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RESUMO

A protecdo dos solos na agricultura tem um papel crucial na mitigacdo das
alteracdes climaticas. Na pratica da agricultura, sempre que possivel, é essencial manter
uma cobertura permanente sobre o solo, utilizando plantas de cobertura. Portugal possui
um clima mediterrénico, com verdes quentes e secos e invernos frios e chuvosos, tornando
a implementacdo de plantas de cobertura de inverno a mais adequada para proteger os
solos durante a estagdo chuvosa. Plantas do género Trifolium séo ideais devido a sua
elevada capacidade de cobertura, resisténcia a invernos rigorosos e potencial para
adubacdo verde, realizando associacdes simbioticas com bactérias diazotroficas que
fixam azoto atmosférico. Este trabalho teve como objetivo avaliar a fixacéo bioldgica de
azoto de diferentes estirpes de bactérias fixadoras de azoto em trés misturas de espécies
de trevos, visando promover o crescimento das plantas e melhorar a fertilidade do solo.
O ensaio foi conduzido durante 52 dias, em vaso, numa estufa da Escola Superior Agréria
do Instituto Politécnico de Braganga. Bactérias do género Rhizobium e Agrobacterium
foram bioprospetadas de nodulos de trevos do distrito de Braganca e inoculadas em
misturas de sementes de trevos, incluindo uma mistura de duas cultivares de trevo
subterraneo (Trifolium subterraneum cv. Campeda e Trifolium subterraneum cv.
Woogenellup) e trevos de porte ereto (Trifolium vesiculosum e Trifolium incarnatum).
Foram avaliados o comprimento da parte aérea das plantas, massa seca, teores de
clorofilas e teor de N do solo. Os resultados ndo mostraram diferenca estatistica para
massa seca, comprimento da parte aérea e teor de N do solo. No entanto, houve uma
melhoria no teor de clorofila total nos tratamentos com misturas de trevos de porte ereto
inoculados, em comparacdo com a testemunha. Estes resultados podem ter sido
influenciados pela elevada infestacdo da planta daninha Chenopodium alba, que néo foi
controlada para simular um ambiente de campo. Além disso, a eficiéncia das estirpes de
bactérias fixadoras de azoto pode variar dependendo das condi¢des especificas do solo e
do clima, sugerindo a necessidade de mais estudos para otimizar a aplicacdo destas
praticas. E importante continuar a investigar a interacdo entre diferentes estirpes de
Rhizobium spp. e Agrobacterium spp. com varias espécies de trevos para maximizar a
fixacdo de azoto e, consequentemente, a satde e produtividade do solo.

Palavras-chave: Rhizobium, Agrobacterium, trevo, crescimento.



ABSTRACT

Soil protection is crucial for mitigating climate change in agriculture. For this practice, it
is essential to maintain permanent soil cover using cover crops. Portugal has a
mediterranean climate, with hot, dry summers and cold, rainy winters, making the
implementation of winter cover crops the most suitable for soil protection during the rainy
season. Plants of the genus Trifolium are ideal due to their high soil coverage capacity,
resistance to harsh winters, and potential for green manuring, forming symbiotic
associations with diazotrophic bacteria that fix atmospheric nitrogen. This study aimed to
evaluate the nitrogen fixation of different strains of indigenous nitrogen-fixing bacteria
in two mixtures of species of clover, aiming to promote plant growth and improve soil
fertility. The experiment was conducted for 52 days in pots placed in a greenhouse at the
Escola Superior Agréria of the Institute Polytechnic of Braganca. Bacteria of the genera
Rhizobium and Agrobacterium were bioprospected from clover nodules in the Braganga
district and inoculated into mixtures of clover seeds, including subterranean clover
(Trifolium subterraneum cv. Campeda e Trifolium subterraneum cv. Woogenellup) and
erect-growing clovers (Trifolium vesiculosum e Trifolium incarnatum). The length of the
plant aerial parts, dry mass, chlorophyll content, and soil N content were evaluated. The
results showed no statistical difference for dry mass, aerial part length, and soil N content.
However, there was an improvement in total chlorophyll content in the surface clover mix
treatments when inoculated compared to the control. These results may have been
influenced by the high infestation of the weed Chenopodium alba, which was not
controlled to simulate a field environment. Furthermore, the efficiency of nitrogen-fixing
bacterial strains can vary depending on specific soil and climate conditions, suggesting
the need for further studies to optimize the application of these practices. It is important
to continue investigating the interaction between different strains of Rhizobium spp. and
Agrobacterium spp. with various clover species to maximize nitrogen fixation and,
consequently, soil health and productivity.

Keywords: Rhizobium, Agrobacterium, clover, plant growth.
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1. INTRODUCAO

Preservar 0s recursos naturais solo e &gua em sistemas de producédo agricola é
indispensavel para garantir a continuidade das altas produtividades e, consequentemente
diminuir os gastos envolvidos na producdo. O solo é um ecossistema crucial, que possui
uma grande importancia ambiental e socioecondmica, sendo multifuncional e vivo. E
responsavel por diversas fungdes vitais e presta servicos cruciais para a sobrevivéncia
humana e sustentabilidade dos ecossistemas, incluindo a manutencdo da biodiversidade,
fornecimento de alimentos e matérias-primas, regulacdo do clima através da fixacédo de
carbono, purificacdo da dgua, controlo de nutrientes, doencas e pragas (Alexandre, 2015).
Todo este potencial pode, no entanto, ser reduzido através da perda de matéria organica
do solo (MOS) e erosdo, podendo afetar a resisténcia e resiliéncia da vegetacao, tanto
natural quanto cultivada, a secas prolongadas e eventos extremos, criando assim um ciclo

que pode evoluir para a desertificacdo.

A erosdo do solo € um dos principais problemas enfrentados pela agricultura na
Unido Europeia (UE). Segundo a Resolu¢do do Parlamento Europeu sobre a protecdo dos
Solos (28 de abril de 2021), cerca de 25% das terras agricolas da UE estdo afetadas pela
erosdo do solo, o que representa um aumento de aproximadamente 20% entre 2000 e
2010. A perda anual de producéo devido a eroséo do solo é estimada em 0,3% da produc¢éo
mundial. Se esse problema persistir no mesmo ritmo, estima-se que uma reducéo total de

mais de 10% na producdo agricola pode ocorrer até 2050 (Montanarella et al., 2016).

Investir na prevencdo da degradacdo do solo e na recuperacdo dos solos
degradados é uma medida economicamente viavel e necesséria. A degradacdo do solo
custa a Unido Europeia vérias dezenas de milhares de milhGes de euros por ano
(Resolucédo do Parlamento Europeu sobre a protecdo dos Solos, 2021). Estima-se, que a
erosdo do solo representa uma perda anual global de US$ 150 mil milhdes em fertilizantes
para substituir os nutrientes perdidos (Montanarella et al., 2016). A conservagéo do solo
pode gerar até 1,2 trilhdo de euros anualmente em beneficios econdémicos globais

(Resolugéo do Parlamento Europeu sobre a protecdo dos Solos, 2021).

Um dos macronutrientes mais afetados pela erosdo é o azoto (N), que é perdido
principalmente na forma de aménio (NHs") e nitrato (NOs’), contaminando rios e
aquiferos subterraneos (Pugliesi et al., 2011). Além disso, ha a perda de N devido a

transformacédo da MOS em metano (CHa), processo que ocorre em praticas agricolas



convencionais e que contribui para o aquecimento global, ja que 0 CH4 é um gas de efeito
estufa 150 vezes mais prejudicial do que o diéxido de carbono (COy).

No ano de 2020, a UE consumiu aproximadamente 13,1 milhdes de toneladas de
fertilizantes azotados, de acordo com dados do EUROSTAT (2021). Desse total, cerca de
30% dos fertilizantes azotados utilizados pela UE foram importados da Russia, enquanto
o restante foi produzido internamente (FAO, 2022). E importante destacar, que a UE é
altamente dependente do gas natural de origem russa para suprir a procura energética
(Forbes, 2022).

A guerra entre a Russia e a Ucrania tem impactado diversas areas das Relacdes
Internacionais. Na esfera da economia global, o conflito iniciado em fevereiro de 2022 e
as sancbes impostas a Russia pela comunidade europeia tém gerado prejuizos na
comercializacdo de diversos produtos e servicos, incluindo gas, alimentos e fertilizantes
(FAO, 2022).

O aumento do preco do gas natural, que representa cerca de 70% do custo de
producdo de fertilizantes azotados, tem resultado numa reducdo de 25% na producao
desse fertilizante na UE (Forbes, 2022). Além disso, o preco da tonelada de NH4, um dos
principais fertilizantes azotados, aumentou drasticamente de cerca de US$ 250 em 2021
para US$ 1 250 em setembro de 2022. Esta situacdo tem gerado impactos negativos para

os agricultores europeus, refletindo no preco dos alimentos (Exame Agro, 2022).

Uma alternativa para contornar estes problemas pode incluir o uso de bactérias
com potencial de realizar a fixacdo biolégica de azoto (FBA). Esta préatica tem vindo a
crescer cada vez mais em agroecossistemas que visam uma agricultura sustentavel,
devido a 6tima resposta que estas proporcionam as plantas cultivadas, a reducéo de custos
com fertilizantes azotados para os agricultores, além de ndo contaminar a agua potavel
com nitratos. A FBA é realizada por microrganismos procarioticos que possuem a enzima
nitrogenase. Estes microrganismos, chamados diazotréficos, sdo capazes de transformar
0 azoto atmosférico (N2) numa forma utilizavel pelas plantas. Este processo consiste na
reducdo do N2 em NHz que é entdo convertida em formas organicas, como aminoacidos
(Somasegaran & Hoben, 1994).

A FBA pode ser utilizada como uma estratégia para aumentar a estabilidade
ecologica do solo, ja que promove o aumento da MOS (Somasegaran & Hoben, 1994).

Consequentemente aumenta a formacéo de agregados, melhora a aeracdo, infiltragéo e



retencdo de agua no sistema. Além disso, contribui para reduzir a erosdo e manter ou

melhorar a estabilidade da agregacéo do solo (Kay & Vandenbygaart, 2002).

O objetivo deste estudo € avaliar o crescimento e o potencial de adubacéo azotada
de diferentes espécies de trevos, usados como coberturas verdes, quando inoculadas por

diferentes espécies de bactérias promotoras de fixacéo bioldgica de azoto.

1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a fixacao bioldgica de azoto no solo de diferentes espécies de bactérias

diazotroficas inoculadas em espécies do género Trifolium.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Avaliar a fixacdo bioldgica de azoto no solo por diferentes espécies de bactérias
diazotrdéficas inoculadas em trés misturas de trevos (Mistura 1: duas cultivares de
trevo subterraneo, Mistura 2: duas espécies de trevos de porte ereto, Mistura 3:
Mistura 1 + Mistura 2.

= Analisar os efeitos produzidos no crescimento, na producdo de biomassa e nos
teores de clorofila nas plantas, bem como no teor de N do solo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONSERVACAO DO SOLO

A erosdo hidrica é um fendmeno natural que ocorre quando a agua da chuva
provoca o transporte de particulas do solo, resultando na perda de camadas superficiais
do solo. Constitui o principal mecanismo de remoc¢ao de sedimentos, elementos minerais
e produtos fitossanitarios, levando & degradagéo dos solos e & contaminacgao dos recursos
hidricos. Segundo Castro et al. (2006) a erosédo hidrica é influenciada por fatores como a
erodibilidade dos solos, mas principalmente pelo impacto das gotas da chuva associado a

mas préaticas de manejo adotadas em &reas agricolas.

Além da perda de solo feértil, a erosdo hidrica também resulta na degradacdo dos
recursos hidricos, como rios, lagos e aquiferos. Segundo Waltrick et al. (2015), a
erosividade das chuvas pode causar a escassez de agua em determinadas regides, afetando
tanto a quantidade como a qualidade desse recurso vital. Também a erosdo hidrica
contribui para a contamina¢do dos mananciais de &gua por produtos fitossanitarios e
fertilizantes utilizados nas atividades agricolas (Oromar et al., 2016). Portanto, é
fundamental adotar medidas de manejo e conservacdo do solo e da agua para controlar a

erosdo hidrica e garantir a sustentabilidade dos recursos naturais solo e agua.

A erosdo do solo ndo apenas causa danos ao ambiente, mas também impacta
negativamente a producdo agricola em escala global. Diversos estudos tém quantificado
esses custos em diferentes regides do mundo. Por exemplo, no Brasil, estima-se que 0s
custos anuais da erosdo do solo alcancem US$ 242 milh6es (Marques, 1998). Na UE, os
custos associados a erosdo do solo estdo estimados em US$ 45,5 bilhGes por ano,
enquanto nos Estados Unidos, estima-se que alcancem US$ 44 bilhGes anualmente
(Pimentel et al., 1995). Esses numeros ilustram a magnitude dos prejuizos econémicos

causados pela erosdo do solo em ambito global.

A perda de produtividade das culturas, devido a eroséo do solo, € um problema
agricola de grande relevancia (Pimentel et al., 1995). Estudos tém demonstrado que a
perda de camadas superficiais do solo por erosdo hidrica pode resultar em reducdes
significativas na produtividade das culturas, como observado por Montgomery & Matson
(2007). Além disso, a diminuicdo do teor de carbono orgénico do solo na forma de MOS
também tem sido associada a uma menor produtividade das culturas (West & Post, 2002).

A MOS desempenha um papel fundamental na fertilidade do solo, influenciando sua



capacidade de retencdo de agua, disponibilidade de nutrientes e estrutura fisica (Lal,
2003).

Estes numeros destacam a importancia de implementar medidas de conservacédo

do solo para reduzir estes custos e garantir a sustentabilidade da producéo agricola.

2.2 MATERIA ORGANICA DO SOLO

A matéria organica do solo (MOS) desempenha um papel crucial na
sustentabilidade dos sistemas agricolas, pois influencia as propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas do solo, afetando diretamente a estabilidade e produtividade dos
agroecossistemas (Costa et al., 2013). A MOS é considerada o principal indicador da
qualidade do solo, sendo a base da sustentabilidade dos ecossistemas a curto, médio e

longo prazo.

Em ambientes com vegetagdo natural, as reservas de MOS geralmente mantém
um equilibrio, sem grandes variacGes. Apesar dessa tendéncia, 0s ecossistemas naturais
ainda apresentam variabilidade nas médias mensais do fluxo de CO2 do solo devido a

influéncia de fatores edafoclimaticos, como destacado por D'Andrea et al. (2010).

Os efeitos mais notaveis da MOS nas propriedades fisicas do solo englobam a
estabilizacdo da temperatura, proporcionando beneficios ao crescimento das plantas; o
aumento na capacidade de retencdo de agua, estimulando o desenvolvimento das raizes,
especialmente em regibes propensas a periodos secos; a aprimora¢do da estabilidade dos
agregados, contribuindo para a redugdo do escoamento superficial e, consequentemente,
minimizando os riscos de erosdo (Conceicéo et al., 2005). A medida que a quantidade de
residuos orgéanicos devolvidos ao solo aumenta, a cobertura da superficie do solo se
intensifica, proporcionando uma protecdo mais robusta a estrutura do solo contra

perturbacdes naturais e humanas (Blanco & Lal, 2009).

No contexto do papel desempenhado pela MOS como agente condicionador
quimico do solo, é notavel a sua influéncia na capacidade de troca cationica (CTC), no
pH, na condutividade elétrica, na ciclagem de nutrientes e na complexacao de elementos
toxicos no solo. Além disso, a decomposicdo do material orgénico funciona como uma
fonte de nutrientes para o solo, uma vez que resulta na mineralizacdo dos nutrientes

presentes nos residuos organicos (Conceicdo et al., 2005; Pavinato & Rosolem, 2008).



A quantidade de MOS é identificada como um fator determinante para a
fertilidade do solo. O incremento nos estoques de MOS forma a base principal para todas
as intervencdes agronomicas voltadas a melhoria da fertilidade do solo. A MOS
desempenha um papel crucial ao fornecer uma quantidade significativa de locais de
ligag&o para nutrientes presentes no solo (reducdo das perdas por lixiviacéo), contribuindo
para o aumento da CTC do solo e, consequentemente aprimorando a eficiéncia na

utilizacdo de nutrientes na nutricéo vegetal (Costa & Sangakkara, 2006).

No ambito da biologia do solo, a MOS desempenha um papel fundamental.
Destaca-se o0 impacto significativo na estimulacéo da biota do solo, fornecendo nutrientes
e energia para impulsionar a atividade desses organismos. Os residuos organicos
presentes na superficie do solo exercem uma influéncia direta na dindmica dos
microrganismos do solo. Além da funcdo primordial dos microrganismos edaficos na
execucao de tarefas essenciais para o equilibrio dos ecossistemas, a biomassa microbiana
¢ também reconhecida como um reservatorio de nutrientes de ciclagem rapida,

associando-se a fertilidade do solo (Moreira & Malavolta, 2004).

O incremento nos teores de MOS decorre do sequestro de carbono atmosférico
durante a fotossintese realizada pelas plantas ao longo do seu ciclo, desempenhando um
papel ambiental crucial na reducéo das emissdes de gases de efeito estufa (Lal, 2004). A
formacdo da MOS ¢ influenciada pela atividade biolégica no solo, envolvendo a acédo de
macro e microrganismos que realizam a ciclagem de nutrientes a partir dos processos de
mineralizacdo/humificacdo de residuos organicos de origem vegetal e animal. A
importancia da matéria organica na qualidade do solo é amplamente reconhecida na
literatura, conforme enfatizado por Bayer & Mielniczuk (2008), Silva & Mendonca
(2007), Guerra et al. (2008), Fonseca et al. (2019).

Esses beneficios e outros atribuem a MOS uma funcdo central, sendo
frequentemente considerada o principal indicador da qualidade do solo. Portanto, estudos
que investiguem os efeitos da implementacdo de novos metodos de manejo do solo e
praticas agricolas na MOS, assim como nas propriedades quimicas, fisicas e biologicas
do solo, desempenham um papel crucial na avaliagdo da sustentabilidade de diversos

agroecossistemas em uma regido especifica (Conceicéo et al., 2005).



2.3 CICLO DO AZOTO

O azoto é essencial na formacdo de proteinas, acidos nucleicos, peptidoglicanos,
aminoacidos e outras moléculas essenciais, sendo um elemento fundamental para a
manutencdo da vida. Sua contribuicdo para a biomassa total dos seres vivos é superada

apenas pelo carbono, hidrogénio e oxigénio (Young, 1992).

Levando em conta que cerca de 78% da atmosfera terrestre € composta por azoto
no estado gasoso (N2), o principal desafio reside na presenga da ligagao tripla N=N, o que
confere a este gas uma alta estabilidade a temperatura ambiente (Sprent & Sprent, 1990;
Evans & Burris, 1992). Embora o N seja abundante na atmosfera terrestre, organismos
eucarioticos como plantas e animais, ndo conseguem utilizar diretamente essa forma de
azoto. Apenas uma minoria de organismos procarioticos é capaz de converter ou reduzir
enzimaticamente o N2 que pode ser assimilado e utilizado no crescimento e manutencéo
celular. Este facto esta relacionado a atividade do complexo enzimatico conhecido como
nitrogenase, que realiza a conversdo de moléculas de N> em NHz (Raymond et al., 2004).

Na primeira etapa do ciclo do azoto, ocorre a reducdo do azoto atmosférico (N>)
para amoénia (NHs), realizada por bactérias fixadoras de azoto, principalmente do género
Rhizobium. A NHs, quando se combina com a dgua do solo, produz o ido aménio (NH4"),
sendo este processo designado de amonificacdo (Guerrero et al., 1981; Moreira &
Siqueira, 2006). Por sua vez, o processo de nitrificacdo inclui duas etapas: a nitrosacdo
que envolve a oxidagdo da amdnia (NHz) em nitrito (NO2), por microrganismos que
oxidam NHs, seguida da nitracdo que envolve a oxidacdo do NO2>" em nitrato (NO3z),
realizada por bactérias que oxidam NO> (Prosser, 1989; Cardoso et al., 1992; Teske et
al., 1994; Treusch et al., 2005). Tanto o ido amoénio quanto o ido nitrato podem ser
absorvidos pela grande maioria dos organismos que vivem no solo e na dgua (Esteves &
Amado, 2011).

A desnitrificacdo € um processo respiratorio em que 0 NOz", NO2", 6xido nitrico
(NO) e oxido nitroso (N20) sdo sequencialmente utilizados por microrganismos como
aceitadores finais de elétrons durante a respiracdo. Esse processo resulta na producéo de
gés Na. Essa via é reconhecida como a principal causa de perda de azoto na agricultura,
ocorrendo uma parte significativa dessa perda na forma de N2O, um gas de elevado
potencial de efeito estufa (Tiedje, 1982). A desnitrificacdo garante a devolucao do azoto

para a atmosfera.



2.3.1 FIXACAO BIOLOGICA DE AZOTO

A fixacdo biologica de azoto (FBA) constitui uma significativa fonte de azoto
assimilavel nos ecossistemas, contribuindo aproximadamente com 92 a 97% do total de
azoto que entra nos ambientes naturais terrestres, representando cerca de 150 milhdes de
toneladas de azoto por ano (Zehr et al., 2003; Galloway et al., 2004; Moreira & Siqueira,
2006). E considerado um dos processos biolégicos mais importante da biosfera, logo a

seguir a fotossintese.

Em decorréncia disso, os demais seres vivos dependem dos organismos que
contribuem para a fixacdo do azoto no ambiente. Esse procedimento é especialmente
crucial na préatica da agricultura bioldgica, onde ndao ha a aplicacdo de fertilizantes
quimicos (Ledgard & Giller, 1995; Menino et al., 2003). Os organismos capazes de
realizar a FBA, sdo conhecidos como diazotr6ficos e possuem a habilidade de converter
0 N2 em NHz em condi¢des normais de temperatura e pressao, atraves de uma enzima

denominada de nitrogenase (Neves & Rumjaneck, 1992).

Segundo Postgate, (1982), as bactérias diazotroficas podem ser divididas em trés
grupos com base na sua relacdo com a planta hospedeira. As bactérias diazotroficas de
vida livre apresentam a capacidade de fixar o N2 sem depender de um hospedeiro superior,
as endofiticas possuem uma relacdo mais estreita com o hospedeiro, e as simbioticas

dependem de uma interacao intima com as plantas hospedeiras.

2.3.2 SIMBIOSE EM LEGUMINOSAS

A FBA tem sua maior contribuicdo na associacdo entre bactérias diazotroficas
simbioticas em plantas da familia Leguminosae, também conhecida como Fabaceae.
Com cerca de 19 325 espécies e 727 géneros, esta familia representa aproximadamente
8% das plantas com flores e esta presente em quase todos 0s ecossistemas terrestres
(Polhill & Raven, 1981; Herendeen et al., 1992; Souza & Aguiar, 2009).

Uma das caracteristicas notaveis desta familia é a capacidade de estabelecer
simbiose com bactérias fixadoras de azoto, resultando na formacé&o de nédulos nas raizes.
A morfologia dos nodulos é uma caracteristica especifica de cada planta hospedeira
(Corby, 1981). E importante observar que as leguminosas podem variar de altamente

especificas a generalistas em sua simbiose, podendo estabelecer parceria com apenas uma



espécie de bactéria ou com uma ampla gama delas (Moreira & Siqueira, 2006), 0 que é
outra caracteristica distintiva de cada espécie.

A formacdo dos nodulos resulta de um processo complexo que envolve varias
etapas. De acordo com Debellé et al. (2001), inicialmente, ha uma intensa troca de sinais
entre as bactérias e as plantas hospedeiras, comegando com a libertagdo de compostos
fendlicos, incluindo flavonoides e isoflavonoides pelas raizes. Em resposta a estes sinais,
as bactérias reagem desencadeando a expressdo coordenada de uma serie de genes da
nodulagdo — nod/nol/noe, que sdo essenciais para a sintese e secrecdo de
lipoquitooligossacarideos, conhecidos como fatores Nod (Debellé et al. 2001). Quando
ativados, estes genes estimulam a bactéria a sintetizar outras moléculas que, por sua vez,
ativam os genes da planta hospedeira, desempenhando um papel crucial na continuidade
do processo de infecdo até a formacédo dos nddulos. Os flavondides sdo constantemente
libertados na rizosfera, porém a sua concentracéo e diversidade aumentam na presenca da
bactéria simbidtica compativel. Estes compostos podem agir como indutores para uma

espécie de rizobio e ao mesmo tempo suprimir outras espécies (Begum et al., 2001).

Devido as suas associacbes com bactérias fixadoras de N, as leguminosas
desempenham um papel crucial na aprimoracéo da qualidade do solo e no estimulo ao
crescimento das plantas. Conforme evidenciado por Hungria et al. (2007), em certos
cenarios, a FBA ¢ tdo eficiente que é capaz de suprir totalmente a demanda de azoto de
suas plantas hospedeiras. Em outros casos, parte do azoto fixado pelas leguminosas é
aproveitado pela cultura sucessora, onde nem sempre é necessario realizar adubagdo
azotada complementar (Baldissera & Scherer, 1991; Calegari, 1991; Andreola, 2001).
Este fendmeno resulta num acréscimo substancial de nutrientes e MOS, conforme
apontado por Franco et al. (1995). Por tais razdes, as leguminosas sdo consideradas uma

escolha destacada, especialmente em boas praticas de manejo do solo.

2.4 PLANTAS DE COBERTURA

Com o objetivo de encontrar op¢Bes mais sustentaveis na producdo agricola,
muitos agricultores tém optado por utilizar plantas de cobertura para a cobertura
permanente do solo, principalmente em sistemas de agricultura biolégica (Darolt, 1998).
Além disso, Redin et al. (2016) mostram que o uso de plantas de cobertura auxiliam no

incremento de diversos beneficios em culturas perenes de forma direta e indireta.
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As plantas de cobertura desempenham um papel importante na protecéo do solo,
reduzindo a energia cinética do impacto das gotas da chuva na superficie e, assim,
diminuem o potencial de erosdo e aumentam a taxa de infiltracdo da agua no perfil do
solo (Bertoni et al,. 2005; Figueiredo et al., 2012). Alem disso, a técnica de cobertura
morta com residuos organicos de origem vegetal (mulching) é uma estratégia eficaz para
minimizar as perdas de &gua por evaporacdo, pois esta camada desempenha um papel de
barreira, evitando o contato direto da radiacdo solar sobre a superficie do solo, reduzindo
as oscilacdes de temperatura, mantendo o solo mais estavel. O aquecimento da camada
superficial do solo pela radiacéo solar pode acelerar a evaporagdo da agua, deixando as
plantas mais susceptiveis ao déficit hidrico, prejudicando também a absorcdo de

nutrientes pelas raizes das plantas (Pes & Giacomini, 2017).

Os espacos deixados pelas raizes das plantas, produzem poros continuos
chamados de bioporos, que facilitam o fluxo de agua e as trocas gasosas (Reichert et al.,
2016). Diferentemente dos poros produzidos pela mobilizagdo mecénica do solo, os
bioporos sdo mais eficientes na difusdo de agua e ar, por serem mais longos e continuos
(Oades, 1993; Dorner et al., 2010). A presenca de bioporos € fundamental para melhorar
a infiltracdo da agua no solo, diminuir o escorrimento superficial e promover um melhor

armazenamento de agua no solo.

De acordo com Oliveira & Brighenti (2018), as plantas de cobertura proporcionam
outro beneficio importante que é o controlo de infestantes, através de dois mecanismos:
alelopatia e supressao. A alelopatia é caracterizada pela liberagdo de compostos quimicos
pelas plantas vivas ou mortas que afetam o desenvolvimento ou germinagdo das
infestantes. Ja a supressdo é uma forma de controlo fisico proporcionada pela camada de
palha das plantas de cobertura que cobre o solo, a qual impede ou prejudica a germinacao
das plantas infestantes, uma vez que a passagem da luz é dificultada (Almeida, 1991).

Assim, também contribuem para a reducgéo dos custos com herbicidas.

Através do seu sistema radicular, as plantas de cobertura conseguem reciclar
nutrientes de camadas mais profundas do solo que podem ficar posteriormente
disponiveis para outras plantas (Redin et al., 2016). Segundo 0 mesmo autor, as plantas
de cobertura promovem a atividade biol6gica do solo, pois com 0 manejo destas plantas,
ocorre a decomposicdo e a mineralizacdo dos nutrientes contidos na sua biomassa por
acao de macro e microrganismos , deixando-os disponiveis para as culturas sucessoras e

mais proximo da superficie, podendo resultar num contributo para a reducéo da adi¢éo de
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fertilizantes. Ainda contribuem para melhorar a estrutura do solo, atraves da formagéo de
agregados do solo pela incrementacdo do teor de carbono orgénico (Castro et al., 1998;
Calegari et al., 2006)

Um exemplo, é o uso de plantas de cobertura que possuem a habilidade de formar
simbiose com bactérias fixadoras de azoto atmosférico, principalmente plantas
pertencentes a familia das Fabaceae (Redin et al., 2016). Segundo este autor, algumas
espécies podem acumular na biomassa mais de 300 kg ha™* de N, e ap6s o manejo, parte
desse N é incorporado na matéria orgénica do solo.

2.4.1 TREVOS DE COBERTURA

O género Trifolium representa plantas leguminosas que podem perenizar por
ressemeadura natural, caracterizando-se por apresentarem crescimento prostrado com ou
sem caules estoloniferos, ou por possuirem crescimento ascendente ou erecto.
Apresentam raizes pivotantes que podem atingir até 0,30 m de profundidade e se originam
em grande nimero a partir de cada nd do estoldo. O caule pode atingir uma altura
aproximada de 0,20 m. Essas plantas podem ser classificadas de acordo com o seu ciclo
de vida em trevos anuais, bianuais e vivazes. Os trevos anuais completam o seu ciclo de
vida num Unico ano. Os trevos bianuais tém um ciclo de vida de dois a trés anos. J& 0s
trevos vivazes, uma vez estabelecidos, permanecem na area por varios anos, dependendo
das condic¢des ambientais (Paim & Riboldi, 1994; Ball et al., 2007; Fontaneli et al., 2012).

O género Trifolium é tipico de climas temperados, ndo tolerando temperaturas
elevadas. Desenvolve-se bem em solos neutros e ricos em matéria organica (Fontaneli et
al., 2012). Este género € tolerante a geada e vegeta bem a sombra, produzindo uma
folhagem abundante e densa. No inverno, as folhas séo menores do que na primavera e
no verdo. Além disso, € excelente na restauracdo de solos, possuindo uma grande

capacidade de fixacdo de azoto atmosférico (Cassol et al., 1999; Medeiros, 2016).

Em Portugal, véarias espécies de Trifolium tém sido utilizadas para diferentes
finalidades, incluindo para a protecédo do solo (Medeiros, 2016). Estas plantas tém vindo
a ganhar popularidade entre os produtores na regido de Tras-os-Montes devido a sua
persisténcia durante o inverno rigoroso, oferecendo cobertura vegetal durante a estagdo
mais chuvosa (Aguiar & Rodrigues, 2010). Segundo Mufioz (1992), os trevos estdo
amplamente distribuidos na zona mediterranica, na qual apresentam boa adaptacéo a

diversos tipos de solos e ambientes.
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Espécies do género Trifolium estabelecem relagGes simbidtica com a bactéria
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii em condigdes de azoto limitado (Ciesla et al.,
2016). Embora a inter-relacdo entre rizobios e leguminosas seja bastante especifica, o
grau de especificidade varia conforme a espécie de rizobio. No caso do Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, este fixa azoto exclusivamente com espécies do género
Trifolium. Em contraste, 0 Rhizobium sp. NGR234 é capaz de induzir a nodulagdo em
112 generos, incluindo uma planta ndo leguminosa do género Parasponia (Wang et al.,
2001).

A competicdo entre estirpes autoctones e introduzidas ¢ um desafio no uso de
rizébios como inoculantes na agricultura (Ferguson et al., 2020). Na simbiose entre trevo
e Rhizobium, dois problemas principais sdo destacados: a barreira geografica, devido aos
grandes centros de diversidade dos trevos, e a barreira fenoldgica, resultante dos
diferentes ciclos de crescimento das espécies anuais e perenes (Howieson et al., 2005).
Essas barreiras podem afetar a eficacia da inoculacdo e a formacdo de ndédulos eficazes
para a fixacdo de azoto, o que pode prejudicar a melhoria da fertilidade do solo e a
produtividade das culturas. Portanto, a compreensdo dessas interagdes simbioticas e das
variaveis que influenciam a competicdo entre estirpes autoctones e introduzidas é

fundamental para otimizar o uso de rizébios como inoculantes em sistemas agricolas.

Segundo Hoglund et al. (1979), Caradus (1990) e Ledgard et al. (1990), a fixacédo
de azoto pelo trevo-branco em consércios com gramineas geralmente varia de 85 a 350
kg hal ano™. Esta pratica pode ser uma solucio viavel para os agricultores europeus
atenderem a demanda de azoto pelas culturas. Uma das principais dificuldades em
pesquisas com trevos é garantir uma percentagem suficiente de plantas, especialmente
quando cultivados em consorcio, de modo que contribuam de forma significativa para o
fornecimento de azoto nas culturas associadas ou subsequentes. De acordo com Boller &
Nosberger (1987), para alcangar uma fixacdo de azoto superior a 200 kg ha* ano™ pelo
trevo em consorcio, as condigdes climaticas e do solo devem ser favoraveis a produgéo
de massa seca superior a 10 000 kg ha* ano™. Segundo o mesmo autor, a propor¢do de
trevo presente no consorcio deve ser de pelo menos 50%, e no minimo 70% do N total no
trevo deve ser proveniente da fixacdo bioldgica. Estas condi¢Ges sdo essenciais para
maximizar a contribuicdo do trevo na FBA e, consequentemente, na melhoria da

fertilidade do solo e na sustentabilidade dos sistemas agricolas. A otimizacdo dessas
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praticas pode proporcionar uma alternativa eficiente e ecologica para a gestdo de

nutrientes nas exploragdes agricolas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS FIXADORAS DE AZOTO

A primeira etapa deste trabalho consistiu na obtencdo de bactérias fixadoras de
azoto, onde foram isolados a partir de nodulos de plantas do género Trifolium coletadas

em alguns pontos do distrito de Braganca (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Espécies de Trifolium e sua origem geografica, utilizadas para o isolamento
de bactérias fixadoras de azoto.

Localidade Cultura Espécie de planta Cadigo do isolado
Macedo de cavaleiros Castanheiro Trifolium incarnatum RRA
Braganca Pastagem Trifolium pratense RQ
Macedo de cavaleiros Pastagem Trifolium repens RMB
Braganca Olival Trifolium subterraneum RNA
Braganca Pastagem Trifolium subterraneum RHA
Macedo de cavaleiros Amendoal Trifolium vesiculosum RSB
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Figura 1 - Coleta de nddulos de raizes de Trifolium incarnatum (a), Trifolium vesiculosum
(b) e raizes com nddulos (c). Fonte: Saburo (2023).

As raizes das plantas coletadas foram meticulosamente lavadas em agua corrente
para remover quaisquer impurezas. Em seguida, foram retirados entre 8 a 16 nédulos de
cada planta avaliada. Estes nddulos foram entdo sujeitos a uma desinfestacdo seguindo o
protocolo descrito por Calazans et al. (2010). De forma breve, este método consistiu na

imersdo sequencial dos nédulos em alcool 90% por 10 segundos e hipoclorito de sodio
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3% por 3 minutos, seguida pela sua lavagem, pelo menos cinco vezes, com agua destilada

esterilizada, numa camara de fluxo laminar (Figura 2).

fixadoras de azoto, em camara de fluxo. Fonte: Saburo (2023).

Para o isolamento, os nddulos foram macerados cuidadosamente num almofariz
estéril, em seguida, 100 pL deste macerado foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura Yeast Manitol Agar (YMA) com corante vermelho congo e pH
ajustado entre 6,8 e 7,0 (Vincent, 1970). As placas foram incubadas a 28 °C, no escuro.
Apos sete dias de incubacdo, foram selecionadas coldnias de bactérias que exibiam
caracteristicas tipicas de rizobios, conforme descrito por Hungria & Araujo (1994). Essas
caracteristicas incluem a forma da coldnia (achatada, conica e arredondada), a textura
(branca opaca, leitosa, translicida, brilhosa ou fosca), com a possibilidade de escurecer
no centro com o envelhecimento da cultura, para além de as col6nias poderem apresentar
um aspeto bastante gomoso. Outro fator a ser considerado é a capacidade das colonias
absorverem ou ndo o corante vermelho congo presente no meio. Geralmente, as coldnias
de rizébios ndo absorvem ou absorvem muito pouco esse corante. As colnias com estas
caracteristicas foram repicadas para novo meio de cultura YMA, de forma sequencial, até
obter culturas puras (Figura 3).
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Figura 3 - Placa contendo coldnias puras de bactérias em meio Yeast Manitol Agar
isoladas a partir de nddulos de raizes de trevos. Fonte: Saburo (2023).

Ap0s isolar e purificar as coldnias, os isolados foram repicados para placas de
Petri® contendo meio YMA com o corante azul de bromotimol (Hungria & Aradijo,
1994). O pH do meio foi ajustado para 6,8, resultando em um meio de cultura verde. 1sso
permitiu observar que o tempo de crescimento dos isolados foi rapido, de 4 a 5 dias, e a
sua capacidade de acidificar o pH do meio, alterou a coloragéo inicial de verde para
amarelo. As coldnias puras foram em seguida identificadas molecularmente e depositadas
na colegéo de culturas do Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO-CC), do Instituto

Politécnico de Braganca.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no municipio de Braganca, situado na regido de
Trés-os-Montes, NE Portugal. Os testes foram realizados em vasos dispostos em uma
estufa localizada nas coordenadas 41°47'48.8" N e 6°45'43.2" W, a uma altitude de 674
metros, nas instalacdes da Escola Superior Agraria (ESA) do Instituto Politécnico de

Braganca (IPB).

O solo utilizado no experimento foi coletado na camada aravel (0-20 cm) de um

olival situado em Vilarinho dos Galegos, uma aldeia pertencente ao municipio de
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Mogadouro, na regido de Tras-os-Montes (Figura 4). Este solo é classificado como
Leptossolo, o tipo predominante na area (ocupando cerca de 72% da regido). Os
Leptossolos sdo caracterizados por serem solos rasos (espessura < 30 cm), com baixo teor
de matéria organica (inferior a 2%) e elevada pedregosidade (superior a 25%),
frequentemente degradados pela erosédo ou pela aplicacdo de tecnologias de baixo
desenvolvimento. Apos a coleta, o solo foi crivado (com malha de 4,25 mm) e

homogeneizado.

(=

Figura 4 - Coleta de solo na camada 0-20 cm de u
Galegos, Mogadouro. Fonte: Saburo (2023).

R

o = gt
m olival localizado em Vilarino dos

O ensaio ficou constituido por 110 vasos de polietileno, com 21,5 cm de altura,
15,5 cm de diametro e uma area de 0,045216 m2. Cada vaso foi preenchido com 5,7 kg
de solo (o solo ficou 5 cm abaixo do limite superior do vaso, totalizando 16,5 cm de
altura). Apo6s a pesagem do solo (5,7 kg por vaso), os vasos foram identificados com o
respetivo tratamento e distribuidos aleatoriamente numa bancada da estufa, de forma a
adoptar um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) (Figura 5). Foi
necessario aguardar alguns dias até as cepas estarem prontas para serem inoculadas nas
sementes das trés misturas.

Foram realizadas inoculacgdes isoladas de 6 espécies de bactérias fixadoras de N
em trés combinagdes de trevos (misturas). A primeira mistura incluiu duas espécies de
trevos de porte ereto, composta por sementes de Trifolium vesiculosum e Trifolium
incarnatum. A segunda mistura ficou formada por duas cultivares de trevo subterraneo,
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sementes de Trifolium subterraneum cv. Campeda e Trifolium subterraneum cv.
Woogenellup. A terceira mistura, ficou formada pelas trés espécies (trevo subterraneo +
trevos de porte ereto). O ensaio incluiu 22 tratamentos (identificados com as letras de A
a 'V, Tabela 2) com 5 repeticGes cada (110 vasos). Os tratamentos A, B, C, D representam
o0s tratamentos testemunha, sendo um apenas constituido por solo sem sementeira (A,
usado para comparar os efeitos nas propriedades do solo, ndo fazendo parte deste
trabalho) e os outros trés contendo as misturas de trevos sem inoculacbes (B, C, D)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Descricdo dos tratamentos do ensaio instalado com espécies do género
Trifolium (trevos) e bactérias fixadoras de azoto atmosférico (ver isolados na Tabela 1).
Tratamento Descricdo

A Testemunha (solo original sem sementeira)

Mistura de trevo subterraneo (sem inoculacéo)

Mistura de trevos de porte ereto (sem inoculacao)

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto (sem inoculagéo)

Mistura de trevo subterraneo + cepa RHA

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RHA

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RHA

IO MmO O|®@

Mistura de trevs subterraneo + cepa RMB

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RMB

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RMB

Mistura de trevo subterraneo + cepa RNA

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RNA

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RNA

Mistura de trevo subterraneo + cepa RQ

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RQ

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RQ

Mistura de trevo subterraneo + cepa RRA

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RRA

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RRA

Mistura de trevo subterraneo + cepa RSB

Mistura de trevos de porte ereto + cepa RSB

<lcld|lw|m|lo|lw|lo|lZ|Z2|r|XR|«w

Mistura de trevo subterraneo + de porte ereto + cepa RSB
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Figura 5- Esquema dos tratamentos dispostos de forma aleatdria na bancada da estufa. Os
nameros representam as repeti¢des de cada tratamento. Fonte: Saburo (2023).

3.3 PREPARO DO INOCULO E SEMENTEIRA

Os seis isolados bacterianos obtidos foram cultivados em meio YM liquido em
agitacdo constante por cinco dias a 28°C, no escuro, de forma a obter o indculo. Apds este
periodo, a concentracdo de células foi determinada através da contagem das mesmas em
camara de Neubauer (Moura et al., 1987). O nimero de células foi entdo correlacionado
com a absorbancia medida num espetrofotémetro a 540 nm. Em seguida foi ajustada a

concentragéo do indculo para 108 células por mL.

Apds a preparacdo dos inoculos, utilizando uma balanca analitica do laboratério
de solos do IPB, procedeu-se a pesagem das sementes das espécies de trevos para formar
as trés misturas e os 22 tratamentos referidos na Tabela 2. As pesagens foram realizadas
de acordo com a area dos vasos, seguindo uma taxa de sementeira de 40 kg ha'e
admitindo uma taxa de germinacdo de 80%. As sementes correspondentes a cada
tratamento foram colocadas em copinhos de plastico descartaveis devidamente
identificados (Figura 6).
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Figura 6 - Sementes dos diversos tratamentos para inoculacao. Fonte: Saburo (2023).

Os vasos foram regados na manha do dia da sementeira, a qual ocorreu no final da
tarde do dia 23 de maio de 2023. Ao fim do dia, quando a temperatura havia amenizado,
todo o material foi transferido para a estufa da ESA para a instalagdo do experimento. A
inoculacdo das sementes de cada tratamentos foi realizada utilizando uma micropipeta, na
dose de 10 mL kg de sementes (Figura 7). Para os tratamentos testemunhas, as sementes

foram inoculadas com meio de cultura YM liquido esterilizado.

} ‘k |

Figura 7 - Inocula(;ao das sementes de cada tratamento (a), sementeira (b) e um més apos a
sementeira (c). Fonte: Saburo (2023).
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Ap0s a sementeira, 0s vasos foram acompanhados por um periodo de 52 dias (de
23 de maio a 14 de julho de 2023), abrangendo o periodo de inicio da floragdo das plantas
infestantes, o que correspondeu ao pico de producédo de biomassa vegetal. Os vasos foram
irrigados trés vezes por semana para garantir que o solo permanecesse com um teor de
humidade entre 60% e 80% da capacidade de campo. A temperatura no interior da estufa
foi monitorizada utilizando um datalogger da marca Elitheclog®, modelo RC-5+. As
medicdes foram realizadas a cada 5 minutos ao longo de todo o periodo do ensaio.
Durante este periodo, a temperatura variou entre um maximo de 44,3°C e um minimo de
12,2°C, com uma média de 24,6°C.

No intuito de simular condi¢cBes de campo, no que respeita a invasdo de ervas
daninhas, ndo foi feito qualquer controlo dessas plantas durante o periodo do ensaio, o que

influenciou os resultados.

3.4 DETERMINACOES DE CAMPO

3.4.1 COLHEITA DE AMOSTRAS DA PARTE AEREA DA VEGETAQAO E DE
NODULOS DAS RAIZES

No final do periodo experimental, em 14 de julho de 2023, procedeu-se ao corte
da parte aérea das plantas daninhas para avaliacdo da massa seca e facilitar a manipulacédo
dos vasos com as plantas de Trifolium sp. (trevos) (Figura 8).
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Figura 8 - Vaso com infestantes e trevo (esquerda), vaso apenas com trevo (direita). Fonte:
Saburo (2023).

As plantas de Trifolium spp. foram cuidadosamente removidas do solo e lavadas
em agua, visando preservar a0 maximo o0s nédulos presentes nas raizes. Em seguida, as
raizes com nodulacdes foram separadas, identificadas e armazenadas em caixas de
esferovite com material refrigerante para preservacdo. Nestas plantas foram avaliados
alguns parametros de crescimento, nomeadamente a altura total da parte aérea, o teor de
clorofilas e a matéria seca. Salienta-se que a altura total das plantas de trevo foi medida
com uma régua depois das plantas terem sido extraidas dos vasos (Figura 9). Foi ainda
colhido um trifélio (folha) do terco superior de cada planta para analise de clorofilas,
sendo armazenado em sacos identificados e colocados em caixas de esferovite. Todo o
material restante da parte aérea foi devidamente identificado e armazenado em caixas de

esferovite para determinacdo da massa seca (MS) em laboratorio.
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Figura 9 - Medicdo do comprimento da parte aérea das plantas. Fonte: Saburo (2023).

3.4.2 COLHEITA DE AMOSTRAS DE SOLO

Em cada tratamento colheram-se amostras perturbadas de solo para avaliagdo da

dos teores de azoto no solo (Figura 10).

28 /

Figura 10 - Colheita de amostras de solo. Fonte: Saburo (2023).
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3.5 DETERMINAGOES LABORATORIAIS

3.5.1 DETERMINACAO DE CLOROFILA AE B

Para a determinacéo de clorofilas colheu-se uma folha do tergo superior em cada
planta, sendo armazenada em saco identificado e colocado em caixa de esferovite
refrigerado. A determinacédo de clorofilas a, b, e total, foi efetuada logos apds a colheita
das folhas utilizando a técnica espetrofotométrica ap6s extracdo metanolica, conforme
descrito por Ozerol & Titus (1965). A andlise dos pigmentos foi realizada em triplicado
para cada tratamento. Em resumo, 0,1 g de folhas de trevo de cada tratamento colhidas no
terco superior das plantas e previamente cortada em pequenos fragmentos, foram imersos
em 10 mL de metanol 99,8% durante 24 horas, a 4 °C e no escuro (Figura 11). Apds esse
periodo, a absorbancia do extrato foi medida a 651 e 664 nm. As concentracdes de

clorofila a, clorofila b e clorofila total foram calculadas utilizando as seguintes formulas:

Clorofila a (ug/mL) = 16,5 Abs664 — 8,34 Abs651

Clorofila b (ug/mL) = 33,8 Abs651 — 12,5 Abs664

Clorofila total (ug/mL) = 25,5 Abs651 + Abs664

y -' Z‘i"——' l"—vL"-! ﬂ_— ~) rH -\ ‘

£ X

Figura 11 - Amostras para leitura de clorofilas. Fonte: Saburo (2023).
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3.5.2 DETERMINACAO DA BIOMASSA SECA

Todo o material restante da parte aérea foi utilizado para determinar a matéria seca
(MS). Esta determinacdo de matéria seca foi igualmente efetuada para as plantas
infestantes. Para tal, a parte aérea das plantas infestantes e os trevos, foram secas huma
estufa de ventilacéo forgcada por 72 horas a uma temperatura de 65°C. Apds o processo de
secagem, as amostras foram pesadas numa balanga semi-analitica para determinar a

matéria seca produzida (Figura 12).

Figura 12 - Envelopes para secagem das amostras de trevos. Fonte: Saburo (2023).

3.5.3 DETERMINAQAO DO TEOR DE AZOTO DO SOLO

Em cada tratamento, colheram-se amostras perturbadas de solo para avaliagdo do
teor de azoto no solo (Figura 10). Apds colheita, as amostras de solo foram secas a 45°C
e crivadas num crivo de malha de 2 mm, de modo a separar 0s elementos grosseiros da
terra fina (particulas com dimensdes inferiores a 2 mm). Nas amostras de terra fina de
cada tratamento, foi avaliado o teor de azoto do solo por combustdo a 1000 °C e

determinacdo em analisador elementar.
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3.5.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS FIXADORAS DE
AZOTO

Os isolados puros foram identificados por meio do sequenciamento da regido V5-
V9 do gene 16S rRNA. A extracdo do ADN gendmico foi realizada utilizando o kit
REDEXxtract-N-AmpTM Plant PCR da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), seguindo
as instrucOes do fabricante. Resumidamente, foi retirado cerca de 0,1 a 0,2 g de massa
microbiana de colonias em crescimento ativo para um microtubo de 1,5 mL contendo
25uL de tampdo de extracdo. ApOs a mistura, as amostras foram incubadas a 95°C durante
10 minutos, adicionando, em seguida, 50uL de tampdo de diluicdo. Apds
homogeneizacédo, as amostras foram utilizadas para amplificar a regido V5-V9 do gene
16S rRNA. Para a amplificacdo, 2 uL de ADN extraido foram adicionados a uma mistura
de PCR de 20 pL, que continha: tampéo de reacdo 1x (BIORON GmbH, Rémerberg,
Alemanha), 0,4 pL de dNTPs (10mM), 0,4 pL do primer 895F a concentra¢do 10uM (5'-
CRCCTGGGGAGTRCRG-3') (Hodkinson & Lutzoni, 2009), 0,4 pL do primer 1492R a
concentracdo 10uM (3’-GGTTACCTTGTTACGACTT-5") (WEISBURG et al, 1991) e
0,1 pL de Tag DNA Polymerase (BIORON GmbH, Rémerberg, Alemanha). Durante as
amplificacdes foram efetuados controlos negativos que continham 2 pL de agua ultrapura
estéril, em substituicdo de DNA bacteriano.

A amplificacdo foi executada num termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) com o0 seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5
minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 40 segundos, emparelhamento
a 54 °C por 40 segundos e extensao a 72 °C por 45 segundos, com uma extenséo final a

72 °C por 7 minutos.

A qualidade do DNA amplificado foi avaliada por eletroforese, em tinas
horizontais da BioRad, através de géis de agarose a 1% (p/v) em tampédo TAE 1X (Tris
pH7,6 89mM, acido bdrico 89mM e EDTA 2mM). As amostras de DNA amplificadas e
0 marcador molecular 1Kb (DNA Ladder, Promega) foram aplicados nos pogos dos geis.
A separacdo eletroforética foi efetuada a uma diferenga de potencial de 100 V e, ap0s a
separacdo terminar, mergulhou-se o gel numa solugéo de RedGelTM (BIOTIUM, 3X)
durante cerca de 30 minutos. O DNA foi visualizado por fluorescéncia sob radiagédo
ultravioleta utilizando um transiluminador ChemiDocTMXRS (BioRad). Os produtos
amplificados foram purificados e sequenciados usando os servigos da Macrogen Inc.
(Madri, Espanha).
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Os isolados bacterianos foram identificados utilizando a ferramenta BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides), com a opgao “Sequences from type
material” selecionada no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este
procedimento determinou o grau de similaridade entre as sequéncias inseridas e as
depositadas no banco de dados, através de alinhamentos. Os resultados desses
alinhamentos foram classificados com base na maior percentagem de identidade e no

menor valor E-value (Expected value).

A andlise filogenética dos isolados bacterianos foi realizada usando o software
MEGA X (Kumar et al., 2018). Para isso, as sequéncias brutas dos isolados de referéncia
com melhor % de similaridade (obtida no BLAST) e as 14 sequéncias obtidas no presente
estudo foram montadas e alinhadas. Todos os alinhamentos de sequéncias maultiplas
foram feitos usando o ClustalW. A arvore filogenética foi construida pelo método de
maxima verossimilhanca, com base no modelo Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et
al., 1985; Kumar et al., 2018). De acordo com o critério de informagdo de Akaike
corrigido, o modelo de substituicdo selecionado foi o HKY + I. Informac@es detalhadas
sobre as sequéncias das bactérias caracterizadas neste estudo estdo resumidas na Figura

31 (Seccdo Resultados e Discussao).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Na conducdo das andlises estatisticas, empregou-se o software RStudio para
processamento dos dados. Os dados foram submetidos a uma andlise de normalidade e
posteriormente a andlise de variancia (ANOVA) e, quando constatada significancia

estatistica, procedeu-se a aplicacdo do teste de comparacédo de médias de Tukey (p < 0,05).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de facilitar a analise dos dados, cada mistura foi comparada de
maneira isolada (efeito da bactéria fixadora de azoto) e com o respetivo tratamento
controlo (mistura sem inoculacdo). Também todos os tratamentos foram comparados
entre si.

De uma forma global, os resultados ndo mostraram diferengas estatisticamente
significativas, sugerindo que as bactérias bioprospectadas ndo foram eficientes na fixagédo
de azoto atmosférico. Consequentemente, os custos fisioldgicos associados a formacéo

das nodulagdes néo se refletiram em um aumento de rendimento das plantas.

4.1 COMPRIMENTO DAS PLANTAS DE TREVOS

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos
quando comparadas as misturas de forma isolada de trevo subterraneo (Figura 13), de
trevos de porte ereto (Figura 14) e mistura de trevos de porte ereto + subterraneo (Figura
15).

_{'-l_ a
- 1 d -r a
q— 1 1 -0 1 I
e ' IR '
E o i | '
= 87 : ' — .
1 |
o | . i —= |
e o | , I i
E _l] —_ : JR |
= o | 1
O -— 1
: a
O < 7 |
¥ |
R E—
I I I I T I I
B E H K N Q T
Tratamento

Figura 13 - Comprimento da parte aérea das plantas dos tratamentos das misturas de trevo
subterraneo. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas
diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 14 - Comprimento da parte aérea das plantas dos tratamentos das misturas de
trevos de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas
colunas diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 15 - Comprimento da parte aérea das plantas dos tratamentos das misturas de trevo
subterraneo + trevos de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras
diferentes nas colunas diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

Estudos realizados por Bonfada et al. (2018) concluiram que a inoculacdo de
sementes de trevo vermelho promoveu o desenvolvimento das plantas, resultando em
maior altura em comparacdo com as plantas ndo inoculadas. No entanto, os resultados
indicaram que a inoculagdo foi mais eficaz quando realizada em substrato organico em

comparacdo com solo mineral. Isso sugere que hd uma interacdo negativa entre as
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bactérias inoculadas e os microrganismos ja presentes no solo, afetando a eficacia da

inoculagéo.

Segundo as pesquisas realizadas por Machado (2015), de um total de 70 isolados
analisados, 61 demonstraram a capacidade de formar nddulos em serradelas, com 38

destes mostrando eficiéncia em promover o crescimento das plantas.

4.2 PRODUCAO DE BIOMASSA DAS PLANTAS INFESTANTES E DE TREVOS

Apesar da elevada infestacdo da planta invasora Chenopodium album no ensaio
experimental (Figura 8), néo se registaram diferengas estatisticamente significativas entre
as médias dos tratamentos, mostrando os tratamentos B (mistura de trevo subterraneo sem
inoculacdo) e T (mistura de trevo subterraneo com a cepa RSB) os maiores valores médios

de biomassa das plantas infestantes (Figura 16).
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Figura 16 — Biomassa (g vaso™) das plantas infestantes de todos os tratamentos do ensaio
experimental (A a V). Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas
colunas diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

Um dos principais fatores que contribuiram para o desempenho abaixo do
esperado dos trevos, foi a significativa supressdo causada pela espécie Chenopodium
album. Esta supressdo foi particularmente notavel devido a rapida emergéncia dessa erva
daninha, que ocorreu em apenas cinco dias apos a instalacdo do experimento. Alem disso,
a arquitetura da planta de Chenopodium album também teve um impacto negativo no
desenvolvimento dos trevos. Com um caule ereto e ramificado, a planta daninha criou um
efeito de "guarda-chuva", reduzindo a quantidade de luz solar disponivel para os trevos,

que possuem uma estrutura mais rasteira. Esse fendmeno resultou em condic¢des adversas
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para o crescimento e desenvolvimento dos trevos, comprometendo assim 0 seu
desempenho. Neste sentido, a biomassa produzida pelos trevos, também ndo registou
diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos quando comparadas as
misturas de forma isolada de trevo subterraneo (Figura 17) e de trevos de porte ereto
(Figura 18).

2 ;
< !
i
B 2 |
g o —2 |
2 —- 5
|
L] ! 1
w L ! l
]
fm o a a a
= — =
! ——
(-] PR T
{'\! — |
O
I I I T I I T
B E H K N Q T
Tratamento

Figura 17 - Biomassa (g vaso™) dos tratamentos da mistura de trevo subterraneo. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 18 - Biomassa (g vaso™) dos tratamentos da mistura de trevos de porte ereto. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Apenas foram registadas diferencas significativas para a mistura de trevo
subterraneo + trevos de porte ereto (Figura 19). Os tratamentos M (mistura de trevo
subterraneo + trevos de porte ereto com o isolado RNA), S (mistura de trevo subterraneo
+ trevos de porte ereto com o isolado RRA) e V (mistura de trevo subterraneo + trevos
de porte ereto com o isolado RNA), mostraram valores significativamente inferiores
qguando comparados com o0s restantes tratamentos da respetiva mistura (Figura 19).
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Figura 19 - Biomassa (g vaso™) dos tratamentos da mistura de trevo subterraneo + trevos
de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas
diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

Quando comparados todos os tratamentos entre si (B a V), observou-se que 0s
tratamentos F (mistura de trevos de porte ereto com o isolado RHA) e U (mistura de
trevos de porte ereto com o isolado RSB) apresentaram valores de biomassa
significativamente inferiores comparativamente as testemunhas (B, C, D, as trés misturas
de trevos sem inoculacdo). Também € de salientar que nenhum dos tratamentos testados,
produziu quantidades de biomassa significativamente superiores as testemunhas (Figura
20).
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Figura 20 - Biomassa (g vaso™) dos trevos em todos os tratamentos do ensaio
experimental (B a V). Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas
colunas diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

A producdo de biomassa pelas plantas de trevos sugerem que ndo basta
implementar plantas de cobertura sem antes realizar o controlo de ervas daninhas no
campo. No trabalho de Schuster et al. (2013), foi constatada uma reducdo significativa de
96% na biomassa produzida por trevos brancos em um experimento de 119 dias, quando
ndo houve controlo de plantas daninhas, mesmo com o uso de inoculante especifico

contendo Rhizobium trifolii.

De acordo com Den et al. (2007), o trevo emerge aproximadamente 20 dias apds
a sementeira. Devido ao tamanho reduzido de suas sementes, as plantulas sdo pequenas e
seu crescimento inicial € lento (Lustosa et al., 2011). Esse fenémeno, combinado com o
revolvimento do solo no sistema de preparo convencional, resulta numa elevada
expressdao do banco de sementes presente no solo logo apds a sementeira, 0 que

desencadeia um grande fluxo de emergéncia de plantas daninhas (Meschede et al., 2004).

Um fator que também influenciou os resultados foi a época de instalagdo do
experimento. A temperatura média da estufa, durante o experimento, ndo era favoravel
para o desenvolvimento dos trevos, que sdo especies de estacOes frias. A temperatura

ideal para a germinacéo dos trevos varia de 15°C a 20°C (Brasil, 2009). Embora 0s trevos
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resistam ao inverno, completam seu ciclo durante a primavera, as temperaturas dentro da

estufa durante o experimento ndo estavam favoraveis para a espécie.

Em contraste, a erva daninha Chenopodium album tem uma faixa de temperatura
favoravel para a germinacao de suas sementes similar a dos trevos, variando de 15°C a
25°C (Tanveer et al., 2009). No entanto, diferentemente dos trevos, a Chenopodium
album encerra seu ciclo no verdo. Essa diferenca no ciclo de vida e nas condi¢fes ideais
de germinacdo entre as espécies (infestantes e trevos) pode ter contribuido para os

resultados observados no experimento.

4.3 TEOR DE CLOROFILA NAS FOLHAS DOS TREVOS

Capelesso et al. (2016) observou que, mesmo com a inoculacdo de bactérias
diazotroficas fixadoras de N em cana-de-agucar, ndo ocorreu contribuicdo significativa
na habilidade competitiva da cultura contra plantas daninhas, nem reducao dos teores de
clorofilas das folhas. No presente trabalho € possivel observar que os tratamentos da
mistura de trevo subterraneo nio interferiram com a produgdo de clorofila “a” (Figura
21). Ja na mistura de trevos de porte ereto, todos os tratamentos inoculados com bactérias
fixadoras de N (F, I, L, O, R, U) contribuiram para teores significativamente superiores
em relacdo a testemunha (C) (Figura 22). Quando as quatro espécies de trevo sdo
misturadas (trevo subterraneo + trevos de porte ereto), os tratamentos G, M e V
produziram quantidades de clorofila “a” significativamente superiores a testemunha (D)
(Figura 23).
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Figura 21 - Teor de clorofila “a” nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 22 - Teor de clorofila “a” nos tratamentos da mistura de trevos de porte ereto. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 23 - Teor de clorofila “a” nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo + trevos
de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas
diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

O padréo de variacdo da clorofila “b” difere do da clorofila “a”. Os tratamentos K
(mistura de trevo subterraneo com o isolado RNA) e N (mistura de trevo subterraneo com
o0 isolado RQ), registaram teores de clorofila “b” significativamente mais baixos que o
tratamento testemunha (B) (Figura 24). Relativamente a mistura de trevos de porte ereto,
os tratamentos F (mistura de trevos de porte ereto com o isolado RHA) e | (mistura de
trevos de porte ereto com o isolado RMB) destacaram-se dos restantes ao produzirem
quantidades superiores de clorofila “b” (Figura 25). A mistura de trevo subterraneo +

trevos de porte ereto nao interferiu na produgao de clorofila “b” (Figura 26).
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Figura 24 - Teor de clorofila “b” nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 25 - Teor de clorofila “b” nos tratamentos da mistura de trevos de porte ereto. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 26 - Teor de clorofila “b” nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo + trevos
de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas
diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

No que respeita aos teores de clorofila total, esta ndo foi afetada na mistura de
trevo subterraneo (Figura 27), bem como na mistura de trevo subterraneo + trevos de
porte ereto (Figura 29). Na mistura de trevos de porte ereto, os tratamentos F, I, Re U
destacaram-se ao registarem valores significados mais elevados que o tratamento
testemunha (C) (Figura 28).
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Figura 27 - Teor de clorofila total nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo. Ver
significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).
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Figura 28 - Teor de clorofila total nos tratamentos da mistura de trevos de porte ereto.
Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).

-
a l
j uw | | :
E = : 1
o i
= o | -4 i
T - d ! :
S : , ! A
o 8 - _a | L —
E [ d E
O o7 == . o
i
I I I T I I T
D €] J M P 5 A
Tratamento

Figura 29 - Teor de clorofila total nos tratamentos da mistura de trevo subterraneo + trevos
de porte ereto. Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas
diferem significativamente os tratamentos (p < 0,05).

Apesar da variabilidade dos resultados, ndo foi observada uma correlagéo
significativa entre os valores de clorofila “a”, “b” e total com o incremento de biomassa

nos tratamentos.
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4.4 TEOR DE N DO SOLO

De acordo com a Figura 30 ndo ocorreram diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos para o teores de azoto do solo. A auséncia de
incremento de N no solo pode ser atribuida ao facto de que a biomassa do ensaio foi
removida para determinacdo da matéria seca produzida em cada tratamento. Em
condi¢des normais, quando o restolho € mantido no campo, ocorre sua decomposicao,
promovendo a ciclagem de nutrientes. E importante ressaltar que, em circunstancias
tipicas, aproximadamente 20% da biomassa é convertida em MOS. Contudo, essa taxa
pode variar significativamente dependendo das condi¢cdes ambientais especificas e das

praticas de manejo do solo (Oliveira et al., 2004).
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Figura 30 - Teor de N no solo de todos os tratamentos do ensaio experimental (A a V).
Ver significado dos tratamentos na Tabela 2. Letras diferentes nas colunas diferem
significativamente os tratamentos (p < 0,05).

4.5 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS FIXADORAS DE AZOTO

No total, foram identificadas seis unidades taxondmicas operacionais (UTO) de
bactérias a partir de plantas do género Trifolium colhidas no distrito de Braganca. Quatro
das seis UTO de bactérias pertencem ao genero Rhizobium e duas ao género
Agrobacterium (Tabela 3). A analise filogenética destas seis UTOs com sequéncias V5-
V9 do gene 16S rRNA para Rhizobium e Agrobacterium ja existentes na base de dados
GenBank, mostra dois clados diferentes: um para o Rhizobium e outro para o

Agrobacterium (Figura 31). No primeiro clado, as UTOs Rhizobium sp.1, Rhizobium sp.2
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e Rhizobium sp.4 séo distintas entre si mas filogeneticamente proximas de Rhizobium
viscosum. Por sua vez, a UTO Rhizobium sp.3 mostrou ser filogenicamente proxima das
espécies Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli e Rhizobium pisi. No segundo
clado, as UTOs Agrobacterium sp. 1 e Agrobacterium sp. 2 sdo diferentes entre si, mas
filogeneticamente proximas de Agrobacterium radiobacter e Agrobacterium
tumefaciens. Estas ultimas, apesar de serem associados a patogenicidade, os tratamentos

ndo demonstraram qualquer sintomatologia de doencas.

Estudos conduzidos por Flores et al. (2017), indicam que a espécie Arthrobacter
viscosus foi reclassificada como Rhizobium viscosum. Posteriormente, Kumar et al.
(2023) documentaram a nodulacdo em feijao-caupi (Cajanus cajan) por espécies de
Rhizobium spp. geneticamente semelhantes a R. viscosum. Na literatura ndo foram

encontrados registos de nodulacao causados por essa espécie (R. viscosum).

O Rhizobium leguminosarum possui a habilidade de formar associagdes
simbidticas com uma ampla variedade de hospedeiros, abrangendo diversas espécies dos
géneros Lathyrus, Lens, Phaeseolus, Pisum, Trifolium e Vavilovia (Aradjo et al., 2000;
Onischuk et al., 2023). Por outro lado, o Rhizobium phaseoli apresenta uma
especificidade maior, sendo predominante na nodulacéo das raizes do Phaseolus vulgaris
(de Féatima et al., 2022).

Ramirez-Bahena et al. (2008) reclassificaram a espécie R. leguminosarum DSM
30132, para Rhizobium pisi sp. NCIMB 11478. Esta nova espécie demonstrou capacidade
de nodulagdo em plantas de ervilha, ervilhaca e feijdo (Marek-Kozaczuk et al., 2013).
Adicionalmente, Zaheer et al. (2019) observaram que a co-inoculagdo de Azospirillum
brasilense e Rhizobium pisi promoveu o crescimento de plantas de trigo (Triticum

aestivum) e melhorou a qualidade dos cereais.

Apesar de terem sido utilizadas duas espécies de bactérias do género
Agrobacterium, nenhuma planta manifestou sintomatologia patogenica. Estas espécies
acabaram por ser escolhidas para a inoculacao devido as caracteristicas morfoldgicas das
suas colonias, que sdo semelhantes as de Rhizobium quando cultivadas no mesmo meio
(Scherer, 2019). Esta similaridade é explicada pelo facto de ambos os géneros

pertencerem a familia Rhizobiaceae (Ramirez et al., 2014).

Na literatura, ha relatos consistentes de isolamento de Agrobacterium spp. a partir

de nddulos de raizes de leguminosas em diversas regides do mundo. No Brasil, estudos
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como os de Hungria et al. (2006), Grange & Hungria (2004), Costa et al. (2018), Menna
et al. (2006), Binde et al. (2009) e Roma et al. (2010) documentaram essa ocorréncia.
Além disso, pesquisas realizadas na China (Yan et al., 2017), no Equador (Ribeiro et al.,
2013), em Mocambique (Chibeba et al., 2017) e no Paraguai (Chen et al., 2000) também
confirmam a presenca de agrobactérias nesses ecossistemas, apesar de nao terem
comprovado o potencial de fixa¢do bioldgica de azoto. Estas descobertas indicam que o

fendmeno € global, abrangendo diversos ambientes e condic¢des climaticas.

Na literatura, identifiquei apenas dois relatos sobre a fixacdo de N2 por bactérias
do género Agrobacterium realizados por Kanvide et al. (1987) e por Kanvide & Sastry
(1990). Estes estudos documentaram que duas estirpes de Agrobacterium tumefaciens
(C58 e B6) sdo capazes de fixar N2> em meio de cultivo sem a presenca de azoto

combinado. Contudo mais estudos sdo necessarios para concluir estas capacidades.

Segundo Drew et al. (2012), em ensaios de campo envolvendo cultivos de
leguminosas, a formacdo de nodulos estd sujeita a uma competi¢do entre os rizobios
presentes no solo. Os nddulos podem ser desenvolvidos por bactérias endémicas, que
frequentemente apresentam baixa eficiéncia, ou por bactérias eficientes introduzidas
através de inoculantes. Dessa forma, a estirpe recomendada e fornecida pelo inoculante
nem sempre se torna a principal colonizadora dos nddulos. Diante desse cenario, é crucial
investir no isolamento e selecdo de cepas bacterianas noduladoras que sejam competitivas

e eficazes na fixacdo do azoto atmosférico.
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Tabela 3 - Resultados do BLAST mostrando a classificacdo taxondmica final das
bactérias isoladas de plantas do género Trifolium.

Classificagdo | Valor | ldentidade BLAST classificagdo (nUmero de acesso)
final (codigo E (%0)
isolado)
Rhizobium spl 0.0 98.54 Rhizobium viscosum LMG 16473
(RHA) (NR_042253.1)
Rhizobium sp2 0.0 100 Rhizobium sophorae LMG 27901
(RQ) (MH345083.1)

Rhizobium sp. CC275e (0Q226180.1)
Rhizobium anhuiense CCBAU 23252
(KF111868.2)

Rhizobium indicum JKLM 12A2 (NR_180571.1)
Rhizobium ruizarguesonis UPM1133
(NR_179958.1)

Rhizobium phaseoli NBRC 14785
(NR_113671.1)

Rhizobium indigoferae NBRC 100398
(NR_113895.1)

Rhizobium laguerreae FB206 (NR_118274.1)
Rhizobium pisi DSM 30132 (NR_115253.1)
Rhizobium leguminosarum USDA 2370
(NR_044774.1)

Rhizobium sp3 0.0 99.6 Rhizobium beringeri SM51(0Q226177.1)
(RNA)

Rhizobium sp4 0.0 99.82 Rhizobium sophorae LMG 27901

(RRA) (MH345083.1)

Rhizobium sp. CC275e (0Q226180.1)
Rhizobium anhuiense CCBAU 23252
(KF111868.2)

Rhizobium indicum JKLM 12A2 (NR_180571.1)
Rhizobium ruizarguesonis UPM1133
(NR_179958.1)

Rhizobium phaseoli NBRC 14785
(NR_113671.1)

Rhizobium indigoferae NBRC 100398
(NR_113895.1)

Rhizobium laguerreae FB206 (NR_118274.1)
Rhizobium pisi DSM 30132 (NR_115253.1)
Rhizobium leguminosarum USDA 2370
(NR_044774.1)

Agrobacterium 0.0 100 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358
spl (RMB) (MK424303.1)
Agrobacterium tumefaciens NBRC 13532
(AB680423.1)
Agrobacterium | 0.0 99.82 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358
sp2 (RSB) (MK424303.1)

Agrobacterium tumefaciens NBRC 13532
(AB680423.1)
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Rhizobium indigoferae NBRC 100388 (MR 113885.1)

Rhizobium laguerreae FB206 (NR 118274.1)

Rhizobium ruizarguesonis UPM1133 (MR 179958.1)

Rhizobium indicum JKLM 12A2 (NR 180571.1)

Rhizobium anhuiense CCBAU 23252 (KF111868.2)

Rhizobium sp. CC275e (0Q226180.1)

Rhizobium sophorae LMG 27901 (MH345083.1)

Rhizobium beringeri SM21 (0Q226177.1)

Rhizobium leguminosarum USDA 2370 (NR 044774.1)

Rhizobium sp3

lf Rhizobium phaseoli NBRC 14785 (MR 113671.1)

-

Rhizobium pisi DSM 30132 (NR 115253.1)

Rhizobium viscosum LMG 16473 (NR 042253.1)

Rhizobium sp2

Rhizobium sp4

Rhizobium sp1

Agrobacterium sp1

Agrobacterium sp2

Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 (MK424303.1)

Agrobacterium tumefaciens NBRC 13532 (AB680423.1)

Figura 31 - Arvore de Méaxima Verossimilhanca de sequéncias do gene 16S rRNA das
bactérias isoladas a partir de plantas do género Trifolium no distrito de Braganca. Os
isolados bacterianos de referéncia sdo identificados através do seu nimero de acesso.
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5. CONCLUSAO

Os beneficios obtidos pelas diferentes inoculagdes de bactérias fixadoras de azoto
atmosférico em plantas do género Trifolium foram pouco expressivos. De um modo geral,
0 crescimento das plantas, a producéo de biomassa e o incremento de azoto no solo ndo
sofreram efeitos significativos. Todos os tratamentos produziram quantidades de
biomassa semelhantes ou significativamente inferiores (F e U) as testemunhas. Alguns
tratamentos contribuiram para o aumento do teor de clorofila nas folhas (principalmente
os tratamentos da mistura de trevos de porte ereto), o que ndo se traduziu de forma
significativa na producdo de biomassa. Estes resultados podem ser atribuidos a
implementacdo do experimento numa época desfavorével para o crescimentos dos trevos,
a falta de controlo das ervas infestantes e ao uso de bactérias ineficientes para a fixacdo
bioldgica de azoto, como foi 0 caso de agrobactérias (isolados RMB e RSB).

Este trabalho realca a necessidade da realizacdo de mais estudos sobre a
diversidade e compatibilidade de bactérias fixadoras de azoto com diferentes espécies de
trevos, e também a sua eficiéncia mediante diferentes graus de controlo das plantas
infestantes. Investigac6es adicionais podem fornecer informac6es valiosas para otimizar

0 uso dessas bactérias na melhoria da produtividade e satde do solo.
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