ao pisoteio, potencial de rebrota, persisténcia, tolerancia
a seca e potencial de producao de sementes (Rodrigues et al., 2007).

Devido a alta palatabilidade, digestibilidade e teor de proteina bruta (10 a
15%) (Rodrigues et al., 2007), o capim aries vem sendo disseminado com
grande aceitacdo em propriedades produtoras de leite do norte do Rio Grande

do Sul, em substituicdo a outras pastagens perenes de veréo, tais como a tifton

e a giggs.

2.1.5. O azevém e suas caracteristicas como forrageira

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma graminea anual de inverno,
de habito de crescimento cespitoso, que pode atingir até 1,20 m de altura
(Derpsch & Calegari, 1992). Provavelmente originario do norte da Italia
(Spedding & Diekmahns,1972), foi trazido ao Brasil por colonizadores italianos

gue chegaram ao RS (Araujo, 1978).



Por ter raizes superficiais, o azevém € sensivel a seca e ao
encharcamento, preferindo solos de textura média (Fontaneli et al., 2012). O
desenvolvimento mais vigoroso ocorre nos climas temperados e temperados
frios, quando o seu maior desenvolvimento é no final do inverno e inicio da
primavera, podendo ser cultivado em todo o RS (Fontaneli, 1984). Por ser mais
adaptado a areas mais Umidas, o azevém se desenvolve melhor em &reas de
baixada (Kissmann, 1997). Quanto ao rendimento, € uma excelente forrageira,
produzindo até 25 toneladas de massa verde por hectare, de boa palatabilidade
e bom valor nutritivo (Kissmann, 1997), o teor de proteina bruta avaliado por
Pellegrini et al. (2010) chegou a 21,6%. De acordo com (Fontaneli et al., 2012),
0 azevém € a forragem de inverno que apresenta maior producdo de massa
verde, porém é tardia, pois o rendimento da forragem é mais elevado a partir

de setembro.

2.1.6. O trevo branco e suas caracteristicas como forrageira

O trevo branco é uma leguminosa que se pereniza por ressemeadura
natural, apresentando crescimento prostrado e caule estolonifero (Fontaneli et
al., 2009). Tem origem mediterranea, sendo atualmente disseminado e
adaptado a regides que variam do Artico até os sub-trépicos, desde que a
umidade do solo seja suficiente para seu crescimento e desenvolvimento
(Williams, 1987; Gimenez, 2004).

O trevo branco é pouco resistente ao déficit hidrico, sendo que em
algumas regides do RS, a espécie chega a desaparecer em periodos muito
extensos de falta d"agua (Paim & Riboldi, 1994). Desenvolve-se bem em solos
neutros (pH superior a 6,0) e com elevado nivel de matéria organica (Fontaneli
et al., 2012). Por meio da associacdo simbidtica com rizébios da espécie
Rhizobium leguminosarum, o trevo branco tem capacidade de aportar
nitrogénio (N) atmosférico ao solo, colaborando com a ciclagem de elementos e
o aumento da fertiidade do solo. Assim como no manejo de outras
leguminosas, com o trevo branco € essencial a utilizacdo de rizébios infectivos
e eficientes na fixacdo simbidtica de nitrogénio, sendo dispensavel o uso de
adubos nitrogenados minerais.

O trevo branco é bem aceito pelos animais em todas as estag¢fes do

ano, sendo uma excelente fonte de proteina e tendo rendimento de forragem
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de até 5,0 t MS ha! (Santos et al., 2012). Recomenda-se o pastejo quando o
trevo branco estiver com 0,20 a 0,30 m de altura, retirando-se os animais
guando a o pasto atingir altura de 0,10 m (Santos et al., 2012). Adicionalmente
é aconselhavel fornecer o trevo-branco aos bovinos em consorcio com
gramineas, no qual a composicdo da dieta deva ter ao menos 60% de

gramineas, para evitar o timpanismo (Ball et al., 2007).

2.2. As leguminosas nativas avaliadas no presente estudo

Entre as leguminosas nativas do sul do Brasil, destacam-se a adesmia
(Adesmia latifolia) e a serradela (Ornithopus sativus). Comparativamente a
outras leguminosas forrageiras, as nativas adesmia e serradela apresentam
vantagens adaptativas, como a capacidade de crescer e se desenvolver em
solos acidos e de baixa fertilidade natural, serem adaptadas a terrenos umidos,
terem boa capacidade de producdo de massa verde e alta capacidade de
acumulo de proteinas. Estas vantagens adaptativas fazem destas leguminosas
nativas espécies importantes dentre as que ocorrem naturalmente nos campos
do RS e SC, havendo um amplo espaco a se evoluir quanto a producédo de
sementes em escala comercial, divulgacdo das caracteristicas agronémicas
destas espécies, bem como quanto ao estudo e a sele¢do de rizobios infectivos
e efetivos na FBN a campo e a insercdo destas espécies em sistemas de

sucessao/consorciacdo de pastagens.

2.2.1. A adesmia (Adesmia latifolia) e sua utilizacdo como pastagem

A adesmia € de habito de crescimento estolonifero, tipica de areas
umidas, desde beira de rios e banhados até campos Uumidos pantanosos e
raramente ocorre em campos secos. Floresce de outubro a janeiro, sendo a
floracdo mais intensa em novembro.

Segundo Miotto e Leitdo Filho (1993), varias espécies do género
Adesmia sdo potencialmente boas forrageiras para as regides de clima
temperado. Composto por espécies nativas da América do Sul, o género
Adesmia contém mais de 230 espécies e € amplamente distribuido em regides
aridas do Chile, Argentina, Bolivia, Peru, sul do Brasil e Uruguai (Burkart,
1952).
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A introducédo da adesmia em campo nativo foi testada por Menezes et
al. (1999), os quais obtiveram entre 110 e 201 kg MS.ha. Neste sentido,
se faz necessario a selecdo de rizdbios eficientes que venham a otimizar a
oferta do N atmosférico por meio da simbiose rizobio-leguminosa, e assim
possibilitar incrementos no rendimento da adesmia em condi¢bes de campo.

Em experimentos em casa de vegetagcdo, tem sido observada
superioridade quanto a producédo de massa da parte aérea da espécie Adesmia
latifolia comparativamente a outros géneros. Esta espécie € destacada pela
maior exuberancia de folhas, acimulo de biomassa aérea, teor de proteina
bruta (21,6%) e fixacdo de nitrogénio (Scheffer-Basso et al., 2001). A espécie
A. latifolia também se mostrou tolerante a diferentes doses de aluminio em
experimento conduzido em laboratério, o que n&o foi observado com A. tristis
(Scheffer-Basso et al., 2000). Esta tolerancia esta relacionada a adaptacao da
A. latifolia a solos &cidos, caracteristicos do Rio Grande do Sul, e é um
importante potencial a ser explorado.

As espécies A. latifolia e A. tristis sdo as mais estudadas, porém para
ambas o0s estudos sobre seu potencial forrageiro ainda estdo na fase
preliminar, com poucos dados sobre desempenho no campo (Scheffer-Basso et
al., 2005). Uma dificuldade encontrada no estabelecimento da A. latifolia € a
concorréncia com espécies espontaneas como o0 azevem, conforme descrito
por Scheffer-Basso et al. (2002). Neste sentido, é de fundamental importancia
para a maior competitividade desta leguminosa nativa em sistemas de cultivo o
isolamento, a selecdo e a caracteriza¢do genética de rizobios eficientes quanto
a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Rizébios eficientes quanto a FBN em
adesmia, além de proporcionar uma vantagem adaptativa a leguminosa com
relacdo a outras espécies que venham a competir por nutrientes, resultardo em

menores custos com fertilizantes nitrogenados minerais.

2.2.2. A serradela (Ornithopus micrantus) e sua utilizagdo como
pastagem

Outra espécie nativa pertencente a familia Fabaceae considerada
promissora em sistemas agricolas é a serradela (Ornithopus micrantus). A
serradela é uma leguminosa anual de inverno, com caule prostrado e

pubescente, podendo atingir até um metro de comprimento. As folhas sao
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sésseis, com 6 a 15 pares de foliolos (Derpsch & Calegari, 1992), tenras e
palataveis aos bovinos, podendo atingir teor de PB proximo a 20% no periodo
vegetativo (Fernandes & Reis, 2001), com producdo de massa seca (MS) até
3,0 t MS ha (Santos et al. 2012). Lloveras & Iglesias (1998) relatam que as
serradelas ndo produzem timpanismo, comparativamente com outras
leguminosas, ndo contem estrégenos que poderiam afetar as funcdes
reprodutivas dos animais e ainda contem taninos condensados que protegem
as proteinas, incrementando a absorcéo e a eficiéncia digestiva deste alimento
quando ingerido pelos ruminantes. A época de semeadura da serradela
estende-se de abril a maio (Santos et al., 2012), sendo a planta utilizada como
cobertura de inverno em sucesséo a culturas anuais, COmo o0 arroz.

Atualmente desenvolve-se na Australia um programa de melhoramento
genético de cultivares comerciais de serradela, o qual é reconhecido
mundialmente e produz cultivares que sao reconhecidas por sua qualidade
forrageira e sdo amplamente disseminadas em cultivos comerciais na Austrélia,
bem como na América Latina (Ovalle et al., 2006). Os ndédulos radiculares das
serradelas cultivadas na Australia sdo predominantemente colonizados por
bactérias do género Bradyrhizobium, as quais sdo capazes de sobreviver sob
condicbes de temperaturas acima de 40 °C e condicdbes de umidade
extremamente baixas (Bowman et al., 1995), apesar da reconhecida aptidao do
género em nodular serradela também em terrenos alagados.

Em 2012, Freixial & Barros relataram o comportamento da serradela em
solos &cidos do estado de New South Wales (NSW), na costa leste da
Australia. Segundo os autores, poucas leguminosas sobreviviam ou cresciam
sob as condicGes de acidez dos solos deste estado e como consequéncia,
esses solos eram pouco férteis, apresentavam muito baixas producbes e
estavam num processo gradual de degradacdo. Apdés o manejo adequado e
implantagdo de pastagens cultivadas, hoje existem cerca de 400.000 ha de
pastagens naquele estado, incluindo a serradela. Segundo os autores, a
serradela atuou como planta recuperadora daqueles solos degradadados.

Neste sentido, para a composi¢cao de pastagens do RS, € promissora a
possibilidade de consorciacdo da serradela com gramineas anuais de inverno,

como o azevém. Este consorcio ja foi observado em algumas propriedades do
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RS (Menezes et al.,.1994), tendo a serradela reconhecida importancia na
adubacdao verde.

Além disso, esta leguminosa é resistente ao frio e a geada, apresenta
boa adaptacdo aos solos de varzea e tolera teores de umidade elevados no
solo. Produz mais de 2 t.ha! de matéria seca e aporta ao solo mais de 60 Kg
de N.ha! (Jandrey, 2008), tem bom sistema radicular e excelente capacidade
de nodulacao, porém é de desenvolvimento inicial lento (Menezes et al., 2001;
Santos et al., 2012).

Nutricionalmente, a serradela tem grande importancia na composicéo de
pastagens para oferta de proteina aos animais, também é reconhecida como
planta de cobertura em sucessdo ao arroz irrigado, porém para que haja
eficiéncia na insercdo da serradela em qualquer um destes sistemas, ha a
necessidade de juntamente com a leguminosa, inserir bactérias especificas e
comprovadamente efetivas, capazes de efetuar uma boa nodulacédo e fixacao
de nitrogénio. Adicionalmente se faz necessario o estudo do comportamento
destas bactérias na interacdo com as gramineas associaveis as leguminosas
de interesse, para se obter o maximo rendimento possivel das bactérias

aportadas nos sistemas de cultivo de pastagens propostos no presente estudo.

2.3. A importancia do estudo das interacdes entre os microorganismos e
as plantas cultivadas

A populagdo microbiana habitante da rizosfera consiste-se em uma
ampla gama de organismos, que em conjunto interagem direta e indiretamente
com as plantas cultivadas. Apenas com relacdo ao numero de bactérias,
estima-se que haja cerca de 2 bilhées de células por grama de solo (Gans et
al., 2005). Estes microorganismos tornam-se interessantes a espécie humana,
a medida em que interferem no rendimento das plantas cultivadas, por meio de
diversos mecanismos.

Um microorganismo é considerado promotor de crescimento de planta
guando é capaz de incrementar o rendimento das culturas de interesse. Para
se medir esta capacidade, a interacdo de determinado microorganismo com
alguma planta de interesse deve ser primeiramente avaliada em condi¢des
axénicas e em comparacdo com plantas testemunhas. E fundamental esta

etapa inicial onde se estuda isoladamente a interacdo da planta com o
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organismo, para assim, isolando a interacdo de outros fatores como o clima, o
ambiente e outros macro ou microorganismos edaficos ou epiedaficos, se
certificar que o efeito sobre o rendimento da planta de interesse € uUnica e
exclusivamente em decorréncia do microorganismo inoculado. Sem este
screening inicial sob condigcbes axénicas, seria impossivel se certificar e
comprovar que o efeito positivo observado na planta estudada seja em
decorréncia do microorganismo de interesse.

Apenas depois de ter sido comprovado o efeito positivo do
microorganismo sobre a planta, esta interacdo passa a ser testada sob
condicbes de maior interferéncia, como ambientes de casa de vegetacéo,
adubacao, ou solo com populagcdo microbiana original de campo (solo néo
esterilizado). Nestas condicfes, sera testada a resisténcia da interacdo a
diversos fatores de interferéncia. A Ultima fase do teste da eficiéncia do
microorganismo é a campo, sob todas as condi¢des naturais, de solo, clima e
competicdo, e apenas microorganismos aprovados em todos 0s estagios
anteriores devem ser testado a este nivel.

Diversos sd0 0s mecanismos pelos quais 0S microorganismos agem
sobre o rendimento das plantas, podendo atuar diretamente como através da
producdo de hormdénios (Bashan & Holguin, 1997) ou do suprimento de
nutrientes, como o nitrogénio (Taiz & Zieger, 2004), ou ainda indiretamente,
pela supressdo de patdégenos (Harman et al., 2000). O mais conhecido dos
mecanismos € a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), onde bactérias
simbidticas ou associativas conseguem capturar o nitrogénio atmosférico sob
condicBes microaerdbicas e por meio da enzima nitrogenase, desmembra-lo a
formas assimilaveis pelas plantas. Outros mecanismos conhecidos sdo a
producdo de substancias fitoestimuladoras, como hormdénios do grupo das
auxinas (Biswas et al., 2000), citocininas (Persello-Cartieaux et al., 2003) e
giberelinas (Erum & Bano, 2008).

A constante selecdo e verificacdo do efeito de bactérias promotoras de
crescimento de plantas sobre espécies de interesse agronémico se faz
necessario para a indicacdo de organismos infectivos e eficientes na
composigdo de inoculantes microbianos. Deste modo, por meio de inoculagdes
periddicas € possivel se alterar a diversidade das popula¢cdes microbianas que

interagem com as plantas na rizosfera, favorecendo a infeccédo das raizes por
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microorganismos eficientes e selecionados. Com relacdo a cultura da soja, por
exemplo, nos estados brasileiros produtores deste gréo, a reinoculacado da
cultura induziu resultados positivos, comparativamente com as testemunhas
nao reinoculadas, sendo que em alguns experimentos, foram constatados
incrementos de até 23% no rendimento e de até 25% no teor de N dos graos
(Hungria, 2001).

2.3.1. O uso de bactérias do género Azospirillum como promotores de
crescimento de plantas

As bactérias do género Azospirillum s&do reconhecidas por fixarem
nitrogénio endofiticamente no tecido de gramineas cultivadas. Receberam este
reconhecimento mundialmente na década de 1970, em decorréncia da
descoberta deste mecanismo pela pesquisadora Dra. Johanna Ddébereiner
(Hungria, 2011). Atualmente existem no mercado produtos comerciais a base
de Azospirillum, com bactérias selecionadas para o milho, o trigo (Hungria,
2011) e a cana de acucar (Reis et al., 2009).

Além desta fixacdo endofitica em gramineas, também podem atuar
endofiticamente em outras familias vegetais, como em diversas espécies de
monocotiledéneas, incluindo a familia Orchidaceae, além de dicotileddneas
herbaceas, arbustivas e arbéreas (Lange & Moreira, 2002). Quando néo estao
em associacdo com alguma espécie vegetal, estas bactérias sobrevivem em
vida livre no solo, também podendo efetuar a fixacdo de N em vida livre
(Hungria, 2011). Por este motivo sdo consideradas fixadoras de nitrogénio
associativas facultativas (Baldani et al., 1997).

Outros mecanismos de PCP reconhecidamente efetuados por bactérias
do género Azospirillum, sdo a producdo de substancias fitoestimuladoras, como
0 acido indol-acético, o acido giberélico, o acido abscisico e o etileno (Perrig et
al., 2007).

2.3.2. Os rizbbios e a simbiose com leguminosas

Os primeiros estudos de avaliacdo de bactérias fixadoras de N no Brasil
datam de 1920 (Silva, 1948). Nas décadas de 60 e 70 foi dada a FBN sua
devida importancia, com a ado¢do generalizada ao uso de rizobios eficientes

na cultura da soja. De acordo com Graham & Vance (2003), sao fixadas
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anualmente por leguminosas de importancia agricola em associagdo com
rizobios, de 44 a 66 milhdes de toneladas de N, o que representa
aproximadamente metade do N utilizado na agricultura. Este processo
simbidtico tdo importante € realizado por rizébios, bactérias que recebem
genericamente este nome por formarem nodulos em raizes de leguminosas.
Quando ndo estdo em associacdo com leguminosas, os rizébios sdo bactérias
de vida livre e hébito alimentar saprofitico.

A interacdo entre planta e bactéria comeca quando a necessidade
nutricional da planta é sinalizada aos rizobios por meio de flavonoides
exudados pelas raizes. Os flavondides ativam os genes Nod dos rizobios, que
especificam a producdo de um sinal simbidtico chamado fator Nod, excretado
pelas bactérias. Os fatores Nod de diferentes espécies rizobianas contém
diferentes substancias quimicas e variacbes na estrutura de suas cadeias
(Mulder et al., 2005). A variagdo no montante e na estrutura dos fatores Nod
produzidos pelas espécies de rizobios é um fator chave que determina a sua
gama de hospedeiros (Perret et al., 2000). Assim, o estabelecimento da
simbiose leguminosa-rizébio envolve uma troca de sinais: o0s sinais da
leguminosa (flavondides) ativam a producado de fatores Nod rizobianos (LCOS)
(Mulder et al., 2005).

Anteriormente a formacao dos nédulos, os rizébios induzem por meio de
sinalizacdes bioquimicas, o encurvamento dos pélos radiculares (Camara,
2014). Subsequentemente, as bactérias atuam na divisdo celular nas células
normalmente quiescentes do interior do cortex radicular, que induz a uma
formacdo de um meristema nodular (Gonzalez & Marketon, 2003). As bactérias
retidas no pélo radicular encurvado causam a formacdo de um cordao de
infeccdo, um tubo de origem vegetal, que penetra as células radiculares
enquanto as bactérias se proliferam em seu interior (Gonzalez & Marketon,
2003). Conforme o nodulo se desenvolve, os processos de infeccdo se
ramificam e penetram individualmente nos espacos intracelulares.

Na simbiose realizada com plantas da familia Fabaceae, os rizébios
atuam em uma relacdo onde recebem carboidratos fotoassimilados pelas
plantas e em troca, oferecem N (nitrogénio). O N €& obtido pelo rizébio
simbionte, na forma de gas atmosférico (N2) por meio da enzima nitrogenase e

transformado em NHsz. O complexo enzima nitrogenase € formado por duas
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unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-
proteina (MoFe-proteina) (Taiz & Zieger, 2004). Para isto, as trocas
metabdlicas entre rizobio e planta ocorrem em estruturas denominadas
nodulos, onde a enzima nitrogenase fica protegida do oxigénio atmosférico,
devido a presenca da heme proteina leg-hemoglobina, a qual esta em altas

concentracfes em nédulos ativos, e se liga ao oxigénio.

2.3.3. Ainteracao entre rizObios e graminaes

Nas décadas de 90 e 2000, passou-se a identificar no ambito cientifico
que a interagdo entre rizébios e gramineas cultivadas ndo se limita apenas ao
aporte de N residual proveniente da FBN em leguminosas. Especial destaque
deve ser dado aos trabalhos de Noel et al., (1996); Webster et al., (1997);
Yanni et al., (1997) e Antoun, (1998), o0s quais estiveram entre 0s precursores
no estudo da inoculacéo de rizobios em ndo leguminosas cultivadas.

Os primeiros estudos de riz6bios como promotores de crescimento de
gramineas foram motivados por constataces empiricas de que sob mesmas
condicBes de clima, solo, adubacdo e manejo, determinadas plantas de arroz,
cultivadas em sucessao ao trevo produziam mais que outras que ndo estavam
em sucessdo a leguminosa e este incremento na producdo ndo parecia ser
apenas em decorréncia do N residual (Yanni et al., 2001).

Foi possivel comprovar que rizobios sdo capazes de penetrar no interior
do tecido de gramineas por meio de fissuras e inser¢cdes radiculares (Reddy et
al.,, 1997; Webster et al., 1997; Yanni et al., 1997). No ambiente intra-
radicular, bem como na rizosfera, 0s rizobios sdo capazes de produzir
substéancias fito-estimuladoras como auxinas (Biswas et al., 2000; Erum &
Bano, 2008), citocininas (Persello-Cartieaux et al., 2003) e giberelinas (Yanni et
al., 2001; Erum & Bano, 2008), que vém a favorecer diretamente o rendimento
de espécies vegetais cultivadas.

Atualmente sabe-se que rizébios atuam como promotores de
crescimento de plantas em interagbes com plantas da familia Poaceae, tais
como o arroz (Yanni et al., 1997; Biswas et al., 2000; Osorio Filho et al., 2014),
a cevada (Miransari & Smith, 2009), o milho (Hahn et al., 2014), o capim
Tanzéania e a pensacola (Machado et al., 2011). Deste modo, os rizébios séo

capazes nao so de fixar simbioticamente o nitrogénio atmosférico quando em
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associacdo com leguminosas, mas também um grande potencial a ser
explorado como promotores diretos de incrementos no rendimento de
gramineas compativeis, quando devidamente inoculados em sistemas de

sucessao/rotacao de culturas.
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3 CAPITULO | - ISOLAMENTO, AUTENTICACAO E SELECAO DE
RIZOBIOS ISOLADOS DE SERRADELA (Ornithopus micrantus)
Resumo

A serradela € uma leguminosa nativa da regido Sul do Brasil e adaptada ao
pastejo, tendo potencial para melhorar a dieta alimentar de bovinos. Existem
poucos estudos da nodulacdo nesta leguminosa por bactérias fixadoras de
nitrogénio em simbiose, neste sentido o objetivo do presente trabalho foi isolar,
identificar, autenticar e selecionar rizébios eficientes em associar-se a
serradela nativa (Ornithopus micrantus) e aumentar o fornecimento de N fixado
as plantas, reduzindo-se a necessidade de adubacdo mineral. Foram
realizadas coletas de nédulos radiculares e raizes de serradela e amostras de
solo rizosférico em sete municipios do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina.
Com base em caracteristicas morfolégicas foram isoladas e identificadas
colonias bacterianas em placas com meio de cultura levedura-manitol com
indicador vermelho congo. Apdés, realizou-se o0 estudo de autenticacdo dos
rizobios isolados, por inoculacédo de plantulas de serradela in vitro, bem como a
selecdo inicial destas bactérias em relacdo a capacidade para promover o
crescimento de plantas de serradela. Os rizébios mais promissores foram
avaliados apos inoculacdo em plantas por um periodo de cultivo por 60 dias em
casa de vegetacao. Dentre as 148 culturas bacterianas caracterizadas morfo-
fisiologicamente,113 induziram a formacdo de ndédulos em raizes de serradela
e, destes, 32 isolados foram eficientes em incrementar a massa fresca das
plantas sob condi¢des in vitro.Os rizébios UFRGS Om57, Om59 e Om148
formaram nddulos com maior massa seca e produziram aumentos na massa
seca das plantas (parte aérea e radicular) e possibilitaram maior acimulo de N
na parte aérea das plantas.

3.1 Introducéao

A serradela € uma planta pertencente a familia Fabaceae, com
reconhecida aptiddo para o pastejo por ruminantes. Suas folhas séo ricas em
proteinas, as quais sdo importantes para balancear nutricionalmente as
pastagens a serem ofertadas a ruminantes, reduzindo-se a necessidade de
alimentos concentrados.

A serradela é adaptada a areas de varzea, pois tolera elevados teores
de umidade no solo, apresentando bom sistema radicular e excelente
capacidade de nodulacdo em condi¢Ges de inundacéo (Menezes et al., 2001),
ocorrendo anteriormente a cultura de verdo. Devido a sua capacidade de
produzir massa verde em areas de varzea, é utlizada em lavouras
experimentais como planta de cobertura em sistemas de rotagdo de culturas

apos o cultivo do arroz irrigado. Também tem grande potencial para a
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consorciacdo com azevém (Menezes et al.,1994). Recomenda-se fazer os
cortes em coincidéncia com o periodo da floracdo, a partir do qual sua
qualidade é drasticamente reduzida (Fernandes, 2001), sendo que estacfes
Uumidas permitem um segundo corte (Fernandes, 2001).

Outro beneficio que a serradela oferece em sistemas de pastagens € a
capacidade de estabelecer simbiose com rizébios que realizam a fixacdo de
nitrogénio atmosférico (N2) e a disponibilizacdo deste nutriente essencial aos
animais e a outras plantas que compdem o0 ecossistema das pastagens. Em
estudo realizado por Jandrey em 2008, a serradela nativa, o cornichdo
(leguminosa forrageira cultivada) e o azevém foram avaliados como plantas de
cobertura do solo no inverno. O rendimento de matéria seca da parte aérea da
serradela foi de 2,2 t hal, inferior ao obtido com o azevém, porém equivalente
ao cornichdo. Quanto ao nitrogénio (N) acumulado na parte aérea das plantas,
foi observada uma média de 63,1 Kg de N. ha' na area conduzida com a
serradela, valor também equivalente ao obtido com o cornichdo e superior ao
obtido com o azevém, o0 que evidencia a eficiéncia da fixacdo biolégica de
nitrogénio.

No caso de cultivo de gramineas em sucessao a serradela, este teor de
N encontrado na parte aérea da leguminosa, bem como o de N presente nos
nédulos e raizes certamente favorecem as culturas sucessoras, durante o
crescimento vegetativo. Outros possiveis beneficios do sistema de sucessao
de culturas leguminosa/graminea sdo a producdo de fitohormbnios e outras
substancias fitoestimuladoras pelos rizébios simbiontes com as leguminosas
gue habitam a rizosfera das culturas que a sucedem.

Apesar do grande potencial da serradela como pastagem nativa no sul
do Brasil, ha poucos estudos de selecdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
para esta planta. Deste modo, € possivel aumentar a eficiéncia desta cultura
em fornecer nitrogénio fixado ao sistema solo-planta, bem como o aporte de
massa verde em pastagens cultivadas com esta espécie nativa. Outra grande
limitacdo para a expansdo da serradela como espécie cultivada é a auséncia
de sementes em escala comercial, 0 que impossibilita a implantacdo desta
leguminosas em sistemas de sucessao ou consorciacdo de pastagens no
estado do Rio Grande do Sul (RS), apesar de sua excelente qualidade como

forrageira.

26



O objetivo do presente trabalho foi isolar, autenticar, identificar, e
selecionar rizébios eficientes na fixagdo de nitrogénio em simbiose com

serradela nativa (Ornithopus micrantus).

3.2 Material e Métodos

Foram coletadas amostras de solos e plantas de serradela (Ornithopus
micranthus) de diversas localidades dos Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina com vistas a obtencdo do maior numero possivel de isolados de
rizobios autoctones capazes de nodular estas espécies, conforme tabela 3.1.
As coletas foram realizadas em areas de pastagens com a presenca das
plantas de interesse. Quando isto ndo foi possivel, foi realizada a coleta de solo
rizosférico de outras leguminosas forrageiras nativas, como Desmodium spp.,
na tentativa de se obter rizébios que possivelmente estivessem vivendo na

rizosfera destas leguminosas.

Tabela 3.1: Localidades e georreferenciamento das coletas efetuadas.

Localidade Latitude (S) Longitude (O) Altitude (m)
Cachoeirinha-RS 29°56°59,61” 51°07°10,34” 7
Correia Pinto-SC 27°38°35,60” 50°20°04,48" 855
Palmeira das Miss6es-RS  27°56°06,39” 53°15°50,09” 511
Passo Fundo-RS 28°15717,90” 52°24°06,71" 669
Porto Alegre-RS 30°04°26,15” 51°08°04,71" 40
Santa Vitoria do Palmar-RS 33°05°30,43” 53°04'23,41” 6
Sdo Martinho da Serra-RS  29°34°19,24” 53°51'56,63"" 176

As amostras de solo foram coletadas com pa de corte a uma
profundidade de 0 a 15 cm, na regido rizosférica das leguminosas de interesse.
Além das amostras de solo, também coletaram-se plantas inteiras, com parte
aérea e sistema radicular.

Em laboratdrio, as raizes foram sepradas e cuidadosamente lavadas em
agua corrente, para posterior destacamento dos nddulos. Os nddulos foram
destacados, secos em papel toalha e acondicionados em frascos de vidro, com
silica e algodao para preservacao.

Para a obtenc&o de nodulos a partir das amostras de solo, foi realizada a

inoculacdo plantulas de serradela cultivadas em vasos com uma suspensao
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dos solos amostrados. As sementes foram previamente escarificadas com lixa
n° 100 por 1 minuto, desinfestadas por imersédo das sementes em alcool (70%)
por 30 segundos, seguido de hipoclorito de sddio (2,5%) por 30 segundos e
sete lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada em autoclave a
120°C por 20 minutos, sendo em seguida armazenadas a temperatura
ambiente (20 a 25 °C) por 24 horas para germinacao.

As sementes pré-germinadas foram plantadas em vasos de Leonard
(Vincent, 1970) com vermiculita e areia (2:1), com solucdo nutritiva Sarruge
25% (Sarruge, 1975) em casa de vegetacdo. A inoculagcdo com as suspenséo
das amostras de solo foi realizada quando as plantas estavam com sete dias
de emergéncia e com uma a trés pares de folhas. A inoculacao foi feita sob
condicBes axénicas e com pipetador automatico, adicionando-se 2 mL de
solucéo de solo por vaso. Aos 45 dias ap0s a inoculacao, efetuou-se coleta das
plantas, separando-se parte aérea de sistema radicular. Apos lavagem das
raizes, os nodulos obtidos em casa de vegetacdo foram destacados, secos em

papel toalha e acondicionados em recipientes de vidro, com silica e algodao.

3.2.1 Maceracédo dos nbédulos e obtencéo de isolados

Os isolados foram reidratados em &agua destilada estéril por 24 h e
mantidos no refrigerador para o dia seguinte. Apés a reidratacdo, os nodulos
foram macerados separadamente em tubo de ensaio estéril, com bastdo de
vidro esterilizado, em camara de fluxo laminar. Com o auxilio de ponteiras
estéreis em camara de fluxo laminar, os caldo de nédulos macerados foram
inoculados em meio de cultura solido levedura-manitol com corante vermelho
congo (LMV) (Vincent, 1970), utilizando-se o método da gota (Miles & Misra,
1988.) e do espalhamento (Buck & Cleverdon, 1960), separadamente.

As placas de petri contendo o meio LMV (Vincent, 1970) inoculado foram
armazenadas em estufa a 28 °C. Foi realizada avaliacdo diaria de cada uma
das placas com o auxilio de uma lupa de mesa, a medida em que surgiam
colénias com caracteristicas morfolégicas de rizObios, estas eram
imediatamente transferidas para outra placa, de modo a se obter colonias

puras com morfologia persistente.
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3.2.2 Identificacdo morfologica dos isolados

Os riz6bios estudados foram selecionados em placas de petri, com meio
de cultura levedura-manitol com vermelho congo (LMV) (Vincent, 1970), com
base em caracteristicas morfolégicas tipicas de colbnias rizobianas. Os
isolados foram caracterizados de acordo com caracteristicas de tempo de
crescimento, cor, altura de colonia, diametro de coldnia, consisténcia da colonia
e opacidade da col6nia. Apds a caracterizagdo fenotipica, cada um dos rizébios
foi inoculado em trés tubos de ensaio, contendo meio LMV (Vincent, 1970).
Estes tubos inoculados foram armazenados na Colecdo de Culturas de
Rizébios da UFRGS.

3.2.3 Experimento de autenticacado e selecéo inicial em tubos

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de induzir a formacao
de ndédulos em plantas de serradela. Para isto, foi realizado em laborat6rio
experimento in vitro, utilizando-se tubos de ensaio de 30 mL, contendo uma tira
de papel toalha e 15 mL de solugdo nutritiva Sarruge a 25% (Sarruge,
1975),esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos. Em cada tubo foi
adicionada uma semente pré-germinada de serradela com o auxilio de uma
pinca flambada e em camara de fluxo laminar. Um dia ap6s a emergéncia das
plantulas, em camara de fluxo foi inoculado individualmente em cada tubo 1 mL
de caldo de cultura de cada um dos isolados. Apés a inoculacao os tubos foram
tampados com buchas de algoddo e mantidos em lampadario com 8 horas por
dia e temperatura ambiente.

Para a producao dos caldos de cultura, os rizébios foram inoculados em
tubos de ensaio com rosca, contendo meio de cultura LM liquido (Vincent,
1970) e colocados em incubador orbital a 28 °C com agitagdo de 120 rpm por
sete dias. No dia da inoculagéo, os caldos apresentavam uma concentracéo
celular de 108 unidades formadoras de col6nias por mL (ufc.mL™?), verificada
em camara de Neubauer (Moura et al., 1987). O experimento foi composto por
150 tratamentos e trés repeticdes, sendo 148 tratamentos inoculados com os
rizobios estudados, e dois tratamentos controle n&o inoculados, um tratamento
com adicdo de N mineral (Controle + N), que recebeu uma aliquota de 107 pl
ml de solucdo de NH4NOs (20 g L1), equivalente aaplicacéo de 100 kg de N ha-

1, O outro controle sem inoculacdo ndo recebeu a adicdo de N mineral
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(Controle - N). Apos um periodo de 35 dias, 0 experimento foi encerrado e as
plantas coletadas, sendo quantificadas a massa fresca total das plantas, o

namero de folhas e de n6dulos e o comprimento da parte aérea e da raiz.

3.2.4 Avaliacdo da eficiéncia simbiotica dos rizObios em plantas de
serradela cultivadas em casa de vegetacéao

Os rizébios selecionados no estagio in vitro foram testados em casa de
vegetacdo, em plantas cultivadas em vasos Leonard (Vincent, 1970), contendo
uma mistura de vermiculita e areia na propor¢ao de 2:1, na parte superior, e, na
parte inferior, solucéo nutritiva (Sarruge, 1975).

As estirpes SEMIA 905 e SEMIA 929, liberadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para producdo de inoculantes
para Ornithopus sativus, foram obtidas junto & Cole¢&o de Culturas de Rizobios
da Fundacéo de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (FEPAGRO).

As inoculagbes foram realizadas utilizando-se aliquotas de 2 mL de
caldo de culturas, com cerca de 108 ufc mL?, de cada rizébio estudado,
crescidos em meio levedura-manitol por sete dias a 28°C, a 120 rpm. O
experimento foi composto por dois tratamentos controle sem inoculacdo, um
sem adicao de nitrogénio e outro com adicdo de duas aliquotas de 5,4 ml da
solucdo de NHsNOs (20 g L), equivalente a adicdo de 250 kg de N hat. Os
dez tratamentos inoculados foram compostos pelas inoculacdes dos isolados
UFRGS Om4, UFRGS Om27, UFRGS Om57, UFRGS Om59, UFRGS Om62,
UFRGS Om67, UFRGS Om82, UFRGS Om148, SEMIA 905 e SEMIA 929.
ApOGs quinze dias de desenvolvimento, foi realizado o desbaste das plantas,
deixando-se trés por vaso. Trabalhou-se com 4 repeti¢cdes por por tratamento e
60 dias de duracéo.

Ao final do periodo, a parte aérea foi separada do sistema radicular,
acondicionada em sacos de papel e submetida a secagem em estufa a 65°C,
durante trés dias. Uma vez seca, a parte aérea foi pesada, sendo em seguida
moida para a determinagdo quimica do acumulo de nitrogénio no tecido,
segundo metodologia descrita por Tedescoet al. (1995). Os ndédulos foram
destacados das raizes, contados e colocados em estufa a 65°C, para secagem

e determinagdo da massa seca. Os dados obtidos foram submetidos a analise
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de variancia e teste de médias (Scott Knott, 5%), utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

O indice de eficiéncia relativa da fixacdo de Nitrogénio (EFR) dos
isolados (Brockwellet al., 1966) foi calculado usando-se a férmula abaixo:

EFR = ((Ntotal trat. — Ntotal T-N) /(Ntotal T+N — Ntotal T-N))x 100

onde:
N total trat. = nitrogénio total da planta do tratamento inoculado
N total T-N = nitrogénio total do controle n&do inoculado e sem nitrogénio
N total T+N = nitrogénio total do controle n&o inoculado e que recebeu

suplementacao nitrogenada.

3.3 Resultados e Discusséo

Com os estudos de coleta, identificacdo e isolamento, foram obtidos 148
isolados com caracteristicas tipicas de rizobios. Na figura 3.1, sé&o
apresentadas as carateristicas dos isolados obtidos no presente estudo.

Além das caracteristicas apresentadas na figura 3.1, todos os isolados
de serradela obtidos no presente estudo apresentaram colonias concavas e
bordas regulares, tipicas de rizébios. As caracteristicas de forma, cor,
opacidade, consisténcia, tempo de crescimento e diametro séo tipicas de
rizobios, sendo que 127 isolados com colénias menores que 2 mm em oito a
dez dias de crescimento tém caracteristicas tipicas de Bradyrhizobium,
enquanto outros 21 isolados, com colGnias maiores ou iguais a 3 mm aos trés
ou quatro dias de crescimento tém caracteristicas tipicas de Mesorhizobium
(Figura 3.1, Apéndice 1).
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Figura 3.1. Caracteristicas dos isolados de serradela (Ornithopus micrantus)

obtidos no presente estudo.

Os isolados obtidos em laboratério foram testados nos ensaios de
autenticacdo quanto a capacidade de nodulacao e efeito sobre as plantas e os
resultados das inoculagdes in vitro sdo apresentados na Figura 3.2 e na Tabela
3.2. No tratamento Controle + N, foi observada média de massa fresca total
(MFT) de 33 mg. Esta média ficou abaixo do esperado e n&o diferiu da massa
fresca total do tratamento Controle — N (13 mg). Neste caso, devido as
restricbes impostas pelas condi¢bes in vitro, ao longo dos 35 dias de
experimento, as plantas do tratamento Controle + N ndo conseguiram
aproveitar suficientemente a dose de N equivalente a 100 Kg N.ha?, nao
havendo efeito da adicdo de solucéo nitrogenada no Controle + N. Para futuros
testes in vitro, sugere-se o0 uso de aliquotas maiores para o Controle + N, de
modo a se explorar mais eficientemente o potencial fisiolégico das plantas.

Dos 148 tratamentos inoculados, 113 foram capazes de nodular as
plantas de serradela. A nodulacdo foi avaliada contando-se o0 numero de
nodulos formados por planta (NN). Destacaram-se os isolados obtidos das
amostras de Santa Vitéria do Palmar: UFRGS Om25; Om26 e Om94, com
12,3; 12,3 e 9,5 nodulos por planta, respectivamente. Os isolados com maior
namero de ndédulos foram pouco eficientes quanto ao parametro de
crescimento massa fresca total, enquanto que as maiores massas frescas
totais foram obtidas em tratamentos com 3 a 5 nddulos por planta, ao final dos
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35 dias de experimento. Estes resultados corroboram dados apresentados por
Souza et al. (2008), os quais excluiram o numero de nodulos da avaliagdo da
fixacdo biolégica do nitrogénio. Deste modo, o pardmetro niumero de nodulos é
interessante no momento da autenticacéo de rizébios, sobretudo no estudo de
espécies que formem nodulos pequenos e de pouca massa, porém nao
indicado para se quantificar a eficiéncia desta nodulagéo.

Foram obtidos 32 tratamentos superiores aos tratamentos Controle
quanto a massa fresca total. Destes, 29 sédo provenientes do municipio de
Cachoeirinha, os outros trés foram obtidos em coletas nos municipios Correia
Pinto, Passo Fundo e Santa Vitéria do Palmar (Tabela 3.2). Os melhores
rendimentos foram observados nos tratamentos UFRGS Om9 e UFRGS Om62,
gue apresentaram alta massa fresca total, 0,167 e 0,190g, respectivamente. O
tratamento UFRGS Om67 foi pouco inferior quanto a massa fresca total, porém
superou o0s citados anteriormente quanto ao numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento radicular (CR). Em um
terceiro nivel de importancia, porém ainda superiores aos tratamentos controle
guanto a massa fresca total, niumero de folhas, comprimento da parte aérea e
comprimento radicular, estdo os tratamentos UFRGS Om4; Om57; Om59;
Om60; Om82; Om143; Om146 e Om148.

Foram obtidos 16 isolados capazes de nodular as plantas de serradela,
porém que induziram resultados de massa fresca total, numero de folhas,
comprimento da parte aérea e comprimento radicular iguais ou inferiores ao
tratamento Controle - N. E indesejavel que as plantas estudadas sejam
infectadas por estas bactérias, pois esta interacdo ndo configura-se uma
simbiose, a medida em que a planta ndo € beneficiada pela infeccdo e apesar
disto gasta metabdlitos fotoassimilados para manutencdo dos nddulos
ineficientes. Estes rizObios sdo capazes de colonizar e nodular plantas de
serradela, porém nao contribuem para o seu rendimento, representando um
custo fisiolégico nao justificAvel em termos de rendimento. Nestes casos, é
recomendavel excluir dos estudos estas bactérias noduladoras e promover a
inoculacdo de leguminosas cultivadas com rizébios infectivos e eficientes em
fixar N atmosférico, para que estes rizobios eficientes prevalecam nos sitios de

infecc@o e promovam os melhores rendimentos as plantas.
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Figura 3.2. Planta de serradela inoculada com rizébio eficiente a esquerda e

plantula ndo inoculada, a direita, aos 35 dias apds emergéncia.

Tabela 3.2. Massa fresca total (MFT), numero de folhas, numero de ndédulos,

comprimento da parte aérea (PA) e comprimento radicular (Raiz) de plantas de

serradela (Ornithopus micrantus),inoculadas com rizébios in vitro.

MFT Numero de  Numero de PA Raiz
Tratamento (mQ) Folhas Nodulos (cm) (cm)
Controle + N 33d 20,3 b 00e 76 b 9,3b
UFRGS Om62 190 a 22,0b 5,0d 6,6 c 74c
UFRGS Om9 167 a 18,0c 3,0d 41c 49d
UFRGS Om67 130 b 29,3 a 43d 11,0a 143a
UFRGS Om59 117 c 26,0 a 6,0c 84a 96 b
UFRGS Om4 113 c 32,0a 6,0c 10,4 a 12,8 a
UFRGS Om57 110c 26,3 a 6,0c 95a 115a
UFRGS Om82 100 c 250a 43d 85a 12,1 a
UFRGS Om148 100 c 29,3 a 6,0c 9,3a 119a
UFRGS Om125 93c 23,3b 7,3¢ 9,1a 12,2 a
UFRGS Om142 93c 22,7b 3,0d 10,0 a 119a
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UFRGS Om74
UFRGS Om60
UFRGS Om61
UFRGS Om58
UFRGS Om143
UFRGS Om68
UFRGS Om80
UFRGS Om141
UFRGS Om126
UFRGS Om146
UFRGS Om83
UFRGS Om12
UFRGS Om13
UFRGS Om81
UFRGS Om2
UFRGS Om25
UFRGS Om73
UFRGS Om69
UFRGS Om65
UFRGS Om124
UFRGS Om72
UFRGS Om5
UFRGS Om27
UFRGS Om64
UFRGS Om76
UFRGS Om18
UFRGS Om11l
UFRGS Om134
UFRGS Om42
UFRGS Om24

93c
90c
87c
83c
80c
80c
80c
77c
73 c
73 ¢
73 c
70c
70c
70c
67 C
67 cC
67 cC
67 C
63 cC
63 cC
60 c
60 c
57d
57d
53d
53d
53d
53d
50 d
50d

23,3b
250a
23,0b
22,3b
26,5a
240b
22,3b
21,3b
215b
26,3a
26,7 a
33,0a
27,7a
19,0 b
255a
25,7a
23,7b
22,7b
22,3b
23,3b
210b
25,3 a
28,0a
170c
210b
26,0 a
28,7a
16,3 c
23,7b
19,7b

3,3d
43d
3,3d
53d
45d
4,7d
53d
3,3d
55c
43d
4,7d
4,0d
5,0d
4,0d
4,0d
12,3 a
4,3d
3,7d
3,3d
3,3d
6,0c
3,3d
8,5¢C
40d
2,6d
4,0d
6,3¢C
43d
3,3d
8,0c

8,6a
85a
8,3b
7,40
9,8a
76 b
9,6 a
6,8 b
115a
9,6 a
9,3a
82b
79b
8,3b
7,8b
7,2b
76b
7.2b
59c
8,9a
8,7a
76b
90a
53c
9,6a
740
7,3b
79Db
6,8 b
44c

10,3 b
114 a
9,5b
112Db
12,3 a
6,3c¢C
13,4a
13,5a
10,0 b
116 a
10,9 b
10,8 b
9,0b
11,2b
9,5b
116 a
84D
7,3cC
9,3b
110b
10,1 b
89Db
16,7 a
8,0c
7,4 c
8,0c
80c
6,5¢c
9,3b
7,1c
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UFRGS Om123
UFRGS Om45
UFRGS Om75
UFRGS Om20
UFRGS Om118
UFRGS Om6
UFRGS Om131
UFRGS Om111
UFRGS Om38
UFRGS Om138
UFRGS Om132
UFRGS Om17
UFRGS Om117
UFRGS Om147
UFRGS Om122
UFRGS Om116
UFRGS Om63
UFRGS Om19
UFRGS Om140
UFRGS Om94
UFRGS Om37
UFRGS OmS56
UFRGS Om70
UFRGS Om133
UFRGS Om119
UFRGS Om84
UFRGS Om10
UFRGS Om14
UFRGS Om71
UFRGS Om135

50d
50d
50d
50d
50d
50d
47 d
47 d
47 d
47 d
43d
43 d
43 d
43d
43 d
40d
40d
40 d
40d
40d
40 d
40d
40 d
37d
37d
37d
37d
37d
37d
37d

175¢c
24,3 b
16,5c¢
23,0b
220b
24,7 a
16,7c
15,0 c
29,0 a
210b
173 c
27,3 a
19.0b
25,0a
155¢c
173 c
18,0c
240b
145¢c
22,7b
250a
19,0 b
170c
18,3 ¢
190D
20,3 b
22,3b
210b
170c
120c

50c
57c
20e
53d
23e
3,7d
0,0e
0,0e
2,7d
3,0d
0,0e
4,7d
23e
3,0d
3,0d
10e
3,0d
5,0d
0,0e
123 a
6,3C
3,3d
20e
3,7d
3,0d
4,0d
7,7cC
3,5d
3,0d
20e

8,0b
7,2Db
11,3 a
92a
71Db
75b
70b
6,1b
6,7b
6,9b
74 b
79b
49c
6,1b
6,7b
7,2b
6,3b
55¢C
6,4 b
10,1 a
53c
6,7b
56¢C
71Db
740
72b
59c
6,6 b
6,6 b
57c

100b
99b
16,5 a
9,8b
125a
8,1c
7,3cC
10,6 b
10,2 b
6,5cC
8,8Db
8,8b
6,1c
13,8 a
8,8b
10,5b
7,4 cC
116 a
10,4 b
140 a
12,1 a
7,6cC
4,7d
10,8 b
9,2Db
6,7cC
8,80Db
7,4 cC
5,0d
53d
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UFRGS Om77
UFRGS Om79
UFRGS Om33
UFRGS Om3
UFRGS Om1
UFRGS Om21
UFRGS Om16
UFRGS Om40
UFRGS Om7
UFRGS Om129
UFRGS Om78
UFRGS Om87
UFRGS Om54
UFRGS Om110
UFRGS Om89
UFRGS Om97
UFRGS Om26
UFRGS Om127
UFRGS Om52
UFRGS Om22
UFRGS Om106
UFRGS Om36
UFRGS Om137
UFRGS Om86
UFRGS Om105
UFRGS Om23
UFRGS Om115
UFRGS Om34
UFRGS Om41
UFRGS Om47

37d
37d
33d
33d
33d
33d
33d
33d
33d
33d
33d
30d
30d
30d
30d
30d
30d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
27d
23d
23d

16,0c
22,3b
23,0b
20,3 b
197b
20,5b
250a
18,5c¢
240b
123c
13,0c
26,0 a
22,3b
18,0c
21,7b
18,0c
195b
15,7 c
23,0b
14,7 c
153 ¢
16,3 ¢c
8,0d
243 Db
15,3 ¢
195b
15,0c
15,7c
170c
15,7c

13e
5,0d
3,3d
6,7cC
4,7d
3,0d
35d
0,0e
4,3d
0,0e
0,7e
3,7d
4,7d
3,7d
4,0d
57c
95b
1,7e
7,3c¢C
4,0d
57c
0,0e
0,0e
3,0d
50d
6,7¢C
0,0e
0,0e
13e
20e

6,2b
76 b
6,3 b
44 c
59c
7,2b
7,40
59c
55¢C
72Db
6,2 b
93a
6,1b
45c
94 a
7,7b
48¢c
6,4 b
78b
51c
6,6 b
39c
3,0d
9,6a
58c
48¢c
48¢c
49c
3,7¢c
3,4d

7,2cC
7.6cC
7,1c
8,0c
74c
57d
7.6cC
6,0c
79c
46d
4,3d
99b
52d
9,2b
10,2 b
10,5b
109 b
8,3b
9,3b
50d
10,3 b
7,6cC
3,6d
115a
8,80Db
55d
7,3c¢C
78c¢C
3,8d
3,1d
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UFRGS Om55
UFRGS Om90
UFRGS Om44
UFRGS Om46
UFRGS Om88
UFRGS Om112
UFRGS Om113
UFRGS Om43
UFRGS Om39
UFRGS Om103
UFRGS Om98
UFRGS Om85
UFRGS Om50
UFRGS Om15
UFRGS Om120
UFRGS Om99
UFRGS Om91
UFRGS Om130
UFRGS Om29
UFRGS Om128
UFRGS Om92
UFRGS Om93
UFRGS Om144
UFRGS Om114
UFRGS Om95
UFRGS Om51
UFRGS Om100
UFRGS Om28
UFRGS Om109
UFRGS Om8

23d
23d
23d
23d
23d
23d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
20d
17d
16 d
16d
16 d
16 d
16 d
16d
16 d
16 d
16d
16 d

153 ¢
197b
14,7 c
16,7 c
20,0 b
13,3¢
25d
16,0 c
15,7c
120c
75d
157c
24,3 a
16,7c
16,0c
120c
19,7 b
6,0 d
21,7b
16,3 c
210b
16,3 ¢c
9,3d
143 c
15,7c
170c
13,0c
173 c
14,7 c

16,0c

2,7d
6,7cC
0,0e
43d
43d
0,7e
0,0e
0,0e
0,0e
0,0e
3,0d
3,0d
3,7d
3,3d
0,7e
0,0e
3,7d
0,0e
53d
20e
40d
3,7d
0,0e
10e
6,0c
0,0e
13e
70c
0,7e
40d

52c
82b
41c
4,0c
89a
41c
2,7d
39c
3,7¢c
4,5c¢c
41c
6,5cC
7,0b
48¢c
49c
7,1b
99a
2,0d
6,2¢C
75b
71Db
6,7b
2,3d
42c
59c
53c
59c
51c
740
48¢c

4,4d
104 b
6,9c
48d
99b
55d
3,3d
8,4b
50d
7,8¢C
6,7cC
6,0c
6,7cC
50d
70c
9,3b
89Db
40d
8,1c
49d
105b
10,0 b
3,7d
2,8d
7,3c¢C
7,8c¢C
10,3 b
10,3 b
8,8b
59c
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UFRGS Om108 13d 153 ¢ 1,7d 39c 7,1c

UFRGS Om139 13d 7,3d 0,0e 37c 57d
UFRGS Om30 13d 22,3b 0,0e 4,6c 8,5,b
UFRGS Om96 13d 143c 1,7e 51c 71c
UFRGS Om136 13d 125c¢c 0,0e 3,0d 2,4d
UFRGS Om101 10d 8,0d 0,0e 2,0d 3,1d
UFRGS Om35 10d 8,0d 0,0e 1,9d 34d
UFRGS Om53 10d 8,0d 0,0e 1,9d 3,8d
UFRGS Om48 10d 148c 3,6d 43c 55d
UFRGS Om104 10d 12,7¢c 0,0e 58c 75¢
UFRGS Om31 10d 8,0d 0,0e 2,0d 4,2d
UFRGS Om107 10d 6,3 d 0,0e 1,7d 3,0d
UFRGS Om32 10d 7,3d 0,0e 2,1d 40d
UFRGS Om145 7d 8,0d 0,0e 1,3d 2,7d
UFRGS Om121 7d 8,0d 10e 2,8d 31d
UFRGS Om102 7d 6,7d 0,0e 1,2d 2,7d
UFRGS Om49 7d 18,0c 3,3d 29d 4,1d
UFRGS Om66 0d 11,5d 3,0d 39c 75¢
Controle - N 13d 11,0d 0,0e 3,7¢C 72¢C
CV (%) 61,53 17,84 51,59 27,95 28,87

Médias de trés repeticdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

Os resultados produzidos por plantas de serradela cultivadas em vasos
em casa de vegetacdo e inoculadas com os rizébios estudados sao
apresentados na tabela 3.3. Observou-se maior massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca radicular (MSR) no tratamento ndo inoculado e que
recebeu Nitrogénio (Controle + N) equivalente a aplicacdo de 250 kg N.ha™.
Com um rendimento inferior ao Controle + N estdo os tratamentos UFRGS
Om148, Om59 e Om57, os quais superaram o tratamento Controle — N e todos
0s outros tratamentos inoculados quanto a MSPA e MSR, inclusive as estirpes
SEMIA 905 e SEMIA 929, atualmente licenciadas pelo MAPA (Ministério da
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Agricultura, Pesca e Abastecimento) para producdo de inoculantes para
serradela.

Observou-se boa nodulagcdo na maioria dos tratamentos inoculados,
sendo que o numero médio de nddulos por plantas variou entre 0,0 e 12,3. As
plantas de maior massa seca de nodulos foram as inoculadas com os rizobios
UFRGS Om57, Om59 e Om148, e que também apresentaram maior massa
seca de raiz, parte aérea e maior teor denitrogénio total da parte aérea (N
Total). Com isto infere-se que os rizébios de maior massa de nédulos foram os
mesmos que induziram maior massa de plantas. Foi verificado um grande
ndamero de nodulos (NN) e primérdios nodulares (NP), inclusive em tratamentos
cujas massa seca da parte aérea, masssa seca radicular e N Total foram
equivalentes o Controle — N, portanto insatisfatorios. Isto indica que muitos dos
nodulos contabilizados ndo fixaram N (nitrogénio) atmosférico e assim o0s
custos fisiologicos destas nodula¢cdes nao foram convertidos em aumento de
rendimento das plantas. No caso do presente estudo, ndo foi observada
relacdo entre o maior nimero de nodulos e o incremento de massa de planta
ou N Total.

Apesar da menor massa fresca total dos tratamentos UFRGS Om57,
Om59 e Om148 comparativamente ao Controle + N, observou-se que estes
isolados equivaleram-se ao Controle + N quanto ao acumulo de N foliar. Em
condicbes de casa de vegetacdo, os tratamentos UFRGS Om57, Om59 e
Om148 foram equivalentes ao tratamento controle que recebeu a dose de N
equivalente a 250 kg.ha', o que representa a grande eficiéncia destes
organismos em fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico em plantas de
serradela, possibilitando a supressdo da adubacdo nitrogenada mineral, sem
prejuizo ao teor total do nutriente na folha.

O indice de eficiéncia relativa (IER%) Brockwell (1966) representa
percentualmente o quao eficiente o organismo simbionte € em fixar o N
atmosfeérico para a leguminosa em associagdo. Compara-se o teor de N obtido
nas folhas de cada tratamento inoculado com os respectivos valores obtidos
nas folhas dos tratamentos Controle + N e Controle - N. Em se tratando de
associacado simbidtica com espécies forrageiras para as quais existem menos
estudos de eficiéncia de rizébios comparativamente a soja, espera-se no

minimo um IER de 70%. No presente estudo, para os trés isolados que se
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destacaram, os valores de IER superaram 100%, valores bem acima da
eficiéncia minima esperada para se considerar o rizbio promissor. Estes
resultados foram superiores a outros encontrados na literatura, como no estudo
da simbiose entre rizobios em leguminosas forrageiras cultivadas (Frizzo,
2007).

As simbioses com os rizobios UFRGS Om57, Om59 e Om148 foram
eficientes quanto ao incremento do teor de N total nas folhas e promoveram
aumentos de massa seca das plantas, mostrando-se superiores as estirpes da
colecdo SEMIA, sendo promissores para futuros estudos, com vistas a serem

recomendadas para producao de inoculantes comerciais para serradela.

Tabela 3.3. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR), massa
seca de nddulos (MSN), nitrogénio total na parte aérea (N Total), indice de Eficiéncia
Relativa, nimero de ndédulos (NN) e numero de primérdios (NP) de plantas de
serradela, cultivadas em casa de vegetacdo. Médias de quatro repeticées, com duas
plantas por vaso.

MSPA MSR MSN N

Tratamento (mg) (mg) (mg) Total(mg) IER (%) NN* NP*
Controle + N 1997a 767 a Oc 239a 100,0 Ob Ob
UFRGS Om148 1237 b 234 b 45 a 27,7 a 117,3 127 a 29a
UFRGS Om59 1089 b 303 b 34a 26,7 a 112,9 143 a 43 a
UFRGS Om57 967 b 188 b 32a 249 a 104,5 132 a 39a
SEMIA 929 654 ¢ 125¢ Oc 6,0c 19,3 Ob Ob
UFRGS Om67 609 c 158 ¢ 23b 147b 58,6 86 a 32a
UFRGS Om62 570 c 190 b 22b 13,7b 53,7 115a 44 a
UFRGS Om82 338¢c 133 ¢ l4c 78¢c 27,1 79 a 28 a
UFRGS Om27 240 ¢ 95¢c l4c 35¢C 7,7 116 a 25a
UFRGS Om4 235c¢ 8lc 6¢c 2,7c 4,2 7la 43 a
SEMIA 905 196 c 196 b Oc 16¢ -0,6 Ob Ob
Controle - N 205 ¢ 97c¢ Oc 1,8¢c 0,00 Ob Ob

CV (%) 61,01 36,07 62,13 56,96 - 44,73 28,6

Controle +N: tratamento ndo inoculado, dose de Nitrogénio (N) equivalente a 250kg N.ha’;
Controle -N: tratamento ndo inoculado, sem aplicacdo de N mineral; MSPA: massa seca da

41



parte aérea; MSR: massa seca radicular; MSN: massa seca de nédulos; N Total: Nitrogénio
total da Parte Aérea; IER (%): indice de Eficiéncia Relativa, proposto por Brockwell (1966); NN:
namero de noddulos; NP: numero de primérdios nodulares.* Dados de contagens,
transformados, pela aquacédo: (x + 1)~ 0,5.

3.4 Conclusoes

Foram obtidos 148 isolados de serradela, dos quais 113 foram
autenticados como formadores de nodulos de serradela.

Os isolados UFRGS Om57, UFRGS Om59 e UFRGRS Om148 foram
selecionados do grupo de isolados, sendo 0os mais eficientes para incrementar
a massa seca de plantas e acumulo de nitrogénio nas folhas, superando as
SEMIAs atualmente liberadas para a producdo de inoculantes de serradela,
sendo assim altamente recomendados para estudos a campo.

Os isolados mais eficientes tém caracteristicas tipicas de

Bradyrhizobium.
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4 CAPITULO Il = ISOLAMENTO, AUTENTICACAO E SELECAO INICIAL DE
ISOLADOS DE ADESMIA (Adesmia latifolia)

Resumo

A adesmia (Adesmia latifolia) € uma leguminosa nativa da regiao sul do Brasil,
que apresenta algumas caracteristicas de crescimento e adaptacdo
interessantes para 0 seu cultivo como espécie forrageira. Existem poucos
estudos de isolamento e selecdo de rizébios efetivamente adaptados as
condicbes edafo-climaticas do RS. Neste sentido,0 objetivo do presente
trabalho foi isolar, identificar e autenticar rizobios infectivos e eficientes quanto
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em adesmia. Foram realizadas coletas
de raizes noduladas de adesmia e amostras de solo rizosférico nos municipios
de Correia Pinto-SC e Eldorado do Sul-RS. Com base em caracteristicas
morfo-fisioldgicas foram isoladas e identificadas colénias com caracteristicas
rizobianas em placas com meio de cultura levedura-manitol e indicador
vermelho congo. Também foram incluidas no estudo trés estirpes
recomendadas para adesmia (SEMIA 3007, SEMIA 6437 e SEMIA6438), bem
como 50 isolados de A. latifolia, cedidos pela Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri-SC). A autenticacao
dos rizobios, bem como a avaliacdo da nodulacdo e d promocdo de
crescimento em plantas de adesmia inoculadas com estas bactérias foram
realizadas em estudo com plantas cultivadas em tubos. No isolamento em
placa foram obtidos 17 isolados bacterianos de nodulos de adesmia
semelhantes a rizobios. No entanto, no experimento para autenticacdo, no qual
foram estudados mais outros 50 isolados bacterianos e 3 estirpes, 61 isolados
foram capazes de nodular adesmia e 38 foram capazes de incrementar a
massa fresca das plantas. Os isolados EEL46210 e EEL1010 superaram o
tratamento Controle + N e a estirpe recomendada de melhor desempenho,
SEMIA6437 quanto aos parametros massa fresca total (MFT), numero de
folnas e comprimento da parte aérea (PA). Apesar de inferior aos melhores
isolados do presente estudo, a estirpe SEMIA 6437 demonstrou ter mantido
seus genes indutores de nodulacdo, bem como sua eficiéncia em nodular e
promover o crescimento de adesmia, apresentando-se viavel e eficiente para
composicdo de inoculantes para adesmia. Por outro lado, as SEMIAS 3007 e
6438 foram ineficientes em incrementar satisfatoriamente o rendimento de
adesmia. O tratamento ndo inoculado e que recebeu nitrogénio em dose
equivalente a 100 kg N.ha(Controle + N) ndo expressou todo o potencial
produtivo da planta em estudo.
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4.1 Introducéao

Composto por espécies nativas da América do Sul, o género Adesmia
contém mais de 230 espécies e é amplamente distribuido em regides aridas do
Chile, Argentina, Bolivia, Peru, sul do Brasil e Uruguai (Burkart, 1952).
Atualmente s@o conhecidas 17 espécies deste género nativas do sul do Brasil
(Scheffer-Basso et al., 2001).

Em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, tem sido
observada superioridade da espécie Adesmia latifolia comparativamente a
outros géneros, sendo esta espécie destacada pela maior exuberancia de
folhas, acimulo de biomassa aérea, teor de proteina bruta, habito estolonifero
e fixacdo de nitrogénio (Scheffer-Basso et al.,, 2001). A espécie Adesmia
latifolia também foi tolerante a diferentes doses de aluminio em experimento
conduzido em laboratério, o que nao foi observado com A. tristis (Scheffer-
Basso et al., 2000). Esta tolerancia esta relacionada a adaptacao da A. latifolia
a solos acidos, caracteristicos do Rio Grande do Sul, e € um importante
potencial a ser explorado. Tendo estas caracteristicas de produtividade e
adaptabilidade desejaveis a uma espécie forrageira, a A. latifolia pode constituir
uma importante alternativa para o suprimento proteico a bovinos leiteiros ou
bovinos de corte.

Juntamente com a A. tristis, a A. latifolia esta entre as mais estudadas,
porém os estudos sobre seu potencial forrageiro ainda estao na fase preliminar,
com poucos dados sobre desempenho no campo (Scheffer-Basso et al., 2005).
Uma dificuldade encontrada no estabelecimento da A. latifolia € a concorréncia
com espécies espontaneas como o azevém, conforme descrito por Scheffer-
Basso et al. (2002). Neste sentido, é de fundamental importancia para a maior
competitividade desta leguminosa nativa em sistemas de cultivo o isolamento,
a selecdo e a caracterizagdo genética de rizébios eficientes quanto a fixacédo
bioldgica de nitrogénio (FBN). Rizébios eficientes quanto a FBN em adesmia,
além de proporcionar uma vantagem adaptativa a leguminosa com relacdo a
outras espeécies que venham a competir por nutrientes, resultardo em menores
custos com fertilizantes nitrogenados minerais.

No presente estudo o objetivo foi autenticar isolados previamente

obtidos de nodulos e rizosfera de A. latifolia, bem como estudar em condi¢des
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in vitro a capacidade destes isolados em estimular o crescimento de plantulas
comparativamente a tratamentos controle e estirpes atualmente recomendadas

para a espécie.

4.2 Material e Métodos

Foram coletadas amostras de solo rizosférico e de plantas de adesmia
(Adesmia latifolia) em localidade situada no municipio de Correia Pinto-SC e
Eldorado do Sul-RS. Quando ndo se verificava a presenca de plantas de
Adesmia, foi realizada a coleta de solo rizosférico de outras leguminosas
forrageiras nativas, como Desmodium spp., na tentativa de se obter rizébios
que possivelmente estivessem vivendo na rizosfera destas leguminosas.O
georeferenciamento dos locais de coleta é o seguinte: Correia Pinto-SC
(Latitude:27°38°35,60"", Longitude: 50°20°04,48"" e Altitude de 855 m acima
do nivel do mar); Eldorado do Sul-RS: (Latitude: 30°05°20,77"", Longitude:
51°41°16,83"" e Altitude de 37 m acima do nivel do mar).

As amostras de solo foram coletadas com pa de corte a profundidade de
0 a 15 cm, na regido rizosférica das leguminosas de interesse. Além das
amostras de solo, também coletaram-se plantas inteiras, com parte aérea e
sistema radicular.

Em laboratério, as raizes foram separadas e cuidadosamente lavadas
em agua corrente, para posterior destacamento dos nédulos. Os nodulos foram
destacados, secos em papel toalha e acondicionados em frascos de vidro, com
silica e algodao para preservacgao.

Para a obtencéo de nddulos a partir das amostras de solo, foi realizada a
inoculacao plantulas de adesmia cultivadas em vasos com uma suspensao dos
solos amostrados. As sementes foram previamente escarificadas com lixa n°
100 por 1 minuto, desinfestadas por imersdo das sementes em alcool (70%)
por 30 segundos, seguido de hipoclorito de sédio (2,5%) por 30 segundos e
sete lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada em autoclave a
120°C por 20 minutos, sendo em seguida armazenadas a temperatura
ambiente (20 a 25 °C) por 24 horas para germinacao.

As sementes pré-germinadas foram semeadas em vasos de Leonard
(Vincent, 1970) com vermiculita e areia (2:1), com solugao nutritiva Sarruge

25% (Sarruge, 1975), em casa de vegetacdo. A inoculagdo com as suspensao
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das amostras de solo foi realizada quando as plantas estavam com sete dias
de emergéncia e com um a trés pares de folhas. A inoculacéo foi feita sob
condicdes axénicas e com pipetador automatico, adicionando-se 2 mL de
solucéo de solo por vaso. Aos 45 dias apos a inoculacao, efetuou-se coleta das
plantas, separando-se parte aérea de sistema radicular. Apés lavagem das
raizes, os nodulos obtidos em casa de vegetacdo foram destacados, secos em
papel toalha e acondicionados em recipientes de vidro, com silica e algodao.

4.2.1 Maceracao dos nodulos e obtencéao de isolados

Os isolados foram reidratados em agua destilada estéril por 24 h e
mantidos no refrigerador para o dia seguinte. ApGs a reidratacdo, os nédulos
foram macerados separadamente em tubo de ensaio estéril, com bastdo de
vidro esterilizado, em camara de fluxo laminar. Com o auxilio de ponteiras
estéreis em camara de fluxo laminar, os caldo de nédulos macerados foram
inoculados em meio de cultura solido levedura-manitol com corante vermelho
congo (LMV) (Vincent, 1970), utilizando-se o método da gota (Miles & Misra,
1988.) e do espalhamento (Buck & Cleverdon, 1960), separadamente.

As placas de petri contendo o meio LMV (Vincent, 1970) inoculado foram
armazenadas em estufa a 28 °C. Foi realizada avaliacdo diaria de cada uma
das placas com o auxilio de uma lupa de mesa, a medida em que surgiam
colénias com caracteristicas morfologicas de rizbbios, estas eram
imediatamente transferidas para outra placa, de modo a se obter colonias
puras com morfologia persistente. No final do procedimento foram obtidos 17

isolados bacterianos purificados.

4.2.2 Identificacdo Morfologica dos isolados

Os rizobios estudados foram selecionados em placas de petri, com meio
de cultura levedura-manitol com vermelho congo (LMV) (Vincent, 1970), com
base em caracteristicas morfolégicas tipicas de colbnias rizobianas. Os
isolados foram caracterizados de acordo com caracteristicas de tempo de
crescimento, cor, altura de colonia, diametro de colbnia, consisténcia da colonia
e opacidade da colbnia.

Apbs a caracterizagdo fenotipica, cada um dos rizébios foi inoculado em

trés tubos de ensaio, contendo meio LMV (Vincent, 1970). Estes tubos
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inoculados foram mantidos em refrigerador. Os 148 isolados obtidos para

serradela foram armazenados na Colec¢éo de Culturas de Rizébios da UFRGS.

4.2.3 Experimento de autenticacado e selecéo inicial em tubos

Os 17 isolados obtidos, bem como as trés estirpes recomendadas para
adesmia (SEMIA 3007, SEMIA 6437 e SEMIA6438) e os 50 isolados de
adesmia cedidos pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (Epagri-SC) foram avaliados quanto a capacidade de induzir a
formacdo de nodulos em plantas de serradela. As ertispes, liberadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para producéo de
inoculantes para A. latifolia, sdo provenientes da Cole¢cdo de Culturas de
RizObios da Fundacdo de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul
(FEPAGRO).

Para efeito de comparacgéao, foram conduzidos dois tratamentos controle
nao inoculados, um tratamento com adicdo de N mineral (Controle + N), que
recebeu uma aliquota de 107 pl ml de solucdo de NHsNO3z (20 g L),
equivalente aaplicacdo de 100 kg de N hat. O outro controle sem inoculacéo
nao recebeu a adi¢cao de N mineral (Controle - N).

O estudo foi realizado em laboratério em condi¢des in vitro, utilizando-
se tubos de ensaio de 30 mL, contendo uma tira de papel toalha e 15 mL de
solucéo nutritiva Sarruge a 25% (Sarruge, 1975),esterilizados em autoclave a
120 °C por 20 minutos. Em cada tubo foi adicionada uma semente preé-
germinada de serradela com o auxilio de uma pinca flambada e em camara de
fluxo laminar. Um dia apds a emergéncia das plantulas, em camara de fluxo foi
inoculado individualmente em cada tubo 1 mL de caldo de cultura de cada um
dos isolados. Ap6s a inoculacdo os tubos foram tampados com buchas de
algoddao e mantidos em lampadario com 8 horas por dia e temperatura
ambiente.

Para a producéo dos caldos de cultura, os rizobios foram inoculados em
tubos de ensaio com rosca, contendo meio de cultura LM liquido (Vincent,
1970) e colocados em incubador orbital a 28 °C com agitagdo de 120 rpm por
sete dias. No dia da inoculagéo, os caldos apresentavam uma concentracéo
celular de 102 unidades formadoras de colénias por mL (ufc.mL?). O

Experimento foi composto por 150 tratamentos e trés repeticdes, sendo 148
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tratamentos inoculados com os rizébios estudados, e dois tratamentos controle
nao inoculados, um tratamento com adicdo de N mineral (Controle + N), que
recebeu uma aliquota de 107 pl ml de solucdo de NH4NOz (20 g L),
equivalente aaplicacdo de 100 kg de N hat. O outro controle sem inoculacéo
nao recebeu a adicdo de N mineral (Controle - N). Apdés um periodo de 35
dias o experimento foi encerrado e as plantas coletadas, sendo quantificadas a
massa fresca total das plantas, o nimero de folhas e de nodulos e o
comprimento da parte aérea e da raiz.

Para cada tratamento foram conduzidas trés repeticbes. Apds um
periodo de 35 dias o experimento foi encerrado e as plantas coletadas, sendo
quantificadas a massa fresca total das plantas, o numero de folhas e de

nodulos e o comprimento da parte aérea e da raiz.

4.3 Resultados e Discussao

Com os estudos de coleta, identificacdo e isolamento, foram obtidos 17
isolados com caracteristicas tipicas de rizobios, os quais foram somados aos
50 isolados cedidos pela Epagri e as trés estirpes recomendadas para A.
latifolia para avaliacbes de infectividade e eficiéncia. Na figura 4.1, séo

apresentadas as carateristicas dos isolados obtidos no presente estudo.
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Figura 4.1. Caracteristicas dos isolados de Adesmia latifolia obtidos no

presente estudo.
Além das caracteristicas apresentadas na figura 4.1, todos os isolados

de adesmia obtidos no presente estudo apresentaram colonias concavas e
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bordas regulares, tipicas de rizébios. As caracteristicas de forma, cor,
opacidade, consisténcia, tempo de crescimento, diametro e reacdo ao pH sao
tipicas de rizobios, sendo que 14 isolados com col6nias menores que 2 mm em
oito dias de crescimento tém caracteristicas tipicas de Bradyrhizobium,
engquanto outros trés isolados, com coldnias de 2 a 4 mm aos quatro dias de
crescimento tém caracteristicas tipicas de Mesorhizobium (Figura 4.1,
Apéndice 2).

Na tabela 4.1 sdo apresentados os dados de nodulacdo e de inducéo de
crescimento e desenvolvimento de mudas de adesmia (Adesmia latifolia),

obtidos no estudo de autenticacao e selecéo de rizébios in vitro.

Tabela 4.1. Massa fresca total (MFT), numero de folhas, numero de nédulos,
comprimento da parte aérea (PA) e comprimento radicular (Raiz) de plantas de

adesmia (Adesmia latifolia), inoculadas com rizobios, aos 35 dias apos

germinacao.

MFT NUumero Numero PA Raiz
Tratamento (mg) de folhas de nddulos (cm) (cm)
Controle N + 63 b 17,3 b 0,0c 46Db 7,0a
EEL46210 97 a 22,7a 6,7 a 8,la 9,6 a
EEL1010 79 a 27,0a 4,3Db 79a 7.4 a
UFRGS AI9 74 a 240a 57b 56b 57a
EEL48910 65 b 145c 2,7b 55b 54a
UFRGS AI3 63 b 21,7a 30D 7,1a 6,7a
UFRGS AlI2 61b 26,0 a 30D 7,8a 6,9a
EEL47310 61b 213a 47Db 7,7a 6,4 a
SEMIA 6437 57b 20,7 a 40b 58b 6,9a
EEL16010B 52b 210a 20c 7,1a 6,6 a
EEL45610 48 b 110c 50D 56b 51a
UFRGS AI8 46 b 11,7 c 8,0a 58b 8.4a
EELO811 44 ¢ 190D 2,7b 49Db 52a
EEL1711 43 c 180D 40b 6,5a 75a
EEL45210 42 c 16,7 c 30Db 54b 56a
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EEL45410
UFRGS Al7
EEL44810
EEL4010
EEL4110
UFRGS All
EELO411
EEL45310
EEL3910
EEL46510
EEL44910
EEL1510
EEL46710
EEL2310
UFRGS Al4
EEL0610
EEL5501
SEMIA3007
EEL2811
UFRGS Al6
EEL1011
EEL45510
EEL44710
EEL1210
EEL46610A
EEL2511
SEMIA6438
EEL0210
EELO511A
EEL46310

42 c
42 c
41 c
40 c
37c
37c
37c
36¢C
36¢C
36¢C
35¢c
35¢c
35¢c
35¢c
34c
33c
33c
32¢c
3lc
30c
30c
30c
29c
28 c
26d
26 d
26d
25d
25d
25d

19,0 b
13,3 ¢
18,7 b
13,7c
293 a
14,3 b
120c
15,3 b
220a
12,7 c
12,7 c
19,0 b
17,7b
18,0 b
197b
22,3a
18,0 b
16,7 b
8,0d
153 ¢c
120c
22,7 a
18,7b
11,7 c
16,0b
120c
12,3 ¢
12,0c
6,0d
147 c

33b
3,7b
2,7b
13c
33b
50c
3,0c
2,0d
2,0d
0,0d
0,0d
0,0d
0,0d
40c
2,7¢c
0,7d
110 a
1,0d
0,0d
3,3c¢C
40c
4,7c
43c
6,7b
0,0d
0,0d
0,3d
10d
0,0d
0,0d

58b
49b
56b
43b
58b
4,2c
45b
4,4 b
6,4 a
6,1la
48Db
4.2 c
49b
54b
50b
51b
46 Db
3,8c
26¢C
4,3b
44Db
7,1a
3,8c
40c
47Db
3,1c
460Db
3,5¢C
39c
3,5¢C

4,7b
7,2a
4,4 b
6,1la
440
6,1la
42Db
6,7a
5,6 a
6,0a
44c
59b
6,6 a
42c
4.2 c
3,8¢c
51a
6,1la
4,7b
3,1b
6,0a
6,7 a
30b
58b
41b
3,7b
40Db
30b
49 a
40Db
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EELO111 24d 19,0 b 00d 38¢c 39b

UFRGS AI10 23d 53d 1,3d 30c 26c
UFRGS AI20 22d 8,3d 1,7d 30c 46D
EEL3410 21d 223a 0,0d 440 47Db
EEL46410 21d 17,0b 0,0d 49b 55a
UFRGS Al21 21d 13,0c 2,3d 43b 31b
UFRGS AI19 21d 50d 0,0d 24c 36b
EELO211 21d 10,0 c 0,7d 3.3c 31b
EELO311 20d 7,0d 0,0c 3,3¢c 35b
UFRGS Al16 20d 6,9 d 1,7c 33c 28c
EEL1911 20d 9,0c 0,0c 29c 39b
EEL2010 20d 3,0d 0,0c 19¢c 41b
UFRGS AI5 19d 10,7 c 0,7c 29c 38b
EEL15710 19d 140c 0,0c 41c 6,1a
EEL1811 19d 4,0d 0,0c 36¢c 39b
EEL212-7 18 d 220a 10c 39c 50a
EEL2211 17d 8,3d 10c 26¢c 56a
UFRGS All17 16d 110c 47Db 46 Db 6,0a
UFRGS Al22 16 d 220a 23c 49b 32b
EEL37810 16 d 15,3 b 0,0c 35¢c 4,4b
UFRGS Al18 15d 8,0d 20c 14d 52a
EEL3210 15d 6,3d 0,3c 3,6c 20c
EEL3011B 14d 7,0d 1,7c 24c 25c
EEL2111 10d 40d 0,0c 0,4d 0,7c
EEL3310 10d 3,7d 0,0c 26¢c 22c
EEL45110 2d 40d 0,0c 0,4d 0,7c
Controle N - 29d 9,7c 0,0c 35¢c 39b
CV (%) 37,22 32,67 81,51 30,79 30,64

Médias de trés repeticbes. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.
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Os isolados EEL46210 e EEL1010 destacaram-se quanto aos principais
parametros de crescimento e desenvolvimento avaliados. Em ambos os
tratamentos obteve-se massa fresca total (MFT), numero de folhas e
comprimento da parte aérea (PA) superiores ao Controle + N, com dose de N
equivalente a 100 kg N.hat. Também superaram a SEMIA6437, a SEMIA com
melhor desempenho no presente estudo, quanto & massa fresca total e ao
comprimento da parte aérea. Com o isolado UFRGS AI9 também obteve-se
resultados destacaveis, massa fresca total e Numero de folhas superiores ao
Controle +, bem como maior massa fresca total que a SEMIA6437. Com estes
resultados, os isolados EEL46210, EEL1010 e UFRGS AI9 surgem como
importantes alternativas para futuros estudos de inoculagdo em adesmia
(Adesmia latifolia) em escala mais ampla, primeiramente em casa de
vegetacao e posteriormente a campo.

A eficiéncia dos isolados EEL46210, EEL1010 e UFRGS AI9 sob as
condicBes do presente estudo in vitro, revela uma perspectiva otimista para
proximos estudos onde deve-se verificar a manutencdo deste alto rendimento
em condicdes menos isoladas, como ambientes de casa de vegetacdo e a
campo, nos quais estes rizébios serdo submetidos a maiores adversidades de
sobrevivéncia ao ambiente e de competicdo com outras bactérias por espaco
no sitio de infeccéo radicular.

Em um grupo intermediario, porém com bom rendimento quanto aos
parametros avaliados, estdo os isolados EEL16010B, EEL47310, UFRGS Al2 e
UFRGS AI3. Estes apresentaram massa fresca total equivalente ao Controle +,
porém o superaram quanto ao numero de folhas e comprimento da parte aérea.
Adicionalmente, superaram a SEMIA 6437 quanto ao comprimento da parte
aérea. Outros 11 isolados também apresentaram nodulacdo, tiveram algum
destaque quanto aos parametros avaliados, porém no presente estudo estao
em um nivel inferior de rendimento. S&o os casos dos isolados EEL48910,
EEL45610, EEL 0811, EEL 1711, EEL 45210, EEL 45410, EEL 44810, EEL
4010, EEL4110, UFRGS Al7 e UFRGS Al8.

Ao avaliar o rendimento das estirpes liberadas para a adesmia, observa-
se que a SEMIA 6437 apresentou um rendimento satisfatorio, a medida em que
superou o tratamento Controle + N quanto a massa fresca total e ao nimero de

folhas, além de boa nodulagdo. Com os presentes resultados, infere-se que a
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estirpe SEMIA 6437 manteve sua capacidade de nodulacdo e incrementar o
rendimento de adesmia, apresentando-se viavel e eficiente para composicdo
de inoculantes para a espécie estudada. Por outro lado, as SEMIAS 3007 e
6438 foram ineficientes em incrementar satisfatoriamente o rendimento de
adesmia no presente trabalho, sobretudo quanto ao parametro massa fresca
total. Ao final dos 35 dias de duracéo do estudo, as outras duas SEMIAS foram
ineficazes quanto a nodulagdo. A SEMIA3007 apresentou média de 1 nddulo
por planta, enquanto a inoculacdo da SEMIA 6438 induziu a formacéo de 0,3
nodulo por planta.

Dos 70 isolados estudados, nove foram incapazes de nodular adesmia
sob as condi¢des do presente estudo. Apesar de apresentarem caracteristicas
rizobianas quando em meio de cultura, ndo confirmaram a caracteristica de
rizobio compativel para nodulacdo em adesmia, sendo descartados. Outros 23
isolados nodularam raizes de adesmia, porém ndo incrementaram a massa
fresca total das plantas comparativamente ao tratamento Controle - N. Apesar
de nodularem e representarem um custo fisiolégico a planta, estas bactérias
ndo foram capazes de incrementar a massa fresca total, por isto sao
classificadas como noduladoras ineficientes.

De acordo com Drew et al. (2012), em cultivos de leguminosas a campo,
a nodulacédo é fruto de uma competi¢cao entre os rizébios presentes no solo. Os
nodulos podem ser formados por bactérias nativas e pouco eficientes ou
bactérias eficientes veiculadas através do inoculante. Com isto, nem sempre a
estirpe recomendada e veiculada através do inoculante, € a noduladora
preponderante. Por este motivo, € essencial o investimento em isolamento e
selecdo de bactérias noduladoras, competitivas e eficientes na fixacdo de N
atmosférico, bem como na re-inoculacdo peridédica da estirpe recomendada,
para se manter alta a probabilidade de infeccdo do rizobio selecionado para a
cultura em questdo. Neste sentido, do grupo de 70 isolados testados no
presente estudo, destaca-se dois com grande potencial para futura composicao
de inoculantes para Adesmia latifolia. Sob as condi¢des do presente estudo, os
rizobios EEL46210 e EEL1010 mostraram-se superiores as estirpes liberadas
para A. latifolia, porém é preciso verificar a confirmacdo destes resultados sob
condicbes de campo, para posterior recomendacdo destes rizobios na

composic¢do de inoculantes.
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4.4 Conclusdes

Dentre os isolados obtidos e autenticados, 61 foram capazes de nodular
adesmia, sendo 38 eficientes em estimular o crescimento de adesmia.

Os isolados EEL46210, EEL1010 e UFRGS AI9 foram os mais
promissores quanto ao crescimento e desenvolvimento de adesmia, superando
o tratamento Controle + N e a estirpe recomendade de melhor desempenho, a
SEMIA6437.
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5 CAPITULO Il = RIZOBIOS SIMBIONTES DE ADESMIA (Adesmia latifolia)
E SERRADELA (Ornithopus micrantus) COMO PROMOTORES DE
CRESCIMENTO DE CAPIM SUDAO (Shorghum sudanense), MILHETO
(Pennisetum glaucum), CAPIM ARIES (Panicum maximum cv. Aries) E
SORGO (Sorghum bicolor)

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar em condi¢cdes axénicas o efeito de
rizobios previamente selecionados em experimentos de inoculacdo em plantas
de adesmia e serradela sobre o rendimento de quatro gramineas de
importancia econdmica no RS: capim sudao (Shorghum sudanense L. cv. BRS
Estribo), milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Brown cv. BRS1503), aries
(Panicummaximum cv. Aries) e sorgo forrageiro (Sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench cv. BRS810). Foram estudados os rizébios UFRGS 0Os57; UFRGS
0s59 e UFRGS 0s148, obtidos da colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia do Solo da UFRGS, o isolado de adesmia EEL46210, cedido pela
Epagri de Lages-SC, e as estirpes SEMIA 929 e SEMIA 6437, liberadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para producéo de
inoculantes para serradela (Ornithopus micrantus) e adesmia (Adesmia
latifolia), cedidas pela cole¢cdo de culturas SEMIA da FEPAGRO-RS. Nos
experimentos com cada espécie de planta, além dos tratamentos inoculados,
foram conduzidos dois tratamentos controle sem inoculagcéo, sendo um com a
adicdo de nitrogénio em dose de N equivalente a 100 kg N.ha' e o outro com
dose equivalente a 50 kg N.ha?l. Os experimentos foram conduzidos no
municipio de Nova Alvorada-RS, o qual € localizado na meso-regido nordeste
do Rio Grande do Sul (RS). Foi utilizado substrato inerte composto pela mistura
de vermiculita expandida e areia, na propor¢cao 2:1 (v/v), disposto em copos
plasticos de 400 mL. Os indculos foram incubadas separadamente em
erlenmeyers de 250 mL com 80 mL de meio de cultura LM liquido em agitador
orbital a 28 °C, por sete dias. Foram aplicados 2 ml do caldo de cultura nos
tratamentos inoculados. O nitrogénio (N) foi aplicado via solucdo de NH4NOs,
aos 15 dias apos emergéncia das plantulas.O estudo foi disposto em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) e teve duracdo de 45 dias. Os
isolados UFGRS 0s57, UFRGS 0s148, EEL46.210, SEMIA929 e SEMIA6437
estimulam a massa seca radicular de capim sudéo. O isolado UFRGS 0Os57
induz maior altura de plantas comparativamente ao Controle N - aos 15 e aos
30 dias ap6s emergéncia. Apesar do estimulo na MSR e na altura das plantas,
a inoculacdo com os isolados do presente estudo mostra-se deletéria a massa
seca da parte aérea de capim suddo. Em milheto, a estirpe SEMIA 929
incrementa a massa seca da parte aérea e massa seca radicular, altura aos 15
dias e o Indice de Eficiéncia Relativa (IER%) é superior a 150 %, o que revela
uma relacdo positiva entre a estirpe SEMIA 929 e a cv. BRS1503 de milheto.
Ndo foi observado efeito das inoculagbes sobre o rendimento de aries. A
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inoculacdo com o isolado UFRGS Om57 em sorgo estimula a MSPA e a MSR.
Para este tratamento o0 IER% é de 179%. A estirpe EEL46210 também estimula
0 crescimento do sorgo, com um IER(%) de 124%.

5.1 Introducéao

Recentes estudos tém mostrado que a presenca de leguminosas em
sistemas de consorcio/sucessdo com gramineas ndo estd associada apenas ao
aporte de N ao solo, mas também ao efeito direto ou indireto sobre o
rendimento das gramineas associadas (Yanni et al., 2001; Hahn et al., 2014 ).
Em 1997, Reddy et al. verificaram que rizobios também colonizam o tecido de
gramineas. De acordo com os autores, a principal forma de invasdo de rizébios
em raizes de gramineas é através de fissuras na epiderme e fissuras criadas
durante a emergéncia de raizes laterais. Este processo de infeccdo é
independente dos genes-nod, ou seja, ndo esta relacionado ao processo
simbittico de nodulacdo e também ndo envolve a formacgdo de corddo de
infeccéo, sendo restrito ao espaco intercelular (Reddy et al., 1997). Com o0 uso
de bactérias marcadas com o gene Gus, Osorio Filho (2009) comprovou nédo s6
a infeccdo do tecido radicular, mas também de folhas de arroz por rizobios.
Estas bactérias podem se mover através do xilema até a parte aérea das
plantas (Yanni et al., 1997).

Diversos trabalhos relatam o incremento no rendimento de espécies de
gramineas em decorréncia da inoculacdo com rizébios, mesmo sem estas
bactérias serem capazes de fixar N em associacdo com gramineas (Yanni et
al., 2001; Matiru & Dakora, 2004; Mishra et al., 2006; Hahn, 2013; Machado et
al., 2013; Osorio Filho et al., 2014). Neste sentido, além de inserirem o N
atmosférico no sistema solo-planta através da fixacdo simbibtica, os rizébios
simbiontes de leguminosas nativas e adaptados as condi¢c6es edafoclimaticas
do RS e SC podem estimular diretamente gramineas cultivadas que venham a
ser ofertadas aos animais em consorcio/sucessao a estas leguminosas.

A influéncia no rendimento das gramineas é dada em decorréncia da
producdo de substancias fitoestimuladoras, como horménios dos grupos das
auxinas (Biswas et al., 2000), citocininas (Persello-Cartieaux et al., 2003),
giberelinas (Yanni et al., 2001), acido abscisico (Dangar & Basu, 1991), ou de
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forma indireta, pelo nitrogénio residual presente nos exudatos radiculares e nos
tecidos das leguminosas quando decompostos.

A busca por associacbes bioldégicas que possam beneficiar o
desenvolvimento de plantas de interesse econdémico e reduzir o uso ou
aumentar o aproveitamento de fertilizantes minerais pode tornar a exploracéo
de pastagens mais sustentavel econémica e ecologicamente, A exploracdo de
sistemas pastoris de forma mais sustentavel, com menor uso de insumos
minerais prejuizos aos rendimentos, pode ser obtido com o uso de rizobios
fixadores de nitrogénio, cuja acdo pode ser complementada por mecanismos
diretos de promocdao de crescimento de gramineas cultivadas.

Neste sentido, é de grande importancia a prospeccao de rizdbios que ja
estdo adaptados as condi¢des edafoclimaticas dos estados do RS e SC e que
se mantenham em rizosferas de plantas nativas em associacdes simbioticas
eficientes. Assim sendo, se faz necessario o estudo destes rizébios quando em
interacdo com gramineas forrageiras de importancia para a pecuaria dos
estados do RS e SC, e que possam ser cultivadas em associacdo com
leguminosas nativas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de rizébios isolados das
leguminosas nativas adesmia e serradela sobre o rendimento de quatro
gramineas de importancia econémica nos estados do RS e SC: capim sudéao
(Shorghum sudanense L. cv. BRS Estribo), milheto (Pennisetum glaucum(L.)
R. Brown cv. BRS1503), aries (Panicum maximum cv. Aries) e sorgo (Sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench cv. BRS810), bem como comparar e agrupar por

similaridade genotipica os rizobios estudados.

5.2 Material e Métodos

Foram estudados quanto a capacidade de promocéo de crescimento de
plantas os rizébios de serradela UFRGS Om57, UFRGS Om59 e UFRGS
Om148, obtidos da colecéo de culturas do Laboratério de Microbiologia do Solo
da UFRGS, o isolado de adesmia EEL46210, cedido pela Epagri de Lages-SC
e as estirpes SEMIA 929 e SEMIA 6437, liberadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para producdo de inoculantes
para serradela e adesmia, gentilmente cedidas pela colecdo de estirpes SEMIA

da FEPAGRO. Foram realizados quatro experimentos com inoculacado de
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rizobios em plantas das gramineas forrageiras: capim suddo (Shorghum
sudanense L. cv. BRS Estribo), milheto (Pennisetumglaucum(L.) R. Brown cv.
BRS1503), aries (Panicummaximum cv. Aries) e sorgo (Sorgo (Sorghum bicolor
(L.) Moench cv. BRS810).

Os experimentos foram conduzidos no municipio de Nova Alvorada-RS,
o qual é localizado na meso-regido nordeste do Rio Grande do Sul (RS), com
latitude 28°40'39"a0 sul e longitude 52°09'59" a oeste. A altitude é de 427
metros e o clima Clima subtropical umido (Classificacdo climatica de Képpen-
Geiger: Cfa). A instalacdo dos experimentos foi realizada no dia 11 de
Fevereiro de 2014, em ambiente protegido e com iluminagdo controlada, com
12 horas diarias de iluminacdo artificial, sendo as lampadas de iluminacao
ligadas as 7h e 30 min., e desligadas as 19h e 30 min.

Foi utilizado substrato inerte composto pela mistura de vermiculita
expandida e areia, na proporcao 2:1 (v/v), disposto em copos plasticos de 400
mL. A areia foi previamente lavada em &gua corrente, para se excluir eventuais
particulas coloidais ainda presentes na mesma. ApOsS misturar
homogeneamente o substrato, o0 mesmo foi acondicionado em sacos de
algodao e esterilizado em autoclave a temperatura de 120 °C e 1 atm por um
periodo de 90 minutos. ApGs a esterilizacdo e o esfriamento do substrato, o
mesmo foi depositado em copos plasticos de 300 mL, onde foi realizada a
semeadura.

As sementes das quatro espécies estudadas foram desinfestadas por
imersdes sucessivas em alcool (70%) por 30 s, seguido de hipoclorito de sodio
(2,5%) por 30 s e sete lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada
em autoclave a 120°C por 15 min. Em seguida, as sementes foram colocadas
entre folhas de papel toalha estéril formando rolos umedecidos com agua
destilada esterilizada,cobertos com papel aluminio e colocadas para germinar
em estufa a 28°C por 48 horas. Ap0s a germinacdo, seis plantulas cujas
radiculas apresentavam comprimento de 1 a 3 mm foram colocadas em cada
vaso utilizando-se pingas e bastdo de vidro flambados. Sete dias apds o
transplante, foi realizado o desbaste em todas as unidades experimentais,
mantendo-se duas plantas por vaso.

A preparacgdo dos inoculos dos rizébios foi realizada em erlenmeyers de

250 mL, contendo 80 mL de meio de cultura Levedura Manitol liquido (Vincent,
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1970) colocados a incubar em agitador orbital a 28 °C, com agitacao constante
de 120 rpm por sete dias. Apds o periodo de incubacao, o caldo das culturas
apresentou concentragdo celular minima de 1.108 unidades formadoras de
colénias (ufc) por ml, quantificada em camara de Neubauer (Moura et al.,
1987). Foram aplicados 2 ml do caldo de cultura nos tratamentos inoculados,
sete dias ap6s semeadura, com 0 uso de pipetas de vidro esterilizadas. Em
cada unidade experimental dos Controles nao inoculados, foi aplicado o
mesmo volume do meio de cultura LM liquido estéril (Vincent, 1970).

O nitrogénio (N) foi aplicado aos sete dias apds semeadura, em todas as
unidades experimentais utilizando-se solugdo de nitrato de amonio (NH4NOs3),
com a concentracdo de 5,7 g.I't. Devido ao fato de que ndo ocorre a fixacédo
simbidtica de N por rizébios em gramineas, todos os tratamentos inoculados
receberam aplicacdo de N. Desta forma, nos tratamentos inoculados e no
Controle NI50 foram aplicados 5 ml, enquanto no NI100 foram aplicados 10 ml
da solucdo de NH4NOs. Para suprir a necessidade dos outros nutrientes
essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas foi utilizada solucéo
nutritiva Sarruge (1975), diluida a 25%, da qual foram aplicados semanalmente
50 mL a cada uma das unidades experimentais, ao longo dos primeiros 15 dias
de experimento. Posteriormente, as aplicacdes foram realizadas com intervalos
de 4 dias até o momento da colheita, 45 dias ap0s a semeadura.

Deste modo, cada um dos quatro experimentos foi composto por oito
tratamentos: seis tratamentos inoculados, todos com doses de N equivalente a
50 kg N.hal; dois tratamentos controle sem inoculagdo, sendo um com dose de
N equivalente a 50 kg N.ha'; e o outro com dose de N equivalente a 100 kg
N.hal. Cada tratamento foi composta por trés repeticdes. O estudo composto
pelos quatro experimentos foi delineado inteiramente ao acaso. Aos 15 e 30
dias apds emergéncia, foram mensuradas as alturas das plantas, com o auxilio
de uma régua graduada. Ao final de 45 dias, as plantas foram coletadas,
separando-se a parte aérea de sistema radicular. As raizes foram lavadas em
agua corrente, para se retirar as particulas de areia e vermiculita. Apés, raizes
e parte aérea foram armazenadas em estufa a 65 °C para secagem até peso
constante. Foram avaliados os parametros massa seca da parte aérea, massa
seca de raiz, indice de eficiéncia relativa (IER%), adaptado de Brockwell (1966)

por Machado et al. (2013) e altura de plantas.
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A capacidade dos rizobios em promover acumulo de massa seca total
nas plantas inoculadas em comparacdo com as dos tratamentos controle foi
avaliada calculando-se o indice de eficiéncia relativa IER (%), segundo a

férmula a seguir:

IER (%) = (MS Inoculado — MS Controle NI 50) *100
(MS Controle NI 100 — MS Controle NI 50)

onde:
IER (%) = indice de Eficiéncia Relativa;

MS Inoculado = massa seca total do tratamento inoculado, com dose
equivalente a 50 Kg de N ha'?;

MS Controle NI 50 = massa seca total do tratamento Controle NI 50,ndo
inoculado e com adicéo de nitrogénio equivalente a 50 Kg de N ha?;

MS Controle NI 100= massa seca total do tratamento Controle NI 100 néo
inoculado, com adicdo de nitrogénio equivalente a 100 Kg de N ha.

Foi realizado o sequenciamento da regido 16 S do DNA ribossomal das
estirpes atualmente liberadas pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento) para producdo de inoculantes de serradela (SEMIA905 e
SEMIA929) e adesmia (SEMIA6437) e também dos isolados de rizobios
UFRGS 0Os57; UFRGS 0s59; UFRGS 0Os148 e EEL46.210, os apresentaram o
melhor desempenho na fixacdo biolégica de nitrogénio FBN em associacao

com as leguminosas nativas estudadas.

5.2.1 Extragcdo do DNAr 16S

A extragdo do DNA gendmico dos rizébios foi realizada a partir de uma
cultura de células crescidas em tubos contendo meio LM (Vincent, 1970) e
incubadas a 28°C durante 48 horas em agitacdo constante de 120 rpm. Para

extracdo dos DNAs adotou-se os procedimentos descritos no apéndice Ill.
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5.2.2 Sequenciamento da regido 16S do DNAr dos rizobios de interesse

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic
Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied
Biosystems). Os DNA-moldes foram marcados utilizando-se 2,5 pmol dos
primers 27F (BacPaeF):5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3" & 1525R
(Bac1542R): 5’AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 3" e 0,5 yL do reagente
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em
um volume final de 10 pL. As reacdes de marcagédo foram realizadas em
termociclador LGC XP Cycler com uma etapa de desnaturacao inicial a 96
°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C
por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacao
com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems),
desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados
no sequenciador automatico.

Os dados do sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa
Data Collection 2 (Applied Biosystems). As sequéncias dos nucleotideos
homologos foram pesquisadas no banco de dados mundial GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) através do programa BLASTn (Altschul, 1997) e os
fragmentos analisados pelo algoritmo Megablast. As sequéncias também foram
comparadas entre si e agrupadas por similaridade com base no método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) pelo programa
NTSYS 2.0.

5.3 Resultados e Discusséao

Em plantas de capim Sudéao inoculadas, observou-se que cinco rizobios
(UFGRS Om57, UFRGS 0Omil48, EEL46.210, SEMIA929 e SEMIA6437)
aumentaram a massa seca de raiz, sendo equivalente a do tratamento Controle
NI100 (Tabela 5.1). A inoculagdo também aumentou a altura das plantas. Trés
isolados estimularam a altura das plantas aos 15 dias (SEMIA 929, EEL46210
e UFRGS Om57) e quatro aos 30 dias ap6s a emergéncia (SEMIA 6437,
UFRGS Om57, UFRGS Om59 e UFRGS Om148). Apesar do estimulo da
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massa seca radicular e da altura das plantas, nas plantas inoculadas observou-
se massa seca da parte aérea inferior aos tratamentos controle (Tabela 5.1). O
indice de Eficiéncia Relativa (IER%) obtido com as inocula¢cbes em capim
sudao revela efeito positivo sobre a massa seca total de plantas, observado
nos tratamentos SEMIA 929, SEMIA 6437, EEL46210, UFRGS Om57 e

UFRGS Om148, comparativamente aos tratamentos controle (Figura 5.1).

Tabela 5.1. Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR) e altura de plantas (A15d; A30d e A45d) de capim sudao

inoculadas com rizébios isolados de serradela e adesmia.

MSPA MSR Al5d A30d A45d
Tratamento (mg) (mg) (cm) (cm) (cm)
Controle N+ 3la 96 a 19,2 a 23,1a 26,5"s
SEMIA929 (Ornithupus) 1llc 100 a 19,6 a 195b 24,4
SEMIA6437 (Adesmia) 10c 100 a 155b 225a 23,3
EEL46210 l4c 92 a 17,4 a 20,1 b 22,2
UFRGS Om57 l4c 67 a 16,9 a 22,0 a 22,9
UFRGS Om59 12 ¢ 27b 14,7b 21,3 a 21,2
UFRGS Om148 15¢ 71a 13,1 b 225a 23,2
Controle N- 21b 36b 14,3b 19,8 b 25,2
CV (%) 21,5 43,9 16,1 8,5 12,7

Al5d: altura de plantas aos 15 dias apds emergéncia; A 30 d: altura de plantas aos 30
dias apO6s emergéncia; A 45 d: altura de plantas aos 45 dias ap0s emergéncia;
Controle NI100: dose de N equivalente a 100 kg N.ha?; Controle NI50: dose de N
equivalente a 50 kg N.ha’; Todos os tratamentos inoculados receberam adicdo de N,
equivalente a 50 Kg de N hal; Mesmas letras na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Scott Knott, a 15% de significancia; n.s.: ndo significativo; Cada valor
representa meédia de trés repeticbes. Cada repeticdo € composta pela média entre
duas plantas da unidade experimental.

A estirpe SEMIA 929 estimulou as plantas de milheto (Tabela 5.2). O
milheto inoculado com a estirpe SEMIA 929 teve incremento da massa seca da
parte aéra, sendo superior ao tratamento Controle NI50 e a todos o0s outros
tratamentos inoculados. Na figura 5.1, observa-se IER% da SEMIA 929
superior a 150 %, o que indica que além de fixar N atmosférico em serradela, a
SEMIA929 estimula o rendimento do milheto por meio de outros mecanismos.
Com a inoculagcéo da estirpe SEMIA 929 em milheto houve incremento da
massa seca radicular e da altura das plantas aos 15 dias ap0s emergéncia.
Todos estes resultados constituem uma forte evidéncia da interagéo positiva e

especifica que existe entre a SEMIA 929 e o milheto cv. BRS1503. Outros
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relatos de especificidade entre rizobios e espécies ndo leguminosas também
foram observados por Schlindwein et al. (2008); Baset Mia et al. (2012) e
Osorio Filho et al. (2014).

Nos tratamentos SEMIA6437, EEL46210, UFRGS Om57 e UFRGS
Om148 observou-se incremento na altura das plantas aos 15 dias apos
emergéncia. Este efeito estimulatério logo ap6s a emergéncia, constatado aos
15 dias, é decorrente da maior acelera¢do no crescimento inicial e pode induzir
maior competitividade por agua, luz e nutrientes essenciais. Este efeito
estimulatério € de grande importancia para o incremento da competitividade
das plantas em estudo quando em condicbes de campo. Outros autores
também observaram estimulos na fase de estabelecimento inicial de plantas
inoculadas com rizébios (Vargas et al., 2009; Stroschein et al., 2011 e Tan et
al., 2014), sendo esta interacdo importante no crescimento e desenvolvimento

inicial das culturas.

Tabela 5.2. Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR) e altura de plantas (A15d; A30d e A45d) de milheto inoculadas
com rizobios isolados de serradela e adesmia.

MSPA MSR A15d A30d A45d
Tratamento (mg) (mg) (cm) (cm) (cm)
Controle N+ 19 a 186 a 9,6 a 12,2"s 16,6"s
SEMIA929 (Ornithupus) 14 b 245 a 11,5 a 14,1 15,9
SEMIA6437 (Adesmia) 9c 57b 10,1 a 14,0 14,8
EEL46210 6cC 60 b 9,8a 14,0 14,4
UFRGS Om57 1l1c 104 b 95a 14,9 13,2
UFRGS Om59 6cC 79b 76b 12,4 11,7
UFRGS Om148 10c 100 b 115a 14,2 17,2
Controle N- 10c 100 b 7,7b 10,3 12,1
CV (%) 32,5 44,1 18,9 28,14 19,5

Al5d: altura de plantas aos 15 dias apds emergéncia; A 30 d: altura de plantas aos 30
dias ap6s emergéncia; A 45 d: altura de plantas aos 45 dias apés emergéncia;
Controle NI100: dose de N equivalente a 100 kg N.ha?; Controle NI50: dose de N
equivalente a 50 kg N.ha’; Todos os tratamentos inoculados receberam adicdo de N,
equivalente a 50 Kg de N hal; Mesmas letras na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Scott Knott, a 15% de significancia; n.s.: ndo significativo; Cada valor
representa meédia de trés repeticbes. Cada repeticdo € composta pela média entre
duas plantas da unidade experimental.

Os resultados obtidos com as inoculagdes de rizobios em capim aries

sdo apresentados na tabela 5.3. Em decorréncia da pouca producdo da massa
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seca da parte aérea e da variacao entre as repeticdes dentro dos tratamentos,
nao foi possivel identificar diferencas a nivel de significancia de 15%. Também
foi impossivel medir a massa seca radicular, devido aos valores serem muito
pequenos e indetectaveis no presente estudo. Devido a igualdade entre os
valores de massa seca da parte aérea dos tratamentos Controle NI100 e
Controle NI50, foi impossivel se determinar o IER% das inoculagbes em capim

aries.

Tabela 5.3. Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR) e altura de plantas (A15d; A30d e A45d) de capim aries
inoculadas com rizébios isolados de serradela e adesmia.

MSPA MSR Al5d A30d A45d
Tratamento (mg) (mg) (cm) (cm) (cm)
Controle N+ 5ns. - 5,7"s 7,4 a 7,7a
SEMIA929 (Ornithupus) 3 - 4,6 59b 6,3b
SEMIA6437 (Adesmia) 3 - 52 6,7 a 6,7 a
EEL46210 3 - 4,8 6,1b 6,0b
UFRGS Om57 2 - 4,4 54b 52Db
UFRGS Om59 5 - 4,3 54b 55D
UFRGS Om148 3 - 4,9 6,1b 6,0b
Controle N- 5 - 3,6 48Db 6,8 a
CV (%) 61,8 - 15,7 15,5 12

Al5d: altura de plantas aos 15 dias apds emergéncia; A 30 d: altura de plantas aos 30
dias ap6s emergéncia; A 45 d:. altura de plantas aos 45 dias ap6s emergéncia,;
Controle NI100: dose de N equivalente a 100 kg N.ha?; Controle NI50: dose de N
equivalente a 50 kg N.hal; Todos os tratamentos inoculados receberam adicdo de N,
equivalente a 50 Kg de N hal; Mesmas letras na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Scott Knott, a 15% de significancia; n.s.: ndo significativo; Cada valor
representa média de trés repeticbes. Cada repeticdo € composta pela média entre
duas plantas da unidade experimental.

Ja em plantas de sorgo (cv. BRS810), observou-se que a inoculacédo do
rizobio UFRGS Om57, isolado de serradela, induziu aumento da massa seca
da parte aérea, sendo equivalente a produzida nas plantas nao inoculadas e
que receberam adicdo de nitrogénio equivalente a 100 Kg de N ha! (Controle
NI 100) e superando todos os demais tratamentos (Tabela 5.4). Este resultado
mostra um potencial do rizébio UFRGS Om57 que, se observado em
experimentos a campo, pode possibilitar o cultivo de sorgo forrageiro inoculado
e com adicdo da metade da adubacdo nitrogenada mineral, sem prejuizo no

rendimento da cultura. O indice de Eficiéncia Relativa (IER%) da inoculagéo do
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UFRGS Om57 em sorgo foi de 179%, o maior de todo o estudo. A inoculacao
de sorgo com o isolado UFRGS Om57 induziu estimulo as raizes das plantas,
sendo que apols 45 dias, a massa seca radicular das plantas foi superior ao
tratamento Controle NI50 e equivalente ao Controle NI100. Estes resultados
comprovam a grande eficiéncia do UFRGS Os57 em promover o crescimento
do sorgo forrageiro cv. BRS810 e o grande potencial desta interagdo para
futuras exploracdes a campo. O isolado EEL46210 também estimulou o sorgo,
tendo um IER (%) de 124%, enquanto que a IER (%) do isolado serradela
UFRGS 0s148 foi de 19%.

Tabela 5.4. Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
radicular (MSR) e altura de plantas (A15d; A30d e A45d) de sorgo forrageiro

inoculadas com rizébios isolados de serradela e adesmia.

MSPA MSR A 15d A 30d A 45d
Tratamento (mg) (mQg) (cm) (cm) (cm)
Controle N+ 41 a 112 a 275a 33,7a 34,1a
SEMIA929 (Ornithupus) 35b 68 b 23,6 b 28,4 b 28,1 b
SEMIA6437 (Adesmia) 23b 45 b 23,4b 28,0b 28,8 b
EEL46210 25b 141 a 239b 28,2 b 28,8 b
UFRGS Om57 48 a 147 a 23,3 b 28,1 b 295b
UFRGS Om59 26 b 64 b 23,3 b 28,8 b 28,1 b
UFRGS Om148 31lb 79b 243 b 28,7b 29,3 b
Controle N- 32b 72 b 22,8b 27,8b 30,2 b
CV (%) 32,4 53,3 8,1 6,7 6,2

A15d: altura de plantas aos 15 dias apds emergéncia; A 30 d: altura de plantas aos 30
dias apdés emergéncia; A 45 d: altura de plantas aos 45 dias apés emergéncia,;
Controle NI100: dose de N equivalente a 100 kg N.ha; Controle NI50: dose de N
equivalente a 50 kg N.ha'; Todos os tratamentos inoculados receberam adicéo de N,
equivalente a 50 Kg de N hal; Mesmas letras na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Scott Knott, a 15% de significAncia; n.s.: ndo significativo; Cada valor
representa meédia de trés repeticbes. Cada repeticdo € composta pela média entre
duas plantas da unidade experimental.

Na figura 5.1 é possivel verificar a eficiéncia relativa (IER %) dos rizobios
inoculados em capim sudao, milheto e sorgo forrageiro. Com excecado do
isolado UFRGS Om59, todos os rizébios testados incrementaram a producao
de massa seca total (IER% > 0) em ao menos uma das espécies estudadas.
Observou-se indice de Eficiéncia Relativa (IER%) positivo da estirpe SEMIA
929 e do isolado UFRGS Om57, com a inoculagcdo em capim sudao, milheto e

sorgo forrageiro. Com estes resultados demonstra-se a capacidade dos
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rizobios SEMIA 929 e UFRGS Om57 em promover o crescimento das
gramineas estudadas, por meio de mecanismos de promoc¢do de crescimento
de plantas, apesar de nao fixarem N atmosférico quando inoculadas em

gramineas (Figura 5.1).
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Figura 5.1. indice de eficiéncia relativa (IER %) dos rizébios quanto ao incremento da

massa seca total de capim sudao, milheto e sorgo forrageiro.

Quanto aos possiveis mecanismos de promocdo de crescimento de
plantas, em se tratando da interacdo com gramimeas, um importante
mecanismo pelo qual os rizébios atuam é a sintese de auxinas (Dobbelaere, et
al. 2003). Os rizobios sintetizam acido indol-acético (AlA), um tipo de auxina,
principalmente via rota do indol-3-acido piravico (IPyaA), a qual segundo
Costacurta & Vanderleyden (1995) pode estar sujeita a uma regulacao rigorosa
pelos metabdlitos das plantas. O AIA € o mais comum e mais bem
caracterizado fito-hormonio (Hayat et al., 2010). De acordo com Patten & Glick
(1996), 80% das bactérias isoladas da rizosfera séo capazes de produzir AlA, o
qual consiste-se em um dos mais importantes hormoénios vegetais, pois regula
muitos aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas, desde a

divisdo, elongacdo e diferenciacdo celular até a formacdo das raizes,
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dominancia apical, tropismo, florescéncia, maturacao dos frutos e senescéncia
(Baca & Elmerich, 2003).

Existem outras classes de reguladores de crescimento vegetal
produzidos por rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, que de
alguma forma podem influenciar o crescimento e o desenvolvimento das
plantas. Sdo elas as giberelinas, as citocininas, o etileno e o acido abscisico
(Zahir et al. 2004). Estes reguladores sdo de mais dificil quantificacéo e estao
relacionados a diversos efeitos sobre a fisiologia das plantas: as giberelinas
estao relacionadas ao elongamento do caule (Davies, 1995); as citocininas sédo
relatadas como indutoras da divisdo celular, desenvolvimento radicular e
formacdo de pélos radiculares (Frankenberger & Arshad, 1995); e o acido
abscisico auxilia no crescimento em ambientes de estresse por deficiéncia
hidrica (Frankenberger & Arshad, 1995).

Foram obtidas sequéncias de comprimento em torno de 250 pares de
bases. A comparacdo das sequéncias obtidas com sequéncias homélogas
pesquisadas no banco de dados mundial, ndo gerou recobrimento satisfatorio
entre a sequéncia do isolado estudado e a sequéncia do isolado mais similar,
obtida no banco de dados. O comprimento das sequéncias de pares de bases
obtidas foi insuficiente para a obtencdo de resultados conclusivos acerca do
género dos isolados estudados com base no seqiienciamento da regido 16S
DNAr.

Na figura 5.2 é apresentado o dendrograma de similaridade obtido
comparando-se a similaridade entre as sequéncias de DNA estudadas. O
dendrograma foi montado conforme o coeficiente de similaridade (CS).
Sequéncias idénticas correspondem a um CS igual a 1, enquanto CS igual a O
corresponde a total dissimilaridade entre as sequéncias. E possivel observar
gue a similaridade entre as sequéncias obtidas oscilou entre 0,35 e 0,77.

Dentre os isolados de serradela, o UFRGS Os59 foi o que apresentou
maior similaridade com a estirpe SEMIA929, por volta de 0,68. A estirpe SEMIA
6437, recomendada para adesmia, foi a mais dissimilar ao restante do grupo,
com CS equivalente a 0,35. Com estes resultados pode-se inferir que os
isolados EEL 46.210, UFRGS 0Os57, UFRGS 0s59 e UFRGS 0s148 diferem
genotipicamente entre si, bem como também diferem das estirpes SEMIA 905,

SEMIA 929 e SEMIA 6437. Comparac0Oes similares foram realizadas por Frizzo
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(2007) e Tonon (2008), para se determinar o coeficiente de similaridade do
DNA ribossomal de isolados rizobianos de Lotus cornicultus e Lotus sp. por
meio do método UPGMA. As similaridades variaram de 0,23 a 0,90 e 0,10 a
0,40, respectivamente.

As diferencas genotipicas apresentadas na figura 5.2, revelam que os
cinco isolados mais promissores do presente estudo, quanto a fixacao bioldgica
de nitrogénio e a promocao de crescimento de plantas, sdo organismos ainda
nado estudados, diferentes daqueles recomendados na composicdo de
inoculantes rizobianos recomendados para serradela e adesmia. Estes
resultados sdo bastante animadores, pois por meio deles revela-se que os
isolados de interesse EEL 46.210, UFRGS 0Os57, UFRGS 0s59 e UFRGS
Os148, ainda nao foram explorados na composi¢ao de inoculantes.

cx EEL 46.210
21 UFRGS Os59
18 SEMIA 929
SEMIA 905
UFRGS Os148

17 UFRGS Os57
SEMIA 6437

0.4 0,5 0.6 0,7 0.8 0,9 1,0
Coeficiente de Similaridade

Figura 5.2. Dendrograma de similaridade de isolados e estirpes de rizobios.
Agrupamento obtido por UPGMA.

5.4 Conclusdes

A inoculagéo do isolado UFRGS Om57 estimula a massa seca da parte
aérea de sorgo, bem como a estirpe SEMIA929 estimula a massa seca da
parte aérea de milheto.

Existe indice de eficiéncia relativa (IER %) positivo com o isolado
UFRGS 0Os57 e a estirpe 929 quando inoculados em capim suddo, milheto e
sorgo forrageiro.

N&o houve efeito das inocula¢cdes em capim aries.
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6 CAPITULO IV - RENDIMENTO A CAMPO DE PLANTAS DE MILHETO,
AZEVEM E TREVO-BRANCO INOCULADAS COM RIZOBIOS E
Azospirillum PROMOTORES DECRESCIMENTO DE PLANTAS

Resumo
Bactérias promotoras de crescimento de plantas sdo capazes de estimular o
crescimento de plantas por meio de mecanismos diretos e indiretos.No
presente estudo, foram realizados experimentos a campo visando-se avaliar a
promocdo de crescimento de plantas de milheto, azevém e trevo-branco
inoculadas com os rizébios SEMIA 222 e VP16 e com a mistura das estirpes
Abv5 e Abv6 (Azospirillum brasiliense). Os experimentos foram conduzidos em
area da Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS, no municipio de
Eldorado do Sul-RS, seguindo um arranjo em fatorial 3x2x4. Em cada espécie
estudada, os tratamentos constaram de plantas cultivadas com a adicado de
doses completas de nitrogénio, equivalentes a 100 kg N.ha? e cultivadas com a
adicdo de metade da dose completa. Todos estes tratamentos foram
inoculados com cada um dos riz6bios ou com a mistura de estirpes de A.
brasiliense. Também foram instalados tratamentos controle sem inoculacao.
Cada tratamento foi instalado em quatro parcelas, que constituiram as
repeticdes. O experimento teve inicio no verdao de 2012/2013 com o cultivo de
milheto (cultivar BRS1501) em toda a area, seguido do cultivo de azevém
(cultivar Comum), trevo branco (cultivar Zapican Estanzuela) e do consorcio
trevo branco/azevém, tendo duracdo até o inverno de 2013. No cultivo do
milheto foram avaliados a massa seca da parte aérea, a altura de plantas, a
massa seca e numero de paniculas e o numero de perfilhos, enquanto no
experimento com azeveém e trevo branco avaliou-se a massa seca e o teor de
nitrogénio da parte aérea. Observou-se a producdo de maior massa seca da
parte aérea em plantas de milheto com adicédo de 50 kg N.hat inoculadas com
VP16 e A. brasiliense, tanto nas parcelas cultivadas em area apoés cultivo de
azevém, como em area apos o cultivo de trevo branco, comparativamente as
plantas do Controle com mesma dose de N. Observou-se maior altura nas
plantas de milheto inoculadas com a mistura de estirpes de A. brasiliense e
cultivadas nas parcelas que receberam 50 kg N.ha?, em relacdo ao Controle
com mesma dose de Nitrogénio. A inoculacdo com a SEMIA 222 e com a
mistura de estirpes de A. brasiliense em plantas de milheto, cultivadas nas
parcelas que receberam a adicéo da dose del00 kg de N.ha' e apés o cultivo
do consdrio azevém/trevo branco, promoveu maior massa seca da parte aérea
do que nas plantas do tratamento Controle. Em plantas de azevém, tanto em
parcelas com cultivo isolado como nas cultivadas em consorcio com trevo
branco, ndo houve efeito da inoculacdo. Apesar da baixa massa seca da parte
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aérea de trevo branco, observou-se que os tratamentos A. brasiliense 0 N (100
kg N verdo) e VP16 0O N (50 kg N verdo) promoveram maior MSPA que o
Controle 100 kg N. Os tratamentos SEMIA 222 0 N (50 kg N verédo), VP16 O N
(50 kg N verdo) e A. brasiliense 0 N (50 kg N verdo) foram superiores ao
Controle 0 N (50 kg N verao) quanto ao incremento da massa seca da parte
aérea de trevo branco, sendo os tratamentos SEMIA 222 0 N (50 kg N veréo) e
A. brasiliense + 0 N (50 kg N verao) equivalentes ao Controle 100 kg N.

6.1lIntroducao

A oferta de pastagens na alimentacdo de bovinos € a forma mais barata
de se fornecer nutrientes e proteinas em sistemas de producdo de leite ou
carne. As pastagens sdo no minimo de 2 a 3 vezes mais baratas do que a
alimentacdo a base de silagem de milho e mais de 10 vezes mais baratas do
gue alimentos concentrados. Neste sentido, todo o investimento em tecnologias
gue venham a potencializar o cultivo de pastagens e a tornar esta atividade
mais sustentavel ecolégica ou economicamente, é de grande importancia para
a bovinocultura de leite ou de corte.

O estado do Rio Grande do Sul é o 2° maior produtor de leite do Brasil
(IBGE, 2013) e a maior parte dos agricultores que atuam nesta atividade sao
agricultores familiares. Sendo assim o cultivo de pastagens também tem um
importante papel social, uma vez que devido ao seu baixo custo, € um dos
fatores que viabiliza a manutencdo dos agricultores familiares no campo.
Apesar da grande importancia das pastagens para a alimentagcdo de bovinos,
no periodo de vazio outonal, ha significativas restricGes na oferta de pastagens
aos animais, devido a janela existente entre o final do ciclo das pastagens de
verdo e o insuficiente estabelecimento das pastagens de inverno (Pasciullo et
al., 2008). Existem alternativas para reduzir esta janela de escassez de
pastagens e suprir esta deficiéncia periddica, como por exemplo, o
armazenamento e 0 uso estratégico de silagens; o cultivo de espécies
melhoradas, as quais tenham um ciclo mais alongado, como € o caso do
azevem tetrapldide; a utilizacéo de lotacado adequada e o pastejo que respeite o
habito de crescimento das pastagens, através do piqueteamento (Macari et al.,
2012).

O investimento na nutricdo vegetal também é uma pratica recomendada
para se vencer esta janela de escassez e neste sentido, desde a década de 70

existe o reconhecimento no Brasil da importancia do uso de bactérias
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promotoras de crescimento de plantas no auxilio da nutricdo e otimizacdo da
performance de plantas cultivadas. Porém apenas nos anos 2000, o efeito da
inoculacao de pastagens com bactérias promotoras do crescimento de plantas
passou a ser estudado com mais interesse. Bactérias promotoras de
crescimento de plantas sdo aquelas que por algum mecanismo conhecido e
relatado na literatura venham a incrementar o rendimento de plantas cultivadas.
Estas bactérias podem auxiliar na captura de nutrientes essenciais as plantas,
produzir compostos promotores de crescimentos, ou ainda proteger as
superficies radiculares da colonizacdo por microorganismos patogénicos por
meio de competicdo direta e producdo de agentes antimicrobianos (Hayat et
al., 2010).

A fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN) é a mais
reconhecida das formas pelas quais as bactérias podem favorecer o
rendimento das pastagens, podendo ocorrer de forma simbidtica ou
associativa. A FBN simbidtica é realizada por rizobios e ocorre exclusivamente
em noédulos, situados nas raizes de leguminosas. Outra forma de FBN é
realizada por bactérias associativas pertencentes aos géneros Azospirillum e
Herbaspirillum, as quais fixam nitrogénio atmosférico mesmo em vida livre.
Estas bactérias associativas sdo capazes de colonizar o tecido radicular e a
parte aérea de algumas plantas, também fixando N2 atmosférico no tecido das
plantas, porém ndo formam estruturas especializadas e ndo sao
exclusivamente associadas a familia Fabaceae (leguminosas).

Outros mecanismos também observados em bactérias promotoras de
crescimento de plantas sdo a producdo de uma ampla gama de substancias
fito-estimuladoras, as quais quando na concentracdo adequada promovem
significativos ganhos as plantas. H&a referéncias de substancias fito-
estimuladoras produzidas por bactérias do género Azospirillum spp. (El-
Khawas & Adachi, 1999; Van der Broek & Vanderleyden, 1995;). Os rizobios
também sdéo incluidos neste grupo de promotores de crescimento de plantas,
por produzirem substancias tais como os hormdénios do grupo das auxinas
(Biswas et al., 2000), citocininas (Persello-Cartieaux et al., 2003), giberelinas
(Yanni et al., 2001), acido abscisico (Dangar & Basu, 1991) e outros compostos
fito-estimuladores como lipo-quitooligossacarideos (LCOs) (Prithiviraj et al.,
2003) e lumicromo (Volpin & Phillips, 1998).
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O reconhecimento de bactérias que por meio destes mecanismos atuem
como promotoras de crescimento de plantas € de grande importancia para a
aplicacdo eficiente destas em sistemas de cultivo de pastagens. Pelo fato de
haver grande especificidade entre bactéria promotora e planta beneficiada, o
estudo da compatibilidade das bactérias, sobretudo dos rizébios com a planta a
ser infectada deve ser realizado detalhadamente, antes da veiculacdo dos
microorganismos a campo, através de inoculantes. Alguns rizébios mostraram-
se eficientes em promover o crescimento de determinada graminea, porém
gquando em associacdo com outra espécie da mesma familia, este efeito
benéfico desaparece, parecendo haver uma relacdo de afinidade entre o
isolado e a planta (Yanni et al., 2001; Machado et al., 2013; Osoério Filho et al.,
2014). O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da inoculacdo de
bactérias fixadoras de N sobre trés importantes plantas forrageiras do Rio
Grande do Sul: o milheto (Pennisetum glaucum(L)), o azevém (Lolium
multiflorum) e o trevo branco (Trifolium repens L.), visando-se recomenda-las
para composicdo de inoculantes para estas plantas tanto cultivadas em
sistemas de consorcio e/ou sucessdo de pastagens.

Com isto, no presente estudo se objetivou avaliar a campo os rizébios
PCP’s SEMIA222 e VP16 e as bactérias associativas Abvb e Abv6
(Azzospirillum) na interagdo com as pastagens milheto, azevém e trevo-branco.
O estudo faz parte de um projeto maior, ja com mais de 3 anos consecutivos de
duracdo, onde estuda-se a campo a interacdo entre plantas de interesse
agricola e os microorganismos mais promissores, obtidos e/ou previamente
aprovados pela equipe de pesquisadores do Laboratério de Microbiologia
Agricola e do Solo da UFRGS.

6.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em éarea da Estagdo Experimental
Agrondmica da UFRGS, no municipio de Eldorado do Sul-RS, com altitude de
42 m acima do nivel do mar, latitude de 30°05°49,87” e longitude de
51°40°49,33". O clima, de acordo com a classificacdo de Koppen, ¢é
subtropical umido com verdo quente, do tipo fundamental Cfa. O solo &
classificado como Argissolo Vermelho Distrofico tipico (EMBRAPA, 2006). Na
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implantacédo, as amostras de solo (0-20 cm de profundidade) apresentaram as
seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua 5,6, 280 g kg de argila, 24
g kg! de matéria orgéanica, 12,5 mg dm= de fésforo, 76 mg dm= de potassio,
2,6 cmolc dm= de célcio, 1,1 cmolc dm= de magnésio e 0,5 cmolc dm de
aluminio.

O experimento teve inicio no verdo de 2012/2013 e teve duragéo até o
inverno de 2013. Previamente a instalacdo do experimento de verdo, a area
experimental havia sido cultivada com trevo branco (Trifolium repens), cultivar
Zapican Estanzuela, azevém (Lolium multiflorum), cultivar comum, em cultivo
exclusivo e consorciado.

No verao foi semeado milheto (Pennisetum glaucum), cultivar BRS1501
em toda a area. Em sucesséo, devido a impossibilidade de se obter sementes
de adesmia ou serradela em quantidades suficientes para se conduzir
experimentos a campo, optou-se pelo cultivo de trevo branco (Trifolium
repens- cultivar Zapican Estanzuela), e azevém (Lolium multiflorum cultivar
comum), em cultivo exclusivo e consorciado.

As plantas foram combinadas com duas diferentes doses de N, uma
dose correspondente a 100 kg de N.ha' e outra correspondente a 50 kg de
N.hal, assim como trés tratamentos de inoculacdo (SEMIA 222, VP16 e
Azospirillum) e o controle ndo inoculado (Controle 1 N e Controle %2 N). Desta
forma, o experimento foi arranjado em um fatorial 3x2x4, ou seja, trés cultivos
com plantas de inverno (trevo branco, azevém ou consércio), duas doses de N,
e trés tratamentos inoculados mais controle. No veréo, todas as parcelas foram
semeadas com milheto. Os rizébios inoculados nas plantas foram: UFRGS
VP16, pertencente a Colecdo de Culturas de Rizébios da UFRGS, que foi
isolado de nodulo de trevo branco e selecionado pela sua alta eficiéncia de
fixacdo de N (Alves et al., 2012); SEMIA 222, estirpe liberada para producéo
de inoculantes para Trifolium repens, obtida da Colegéo de estirpes SEMIA da
FEPAGRO-RS. O tratamento Azospirillum foi composto pelos isolados Abv5
e Abv6.

Nos tratamentos com azevém em cultivo exclusivo e consorciado com
trevo branco, as doses de N foram aplicadas na forma de uréia 30 dias apoés a
emergéncia e foram equivalentes a 50 kg.ha? e 100 kg.hat, que corresponde a

dose recomendada de N para o azevém, definida com base na andlise do solo
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de acordo com a SOCIEDADE... (2004). No cultivo exclusivo de trevo branco,
somente nas parcelas que receberam o tratamento controle sem inoculacdo
foram aplicados 200 kg.ha'de N (Controle 1 N), sendo este aplicado 30
dias apos a emergéncia. Também foram conduzidas parcelas de trevo branco
sem inoculacdo e sem aplicacdo de N mineral (Controle O N).

No experimento conduzido no verdo (2012/2013) foram semeados 0
equivalente a 22 kg.ha! de sementes de milheto. As sementes foram
distribuidas manualmente em toda a area no més de dezembro e incorporadas
pela passagem de uma grade leve. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso, com quatro repeticoes, tendo as parcelas dimensdes de 4,0 m de
comprimento por 3,0 m de largura. Nas entrelinhas entre as parcelas foi
respeitado o espaco de 0,5 m. As unidades experimentais combinando os
fatores de variacdo cobertura de inverno; inoculacdo e adubacéo nitrogenada
mineral foram distribuidas na area experimental conforme o esquema da figura
6.1.

Para a semeadura do experimento de inverno seguiu-se 0 mesmo
procedimento, sendo semeadas quantidades proporcionais a 30 kg.ha? de
sementes de azevém e 6 kg.ha' de sementes de trevo branco nos cultivos
exclusivos e metade destas quantidades nos consorciados. As sementes foram
distribuidas manualmente em toda a area no més de junho e incorporadas pela
passagem de uma grade leve. O delineamento experimental e o tamanho das
parcelas foram mantidos os mesmos do experimento anterior.

Para a producdo do in6culo, os rizobios UFRGS Vpl6 e SEMIA 222
foram inoculados emerlenmeyers de 250 mL com meio Levedura Manitol
liquido (LM) (Vincent, 1970) e estirpes de Azospirillum inoculados em
erlenmeyers de 250 mL com meio Dygs (Rodrigues Neto et al., 1986) liquido
e colocadas em incubador orbital a 28°C, com agitagdo de 120 rpm por
seis dias. Os caldos das bactérias foram misturados em agua e aplicados
manualmente com regador sobre a area total da parcela logo apés a
semeadura. Nas parcelas inoculadas com os rizobios UFRGS Vpl6 e SEMIA
222, o in6culo foi feito misturando-se 5 mL de caldo, com 8 x 108 células
mL1, em 8 L de &gua, obtendo-se uma suspensédo de 5 x 10° células mL* de
agua, sendo aplicados nas parcelas cerca de 3,3 x 108 células por m2. Nos

tratamentos que receberam a mistura das estirpes de Azospirillum, 5 mL do
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caldo de cada estirpe, com 7,5 x 108 células mL, foram misturados em 8 L de
agua, obtendo-se uma suspenséo de 9,3 x 10° células mL?! de agua, sendo
que cercade 6 x 108 células foram aplicados por m? de parcela. Aliguotas
dos caldos foram retirados previamente para a contagem da concentracao de
células, realizada em camara de Neubauer conforme Moura et al. (1987).

No experimento com milheto, a colheita foi realizada em fevereiro/2013,
com auxilio de uma foice e um esquadro em forma de L, com duas arestas
iguais de 50 cm, com o qual se delimitou a area de coleta de 0,25 m?, dentro de
cada parcela, de 12 m?. Para se definir a area de coleta, dentro de cada
parcela, o esquadro foi arremessado aleatoriamente, evitando-se espacos
proximos as bordas das parcelas. Logo apés a colheita, avaliou-se o numero
de perfilhos por planta, nimero de paniculas por parcela e altura média de
plantas. As plantas foram entdo acondicionadas em sacos de algoddo e
colocadas para secagem até peso constante em estufa a 65 °C. Apés, realizou-
se a pesagem da massa seca de paniculas e massa seca da parte aérea. A
determinacdo da concentracdo de N na massa seca da parte aérea foi
realizada de acordo com Tedesco et al., (1995).

No inverno as avaliacdes da producdo de massa seca da parte aérea e
do teor de N da parte aérea das plantas foram realizadas em amostras
coletadas em area de 0,25 m? (0,50 x 0,50 m) no més de agosto por corte
manual, com auxilio de foice, a dois dedos da superficie do solo. As amostras
foram secas em estufa a 65 °C até peso constante e a determinagdo da
concentracdo de N na massa seca da parte aérea foi realizada de acordo
com Tedesco et al., (1995). Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia e teste de médias (Scott Knott, 5%), utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
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Tratamentos:
T1 - Controle %2 N
T2 —-Controle 1 N
3 Al — Azospirillum % N

Azevém A2 — Azospirillum 1 N
R1-SEMIA 222% N
R2-SEMIA 2221N
R3-VP16 %2 N
R4-VP16 1N

T1 Al R1 R3
T2 A2 R2 R4 Tratamentos:
T1 - Controle ON
Al R1 R3 1 T2 - Controle 1 N
Al — AzospirillumON
Trevo Branco A2 R2 R4 T2 A2 — AzospirillumON
R1 R3 T1 Al R1—-SEMIA 2220 N
R2-SEMIA 2220N
R2 R4 T2 A2 R3-VP16 0N
R4-VP16 ON
R3 T1 Al R1
R4 T2 A2 R2

L Tratamentos:
Consorcio: T1 - Controle % N
[Trevo Branco X T2 — Controle 1 N
Azevém Al — Azospirillum¥% N
A2 — Azospirillum 1 N
R1-SEMIA 222% N
R2-SEMIA 2221 N
R3-VP16 2N
R4-VP16 1N

Figura 6.1. Representacdo esquematica da distribuicdo dos tratamentos em suas
respectivas parcelas, combinando os fatores cobertura de inverno; inoculagdo e
adubacdo nitrogenada mineral.
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6.3Resultados e Discussao
6.3.1 Resultados observados em milheto

No tratamento Controle 1 N, observou-se no milheto massa seca de
plantas de 31.000 kg.ha? (Tabela 6.1). Esta foi a maior massa seca da parte
aérea observada nos tratamentos controle, superando os tratamentos Controle
1 N em sucesséo a Trevo Branco e Controle 1 N em sucesséo ao Consorcio.
Possivelmente este efeito esteja associado a maior quantidade de palhada nas
parcelas em sucessdo ao azevém isolado. Isto se deve a menor taxa de
decomposicdo da palhada do azevém comparativamente as palhadas de trevo
branco e consorcio. Assim sendo, na implantacdo do milheto, a palhada estava
mais conservada nas parcelas que haviam sido cultivadas com azevém
isolado. No momento da aplicacdo da uréia aos 30 dias apés emergéncia, esta
palhada das parcelas com azevém liberaram os nutrientes que ainda estavam
conservados no tecido, favorecendo o crescimento do milheto cultivado em
sucessdo ao azevem. Esta palhada de azevém quando adubada com uréia foi
rapidamente decomposta e possivelmente favoreceu o0 crescimento e
desenvolvimento inicial das plantas de milheto em sucessdo ao azevém,
justificando o melhor rendimento dos tratamentos Azevém Controle 1 N,
comparativamente aos tratamentos Trevo Branco Controle 1 N e Consércio
Controle 1 N (Tabela 6.1).

Os tratamentos Azevém Azospirillum + %2 N e Azevém VP16 + Y2 N
mostraram-se eficientes, pois superaram o0s tratamentos Controle com a
mesma dose de N e foram equivalentes ao Azevém Controle + 1 N.
Adicionalmente foram equivalentes aos respectivos tratamentos inoculados e
com dose cheia de N. Isto significa que mediante a inoculacdo com
Azospirillum ou VP16, o cultivo de milheto em sucesséo a azevém com %2 dose
de N, apresenta 0 mesmo rendimento que o cultivo com a dose cheia com ou
sem inoculacéo (Tabela 6.1).

No cultivo de milheto em sucessdo ao trevo branco, os
tratamentos Trevo Branco Azospirilum + N e Trevo Branco VP16 + N

superaram o Controle 1 N, apresentando média de 36,4 e 33,5t de massa seca
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da parte aérea.ha respectivamente, enquanto no Controle 1 N foram obtidos
27,6 t de massa seca da parte aérea.hal. Estes resultados demonstram a
eficiéncia da inoculacdo de milheto com Azospirillum ou VP16 também em
sucessdo ao trevo branco, pois a inoculacdo incrementou o rendimento de
milheto adubado com dose cheia de N. Nas parcelas com milheto apés
consorcio também observou-se que o tratamento SEMIA222 + N foi superior ao
Controle N quanto ao incremento de MSPA, enquanto a inoculagdo com VP16
foi inefetiva (Tabela 6.1).

Para o milheto apds trevo-branco ndo houve diferenca entre %2 dose e
dose cheia de N nos tratamentos controle. Os tratamentos inoculados e com %2
dose de N também néo diferiram do Controle ¥2 N. O milheto cultivado apds
consorcio também nao apresentou diferenca entre os tratamentos controle
(Controle 1 N e Controle %2 N) quanto a massa seca da parte aérea. Isto
possivelmente deva-se a presenca de N remanescente do cultivo anterior com
trevo branco, ou seja, em cultivo de milheto em sucessao a trevo branco
isolado ou em consorcio, ndo houve prejuizos no rendimento com a supressao
de 50 kg N.ha*.

Com a maior producdo da massa seca da parte aérea de milheto,
observada nos tratamentos inoculados com os rizobios SEMIA 222 e VP16
apos diferentes sistemas de sucessdo de culturas demonstra, demonstra-se
sob diferentes condicdes a eficéncia da inoculacdo de milheto com SEMIA 222
e VP16. Muitos sdo os mecanismos pelos quais os rizébios podem incrementar
o rendimento das plantas, de forma direta através da producdo de
fitohormdnios (Biswas et al., 2000; Yanni et al., 2001, Persello-Cartieaux et al.,
2003) ou ainda de forma indireta pelo aporte de N ao solo por meio da FBN ou
ainda por mecanismos de supressdo a outros microorganismos por
mecanismos de competicdo por nutrientes, como a producao de sideréfos (Le
Vier & Guerinot, 1996).

Uma possivel explicagdo para as diferentes reagfes das espécies de
plantas cultivadas a inoculagcdo com um mesmo isolado, € o fato de cada uma
delas reagir diferentemente aos mecanismos de promocao de crescimento
pelos quais as bactérias atuam. Um bom exemplo disto € o trabalho conduzido
por Schlindwein et al. (2008), no qual os autores observaram em estudo in vitro

o efeito da inoculacdo de diferentes rizobios em alface. Os autores
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comprovaram que ha resposta fisiologica vegetal diferente a diferentes rizobios,
visto que estes produziram auxinas em diferentes concentragdes, as quais
induziram respostas diferenciadas, enquanto a dose de 171,1 ygmL™ foi téxica
as plantas, as doses entre 1,2 e 3,3ug mL! foram estimulantes.

Machado et al. (2013) observaram respostas diferenciadas de quatro
diferentes gramineas forrageiras inoculadas com diferentes rizébios isolados de
Lotus corniculatus. Enquanto o capim Tanzania e a pensacola tiveram
incrementos na massa seca da parte aérea quando inoculados, a braquiaria e o
azevém nao responderam as inoculacdes. No mesmo sentido, Yanni et al.
(2001) e Osorio Filho (2014) relatam respostas diferenciadas de cultivares de
arroz inoculadas com os mesmos rizébios, algumas cultivares sdo mais
responsivas a inoculacdo do que outras. Outra evidéncia da especificidade
entre rizébio-graminea foi relatada por Yanni et al. (2001), os quais
constataram a producdo de bacteriocinas por rizébios selecionados de arroz,
as quais podem estar associadas a inibicdo de outras estirpes de rizébios.
Deste modo, deve haver compatibilidade entre o rizGbio promotor de
crescimento de plantas e a planta cultivada, para que haja algum efeito positivo
da inoculacéo.

No cultivo do milheto em sucessdo ao azevém, o tratamento Azospirillum
com 100 kg de N.ha! superou o tratamento controle com mesma dose de N.
Também foi observado efeito estimulatério em milheto inoculado com
Azospirillum em sucessdo ao trevo branco ou azevém isolados (Tabela 6.1).
Outro resultado observado nas plantas de milheto inoculadas com Azospirillum
foi a maior altura de plantas no milheto cultivado em sucessao ao consércio e
ao trevo isolado, comparativamente aos tratamentos controle e aos outros
tratamentos inoculados. Estes resultados obtidos a campo sdo bastante
relevantes e demonstram a interacao positiva entre os isolados Abv5 e Abv6 e
a cultivar BRS1501 de milheto. Sob os diferentes sistemas de sucessao de
pastagens testados houve grande estimulo das plantas de milheto inoculadas
com os isolados de Azospirillum Abv5 e Abv6, sendo estes fortemente
recomendados para inoculagao da cultivar BRS1501.

Além das substancias fito-estimuladoras possivelmente produzidas pelas
bactérias do género Azospirillum, também o mecanismo associativo de fixacao

de N2 atmosférico em gramineas, do qual os rizobios s&o desprovidos,
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favoreceu o bom rendimento das bactérias do tratamento Azospirillum no
presente estudo. De acordo com Baldani et al. (1997), organismos diazotroficos
associativos tém um enorme potencial, devido as suas habilidades em
colonizar a planta inteira e se estabilizar em nichos protegidos de oxigénio ou
outros fatores inibitorios, assim o potencial de fixar N destes organismos pode
ser expressado ao nivel maximo. Em concordancia com os resultados do
presente estudo, séo relatados outros diversos trabalhos que comprovam a
interacdo positiva entre gramineas e organismos associativos fixadores de N.
Hahn et al. (2013) relatou o estimulo no crescimento do hibrido de milho
Pioneer 30F53 quando inoculado com Azospirillum. Dalla Santa et al. (2004)
estudaram os fixadores de N associativos em cevada e atribuem o maior
rendimento de grdos a inoculacdo das sementes com bactérias do género

Azospirillum.

6.3.2 Resultados observados em azevém, trevo branco e consorcio

Na tabela 6.2 observa-se o efeito das inoculacbes em trevo branco,
azevém e consorcio. Ndo houve efeito da aplicacdo de N, nem das inoculactes
sobre o azevém cultivado isoladamente. A auséncia de resposta do azevém as
inoculacdes ja foi observada em outros estudos, Machado et al. (2013)
verificaram que o azevém cv. Comum ndo respondeu a inoculagdo de oito
diferentes isolados de cornichdo (Lotus corniculatus). Santos e Sa (2012)
também relatam a auséncia de resposta das cultivares de azevém Comum e
Branquet Il & inoculagdo com rizdbios promotores de crescimento de plantas .
Isto demonstra que nem todas as espécies vegetais Sd0 responsivas aos
mecanismos de mecanismos de promoc¢ao de crescimento de plantas pelos
quais as bactérias atuam.

Com a quantificacdo da massa seca de espécies invasoras nas
parcelas, observou-se um comportamento diferenciado na interacdo destas
com as pastagens cultivadas. Enquanto obteve-se abundante massa seca da
parte aérea de azevém, o trevo branco apresentou dificuldades de
estabelecimento. Todas as parcelas cultivadas com azevém ou consércio
apresentaram propor¢cao de massa seca da parte aérea de espécies cultivadas

(azevém + trevo branco) superior a 95%. Isto se deve ao rapido
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estabelecimento e alta competitividade do azevém apos semeadura. Este
comportamento do azevém impediu o surgimento de espécies invasoras.

Por outro lado, em decorréncia da competicdo com o azevém e com as
invasoras, o trevo branco teve o crescimento prejudicado, apresentando massa
seca da parte aérea muito inferior as outras espécies (Tabela 6.2). Isto
prejudicou o estudo da interacdo das bactérias com a leguminosa, bem como o
estudo do consorcio trevo branco x azevém, pois para todos os tratamentos a
massa seca da parte aérea de trevo branco foi minima, ndo havendo
deiferenca entre os tratamentos do consércio (Tabela 6.2). Tal comportamento
é relatado por Scheffer-Basso et al., 2002, segundo 0s quais 0 trevo branco
quando em consoOrcio apresenta capacidade de povoamento lenta porém
crescente, tornando-se mais competitivo com o passar do tempo. O trevo
branco destina suas reservas iniciais para a formacéo de caules e raizes, tendo
crescimento folhar nas primeiras semanas ap6s semeadura. Esta lentiddo no
estabelecimento inicial das folhas de trevo branco permitiram a emergéncia de
espécies invasoras, as quais suprimiram o0 crescimento inicial e
consequentemente a competitividade e formacdo de massa seca da parte
aérea da leguminosa (Tabela 6.2).

Apesar do fraco estabelecimento, foi possivel observar que no cultivo de
trevo branco isolado, as inoculagcdes com VP16 e Azospirillum associadas a
dose cheia de N (no milheto cultivado no verdo) superaram o tratamento
Controle N. Adicionalmente, o tratamentos Azospirillum %2 N, SEMIA222 %2 N e
VP16 % N diferiram positivamente do tratamento Controle com a mesma dose
de N no veréo. Estes resultados indicam que mesmo sob condi¢cdo de estresse
por competitividade com outras plantas, a inoculacéo traz beneficios ao trevo
branco (Tabela 6.2).

Na Tabela 6.3 sdo apresentados os dados referentes ao teor de N nas
folhas das pastagens cultivadas no inverno. O teor de N nas folhas de azevém
variou de 2,56 a 3,49%, enquanto que em folhas de trevo branco variou de 1,63
no tratamento Trevo Branco Controle O N para 6,54 no tratamento Consércio
SEMIA 222 (1/2 N no verdo). Os maiores valores de N na parte aérea das
pastagens foram observados nas parcelas com azevém isolado e consorcio,
variando de 54,2 kg N.ha! a 80,9 kg N.ha' (Tabela 6.3). Apesar da grande

variacdo no teor de N na parte aérea de trevo branco, estes valores nao
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tiveram grande repercussdo no teor de N total.ha?, visto que a masssa da
leguminosa nas parcelas foi pouco significativa.

O trevo branco € uma leguminosa de hébito de crescimento estolonifero
e perene, ndo havendo necessidade de ressemeadura a cada cultivo. Deste
modo, em condi¢cdes de campo, apos seu estabelecimento e caso pastejado na
altura correta, o trevo branco tem o rebrote natural e competitivo, o que traria
grandes repercussdes positivas quanto a oferta de proteina aos animais e ao
aporte de N ao solo e as pastagens consorciadas. Este aporte de N

usualmente varia de 85 a 350 kg. ha?l. ano! (Ledgardet al., 1990).

86



Tabela 6.1. Rendimento de plantas de milheto, cultivadas em sucessdo a azevém, trevo branco ou
consorcio, inoculadas com diferentes organismos fixadores de N e promotores de crescimento de

plantas. MSPA: massa seca da parte aérea; MS: massa seca.

Tratamento Massa Seca Massa Massa Altura  Perfilhos. Paniculas.
Parte Aérea Seca Seca da de ; }
(kg/ha) Paniculas Parte Plantas  Planta® parcela™
(kg/ha) Aérea Total (cm)
(kg/ha)
Azevém - Controle N 31.000 a 2.600n.s. 33.600 a 286 a 1,65 n.s. 854 n.s.
Azevém - Azospirillum + 1/2 N 30.800 a 3.200 34.000 a 290 a 1,55 1.022
Azevém - Azospirillum + N 29.600 a 3,520 33.120a 269 a 1,60 1.310
Azevém - SEMIA222 + 1/2 N 19.120 b 3.000 22.120b 246 b 1,30 1.142
Azevém - SEMIA222 + N 24.200 b 2.200 26.400 b 282 a 1,60 878
Azevém - VP16 + 1/2 N 36.800 a 2520 39.320a 266 a 2,15 1.152
Azevém - VP16 + N 41.720 a 3.320 45.040 a 292 a 1,55 1.334
Azevém - Controle 1/2 N 22520 b 1.400 23.920b 259 a 1,75 830
Trevo Branco - Controle N 24.800 b 2.800 27.600b 271a 1,50 1.728
Trevo Branco - Azospirillum + 1/2 N 23.800 b 2120 25.920b 271 a 1,65 1.296
Trevo Branco - Azospirillum + N 32.400 a 4.000 36.400 a 252 a 1,70 1.358
Trevo Branco - SEMIA222 + 1/2 N 19.800 b 1.720 21.520b 243 b 1,80 926
Trevo Branco - SEMIA222 + N 24.000 b 1.920 25.920b 229b 1,70 1.176
Trevo Branco - VP16 + 1/2 N 15.200 b 1.320 16.520b 239 b 1,70 566
Trevo Branco - VP16 + N 29.920 a 3.600 33.520a 223b 2,05 1.190
Trevo Branco - Controle 1/2 N 19.000 b 2120 21.120b 240 b 1,85 806
Consorcio - Controle N 20.520 b 1.800 22.320b 206 b 1,40 1.142
Consorcio - Azospirillum + 1/2 N 13.200 b 1.600 14.800 b 272 a 1,35 1.046
Consorcio - Azospirillum + N 28.720 a 2.320 31.040 a 190 b 1,50 840
Consorcio - SEMIA222 + 1/2 N 15.200 b 1.520 16.720 b 236 b 1,50 1.118
Consorcio - SEMIA222 + N 26.720 a 2400 29.120 a 197 b 1,80 1.848
Consorcio - VP16 + 1/2 N 14.400 b 2.000 16.400b 195b 1,50 1.310
Consorcio - VP16 + N 15.920 b 1.800 17.720b 233b 2,00 1.080
Consorcio - Controle 1/2 N 16.720 b 800 17.520b 207 b 1,50 1.464
CV (%) 48,39 70,26 47,5 17,44 29,64 24,78

Valores seguidos por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si a 15% de significAncia. n. s.:
Diferenga néo significativa na coluna.



Tabela 6.2. Rendimento de plantas de azevém e trevo branco cultivadas isoladamente ou em
consércio apds milheto, inoculadas com diferentes organismos fixadores de N e promotores de
crescimento de plantas. Valores seguidos por mesma letra na coluna, ndodiferem entre si a 15% de

significancia. MS: Massa seca da parte aérea.

Massa Massa Massa
Secade Seca de Secade Espécie(s)

Tratamento Azevém (Kg.hah)"s: Trevo Branco (Kg.ha?) Invasoras (Kg.ha?) Cultivada(s) (%)
Azevém Controle 1/2 N 2.359,60 - 15,92 b 99,3
Azevém Controle N 2.272,40 ) 12,64 b 99,4
Azevém Azospirillum 1/2 N 2.232,80 ) 11,00 b 99,5
Azevém Azospirillum N 2.389,60 ) 54,48 b 97,8
Azevém SEMIA222 1/2 N 2.196,40 ) 76,56, b 96,6
Azevém SEMIA222 N 2.322,40 ) 32,12 b 98,6
Azevém VP16 1/2 N 2.461,60 ) 14,44 b 99,4
Azevém VP16 N 2.272,00 i 2,72b 99,9
Trevo Branco Controle 1/2 N - 48,20 c 141,60 a 25,4
Trevo Branco Controle N ) 86,72 b 231,20 a 27,3
Trevo Branco Azospirillum 1/2 N ) 68,84 b 146,32 a 32,0
Trevo Branco Azospirillum N ) 138,44 a 122,80 a 53,0
Trevo Branco SEMIA222 1/2 N i 93,16 b 68,32 b 57,7
Trevo Branco SEMIA222 N i 58,72 b 250,0 a 19,0
Trevo Branco VP16 1/2 N ) 101,20 b 144,96 a 41,1
Trevo Branco VP16 N ) 147,12 a 1754 a 45,6
Consorcio Controle 1/2 N 2.092,80 7,76 ¢ 11,72 b 99,4
Consorcio Controle N 2.182,00 6,84 c 23,32b 98,9
Consoércio Azospirillum 1/2 N 2.317,20 1,76 c 19,96 b 99,1
Consoércio Azospirillum N 2.262,40 14,56 ¢ 32,04 b 98,6
Consorcio SEMIA222 1/2 N 2.466,40 12,76 ¢ 3,48 b 99,9
Conso6rcio SEMIA222 N 2.208,80 9,36 c 40,52 b 98,2
Consorcio VP16 1/2 N 2.093,20 9,96 ¢ 574b 99,7
Consércio VP16 N 2.154,00 6,36 C 4,00 b 99,8
CV (%) 18,23 82,60 137,89

Valores seguidos por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si a 15% de significancia. n. s.:
Diferenca néo significativa na coluna
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Tabela 6.3. Teores de N na folha em plantas de azevém e trevo branco e teor de N.halencontrado em

folhas de azevém e trevo branco nos diferentes tratamentos.

% N em Folhas

% N em Folhas

Tratamento de Azevém de Trevo Branco Kg N ha'
Azevém Controle 1/2 N 2,74 - 64,65a
Azevém Controle N 2,49 - 56,58 a
Azevém Azospirillum 1/2 N 2,70 - 60,29a
Azevém Azospirillum N 2,55 - 60,93a
Azevém SEMIA222 1/2 N 2,79 - 61,28a
Azevém SEMIA222 N 2,35 - 54,58a
Azevém VP16 1/2 N 2,81 - 69,17a
Azevém VP16 N 2,82 - 64,07a
Trevo Branco Controle O N - 1,63 0,79b
Trevo Branco Controle N - 2,69 2,33b
Trevo Branco Azospirillum O N - 2,21 1,52b
Trevo Branco Azospirillum N - 2,59 3,59b
Trevo Branco SEMIA222 O N - 2,59 2,41b
Trevo Branco SEMIA222 N - 3,06 1,80b
Trevo Branco VP16 O N - 3,07 3,11b
Trevo Branco VP16 N - 3,30 4,85b
Consorcio Controle 1/2 N 2,92 2,65 61,32a
Consorcio Controle N 2,61 2,25 57,10a
Consorcio Azospirillum 1/2 N 3,49 1,42 80,89a
Consorcio Azospirillum N 2,57 2,97 79,39
Consoércio SEMIA222 1/2 N 3,14 6,54 78,27 a
Consorcio SEMIA222 N 2,56 3,91 56,92 a
Consorcio VP16 1/2 N 2,56 6,21 54,21a
Consorcio VP16 N 2,59 2,34 55,94a
CV (%) 55,57

Valores seguidos por mesma letra na coluna, ndodiferem entre si a 15% de significancia.
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6.4 Conclusdes

A inoculacdo de Azospirillum (Abv5 e Abv6), VP16 e SEMIA 222
incrementa a massa seca de milheto, sendo o tratamento Azospirillum efetivo
na promogao de crescimento de milheto em todas as condigbes de sucessao
de culturas avaliadas.

N&o houve efeito das inoculacbes em azevém.

Apesar da pouca producdo de massa seca de plantas de trevo branco,
também se verifica incremento quando inoculado com Azospirillum (Abvs e
Abv6), VP16 e SEMIA 222.
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7. CONCLUSOES GERAIS
Os rizobios UFRGS Om57, UFRGS Om59 e UFRGS Om148 sdo os

mais eficientes quanto a nodulacéo, fixacdo de N e incremento da massa seca
de serradela, comparativamente a tratamentos controle e as SEMIAS905 e
929. Nos estudos de inoculacdo de rizébios em adesmia, o0s isolados
EEL46210 e EEL1010 mostram-se os de melhor rendimento, com 0s mais
significativos incrementos de massa fresca total e comprimento da parte aérea,
comparativamente ao tratamento Controle + N e as estirpes recomendadas
SEMIA 3007, SEMIA 6437 e SEMIA 6438.

Por meio de mecanismos complementares a fixacdo biolégica de
nitrogénio, o isolado UFRGS Omb57 incrementa a massa seca total de sorgo.
Isto fica evidente ao se observar o indice de eficiéncia relativa de 179%, obtido
com a inoculacdo do UFRGS Om57 em sorgo. Com o isolado de adesmia
EEL46210 também se verifica indice de eficiéncia relativa acima de 100% em
sorgo, o que evidencia a possibilidade de se suprimir em 50% a adubacéo
nitrogenada mineral, sem prejuizos quanto a massa seca total do sorgo
forrageiro cv. BRS810, quando inoculado com os rizobios UFRGS Om57 e EEL
46210. Apesar do baixo desempenho quanto a FBN em serradela, a estirpe
SEMIA 929 incrementa a massa seca da parte aérea, a massa seca radicular e
a altura aos 15 dias apds emergéncia da variedade cv. BRS1503 de milheto,
mostrando-se uma boa promotora de crescimento para esta variedade.

Além destes resultados obtidos com as inoculagdes dos rizobios em
gramineas cultivadas, € possivel verificar efeitos variados quanto a interacdo

rizobios x gramineas. Enquanto o sorgo e o milheto sdo estimulados com as
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inoculacdes de determinados rizébios, o capim aries mostra-se indiferente e
estas variacdes parecem estar relacionadas a especificidade. A especificidade
entre rizébios e gramineas possivelmente esteja associada aos mecanismos
diretos de promocdo de crescimento de plantas, como a producdo de
fitohormonios.

Nos estudos a campo sdo observados estimulos na massa seca da
parte aérea de milheto inoculado com SEMIA222, VP16 e A. brasilense, apos
cultivo de azevém e trevo branco. Em trevo branco, também sédo observados
estimulos na massa seca da parte aérea com a inoculagdo de A. brasiliense,
VP16 e SEMIA222, comparativamente a tratamentos controle. Com estes
resultados, os rizébios VP16 e SEMIA 222, bem como a mistura de A.
brasilense (Abv5 e Abv6) sdo indicados como promotores de crescimento de

milheto (cultivar BRS1501) e recomendados para inocula¢des a campo.
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Apéndice |. Caracterizacdo fenotipica dos isolados obtidos para serradela.O parametro Tempo (Dias) se refere ao tempo transcorrido até a
avaliacdo final das colénias. Todas as colénias apresentaram formato concavo e borda regular, assim estas caracteristicas ndo sao
apresentadas na tabela.

Tempo Diametro

Isolado (Dias) Cor Altura (mm) Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om1l 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om2 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om3 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om4 10 Leitosa Céncava la?2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om5 4 Leitosa Cbncava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om6 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om7 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om8 4 Leitosa Cdncav 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om9 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om10 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om1l1 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om12 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om13 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om14 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om15 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om16 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om17 10 Leitosa Concava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om18 10 Leitosa Céncava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om19 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om20 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha

UFRGS Om21 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha



Continuacao...

Isolado Igrigg? Cor Altura Dl(anr?rﬁ';ro Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om22 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om23 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om24 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om25 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om26 10 Leitosa Céncava la?2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om27 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om28 10 Leitosa Céncava la?2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om29 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om30 4 Rosada Céncava 4 Viscosa Opaca Circular Palmeira das MissGes
UFRGS Om31 10 Rosada Concava laz2 Aquosa Opaca Circular Palmeira das Missbes
UFRGS Om32 10 Leitosa Cébncava 1 Gomosa Opaca Circular Porto Alegre
UFRGS Om33 10 Transparente  Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om34 10 Rosada Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Sao Martinho da Serra
UFRGS Om35 4 Rosada Concava 4 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo-RS
UFRGS Om36 10 Rosada Céncava laz2 Aquosa Opaca Circular Palmeira das MissGes
UFRGS Om37 10 Leitosa Concava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om38 10 Leitosa Cébncava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om39 10 Rosada Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular S&o Martinho da Serra
UFRGS Om40 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om41 10 Leitosa Concava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om42 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om43 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om44 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om45 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om46 10 Leitosa Cbéncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitdria do Palmar



Continuacdo...

Tempo

Diametro

Isolado (Dias) Cor Altura (mm) Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om47 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om48 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om49 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om50 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om51 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om52 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om53 3a4 Rosada Cbncava 4 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om54 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om55 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om56 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om57 10 Leitosa Cbncava <1 Gomosa Translicida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om58 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om59 10 Transparente  Cbncava <1 Gomosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om60 10 Transparente  Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om61 10 Transparente  Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om62 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om63 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om64 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om65 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om66 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om67 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om68 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om69 10 Transparente  Cbéncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om70 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om71 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha



Continuacéao ...

Tempo

Diametro

Isolado (Dias) Cor Altura (mm) Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om72 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om73 10 Leitosa Céncava la?2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om74 10 Leitosa Cébncava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om75 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om76 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om77 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om78 4 Leitosa Cbncava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om79 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om80 4 Leitosa Cbncava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om81 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om82 4 Leitosa Concava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om83 4 Leitosa Céncava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om84 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om85 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om86 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om87 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om88 10 Leitosa Concava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om89 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om90 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om91 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om92 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om93 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om94 10 Leitosa Céncava laZ2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om95 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar




Continuacao...
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Isolado (Dias) Cor Altura (mm) Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om96 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om97 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om98 10 Leitosa Cbncava laz2 Gomosa Opaca Circular Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om99 10 Rosada Céncava laz2 Aquosa Opaca Circular Palmeira das MissGes
UFRGS Om100 3a4 Rosada Cbncava 3 Aquosa Opaca Circular Palmeira das Missbes
UFRGS Om101 3a4 Rosada Céncava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om102 3a4 Rosada Cbncava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om103 3a4 Rosada Céncava 3 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om104 10 Leitosa Cbncava 1 Gomosa Opaca Circular Porto Alegre
UFRGS Om105 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om106 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om107 3a4 Rosada Céncava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om108 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om109 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om110 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om111 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om112 10 Leitosa Concava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoreirinha
UFRGS Om113 3a4 Rosada Céncava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om114 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om115 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om116 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitdria do Palmar
UFRGS Om117 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om118 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om119 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitoria do Palmar
UFRGS Om120 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitdria do Palmar
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Isolado (Dias) Cor Altura (mm) Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om121 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om122 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om123 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om124 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om125 3a4 Rosada Cbncava 4 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om126 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om127 10 Leitosa Cbncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Santa Vitéria do Palmar
UFRGS Om128 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om129 8 Rosada Cbncava 1 Gomosa Opaca Circular Porto Alegre
UFRGS Om130 8 Rosada Cbncava 1 Gomosa Opaca Circular Porto Alegre
UFRGS Om131 4 Rosada Concava 4 Viscosa Opaca Circular Palmeira das Missbes
UFRGS Om132 4 Leitosa Céncava 3e4d Aquosa Opaca Circular Correia Pinto
UFRGS Om133 10 Leitosa Concava <1 Gomosa Opaca Puntiforme Correia Pinto
UFRGS Om134 10 Leitosa Céncava <1 Gomosa Opaca Puntiforme Correia Pinto
UFRGS Om135 10 Leitosa Cbncava <1 Viscosa Translicida Circular Palmeira das Missfes
UFRGS Om136 10 Leitosa Cbncava <1 Gomosa Transldcida Circular Correia Pinto
UFRGS Om137 3a4 Rosada Concava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
UFRGS Om138 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om139 10 Leitosa Céncava <1 Gomosa Opaca Puntiforme Correia Pinto
UFRGS Om140 10 Leitosa Céncava laz2 Gomosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om141 10 Leitosa Concava <1 Butirosa Translucida Circular Correia Pinto
UFRGS Om142 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Translucida Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om143 10 Leitosa Céncava <1 Aquosa Opaca Puntiforme Cachoeirinha
UFRGS Om144 10 Leitosa Céncava <1 Gomosa Opaca Puntiforme Correia Pinto
UFRGS Om145 3a4 Rosada Céncava 3 Gomosa Opaca Circular Passo Fundo
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Isolado IST;E)O Cor Altura D'?nr?rﬁt)ro Consisténcia Opacidade Forma Localidade
UFRGS Om146 10 Transparente  Céncav <1 Aquosa Translucida Circular Cachoeirinha
UFRGS Om147 3a4 Leitosa Céncava 4 Aquosa Opaca Circular Cachoeirinha
UFRGS Om148 10 Leitosa Cébncava <1 Gomosa Translucida Circular Cachoeirinha




Apéndice Il. Caracteristicas dos isolados de Adesmia latifolia obtidos no presente estudo.

Tempo de
Crescimento Didmetro Reacédo ao
Isolado Localidade Forma Borda Cor Concavidade Opacidade Consisténcia (Dias) (mm) pH
UFRGS All  Eldorado do Sul  Puntiforme Regular Rosada Cbncava Opaca Butirosa 8 <1 acido
UFRGS AI2  Eldorado do Sul  Puntiforme Regular Rosada Cdncava Opaca Butirosa 8 <1 acido
UFRGS AI3  Eldorado do Sul  Puntiforme Regular Rosada Cbncava Opaca Butirosa 8 <1 acido
UFRGS Al4  Eldorado do Sul  Puntiforme Regular Rosada Cdncava Opaca Butirosa 8 <1 acido
UFRGS AI5  Eldorado do Sul  Puntiforme Regular Rosada Cbncava Opaca Butirosa 8 <1 acido
UFRGS Al6  Eldorado do Sul Circular Regular Rosada Cdncava Opaca Gomosa 8 <1 alcalino
UFRGS Al7  Eldorado do Sul Circular Regular Rosada Cbncava Opaca Gomosa 8 <1 alcalino
UFRGS AI8  Eldorado do Sul Circular Regular Rosada Cdncava Opaca Gomosa 8 <1 alcalino
UFRGS AlI9  Eldorado do Sul Circular Regular Leitosa Cobncava Transllcida Butirosa 3 <la?z2 alcalino
UFRGS AI10 Eldorado do Sul Circular Regular Leitosa Cdncava Transldcida Butirosa 3 <la?2 alcalino
UFRGS Al16 Eldorado do Sul Circular Regular Rosada Cobncava Transllcida Gomosa 8 <=1 acido
UFRGS Al17 Eldorado do Sul Circular Regular Rosada Cdncava Opaca Gomosa 8 <1 acido
UFRGS AI18 Eldorado do Sul Circular Regular Leitosa Cobncava Transllcida Gomosa 4 3a4 acido
UFRGS AI19 Correia Pinto Puntiforme Regular Rosada Cdncava Transldcida Butirosa 8 <1 acido
UFRGS AI20 Correia Pinto Puntiforme Regular Rosada Cobncava Transllcida Butirosa 8 <1 acido
UFRGS Al21 Correia Pinto Puntiforme Regular Rosada Cdncava Translicida Butirosa 8 <1 acido
UFRGS AI22 Correia Pinto Puntiforme Regular Rosada Cdncava Translicida Butirosa 8 <1 acido




Apéndice lll. Procedimentos adotados para a extracdo do DNA ribossomal da

regido 16S das estirpes estudadas.

* suspenderam-se aliquotas de 1,5 mL da cultura em tubos de microcentrifuga
de 1,5 mL e centrifugou-se por 5 minutos a 12.000 rpm;

* foi descartado o sobrenadante e adiciondo 700 pL de TES (Apéndice 1V). O
material foi homogeneizado em vortex e centrifugado por 3 minutos a 12.000
rpm;

* mais uma vez foi descartado o sobrenadante e o pellet foi suspendido em 500
pL de TE1 (Apéndice IV);

* foi feita nova homogeneizacdo em vértex, seguida por centrifugacdo por 3
minutos a 12.000 rpm;

* adicionou-se 25 pL de Lisozima (20mg/mL) incubou-se a 37°C por 30
minutos;

* posteriormente foram adicionados 108 pL de SDS 20% e 3 pL de Proteinase
K (20mg/mL), seguido de incubacdo a 56°C por 15 minutos, apds a incubacao,
o material foi esfriado a temperatura ambiente;

* apds, para precipitacdo dos substratos associados ao SDS, foram
adicionados 200 pL de NHsAc 8M, os tubos de microcentrifuga foram
cuidadosamente e manualmente invertidos, para posterior “descanso” no gelo,

por 20 minutos;

* as amostras foram retiraradas do gelo e centrifugadas por 10 minutos a
12.000 rpm,;

* apés, todo o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e vertido em outro
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL;

* para desproteinizacdo da amostra foi adicionado 1 volume de Fenol-
cloroférmio, o tubo de microcentrifuga foi e invertido manual e

cuidadosamente, até que todo volume se homogeneizar;

* 0 material foi centrifugado por 5 minutos a 5.000 rpm e sua fase aquosa

coletada com pipeta;



* para a remocao dos restos de fenol foi adicionado 1 volume de Cloroférmio-
Alcool Isoamilico (24:1) e os tubos de microcentrifugas foram manualmente

invertidos até a homogeinizagcéo de todo o volume;

* 0 material foi centrifugado por 5 minutos a 5.000 rpm e foi coletada a fase

aguosa com pipeta;

* para precipitacdo dos acidos nucléicos, adicionou-se 8 pL de NaCl 5M e 0,6
volumes de Isopropanol (gelado). A solucdo foi misturada com cuidado e

deixada por 20 minutos no gelo;
* 0 material foi centrifugado por 20 minutos a 12.000 rpm;

* 0 sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 500 uL de Etanol 70%,

para posterior centrifugacéo por 3 minutos a 12.000 rpm;

* 0 etanol foi descartado e as amostras deixadas para secar a temperatura

ambiente;

* 0 pellet foi suspenso em 50 pL de TE2 (Apéndice IV) e deixado por uma noite
na geladeira, para posterior checagem de 5 pL em gel de agarose 0,8%.



Apéndice IV. Reagentes TES, TE1 e TE2, utilizados no processo de extracao
do DNAr 16S.

Solugdo Componentes Quantidade Objetivo

TE1 Tris 1 M (pH 8) 1 mL (Cfina 10 mM) Solucgéo tampao.
EDTA 0,5 M (pH 8) 5 mL (Cfinal 25 mM)

Agua destilada estéril Completar para 100
mL

Armazenamento: geladeira.

* O Tris mantém o pH 8 para que o EDTA seja solubilizado (so solubiliza a
pHs>7). O EDTA inibe a atividade de nucleases pois atua como agente
guelante do Mg?* (cofator de nucleases (DNases e RNases).

TES Tris 1 M (pH 8) ImL (Cfina 10 mM) Solugéo de limpeza.
EDTA 0,5 M (pH 8) 5 mL (Cfinal 25 mM)
NaCl5 M 3 mL (Ctina 150 mM)

Agua destilada estéril  Completar para 100 mL

Armazenamento: geladeira.

* Obs.: com NaCl 1 M, usar 15 mL

* O NaCl aumenta a forca ibnica do DNA, ou seja, contribui para a
manutencdo das cargas negativas entre as hidroxilas dos grupos fosfatos.
fons no meio aquoso podem romper ligacbes ibnicas de cadeias
polipeptidicas. Também auxiliam na dissociacdo das proteinas ligadas aos
acidos nucléicos.

TE2 Tris 1 M (pH 8) AmL (Csina 10 mM) Ressuspender o DNA.

EDTAO0,5M (pH 8)  200uL (Cfinat 1 mM)

Agua destilada
esteril

Armazenamento: geladeira.

* TEZ2 pH 8 é usado para ressuspender o DNA; preserva mais o DNA do que
a agua, mas pode ser ruim para PCR se estiver em excesso ou com pH
errado.
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