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INTERACAO DE PLANTAS DE TREVO VERMELHO INOCULADAS COM
RI1ZOBIOS COM ACAROS E COLEMBOLOS EDAFICOS !

Autor: Victor Lucas Bassani
Orientador: Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

A mesofauna edafica, compreendendo acaros e colémbolos, é sensivel a
alteracdes no solo, sendo considerada um indicador de qualidade, uma vez que
realiza a fragmentacdo de matéria organica, controle populacional de
determinados grupos da biota do solo e ingestdo de microrganismos. A
colonizacdo de plantas por micro-organismos, como a de leguminosas por
rizobios, pode levar a mudangas na rizosfera vegetal e influenciar a mesofauna.
Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da inoculacédo de plantas de trevo
vermelho com rizobios sobre os &caros e colémbolos edéaficos e avaliar se
colémbolos alimentados com rizobios poderiam inocular plantas hospedeiras.
Para isso, plantas de trevo vermelho, inoculadas com as estirpes SEMIA 2081,
SEMIA 2082 e SEMIA 222, e plantas controle sem inoculacao foram plantadas
em tubos-armadilha e inseridas em campo. A seguir, a mesofauna atraida foi
extraida e identificada. Outro experimento em laboratorio utilizou plantas de trevo
vermelho que foram colocadas em contato com colémbolos da familia
Hypogastruridae e dos géneros Proisotoma, Onychiurus e Orthonychiurus, 0s
quais haviam sido alimentados com um substrato impregnado com o rizébio da
estirpe SEMIA 2081. As plantas inoculadas com as trés estirpes de rizébios
atrairam acaros edaficos mas ndo colémbolos, quando comparadas com as
plantas que nao foram inoculadas nem receberam fonte de nitrogénio.
Considerando os numeros totais de acaros e colémbolos, somente as plantas
inoculadas com a estirpe SEMIA 222 apresentaram atratividade quando
comparadas ao controle sem inoculagcédo e sem fonte de nitrogénio. A atratividade
de acaros e colémbolos observada no tratamento controle com nitrogénio foi
similar aos tratamentos inoculados. No experimento de laboratério, o0s
colémbolos vivos e o macerado de colémbolos da familia Hypogastruridae, e
géneros Proisotoma e Orthonychiurus foram capazes de transferir os rizébios
que receberam pela alimentacdo as plantas, formando nodulos radiculares. As
plantas que receberam o macerado de colémbolos da familia Hypogastruridae
apresentaram maior numero de noddulos comparadas as plantas que receberam
0S mesmos colémbolos vivos.

1 Dissertagéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Agricola, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (78 p.) Outubro, 2015.
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INTERACTION OF RED CLOVER PLANTS INOCULATED WITH RHIZOBIA
WITH EDAPHIC MITES AND SPRINGTAILS 2

Author: Victor Lucas Bassani
Advisor: Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT

The soil mesofauna comprising mites and springtails, is sensitive to changes in
soil, and it is considered a quality indicator since it performs fragmentation of
organic matter, population control of certain soil biota groups and ingestion of
microorganisms. The plants colonized by microorganisms, such as legumes by
rhizobia can lead to changes in plant rhizosphere and influence mesofauna. This
study aimed to evaluate the effect of inoculation of red clover plants with rhizobia
on edaphic mites and springtails and assess if springtails fed with rhizobia could
inoculate host plants. For this, red clover plants inoculated with strains SEMIA
2081, SEMIA 2082 and SEMIA 222, and control plants without inoculation were
planted in trap-tubes and inserted on field. Then, the attracted mesofauna was
submitted to extraction and identification. Another laboratory experiment used red
clover plants put in contact with springtails. These springtails of Hypogastruridae
family and Proisotoma, Onychiurus and Orthonychiurus genera, had been fed
with a substrate impregnated with rhizobia strain SEMIA 2081. Plants inoculated
with three Rhizobia strains attracted edaphic mites, but not Collembola, when
compared to uninoculated plants with no nitrogen source. Considering the total
numbers of mites and springtails, only plants inoculated with SEMIA 222 strain
showed attractiveness when compared to the control without inoculation and no
nitrogen source. The attractiveness of mites and springtails observed in the
control treatment with nitrogen was similar to the inoculated treatments. In the
laboratory experiment, the living springtails and the macerate of springtails of
Hypogastruridae family, and Proisotoma and Orthonychiurus genera were able
to transfer the rhizobia that they received by feeding to the plants, forming root
nodules. The plants that received the macerate of springtails of the
Hypogastruridae family had a higher number of nodules compared to the plants
that received the same living springtails.

2Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental — Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (78 p.) October, 2015.
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1. INTRODUCAO

A fauna edéfica tem importancia fundamental na manutencdo do
ecossistema do solo, sendo um elemento ativo na estruturacao fisica e na
degradacdo da matéria organica, disponibilizando os nutrientes aos vegetais.
Além disso, a fauna edéfica é considerada um indicador de qualidade do solo. A
biota do solo é classificada de acordo com seu tamanho corporal, em microfauna,
mesofauna e macrofauna. Cada grupo destes organismos exerce uma funcao
na manutencao da estabilidade e da fertilidade do ambiente edafico.

A mesofauna do edéfica € representada pelos grupos Protura,
Diplura, Enchytraeidae, Symphyla, alguns insetos, mas principalmente por
acaros e colémbolos. Estes artropodes sdo 0s principais responsaveis pela
particulacdo de residuos vegetais, predacdo de outros grupos da fauna,
consumo de fungos e bactérias, e formacdo de galerias que permeiam desde a
serapilheira superficial até os centimetros iniciais da camada de solo.

O uso de rizébios para a inoculagéo de plantas leguminosas tem sido
amplamente abordado, tendo por base estudos que demonstram sua
aplicabilidade na agricultura. A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ocorre a

partir de uma associacao simbiética que beneficia tanto a planta hospedeira, que



recebe o nitrogénio atmosférico (N2) sob a forma disponivel de aménia (NHa),
quanto a bactéria (denominada rizobio) que recebe o0s compostos
fotoassimilados para seu metabolismo.

O ambiente rizosférico é considerado uma interface diferenciada do
solo adjacente, sendo bastante afetado pela exudacéao radicular, o que gera uma
intensa atividade e abundante diversidade microbiana, pois é influenciado por
substancias provenientes do metabolismo vegetal.

O constante contato que ocorre entre a planta, a mesofauna e a
microbiota no ambiente rizosférico propicia a ocorréncia de determinadas
relacGes ecoldgicas. Nessas relacdes, ocorre principalmente a alimentacdo e a
disseminacao de microrganismos (fungos e bactérias) pela mesofauna edafica.
Além disso, algumas substancias excretadas pelas plantas ou microrganismos
podem exercer o efeito de atracdo ou repulsdo que sobre a mesofauna edafica.
Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de atratividade que plantas
de trevo vermelho inoculadas com rizobios especificos, exercem sobre
colémbolos e acaros edaficos em campo. Também foi objetivo, verificar em
laboratorio, o processo de colonizacdo de plantas de trevo vermelho por rizébios
gue foram introduzidos no meio através de colémbolos mantidos em contato com

essas bactérias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Afauna edéfica

O solo esta longe de parecer um ambiente estavel e imutavel que
apenas serve de suporte fisico para os organismos em sua superficie e base
para o crescimento do vegetal. Ele agrega no seu interior uma complexa
comunidade de organismos, 0s quais realizam diversas fun¢des ecoldgicas
(Anderson, 1988; Giller, 1996). O conceito de fauna edafica aplica-se a toda a
comunidade de invertebrados que vive permanentemente, ou a maior parte do
seu ciclo de vida no interior do solo (Assad, 1997).

A fauna edéfica é capaz de se distribuir pelo perfil de solo (Baretta,
2007). Sobretudo, € na camada logo abaixo da serapilheira, que estes
organismos sdo mais abundantes, especialmente em areas de mata (Adis,
1988). No entanto, a fauna edéfica é muito sensivel a mudancas de fatores
abidticos como temperatura, umidade, pH, estruturacdo do solo, e
disponibilidade de matéria organica, sendo estes, fatores determinantes que
influenciam a distribuicdo e abundancia da fauna no perfil do solo (Casarino &
Nunes, 2008). Considerando que a fauna edafica apresenta uma estreita relacao
com as variaveis quimicas e microbiologicas do solo, ela se constitui num
importante bioindicador para a avaliacdo e monitoramento da qualidade

ambiental (Baretta, 2007).



Do mesmo modo que responde as modificagcbes ambientais, a fauna
edafica tem a capacidade de afetar o solo pelos fatores quimicos, fisicos e
bioldgicos gerados por sua interacdo com outros grupos de organismos (Steffen
et al., 2007).

Os organismos que compde a fauna edafica possuem modificacdes
corporais ou habitos alimentares e de locomocado sob as formas mais variadas
(Anderson, 1988). Existem diferentes formas de classificacdo da biota do solo,
de acordo com sua mobilidade, habitos alimentares, tamanho e fungéo ecolégica
gue o organismo desempenha no ambiente (Lavelle, 1994). Swift et al. (1979)
propuseram um sistema de classificacdo, o qual considera o tamanho corporal
dos individuos, sendo a microfauna (<0,2 mm), mesofauna (0,2-2,0 mm) e
macrofauna (>2,0 mm).

Entre as principais fun¢des da mesofauna no solo, estdo a predacéo
de outros individuos da mesofauna e a fragmentacdo de material vegetal em
processo de decomposicéo (Baretta, 2007). Os organismos da mesofauna séo
capazes de forma pequenas galerias no solo, tendo acesso desde a serapilheira
até o interior do solo (Moco et al., 2005). Nesse transito, depositam pellets fecais,
e promovem a dispersdo de contetudo bacteriano no solo (Correia & Oliveira,
2000). Portanto, a fauna edafica de modo geral é um elemento relevante a
manutencao da fertilidade do solo para que este permita o suporte a vegetacao
ali estabelecida (Correia, 2002).

Apesar da ampla atividade que exerce no solo, a mesofauna é muito
sensivel a alteragcdes ambientais, tanto em sistemas naturais ou de cultivo (Van

Straalen, 1998). Giracca et al. (2003) destacaram a importancia da mesofauna,



em relacdo aos demais grupos da biota edéafica, no conhecimento da populacao

e da diversidade para a avaliacao da qualidade do solo.

2.1.1. Acaros edaficos

Os acaros sao organismos de vida livre ou parasita (Ducatti, 2002)
que apresentam uma grande variabilidade de tamanho, formas, habitat e
comportamento de acordo com as diferentes superordens (Vieira et al., 2002).
Estes organismos caracterizam-se por ndo apresentar cabeca verdadeira,
antenas, mandibulas, maxilas, e na fase adulta apresentar quatro pares de
pernas. Seu corpo se divide entre gnatossoma (regido anterior) e idiossoma

(regido posterior) (Schultz, 1990; Zang, 2003), conforme a Figura 1.

Figura 1. Visdo geral do corpo de um acaro.
Fonte: Modificado de Zang (2003).

Os acaros pertencem ao filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachnida e subclasse Acari. Eles agrupam duas superordens onde estdo
inseridas as ordens de acaros mais frequentes no solo: Ixodida, Mesostigmata,
Prostigmata, Astigmata e Cryptostigmata. Ao todo, o grupo € composto por

aproximadamente 400 familias (Krantz, 1970; Moraes & Flechtmann, 2008).



Os acaros podem ser encontrados nos mais variados ambientes,
desde as regides polares até no interior de zonas desérticas (Galvao & Guitton,
1989; Walter et al., 1996). Decorrente dessa ocupacdo, seu comportamento
alimentar € bastante diversificado e especializado, existindo espécies
predadoras, fitofagas, fungivoras, detritivoras e parasitos de vertebrados ou
outros invertebrados (Krantz, 1978).

No solo, os acaros se encontram amplamente distribuidos, compondo
cerca de 80% da mesofauna edafica. A distribuicdo destes organismos no solo
varia em funcdo da quantidade de alimento disponivel e da sazonalidade, mas
principalmente em funcdo da umidade e disponibilidade de agua (Coleman &
Crossley Jr., 1995), o que pode ter influéncia indireta sobre seu comportamento
ou fonte de alimentacéo.

O comportamento e os habitos destes acaros no solo tém
consequéncias indiretas na ciclagem dos nutrientes. Alguns acaros, como os da
ordem Oribatida, participam na fragmentacéo de residuos organicos provocando
um aumento na area superficial desses residuos, faciltando a acédo de
microrganismos decompositores (Oliveira, 1999). Ja outros grupos, atuam na
remocao seletiva de microrganismos, o que resulta no aumento da
decomposicdo da matéria organica (Visser, 1985). Com isso, pode haver
diminuicdo do tempo necessério para a degradacao de residuos vegetais em até
seis vezes (Behan et al., 1978). Outros grupos de acaros, como os da ordem
Mesostigmata, compreende as principais familias de acaros predadores de
nematoides e outros invertebrados, exercendo o controle de outros individuos da

mesofauna (Krantz & Ainscough, 1990).



2.1.2. Colémbolos edaficos

Os colémbolos sdo microartrépodes pertencentes ao filo Arthropoda,
subfilo Hexapoda, com tamanho corporal entre 0,2 a 3,0 mm, apteros, que
apresentam antenas e uma estrutura abdominal destinada a adeséo,
denominada coloféro (Pinho et al.,, 2007). A maioria das espécies pode
apresentar farcula, uma estrutura abdominal utilizada para saltar (Bellinger et al.,
2015) (Figura 2). Sao organismos muito abundantes no solo e juntamente com
0s acaros, representam até 98% da mesofauna da camada superficial do solo e
da serapilheira, sendo de vital importancia para a formacéo e conservacao dos

solos (Rusek, 1998; Bellini & Zeppelini, 2004; Sousa et al., 2006).

Antena Coléforo Fdrcula

Figura 2. Visdo geral do corpo de um colémbolo.
Fonte: Modificado de Bellinger et al. (2015).

A classificacdo dos colémbolos € baseada em caracteristicas
morfologicas externas (Deharveng, 2004). Sdo separados em quatro grandes
grupos: Poduromorpha e Entomobryomorpha, ambos com o corpo alongado;
Symphypleona e Neelipleona, ambos com o corpo globoso com fusédo de
segmentos (Christiansen & Bellinger, 1998; Pinho, 2007). Até o momento, foram
descritas cerca de 8300 espécies, incluidas em 600 géneros e 30 familias
(Bellinger et al., 2015). Destas, existem registros de 287 espécies encontradas

em solo brasileiro (Culik & Zeppelini, 2003; Zeppelini & Bellini, 2004).



O local que os colémbolos habitam no perfil do solo e serapilheira
pode definir uma série de caracteres morfolégicos. Estas caracteristicas tendem
a reduzir ou se tornarem ausentes em colémbolos que vivem no interior do solo,
como é o caso dos espécimes sem pigmentacao, sem furcula e sem ocelos que
vivem no interior do solo. Ja os grupos epiedéaficos (que vivem sobre o solo)
possuem antenas maiores, pigmentacdo, maior tamanho corporal e maior
namero de ocelos (Gisin, 1943; Hopkin, 1997).

Os colémbolos séo encontrados nos mais variados ecossistemas
terrestres, como em ambientes secos, glaciares, cavernas, arvores, e no litoral,
no entanto a maioria das espécies encontra-se em ambientes de clima
temperado (Bellinger et al., 2015).

Os colémbolos participam na ciclagem de nutrientes devido aos seus
habitos alimentares, uma vez que realizam a decomposicédo de matéria organica
e fragmentacado de residuos, além da alimentacao diretamente a partir de hifas
fungicas e de bactérias (Chamberlain, 2006; Bellini & Zeppelini, 2009). A
preferéncia alimentar ocasiona na dispersao de esporos fungicos e de bactérias,
0 que leva ao estimulo da populacdo microbiana, exercendo influéncia na
fertilidade do solo e inibe o desenvolvimento de fungos e bactérias causadores

de doencas em plantas (Sautter & Santos, 1991).



2.2. A interacao entre planta e rizébios

Entre as bactérias que se localizam no entorno da rizosfera
(rizobactérias) capazes de estabelecer associacbes simbiontes com plantas
hospedeiras, destaca-se um amplo grupo de bactérias denominado rizobios
(Somasegaram & Hoben, 1994; Ampomah et al., 2008). Essas bactérias
caracterizam-se por serem bastonetes Gram-negativos, ndo formadoras de
endosporos (Willems, 2006). Quando em associacdo simbidtica com plantas
leguminosas, os rizébios produzem estruturas radiculares denominadas nodulos,
gue sao capazes de fixar nitrogénio atmosférico (Moreira & Siqueira, 2006).

Os rizObios possuem a capacidade de promover o crescimento
vegetal de forma direta, por meio da solubilizacdo de fosfatos minerais do solo,
producdo ou estimulo na producdo de hormdnios como as auxinas, citocinas e
giberelinas ou pela fixacdo de nitrogénio (Rodrigues & Fraga,1999).
Indiretamente, esses microrganismos promovem o controle de fitopatégenos na
planta ou no ambiente rizosférico através da producdo de antibibticos e
sideroforos (moléculas quelantes de ions de ferro) (Benite et al., 2002).

De acordo com Moreira & Siqueira (2006), a maioria das bactérias
diazotréficas conhecidas pertencem as familias Rhizobiaceae (géneros
Rhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium); Bradyrhizobiaceae (géneros
Bradyrhizobium e Blastobacter); Xanthobacteraceae (género Azorhizobium);
Hyphomicrobiaceae (género Devosia); Phyllobacteriaceae (género
Mesorhizobium);  Methylobacteriaceae  (género  Methylobacterium) e
Brucellaceae (género Ochrobactrum). Essas bactérias formam associacdes

simbidticas com plantas hospedeiras, evidenciadas pela formacéo de nédulos, e
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fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) em plantas da familia Fabaceae (Crews,
1999; Galloway et al., 2004).

No solo, sob a forma de vida livre, os rizébios sédo incapazes de fixar
0 nitrogénio atmosférico (N2) (Melo & Azevedo, 1998). Em simbiose, as bactérias
assumem a forma de bacteréides, aumentando o tamanho celular e passando a
viver em condi¢cbes microaerofilicas nas raizes da planta hospedeira (Cardoso,
1992). Apoés o estabelecimento da associacdo mutualistica, a bactéria recebe da
planta hospedeira fotossintatos assimilaveis em troca do nitrogénio fixado na
forma de aménia (NHa4) (Canigia, 2003).

Para que ocorra o processo de colonizacdo da planta pela bactéria,
uma comunicag¢do quimica especifica ocorre entre a planta hospedeira e a
bactéria simbionte, permitindo o processo infeccioso (Jones et al., 2007). Essa
comunicacao quimica se da por moléculas sinalizadoras, as quais sao formadas
principalmente por compostos fendlicos (flavonoides). Os exsudatos radiculares
contendo flavonoides fazem com que as bactérias sejam atraidas até as raizes
pelo efeito de quimiotaxia (Drozdowicz, 1991; Vargas & Hungria, 1997). Os
flavonoides também induzem nas bactérias a expressao de genes de nodulacao
(genes nod), que produzem fatores de nodulacdo (Fatores Nod) responsaveis
pela sinalizacdo e estabelecimento da simbiose (Viprey et al., 1998). Ja na
superficie radicular, as bactérias aderem-se aos pelos radiculares em sitios
especificos, aumentando sua concentracdo celular no entorno dos mesmos
(Hungria et al., 1997). O aumento da concentracdo de células bacterianas
promove o encurvamento do pelo radicular pela a¢ao dos fatores Nod. A partir

deste momento, os rizobios penetram no local de encurvamento do pelo, através
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da invaginacdo da membrana plasmatica, onde a planta forma uma estrutura
chamada de corddo de infeccdo. No mesmo momento, as células do cortex
vegetal se multiplicam, formando primérdios nodulares. Os corddes de infeccéo
penetram nas células desses primordios nodulares liberando as bactérias, que
sdo prontamente envolvidas por uma membrana. Deste momento em diante, 0
primordio nodular da origem ao nédulo propriamente dito e a bactéria assume a
forma de bacteroide, durante o restante do ciclo da leguminosa (Straliotto &
Teixeira, 2000; Jones et al., 2007).

Uma vez que o nddulo estd formado, os bacterdides presentes nos
nodulos sintetizam a nitrogenase, enzima que quebra a ligagao tripla da molécula
de nitrogénio atmosférico. Também ¢é sintetizada a leghemoglobina, uma
proteina necessaria para regulacdo da concentracdo de oxigénio nos nodulos,
requisito para que ocorra o inicio da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN)

(Vargas & Hungria, 1997).

2.3. O efeito do ambiente rizosférico sobre os microrganismos e
a mesofauna edéfica

A rizosfera compreende uma camada restrita de solo imediatamente
em torno do sistema radicular, sendo a interface na qual as raizes estdo em
contato com o solo e os microrganismos. Essa interface a torna um ambiente
dindmico e diferenciado do restante do solo, pois sua extensao € influenciada
pelo alcance de substancias liberadas pelas raizes (Finger, 2002). Essas
substancias, liberadas pelas raizes, sdo conhecidas genericamente como

exsudados e sdo compostos principalmente por carboidratos, acidos organicos
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e aminoacidos liberados ativa ou passivamente e que seguem um gradiente de
concentracdo (Grayston et al., 1998). A planta disponibiliza estes exsudatos em
todas as fases de desenvolvimento, em quantidades que variam conforme sua
idade, espécie (Strobel et al., 1999) e natureza do estresse ao qual esta sendo
submetida (Jones, 1998), podendo exercer um efeito de atracao ou de repeléncia
sobre os organismos do solo (Bais et al., 2006).

Conforme Nardi et al. (2000), entre os principais efeitos dos exudatos
na rizosfera, estdo a regulacdo da comunidade microbiana, a resisténcia a
herbivoria, a comunicacdo e formacdo de simbioses, a mudanca das
propriedades quimicas e fisicas do solo, e 0 antagonismo frente a espécies
vegetais concorrentes.

As modifica¢des das propriedades quimicas e fisicas tem alto impacto
na comunidade de organismos da rizosfera. Os compostos organicos, quando
liberados na rizosfera, sdo responsaveis por alteracbes de pH que afetam
diretamente a disponibilidade dos nutrientes, e dos elementos responsaveis pela
toxidez de solos (Meurer, 2007). Outro efeito do pH dos exsudatos diz respeito
a sua acao sobre a biota do solo, uma vez que a composi¢cdo deste grupo de
organismos é afetada pelo gradiente de pH (Loranger et al., 2001).

Dentre o0s processos de comunicagdo planta-microrganismo
intermediado por exsudatos, o mais conhecido € o das plantas leguminosas. Elas
exsudam flavonoides e isoflavonoides especificos que promovem a
movimentagcdo de rizébios da rizosfera em direcdo as raizes dessas plantas
(quimiotaxia). Estes rizObios ativam na planta genes responsaveis pela

nodulacdo, gerando uma relacdo simbidtica, em que as plantas se beneficiam da
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fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) (Bais et al., 2006). Enquanto isso, em
gramineas, os carboidratos e aminoacidos exsudados na rizosfera, garantem a
nutricdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal presentes no ambiente
rizosférico (Gray & Smith, 2005).

Os exsudatos, ainda que de forma indireta, podem provocar
alteracbes na quantidade e diversidade da biota do solo, ou mais
especificamente a mesofauna edéfica. Lavelle (1992) afirma que a liberacdo de
exsudatos na rizosfera estimula uma intensa atividade microbiana, exercendo
um efeito indireto sobre a mesofauna, que utiliza estes microrganismos como
fonte energética.

Bradford et al. (2002) afirmam que em seu transito na rizosfera
vegetal, a mesofauna edafica € capaz de se alimentar das particulas de matérial
organico e predar outros individuos da biota. Também podem se alimentar
diretamente por hifas fungicas, e indiretamente por bactérias, promovendo a
dispersdo destes microrganismos. Nesse momento, as bactérias ficam
propensas a ocuparem novos nichos no solo, chegando ao ponto de colonizarem
plantas hospedeiras, como indicou Lussenhop (1993), onde colémbolos podem
aumentar significativamente o nimero de nédulos nas raizes de plantas de soja
(Glycine max). Ainda segundo Lussenhop (1993), a colonizag&o decorreria da
mistura fisica causada pela atividade dos colémbolos, aumentando o
crescimento da populacdo bacteriana e assim aumentar a densidade de
Rhizobium spp no entorno das raizes. Outra forma de estimulo, segundo cita, 0s
colémbolos podem transportar ativamente células bacterianas de

Bradyrhizobium até as raizes.
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Sabendo que o solo € um ambiente altamente dinamico, onde a
mesofauna edafica, ao mesmo tempo em que é influenciada pelo ambiente
rizosférico, também promove mudancas, como o transporte e estimulo da
populacao microbiana, este trabalho visa compreender a relacao existente entre
rizobios em associacdo com suas respectivas plantas hospedeiras, e acaros e

colémbolos componentes da mesofauna edafica.



3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos que necessitaram o0 uso de ambiente com
condicdes assépticas e utilizacdo de equipamentos para os procedimentos foram
realizados nas dependéncias do laboratério de Microbiologia do Solo do
Departamento de Solos da UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do

Sul.

3.1. Obtencdo dos colémbolos e criagdo em laborat6rio

Os colémbolos utilizados nos bioensaios foram coletados de amostras
de solo, sob a camada superficial de serapilheira no periodo de fevereiro de
2014. O local da coleta foi uma area de mata localizada na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, localizada no
municipio de Porto Alegre nas coordenadas geograficas 30°04°'20” Sul e
51°08’17” Oeste. O solo foi levado ao Laboratério de Microbiologia do Solo e
quatro diferentes grupos de colémbolos foram extraidos com o auxilio de um
aspirador entomoldégico, pincel e 4gua destilada, e visualizados em microscopio
estereoscopio Quimis modelo Q-106S, com aumento de 40X. Para o preparo das
laminas para identificacdo, os espécimes foram previamente clarificados com um

banho de solucdo de KOH (5%), seguidos de uma lavagem com agua destilada,
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de um banho em acido latico, com leve aquecimento, por cerca de cinco
segundos. Adicionou-se uma gota de solucao de Hoyer (Moraes & Flechtmann,
2008) (Apéndice 2) sobre a qual cada espécime foi posicionado com o auxilio de
um pincel, e posterior colocacéo da laminula. Apos, as laminas foram colocadas
para secar em estufa a 40 °C até o momento em que a laminula ficou firmemente
aderida e o excesso de solucédo de Hoyer das laterais estivesse seco. A seguir,
as laterais da laminula foram seladas com esmalte incolor. Os espécimes foram
identificados de acordo com Bellinger et al. (2015) e Jordana & Arbea (1989).
Cerca de 30 individuos de cada grupo distinto de colémbolos foram
transferidos para potes plasticos, com 90 mm de diametro por 15 cm de altura,
com tampa rosqueavel de polipropileno. Em cada pote, adicionou-se uma
camada de trés centimetros de uma mistura homogénea de gesso e carvao
ativado (na proporc¢éo de 9:1 p/p) (Goto, 1961). Apds, os potes foram mantidos
em estufa BOD (demanda biol6gica de oxigénio) sob temperatura constante de
23 £ 1 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de escuro. Para se
evitar a proliferacdo de fungos e permitir a oviposi¢cdo dos colémbolos, sempre
gue necessario, os individuos eram transferidos para potes com um novo
substrato. Os colémbolos foram alimentados com fermento biolégico, colocado
em um unico ponto da superficie do substrato, e a umidade do substrato foi
mantida adicionando-se agua destilada quando necessario, sempre evitando-se
a saturagdo. Com este procedimento, os colémbolos se reproduziram, gerando

entre 100 e 1000 individuos para a realizagéo dos testes.
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3.2. Sincronizacéao daidade dos colémbolos

De forma a permitir que todos os colémbolos usados no experimento
de alimentacdo de colémbolos (Item 3.8) apresentassem as mesmas
caracteristicas de desenvolvimento corporal, o0s mesmos tiveram sua idade
sincronizada, conforme o protocolo da Norma ISO/DIS 17512 - 2 (ISO, 2007).
Ovos de colémbolos, caracterizados por esferas esbranquicadas e aglomeradas
(Fountain & Hopkin, 2005) foram retirados dos frascos usando-se um pincel e
agua destilada, e transferidos para a superficie de um fragmento de 1 cmz2 de
substrato o qual foi inserido em outro pote contendo novo substrato umedecido.
Diariamente, os potes eram observados para se monitorar a eclosdo dos ovos.
ApoOs a eclosédo dos primeiros ovos, o bloco foi mantido no pote por mais dois
dias visando-se possibilitar a eclosdo dos demais. Apds este periodo, o
fragmento com os ovos ndo eclodidos foi removido do pote, restando apenas o0s

individuos jovens com idade variando de poucas horas a dois dias de vida.

3.3. Preparo do inéculo bacteriano

As estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii - SEMIA 2081,
SEMIA 2082, e SEMIA 222, estudadas neste trabalho e liberadas pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para a producdo de
inoculantes para trevo vermelho, foram adquiridas da Colecdo de Culturas de
Rizobios da Fundacdo de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul
(FEPAGRO).

A pureza das estirpes estudadas foi avaliada analisando-se

caracteristicas como tempo de crescimento, cor, diametro, elevacgao,
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consisténcia e densidade Optica da colonia, em placas com agar Levedura
Manitol (LM) (Vincent, 1970) (Apéndice 1).

Para o preparo do inoculo bacteriano utilizado nos experimentos,
colénias dos rizobios de cada tratamento foram adicionados em erlenmeyers de
50 mL contendo 10 mL de meio LM. Os frascos foram incubados a 28 °C sob
agitacdo de 120 rpm por cinco dias. Ap0s o crescimento, células bacterianas
foram lavadas para a retirada de acucares e de outras substancias que
pudessem interferir na atracdo de acaros e colémbolos edaficos. Para isto,
aliquotas de 1,5 mL do caldo de cada cultura foram transferidas para tubos de
microcentrifuga estéreis de 2 mL e centrifugadas a 9000 rpm por 10 minutos.
Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1,5 mL de solucdo salina (NaCl
0,85%) estéril, homogeneizando-se cuidadosamente o conteltdo. Apds a
lavagem das células, o niumero de células de cada uma das estirpes estudadas
foi avaliado por contagem em camara de Neubauer, sob microscopio 6ptico,

apresentando valor em torno de 1,0 x 107 ufc mL™.

3.4. Desinfestacdo e pré germinacdo das sementes de trevo

vermelho

As sementes de trevo vermelho foram previamente escarificadas com
lixa n° 120 por 20 segundos. Apds, as sementes foram desinfestadas por
imersdo em alcool (70%) por 30 segundos, seguida de uma lavagem com
hipoclorito de sédio (2%) por 30 segundos e cinco lavagens consecutivas com
agua destilada esterilizada (autoclavada por 20 minutos a 121 °C). A sequir, as

sementes foram dispostas entre duas folhas de papel toalha (esterilizadas em
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autoclave a 121 °C por 30 minutos) embebidas em agua destilada esterilizada, e

enroladas em papel aluminio e incubadas a 25 °C por trés dias.

3.5. Descricdo da area de instalacdo do experimento de
atratividade de acaros e colémbolos edaficos por plantas inoculadas com
rizobios

O experimento foi instalado em uma area de cultivo da Estacdo
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
localizada no municipio de Eldorado do Sul, nas coordenadas geograficas
30°05'50” Sul e 51°40’51” Oeste. O clima se enquadra na classificacdo de
Kbdppen, sendo subtropical imido com verdo quente, do tipo fundamental Cfa
(Forsthofer et al., 2006). O solo onde foi implantado o experimento € classificado
como Argissolo Vermelho Distréfico tipico (EMBRAPA, 2006), e apresenta pH
5,6, teor de argila de 280 g kg, matéria organica (MO) 24 g kg?*, com um teor
de nutriente de 12,5 mg dm= de P, 76 mg dm de K, 2,6 cmolc dm=de Ca, 1,1
cmolc dm3de Mg, e com 0,5 cmolc dm3de Al (Hahn, 2013).

No periodo anterior a implantacdo do experimento, a area recebeu
outros dois experimentos, um deles, em 2010, com o cultivo de trevo branco
(Trifolium repens) e azevém (Lolium multiflorum), inoculados com as bactérias
Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii (estirpe SEMIA 222), Burkholderia sp.
(estirpe VP16) e Azospirillum brasiliense (estirpes UFRGS EI-S, UFRGS Lgl-R
e UFRGS M-S), conforme descrito em Hahn (2013); e outro em 2014, com
milheto (Panisetum glaucum) inoculado com as estirpes SEMIA 222, VP16 e de

Azospirillum brasiliense (estirpes Abv5 e Abv6) (Machado, 2015). No momento
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da implantacdo do experimento, a area estava ha um ano em pousio. O
experimento foi implantado no més de abril de 2015 e as armadilhas foram
mantidas na area por 10 dias. A precipitacdo acumulada para o més de abril, na
regido, atingiu um volume de 80 mm a 100 mm. Conforme os dados obtidos das
estacdes do Instituto Nacional de Meteorologia / 8° Distrito de Meteorologia
(INMET/82 DISME, 2015), a temperatura minima média variou entre 16 °C e 17

°C, atingindo temperatura maximas meédias que variaram entre 26 °C e 27 °C.

3.6. Experimento 1 - Atratividade de acaros e colémbolos
edéaficos por plantas de trevo vermelho inoculadas com diferentes estirpes
de rizobios

Visando-se avaliar a atratividade de colémbolos e acaros edaficos em
campo nativo, foram utilizadas armadilhas constituidas de tubos de 50 mL

contendo plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense), variedade Quifiequeli.

3.6.1. Preparo dos tubos SR50, cultivo das plantas e inoculacao

As unidades experimentais foram construidas utilizando-se tubos
armadilha denominados SR50 (artigo no prelo). Estes tubos foram
confeccionados com tubos de centrifuga de polipropileno com 116 mm de altura,
30 mm de diametro e capacidade volumétrica de 50 mL. Os tubos receberam
seis furos de 5 mm de didmetro, dispostos de forma helicoidal em relacdo ao
eixo do comprimento (Figura 3). Essa distribuicdo visou permitir que a armadilha
atingisse uma profundidade de até 5 cm quando inserida e nivelada com a

superficie do solo.
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Os tubos foram preenchidos com mistura de vermiculita e areia, na
proporcao de 2:1 (v/v) e envolvidos em papel aluminio, para se evitar a perda de
substrato pelos furos laterais. Apés, os tubos foram esterilizados em autoclave
por 30 minutos a 121 °C. Cada tubo foi mantido dentro de um frasco de vidro
esterilizado, de 10 cm de altura, 4 cm de diametro e com capacidade de 125 mL,
onde foram colocados 30 mL de solucao nutritiva de Sarruge (1975), sem fonte
de nitrogénio, diluida a 50% e esterilizada em autoclave por 20 minutos a 121 °C

(Apéndice 3).

116 mm

L \/ (b)

FIGURA 3. Esquema das armadilhas com tubos SR50 com plantas de trevo
vermelho.

(c)
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Cada tubo recebeu oito sementes pré-germinadas (conforme o item
3.4) transferidas com pingas estéreis. Os tubos com as plantas (Figura 3) foram
mantidos em lampadario sob iluminacéo de duas lampadas fluorescentes de luz
branca de 20 Watts de poténcia e uma lampada Grolux de 15 Watts, com
fotoperiodo de 14/10 horas (luz/escuro), em temperatura ambiente, que variou
de 20 a 28 °C.

A inoculacao foi realizada quando as plantas completaram 10 dias,
momento em que também foi realizado o desbaste, mantendo-se quatro plantas
por tubo. O experimento se consistiu dos tratamentos: a) com inoculacédo das
estirpes SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222; b) controle (sem inoculacédo e
com adicéo de nitrogénio - 100 Kg ha* de N, na forma de trés aplica¢cGes de 1
mL da solucédo de KNOz na concentracéo de 6 g L™); c) controle com plantas néo
inoculadas e sem adicdo de nitrogénio; e d) controle sem plantas contendo
apenas o substrato esterilizado que recebeu apenas adi¢do de caldo LM estéril.

A formacdo de ndédulos com coloracdo avermelhada nas raizes das
plantas de trevo vermelho indicava a fixacdo de N. Para isso, plantas de trevo
vermelho foram cultivadas em tubos de ensaio de 250 mm de comprimento e 24
mm de diametro. Cada tubo continha solucéo nutritiva de Sarruge, com adicéo
de &gar (7 g L?), sem fonte de nitrogénio, diluida a 50%, e era mantido as
mesmas condi¢des de luminosidade e temperatura das plantas nos tubos SR50.
No 20° dia as plantas dos tubos de ensaio apresentavam nédulos com coloracao
avermelhada, e ao 21° dia os tubos SR50 com as plantas foram levados para a

instalagdo em campo.
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3.6.2. Insercdo das unidades amostrais na area experimental

O delineamento experimental utilizado para a distribuicdo dos
tratamentos foi o casualizado em blocos, com seis repeti¢des por tratamento. Os
pontos de inser¢cao se localizavam a 5 metros da borda correspondente ao
comprimento da area e 10 metros da borda correspondente a largura da éarea.
As armadilhas foram inseridas de forma equidistante de 8 metros por 3 metros

entre si (Figura 4).
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FIGURA 4. Esquema mostrando o distanciamento dos pontos de insercédo dos
tubos em relacédo a borda da area e em relagcao aos outros pontos.

As armadilhas foram inseridas no solo utilizando-se um trado de rosca
para a abertura de orificios com 12 centimetros de profundidade onde foi inserido
cada tubo. Antes da insergéo o papel aluminio que envolvia cada tubo foi retirado
e 0s tubos colocados no solo procurando-se nivelar com a superficie. Os tubos
permaneceram em campo durante 10 dias.

Apds esse periodo, cada tubo foi retirado do solo cuidadosamente e

colocado no interior de um saco plastico para transporte ao laboratorio.
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3.6.3. Extracéao e identificacdo dos acaros e colémbolos

No laboratério, 0 substrato no interior dos sacos plasticos e dos tubos
foi removido e depositado em cilindros de PVC de 88 mm de diametro por 7,5
cm de altura, com uma tela com malha de 2,0 mm na extremidade inferior, sendo
submetidos a uma fonte de calor e luz de 60 Watts, durante sete dias, para
extragdo da mesofauna, de acordo com o método de Berlese-Tullgren
modificado (Oliveira, 1999). O método Berlese-Tullgren modificado consiste na
aplicacdo de uma fonte de luz e calor com uma lampada de 25 Watts sobre um
cilindro com a extremidade superior aberta e a extremidade inferior com uma tela
de malha de 2 mm, onde foi colocada a amostra. Este cilindro foi colocado sobre
um funil. A luz e o calor forcaram o deslocamento dos organismos para baixo,
caindo pelo funil até o frasco coletor com 20 mL de solucdo conservante etanol
70%. Os espécimes foram contados e classificados usando-se um microscopio
estereoscopico (Quimis, modelo Q-106S), com aumento de 40X.

Para a identificacdo dos colémbolos, foram utilizadas chaves de
identificacdo de Azpiazu et al. (2004), Hopkin (1997, 2007), e Bellinger et al.
(2015). Para a identificacdo dos acaros, foram utilizadas as chaves de

identificacdo de Mineiro & Moraes (2001) e Moraes & Flechtmann (2008).

3.6.4. Andlise estatistica e dados ecoldgicos
A gquantidade de acaros e colémbolos foi verificada quanto a sua

normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados ndo normais foram

transformados para Vx+ 1 e foi aplicado o teste de analise de variancia
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(ANOVA). A comparacao das médias entre os tratamentos realizada com o teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software Statistica 8.0.

Os indices ecologicos também foram abordados com o uso do
programa estatistico PAST (Hammer et al., 2001). Foram calculados os indices
de riqueza dos grupos taxonémicos (r), indice de Shannon-Wiener (H’) (Pielou,
1975) e indice de equitabilidade (J’) (Pielou, 1975).

O calculo da riqueza foi obtido pelos niumeros médios de grupos
taxondmicos encontrados nas amostras de cada tratamento.

O indice de diversidade de Shannon (H’) foi obtido pela relacéo:

, onde:
ni representa a densidade de cada grupo e N refere-se a soma da
densidade de todos 0s grupos.
O célculo da equitabilidade foi obtido pelo indice de Pielou (J'):

, _ H'(observado)
~ H'(maximo)

, onde:
H’ (observado) refere-se ao valor do indice de Shannon observado,
e H’ (maximo) é a diversidade maxima possivel de ser observada se todas as
espécies apresentarem igual abundancia.
Os dados ecoldgicos foram verificados quanto sua normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e, uma vez que foram néo normais, foi realizado o teste de

analise de variancia (ANOVA). A comparacao das médias entre os tratamentos
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realizada com o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade de erro,

utilizando-se o software Statistica 8.0.

3.7. Experimento 2 - Escolha de substrato para a sobrevivéncia

de colémbolos e cultivo de plantas de trevo vermelho em laboratorio

Para elaboracdo do substrato foram utilizadas areia, vermiculita
expandida e turfa em diferentes proporcdes. A areia foi lavada com éagua
corrente, secada em estufa a 80 °C e peneirada em um conjunto de peneiras,
separando a areia em granulos de 0,5 a 2,0 mm de diametro. A vermiculita
utilizada foi composta de uma mistura com diferentes granulometrias. Utilizou-se
vermiculita expandida comercial (marca Carolina Soil do Brasil®) do tipo fina, que
foi peneirada de forma a compor uma mistura composta de 70% dos granulos de
vermiculita com diametro entre 0,5 e 2,0 mm e 30% com diadmetro inferior a 0,5
mm. A turfa foi obtida de um inoculante comercial de rizébios apo6s processo de
esterilizacdo em autoclave por 30 minutos a 121 °C e secagem em estufa.

A turfa, areia e vermiculita foram misturadas de forma a compor os
diferentes substratos testados. A composicao dos substratos foi a seguinte:

a) Substrato 1 — 80% de areia, 10% de vermiculita e 10% de turfa;

b) Substrato 2 — 70% de areia, 20% de vermiculita e 10% de turfa;

c) Substrato 3 — 60% de areia, 30% de vermiculita e 10% de turfa;

d) Substrato 4 — 50% de areia, 40% de vermiculita e 10% de turfa;

e) Substrato 5 — 40% de areia, 50% de vermiculita e 10% de turfa;

f) Substrato 6 — 30% de areia, 60% de vermiculita e 10% de turfa;
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As avaliagcbes realizadas com o substrato consistiram na
determinacdo do pH, da capacidade total de retencdo de agua, avaliacdo da
sobrevivéncia dos colémbolos e do desenvolvimento de plantas de trevo

vermelho.

3.7.1. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi feita conforme descrito em EMBRAPA
(2011), sendo que foi reservada uma aliquota de 10 mL de cada substrato,
adicionando-se em seguida 25 mL de KCI 1N. A seguir, o conteudo foi agitado e
deixado em repouso por uma hora. Apés, a leitura do pH foi feita em peagametro

da marca Schott, modelo HandyLab 1.

3.7.2. Determinacdo da capacidade de retencao de 4gua

Para a determinacdo da capacidade de retencdo de agua, foram
separadas aliquotas de 30 g de solo, colocadas em um funil vedado com papel
filtro na base para se evitar a perda de substrato. A seguir, as amostras foram
saturadas com 25 mL de agua destilada e deixadas em repouso por uma hora
até que o excesso de agua fosse drenado. O calculo da capacidade de retengéo
de &gua foi determinado pela equacao:

CRA=VT —-VE
, onde:

CRA = capacidade de retencdo de agua; VT = volume total de agua

adicionada ao substrato; e VE = volume de agua excedido apds o periodo de

repouso.
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3.7.3. Desenvolvimento de plantas de trevo vermelho

Para se evitar que a composicdo do substrato pudesse interferir no
desenvolvimento das plantas, sobretudo na raiz, plantas de trevo vermelho foram
cultivadas nas diferentes formulacdes de substrato. Para isso, colocou-se 50 mL
de substrato de cada formulacédo em frascos de vidro com 12 cm de altura por 6
cm de didmetro e cada frasco recebeu 10 sementes pré-germinadas (Item 3.4).
As plantas receberam solucdo nutritiva de Sarruge (1975) estérii numa
concentragdo de 75%, com a adicdo de fonte de nitrogénio de KNOs (6 g L1). A
solucdo nutritiva foi adicionada com pipeta estérii numa quantidade
correspondente a 60% da capacidade de retencdo de agua de cada formulacéo.
O experimento foi realizado com quatro repeticdes por tratamento.

Os frascos com as plantas foram colocados em lampadéario com
fotoperiodo de 14/10 horas (luz/escuro), em temperatura ambiente, variando de
20 a 28 °C. Apos 10 dias de crescimento no substrato, foi realizado o desbaste,
mantendo-se quatro plantas por frasco e deixando-as crescer até completarem
25 dias, momento em que foram cuidadosamente retiradas dos vasos.

A parte aérea foi separada da raiz e ambas as partes foram medidas.
Posteriormente, as partes da planta foram levadas a estufa a 65 °C por 72 horas
e pesadas em balanca analitica para a verificagdo da massa seca.

Os dados de comprimento e massa seca das plantas foram
analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e realizado o teste
de analise de variancia (ANOVA) e a comparacao das médias dos tratamentos

pelo teste de Tukey. Para dados ndo normais, os dados foram transformados
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para vx + 1. Ambos os testes foram feitos a 5% de probabilidade de erro,

utilizando-se o software Statistica 8.0.

3.7.4. Sobrevivéncia dos colémbolos

Para avaliacdo da sobrevivéncia dos colémbolos nos substratos,
foram utilizados individuos identificados como pertencentes ao género
Onychiurus sp., com idade sincronizada de 10 a 12 dias, conforme descrito no
item 3.2. O teste para avaliacdo da reproducéo dos colémbolos teve duracao de
28 dias.

Para o teste, cada substrato foi colocado até atingir volume
correspondente a 30 mL em frascos de vidro com 12 cm de altura por 6 cm de
diametro, com tampa de rosca. A seguir, a umidade do substrato foi ajustada
com &gua destilada esterilizada correspondendo a 60% da capacidade total de
retencdo de agua.

Quando os colémbolos alcancaram idade de 10 a 12 dias, 10
individuos foram transferidos dos potes de criacdo para cada frasco contendo as
plantas. Como fonte de alimentacéo para os colémbolos, foi fornecido 2 mg de
fermento biolégico por frasco no momento da insercao dos mesmos e aos 14
dias. Os frascos foram fechados, levados a incubadora BOD com temperatura
constante de 23 + 1 °C e com fotoperiodo de 8 horas de luz, e abertos a cada
cinco dias para permitir a renovagéo do ar no interior dos frascos, de acordo com
Fountain & Hopkin (2005). O experimento foi realizado com 4 repeticdes por

tratamento e permaneceu por 28 dias na incubadora.
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Ao final do experimento, foi adicionada agua no interior dos frascos e
0s mesmos foram agitados, permitindo que os individuos flutuassem. O nimero
total de individuos de cada frasco foi contado. Os individuos foram classificados
guanto ao tamanho, sendo que os adultos (inseridos no inicio do teste) deveriam
apresentar entre 1,0 mm e 1,3 mm, e 0s jovens (resultantes da reproducéao no
substrato), < 0,9 mm.

Como critério principal de escolha do substrato, foi considerado
adequado o substrato que proporcionou a sobrevivéncia de 80% a 100% dos
individuos adultos inseridos no inicio do experimento, critério definido por
Fountain & Hopkin (2005). Como segundo critério de escolha, foi utilizado o
maior numero total de individuos jovens presente no substrato. Os dados foram
analisados quanto a normalidade e uma vez que foram normais, foi realizado o
teste de andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias dos
tratamentos realizada com o teste de Tukey. Para dados ndo normais, utilizou-
se o0 teste de Kruskal-Wallis. Ambos os testes foram feitos a 10% de

probabilidade de erro, utilizando-se o software Statistica 8.0.

3.8. Experimento 3 - Colonizagcdo de plantas de trevo vermelho

intermediada por colémbolos alimentados com rizobios

Neste experimento, frascos contendo plantas de trevo vermelho
crescidas em substrato estéril receberam colémbolos vivos, criados em
laboratério e que haviam sido alimentados com esferas de fécula de mandioca
inoculadas com de Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, ou foram inoculadas

com uma suspensao formada pelo macerado desses colémbolos.
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3.8.1. Preparo dos vasos com as plantas de trevo vermelho

As plantas foram obtidas a partir de 10 sementes de trevo vermelho
(Trifolium pratense), da variedade Quifiequeli, conforme o item 3.4. Para o cultivo
das plantas, foram utilizados frascos de vidro com 18 cm de altura e 250 mL de
capacidade total, contendo a mistura, previamente testada e adequada ao
desenvolvimento de plantas e sobrevivéncia de colémbolos, correspondente ao
Substrato 5 (40% de areia, 50% de vermiculita e 10% de turfa) do item 3.7, até
aproximadamente um volume de 100 mL da capacidade do frasco. As plantas
receberam solu¢do nutritiva de Sarruge estéril numa concentracdo de 75%, sem
a adicao de fonte de nitrogénio. A solucao nutritiva foi adicionada com auxilio de
pipeta estéril numa quantidade correspondente a 60% da capacidade de
retencdo de agua. Ap6s 10 dias de crescimento foi realizado o desbaste,

mantendo-se quatro plantas por frasco.

3.8.2. Criacao dos colémbolos

Foram criados colémbolos dos géneros Onychiurus, Orthonychiurus,
Proisotoma, e da familia Hypogastruridae, sendo que a idade dos colémbolos foi
sincronizada entre 10 a 12 dias conforme o item 3.2. Apds a eclosdo dos ovos,
os individuos foram mantidos sem alimentacdo até o momento da adicdo da

alimentacao testada no experimento.

3.8.3. Preparo da alimentagdo dos colémbolos
Concomitantemente, foi preparado o in6culo bacteriano (Item 3.3)

para ser utilizado na alimentac¢ao dos colémbolos. Apés o periodo de incubacéo,



32

1 mL de caldo da cultura crescida foi transferida para tubos de microcentrifuga
de 2 mL contendo quatro esferas de fécula de mandioca (popularmente
conhecida por sagu) cada, ambos previamente esterilizados em autoclave por
20 minutos a 121 °C. Para que absorvessem o caldo, as esferas permaneceram
em repouso no caldo LM com a cultura bacteriana crescida, por trés horas. No
momento da adicdo, foi feita a contagem da populacdo microbiana viavel
inoculada pelo método de diluicdes seriadas. Uma aliquota de 0,1 mL da cultura
bacteriana crescida foi transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 0,9
mL de solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril, homogeneizada e diluida até as
diluices 10°, 107 e 108 em duplicata. A partir de cada diluicdo, foram
inoculados 0,1 mL na superficie de placas de Petri contendo agar LM e feito o
espalhamento do in6culo com alca de Drigalsky. As placas foram incubadas em
estufa a 28 °C por cinco dias. O caldo bacteriano onde as esferas foram
colocadas possuia uma populacéo de 1,0 x 107 ufc mL™.

A alimentacado dos colémbolos foi feita quando os individuos estavam
com 10 a 12 dias, sendo adicionada em duas etapas. Cada frasco recebeu
quatro esferas impregnadas com caldo de rizébios no primeiro dia de
alimentacdo. Cinco dias apoés, as esferas inseridas no primeiro dia foram
retiradas e substituidas por novas esferas embebidas com novo caldo do mesmo
rizobio. As esferas de fécula contendo a populagédo bacteriana foram ofertadas
aos colémbolos por 10 dias e mantidas até a inoculacdo das plantas com os
colémbolos.

Os tratamentos foram compostos de frascos com plantas que

receberam os colémbolos sob a forma de espécimes vivos de:



33

1) Hypogastruridae; 2) Onychiurus; 3) Proisotoma; 4) Orthonychiurus; e
espécimes macerados de: 5) Hypogastruridae; 6) Onychiurus; 7) Proisotoma; 8)
Orthonychiurus. Além destes tratamentos, o experimento também constou dos
seguintes controles: C1) Tratamento controle com plantas ndo inoculadas que
receberam a adicdo de nitrogénio (equivalente a 100 Kg ha* de N) na forma de
trés aplicacées de 1ml da solucdo de KNOz (6 g Lt); C2) Tratamento controle
com plantas sem adicdo de nitrogénio; C3) Tratamento controle com plantas
inoculadas com 2 mL da estirpe bacteriana. O experimento foi realizado com

quatro repeticdes por tratamento.

3.8.4. Adicdo dos colémbolos vivos e da suspensdo de
colémbolos macerados nos frascos com plantas de trevo vermelho

Em um pré-teste, foi realizada a desinfestacdo externa do corpo dos
colémbolos alimentados com a estirpe de rizébio. Essa desinfestacéo tinha por
objetivo eliminar a populacdo bacteriana externa, mantendo somente a
populacao de rizébio que havia sido ingerida pelos colémbolos. A desinfestacao
dos colémbolos foi feita com os mesmos procedimentos utilizados para a
desinfestacdo de sementes. No entanto, o tempo de exposicdo que 0S
colémbolos ficaram expostos a estes agentes foi reduzido, tendo sido
submetidos por 5, 10 e 15 segundos ao alcool 70%, hipoclorito de sédio 2% e
lavagem com agua destilada estéril, os colémbolos foram macerados e
inoculados em superficie na diluicdo 10° e 101, em placas de &gar LM, que foram

incubadas por 72 horas a 28 °C.
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A adicao dos individuos vivos foi feita transferindo-se 10 espécimes
de cada grupo para o interior dos frascos referentes a cada tratamento. Os
colémbolos adicionados vivos ndo receberam desinfestacéo externa.

O preparo dos tratamentos com os individuos macerados ocorreu
transferindo-se 10 individuos de cada grupo para o interior de microtubos de
centrifuga. Os colémbolos que sofreram o0 processo de maceracdo nao
receberam desinfestacdo externa. Apés, adicionou-se 0,1 mL de solucéo salina
(NaCl 0,85%) no interior do microtubo e foi feita a maceracédo, com um bastao
de vidro previamente desinfestado com etanol 70% e flambado. Apés, o volume
do macerado foi completado para 1 mL com solucédo salina (NaCl 0,85%) esteéril
e inoculado nas plantas.

Os frascos com as plantas permaneceram em lampadario durante 30
dias nas condicdes descritas no item 3.6.1. Ao final do experimento, as plantas
foram retiradas, sendo as raizes separadas e lavadas para a contagem e

avaliacdo do numero de nédulos formados.

3.8.5. Andlise estatistica

Os dados foram transformados pela equacdo vx + +x + 1. Foi
realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) e a comparacao das medias
dos tratamentos realizada com o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Para a verificacado da diferenca entre a forma de adicdo em cada espécie, 0s
dados transformados foram comparados pelo teste t de Student. Ambos os

testes foram feitos utilizando-se o software Statistica 8.0.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificac&o dos colémbolos e criacdo em laboratério

Entre os colémbolos coletados e criados em condi¢des de laboratorio,
sobreviveram apenas o0s espécimes das familias Hypogastruridae, Onychiuridae
e Isotomidae. O sucesso na manutencéao e reproducéo destes individuos se deve
ao fato de que os mesmos conseguiram se alimentar e se reproduzir nas
condicBes de laboratério, também como a manutencdo adequada dos potes de
criacao.

Os colémbolos da familia Onychiuridae foram identificados como
sendo pertencentes aos géneros Onychiurus e Orthonychiurus, enquanto que os
da familia Isotomidae como pertencentes ao género Proisotoma (Figura 3). Estas
familias sdo nativas de solos do Rio Grande do Sul, como Rieff (2010, 2014)
evidenciou em estudos que verificaram flutuacdes populacionais em solos com
diferentes sistemas de manejo.

A reproducdo dos colémbolos nos potes de cultivo foi favoravel,
obtendo-se uma quantidade que variou entre 100 e 1000 individuos por espécie.
Os colémbolos do género Proisotoma e da familia Hypogastruridae foram os que
se reproduziram em maior numero, gerando uma alta densidade populacional,
quando comparados a densidade ideal de 1,2 cm? por individuo, estabelecida

para Folsomia candida (Green, 1964). A possivel limitacdo na densidade popul-
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acional de colémbolos seria decorrente da competicao por alimento, canibalismo
ou pelo acumulo de residuos excretados que podem exercer efeito toxico (Park,
2007). Além disso, a mudanca nas condicfes ideais de temperatura e umidade
estabelecidos também influenciam no desenvolvimento da criacdo (Fountain &
Hopkin, 2005; ISO, 2007). Estes efeitos ndo foram constatados nas criacoes,
uma vez que o alimento foi fornecido em quantidade suficiente e os colémbolos

foram realocados periodicamente em novos substratos.

FIGURA 5. Colémbolos da familia Hypogastruridae (a), do género
Orthonychiurus (b), género Onychiurus (c) e género Proisotoma (d) criados em
substrato no laboratério (fonte: Victor Lucas Bassani, 2015).



37

4.2. Atratividade de colémbolos e acaros edaficos por plantas de
trevo vermelho inoculadas com diferentes estirpes de rizobios

Neste experimento foram coletados um total de 428 espécimes, sendo
225 acaros, classificados como pertencentes a sete familias, e 203 colémbolos,
pertencentes a cinco familias (Tabela 1).

Os tubos contendo os tratamentos com plantas inoculadas com as
estirpes SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222 apresentaram maior numero
de acaros em comparacdo aos controles ndo inoculados, néo diferindo entre si.
Entre os controles, o que recebeu adi¢do de nitrogénio (T + N) foi superior ao
que nao recebeu adicdo de nitrogénio (T - N) e ao controle ndo inoculado
contendo apenas substrato, os quais apresentaram semelhanca no niumero de
individuos.

Quanto ao numero total de colémbolos, os tratamentos com plantas
inoculadas com as estirpes SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222 atrairam
maior nimero de espécimes do que os controles ndo inoculados. O controle T +
N apresentou maior nimero de espécimes que o controle T - N e o controle que
continha somente o substrato. Os controles T - N e substrato apresentaram
namero semelhante de individuos.

Conforme a Tabela 1, observa-se que os &caros da familia
Ologamasidae estiveram em maior nimero nas armadilhas contendo plantas
inoculadas com a estirpe SEMIA 2082, seguido do tratamento inoculado com a
SEMIA 222. Nos outros tratamentos, incluidos os controles, percebe-se um

namero préximo de individuos dessa familia que foram capturados.
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TABELA 1. Nameros totais de individuos de acaros e colémbolos presentes nos
tubos com plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense) inoculadas com
rizobios das estirpes SEMIA 2081, SEMIA 2082, SEMIA 222 e tratamento
controle T + N (100 Kg hat de N), controle T - N; e controle contendo somente
substrato (sem planta), apos 10 dias em campo.

Grupo de Tratamentos
ndividuos  SEMIA T SEMIA T SEMIA -\ gupctato

Acaros

Cunaxidae 1 0 0 0 0 0
Eupodidae 0 0 1 0 0 0
Ologamasidae 11 39 29 14 13 16
Oribatidae 3 8 13 14 2 1
Rhagidiidae 0 0 3 0 0 0
Rhodocaridae 0 3 0 0 0 0
Uropodidae 40 4 7 3 0 0
Total de 4caros 55 54 53 31 15 17
cVv 0,63 1,01 11 1,08 0,98 1,32
Colémbolos

Entomobryidae 2 4 0 0 1 1
Isotomidae 18 35 13 21 13 13
Poduromorpha 15 7 37 7 8 2
Onychiuridae 0 1 0 0 0 0
Symphypleona 0 2 1 0 0 2
Total de colémbolos 35 49 51 28 22 18
cv 0,79 2,22 0,95 0,96 0,85 0,92
Total de individuos 90 103 104 59 37 35
CVv 0,69 1,59 1,03 1,02 0,90 1,11

Obs.: Acaros identificados a nivel de familia, e colémbolos a nivel de ordem e familia.
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No tratamento contendo plantas com a estirpe SEMIA 2082, também
houve grande numero de colémbolos da familia Isotomidae. Ao mesmo tempo,
no tratamento contendo plantas com a estirpe SEMIA 222, houve grande nimero
de colémbolos da ordem Poduromorpha. De acordo com Castilho et al. (2010),
a familia Ologamasidae esta entre as familias de acaros predadores capazes de
predarem nematoides, pequenos insetos, outros acaros e colémbolos. Este
comportamento de predacdo explicaria a presenca de individuos da familia
Ologamasidae em maior nimero nestes dois tratamentos.

Outra familia de acaros presente em todos os tratamentos foi a familia
Oribatidae, onde houve um maior numero de individuos capturados no
tratamento T + N e no tratamento com plantas inoculadas com a estirpe SEMIA
222. Os outros tratamentos com plantas que receberam inoculacdo, e 0s
controles, apresentaram menor numero de individuos de acaros dessa familia.

Os acaros da familia Oribatidae possuem habitos alimentares
generalistas (Behan-Pelletier & Eamer, 2007; Maraun et al., 2007), podendo
alimentar-se desde matéria organica em decomposicdo (Behan-Pelletier, 1999),
micorrizas e fungos diversos (Schneider et al., 2005) e predar nematoides
(Heidemann et al., 2014). Possivelmente, a presenca de acaros Oribatidae nos
tratamentos foi possivel devido ao estabelecimento e crescimento de hifas
fungicas, tanto quanto a presenca de nematoides provindos da area de campo.

O tratamento com as plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 2081
merece destaque pela atracdo de acaros da familia Uropodidae, que nao foram
capturados nas armadilhas do controle ndo inoculado e sem nitrogénio (T - N) e

apresentaram numeros de cinco a dez vezes superiores aos demais tratamentos
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que apresentaram éacaros dessa familia. Acaros desta familia podem se
alimentar de matéria organica em decomposicao, hifas fangicas, nematoides e
outros acaros (Gerson et al., 2003; Lindquist et al., 2009; El-Banhawy et al.,
1997). Considerando o possivel efeito de alguma condicdo ambiental, € possivel
ainda que estes acaros possam ter sido atraidos por efeito de predacéo por
determinados acaros das familias Ologamasidae e Oribatidae, presentes neste
tratamento.

Os acaros das familias Cunaxidae, Eupodidae, Rhagidiidae e
Rhodocaridae foram capturados em nameros muito baixos, ndo apresentando
relacdo com o efeito testado nos tratamentos. A distribuicdo dos acaros no solo
pode ocorrer devido a fatores como umidade, sazonalidade ou quantidade de
alimento, conforme destacam os trabalhos de Holt (1981) e de Coleman &
Crossley Jr. (1995). Possivelmente um destes fatores esteve presente, levando
os individuos destas familias a se deslocarem até os tubos armadilha.

Entre o grupo dos colémbolos, observou-se que os espécimes da
familia Isotomidae e da ordem Poduromorpha foram capturados em todos os
tratamentos. Os espécimes da familia Isotomidae apresentaram maior nimero
de individuos no tratamento com plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 2082.
J& os colémbolos da ordem Poduromorpha foram capturados em maior nimero
no tratamento com plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 222.

Conforme a Tabela 1, colémbolos da familia Onychiuridae e
Entomobryidae, e da ordem Symphypleona foram capturados em baixo nimero
Nnos seus respectivos tratamentos. Esse nimero néo expressivo de individuos

nos tubos pode refletir uma casualidade, visto que os colémbolos podem se
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distribuir no solo devido a interferéncia de outro fator que ndo o proporcionado
pelos tratamentos, tal qual a umidade ou presenca de alimento (Ponge, 2000;
Van Straalen & Lgkke, 1997).

Para se avaliar a possibilidade de que a planta ou o caldo LM
pudessem exercer algum efeito atrativo sobre a mesofauna edafica, as médias
do nimero de acaros e colémbolos encontrados nos tubos dos controles T + N,
T - N (controles com planta) e Substrato (controle sem planta e somente com o
caldo LM) foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
N&o se observa diferenca quanto ao niumero meédio de acaros, colémbolos e

somatorio do numero de acaros e colémbolos entre os controles (Figura 6).
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FIGURA 6. Médias do numero de acaros, de colémbolos e totais presentes nos
tubos com plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense) no tratamento controle
T + N (com planta + 100 kg ha? de N); tratamento controle T - N (com planta e
sem a aplicacdo de N); e tratamento controle contendo somente substrato (sem
planta). Legenda: ns — N&o significativo pelo teste de Tukey a 5%.
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A Figura 7 mostra os numeros médios de espécimes de acaros,
colémbolos e numero total, presentes nos tubos com plantas de trevo vermelho
inoculados com rizobios SEMIA 2081, SEMIA 2082, SEMIA 222 e no tratamento
controle sem inoculacao e sem nitrogénio (T - N). Observa-se que os tratamentos
inoculados com as estirpes de rizobios SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222
diferiram do tratamento controle T - N apenas quanto ao niumero de acaros, ndo

se observando diferencas quanto ao numero de médio de colémbolos.
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FIGURA 7. Média do nimero de acaros, colémbolos e totais presentes nos tubos

com plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense) inoculados com rizébios

SEMIA 2081, SEMIA 2082, SEMIA 222 e tratamento controle T - N. Legenda: ns
— Nao significativo pelo teste de Tukey a 5%.

Embora o numero total de organismos (acaros + colémbolos) dos

tratamentos inoculados tenha sido maior que o dobro do observado no

tratamento controle sem inoculagao T - N, observou-se que apenas o tratamento

com as plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 222 foi superior ao observado
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para o tratamento controle, mas nao diferiu dos demais tratamentos inoculados.
Este resultado pode ter ocorridor devido a grande variabilidade dos nameros
obtidos no experimento conduzido a campo, onde existem outros fatores que
influenciam na distribuicdo da mesofauna edéafica, mas que, no entanto, ndo
foram avaliados neste trabalho.

Na Figura 8 observa-se que os tratamentos inoculados com as
estirpes de rizobios SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222 nao diferiram do
tratamento controle T + N quanto ao namero de acaros, colémbolos e nimero
total de acaros e colémbolos.

Talvez o fato que melhor explique as diferencas na atratividade
provocadas entre os tratamentos inoculados com as estirpes e o controle T - N,
e a equivaléncia dos efeitos de atratividade entre os tratamentos inoculados com
as estirpes e ocontrole T + N seja 0 estado nutricional das plantas de trevo,
principalmente sobre a populacdo da mesofauna herbibora. Kempel et al. (2009),
relatam que houve um incremento no niumero de microartrépodes herbivoros,
especialmente afideos, em armadilhas com plantas que receberam nitrogénio
via inoculacdo com rizobios ou fonte artificial. Sabendo que grupos de
microartropodes, como os herbivoros, podem ser atraidos, € esperado grupos

predadores de herbivoros também sejam atraidos.
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FIGURA 8. Numeros médios de acaros, colémbolos e totais presentes nos tubos
com plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense) inoculados com rizébios
SEMIA 2081, SEMIA 2082, SEMIA 222 e tratamento controle T + N. Legenda:
ns — N&o significativo pelo teste de Tukey a 5%.

Para acaros, os indices de rigueza, dominancia e diversidade de
Shannon nao foram significativos entre os tratamentos avaliados (Tabela 2). Os
valores de equitabilidade, diferiram entre os tratamentos, sendo que o maior o
tratamento T + N apresentou maior equitabilidade, uma vez que a distribuicao da
abundancia total entre as trés familias de acaros encontradas no tratamento é
mais uniforme, quando comparada aos demais tratamentos. O menor valor do
indice de equitabilidade foi obtido no tratamento com plantas inoculadas com a
estirpe SEMIA 2082, este valor deve-se a distribuicdo nao uniforme da

abundancia total de acaros entre as familias.
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TABELA 2. Valores de média e desvio padréo da riqgueza, dominancia, indice de
Shannon e equitabilidade das familias de &caros extraidas de tubos com plantas
de trevo vermelho sob o efeito de tratamentos inoculados com rizébios (SEMIA
2081, SEMIA 2082, SEMIA 222); tratamento controle T + N (planta + N 100 kg
hal); e tratamento controle T - N (planta sem adicédo de N), que foram inseridas
em campo.

indices ecologicos

Tratamento

Riqueza Dominancia Shannon Equitabilidade
SEMIA 2081 2,17 +0,75" 0,64 + 0,22 0,57+0,36"™ 0,66 + 0,35 b°
SEMIA 2082 2,17 +0,98"™ 0,65+0,31" 0,58 £0,51" 0,56 £ 0,46 ¢
SEMIA 222 2,33+0,52"™ 0,52 +0,12" 0,58 +0,22" 0,88 £ 0,11
T+N 2,17 +0,41" 0,49 £ 0,06 0,58 £0,15" 0,97 £0,032
T-N 1,4+0,55™ 0,84 + 0,23 0,58 +0,33" 0,34+ 0,48
H 5,5665 5,7045 5,7045 11,9937
p 0,2340 0,2223 0,2223 0,0174

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna nao diferem significativamente pelo teste de
Kruskal-Wallis a 10%. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Legenda: ns — N&o significativo.

Quanto a riqueza, dominancia, indice de Shannon e equitabilidade de
colémbolos, ndo foi observada uma diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 3). Esta falta de diferencas entre os tratamentos e 0s controles pode ser
explicada devido ao nivel de identificacdo dos individuos. Uma identificacdo mais

aprofundada, a nivel de género poderia fornecer mudancas nos indices

ecoldgicos entre os tratamentos.
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TABELA 3. Valores de média e desvio padréo da riqgueza, dominancia, indice de
Shannon e equitabilidade das ordens e familias de colémbolos extraidas de
tubos com plantas de trevo vermelho sob o efeito de tratamentos inoculados com
rizébios (SEMIA 2081, SEMIA 2082, SEMIA 222); tratamento controle T + N
(planta + N 100 kg ha); e tratamento controle T - N (planta sem adicédo de N),
que foram inseridas em campo.

Tratamento Riqueza Dominancia Shannon Equitabilidade
SEMIA 2081 2,0+0,63"™™ 0,58 £ 0,23 " 0,62 +0,35™ 0,8+0,4"
SEMIA 2082 1,83+0,75™ 0,73+0,25™ 0,42+0,38"™  0,53+0,46"
SEMIA 222 1,67 £0,52"™ 0,76 £ 0,2 0,36 £ 0,29 0,52 +0,42"
T+N 1,6 £0,54"m 0,77 £ 0,24 0,34+0,34" 0,49 £ 0,49"
T-N 1,67+0,82"™ 0,76 + 0,28 0,37 +0,45" 0,44 +0,5"
H 1,4837 3,4758 3,3312 44714

p 0,8295 0,4816 0,5040 0,3459

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Kruskal-Wallis a 10%. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Legenda: ns - N&o significativo.

4.3. Avaliacdo do substrato para a sobrevivéncia de colémbolos

e cultivo de plantas de trevo vermelho

4.3.1. Capacidade de retencéo de agua e pH dos substratos

Na Tabela 4 sdo mostrados os valores de capacidade de retencéo de
dgua e pH das diferentes formulacbes de substratos testadas. O valor de
capacidade de retencdo de agua foi utilizado para que se adicionasse solugéo
nutritiva numa quantidade corresponde de 60% da capacidade de retencao.
Quanto aos valores de pH observados nos substratos, ndo houveram grandes
variacdes, sendo que os mesmos ficaram numa faixa que variou entre 5,19 até

5,26 unidades.
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TABELA 4. Valores de capacidade de retencdo de agua e pH das formulacdes

de substrato testadas.

Capacidade de Retencao

de Agua (mL)" pH
Substrato 1 14 5,25
Substrato 2 14,5 5,23
Substrato 3 16,75 5,20
Substrato 4 16,75 5,26
Substrato 5 17,5 5,19
Substrato 6 18 5,23

*O volume de agua adicionado para a verificagéo foi de 25 mL.

Assim como outros artrépodes da fauna edafica, os colémbolos optam

por diferentes gradientes de pH de acordo com o local que habitam, podendo se

distribuir em faixas de pH que variam de 2,9 a até 7,3 unidades (Van Straalen,

1998; Rusek & Marshall, 2000). No entanto, cada espécie apresenta uma

preferéncia distinta pelas faixas de pH no solo, conforme evidenciado por

Loranger et al. (2001). Sendo que o pH dos substratos testados ndo apresentou

grandes variacdes entre as formulacées, permanecendo numa faixa proxima do

neutro, o pH n&o implicou no critério de escolha do substrato.

4.3.2. Sobrevivéncia de colémbolos nos substratos

A Tabela 5 mostra os valores do numero médio de colémbolos jovens

e adultos recuperados apos o teste de sobrevivéncia em diferentes formulacdes

de substrato testadas.
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TABELA 5. Numero médio de colémbolos jovens e adultos recuperados apos o
teste de sobrevivéncia em formulacdes de substrato.

Substrato NUmero de colémbolos
Jovens Adultos
Substrato 1 76 £1,6 3 8,6
Substrato 2 70,4+ 151 7
Substrato 3 54,8 £ 20,4 ° 5,2
Substrato 4 51,6 £10,7 P 8
Substrato 5 94+122 10
Substrato 6 77,8+ 13,6 10
F tabelado 6,0714 -
p-valor 0,0009 -

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas n&o se diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% para dados com distribuicdo normal. A normalidade dos dados foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk.

Como critério primario na escolha do substrato adequado, considerou-
se a formulagéo que permitiu a sobrevivéncia de no minimo 80% dos individuos
adicionados no inicio do experimento, de acordo com Fountain & Hopkin (2005),
sendo considerados apenas os colémbolos adultos. Os substratos nos quais
foram recuperados o maior nimero de individuos adultos vivos foram os
substratos 1, 4, 5 e 6, com numero médio de colémbolos adultos variando entre
8 e 10 individuos.

O critério secundario foi baseado no maior niamero de individuos
jovens presentes nos substratos, resultantes da reproducdo dos espécimes
adicionados no inicio do experimento, presentes nos substratos. Os tratamentos
avaliados apresentaram numeros médios que variaram entre 51,6 individuos a

94 individuos. O substrato 5 apresentou maior numero de individuos, diferindo-
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se dos substratos 3 e 4. Os tratamentos 1, 2 e 6 apresentaram numero
intermediario de colémbolos, porém néo se diferiram estatisticamente do nimero
maximo e minimo encontrado.

Entre os fatores limitantes para a geracéo de individuos jovens esta a
superpopulacdo de individuos em um ambiente ou substrato. Conforme
evidenciado por Green (1964) e Usher et al. (1971), o decréscimo no numero de
individuos esta relacionado com uma alta densidade de colémbolos (popula¢cdes
de mais de um adulto a cada 0,1 e 0,05 cm? respectivamente). Essa densidade
leva ao canibalismo dos ovos pelos individuos adultos. No experimento, todos
os frascos apresentavam um namero adequado de colémbolos e néo foi possivel
relacionar o menor numero de individuos juvenis em determinado tratamento,
com a formulacéo do substrato.

Sendo que o substrato 5 apresentou maior niumero de colémbolos
sobreviventes, tanto adultos quanto jovens, este substrato foi escolhido para a

realizacdo do Experimento 3 (Item 3.8).

4.3.3. Desenvolvimento das plantas nos substratos

Quanto ao desenvolvimento das plantas de trevo vermelho nos
substratos testados (Tabela 6), foi observado que em relagédo ao comprimento e
massa seca de raizes, ndo houveram diferencas entre os tratamentos.

Para o comprimento de parte aérea, observou-se que 0S maiores
valores de comprimento da parte aérea variaram entre 4,3 cm e 6,6 cm. Os

substratos 1 e 3 apresentaram o comprimento superior apenas ao substrato 6.
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TABELA 6. Valores médios de comprimento (cm) e massa seca (mg) de plantas
de trevo vermelho cultivadas em diferentes formulacdes de substrato.

Parte aérea Raiz
Tratamento
Comprimento Massa Seca Comprimento Massa Seca*

Substrato 1 6,5+1,02 84+12a 40+16" 4+£1"m
Substrato 2 56+1,12 85+2¢% 34+x16™ 2+0,3m™
Substrato 3 6,6 0,62 9,7+0,7% 39+x12" 3+0,8"™
Substrato 4 56+0,5® 8,9+0,6 34+1,0" 4+3"m
Substrato 5 55+1,2% 75+0,8% 3,2+x09"m™ 4+2m
Substrato 6 43+05° 6,5+05°" 3,7+09"m 1+09™
Significancia F=4,512 F=0,701 F=4,412 H = 6,969
p 0,008 0,629 0,008477 0,2230

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo se diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% para dados com distribuicdo normal, e pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% para dados
com distribuicdo ndo-normal. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.*
Distribuigdo ndo-normal.

Para os valores médios de massa seca da parte aérea, apenas 0
substrato 3 se diferiu do substrato 6, com massa média de 9,7 mg e 6,5 mg,
respectivamente.

Sendo que os substratos com 0s maiores valores de comprimento e
massa seca da parte aérea ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparados ao substrato 5, optou-se por utilizad-lo no Experimento 3, ja que o

mesmo substrato apresentou melhor resultado na sobrevivéncia dos colémbolos.
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4.4. Colonizacéao de plantas de trevo vermelho intermediada por

colémbolos alimentados com rizébios

O resultado do pré-teste de desinfestacao da superficie externa dos
colémbolos evidenciou que nenhuma colénia bacteriana cultivivel cresceu na
superficie das placas apds o periodo de incubacdo. Sugere-se que o alcool e o
hipoclorito de sddio atingiram a populacdo bacteriana externa e interna nos
colémbolos. Sendo que ndo houve a desinfestacéo externa dos colémbolos no
momento de adicdo nos tratamentos, é possivel que as bactérias tenham sido
transportadas via superficie externa do corpo ou disseminacdo pelos pellets
fecais gerados apos a alimentacao.

Na Tabela 7 sdo apresentados os numeros médios de nédulos em
plantas de trevo vermelho, apés receberem diferentes grupos de colémbolos
vivos ou macerados, mediante alimentacdo com rizébios. Ao final do
experimento, foi verificado que todas as plantas de trevo vermelho dos
tratamentos que receberam individuos vivos e macerados dos grupos
Hypogastruridae, Proisotoma e Orthonychiurus, apresentaram noédulos nas
raizes, conforme apresentado na Tabela 7.

As plantas do tratamento que recebeu os individuos do género
Onychiurus vivos apresentaram 13, 7, 6 e 1 ndédulos em cada replicata,
respectivamente (média= 6,75). No entanto, no tratamento com as plantas que
receberam o in6culo com o macerado dos individuos desse género, somente
uma repeticdo apresentou 3 ndédulos, as 3 replicatas restantes possuiam plantas
gue nao apresentaram nédulos nas raizes. Possivelmente, a falta de nddulos

nas plantas ocorreu devido a perda das bacterias do macerado. Essa perda pode
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ter ocorrido devido a um erro procedimental. Assim, optou-se por retirar os dados
dos tratamentos com colémbolos do género Onychiurus vivos e macerados das

comparacdes das médias do numero de nédulos.

TABELA 7. Numero médio de nédulos em plantas de trevo vermelho submetidas
a diferentes grupos de colémbolos que foram alimentados com rizobios.

NUmero de nédulos

Tratamentos
Vivos Macerado
Hypogastruridae 4,5 b8 12,5 3A
Orthonychiurus 4,75 bB 8,5 bB
Proisotoma 9,538 8,5 "B
Inoculado 11
T+N 0
T-N 0

Médias seguidas pela mesma letra mintscula (na coluna) e maitscula (na linha) n&o se diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% para dados com distribuicdo normal.

Quando verificada a diferenca entre o niumero de nddulos nas raizes
das plantas dos tratamentos que receberam os trés grupos de colémbolos vivos,
foi encontrada diferenca estatistica (F= 6,7693; p= 0,016066). As plantas do
tratamento que recebeu individuos do género Proisotoma apresentaram maior
namero de nédulos que as plantas que receberam colémbolos Orthonychiurus e
Hypogastruridae. Conforme observado nos cultivos de laboratorio os colémbolos
do género Proisotoma apresentam uma grande mobilidade nos potes de criacao.
Sendo que o0s colémbolos carregaram 0s rizObios internamente ou

externamente, é sugerido que o maior numero de nédulos formados esteja
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relacionado a essa movimentacdo pelo substrato e maior capacidade de
disperséo dos rizébios na rizosfera vegetal.

Da mesma forma, foram comparados os tratamentos que receberam
os colémbolos macerados, sendo que houve diferenca (F= 9,7863; p= 0,00525)
entre os tratamentos testados. Porém, diferindo-se de quando analisados os
colémbolos vivos, o maior numero de nédulos foi observado nas plantas que
receberam o macerado de colémbolos da familia Hypogastruridae. Os
tratamentos com colémbolos dos géneros Proisotoma e Orthonychiurus
apresentaram valores inferiores que nao diferiram entre si.

Ao avaliar cada grupo de colémbolo individualmente, verificando a
diferenca no nimero de nodulos entre o tratamento com os individuos vivos e 0s
individuos macerados, foi observada diferenca em pelo menos um tratamento.
As plantas que receberam o contetido macerado de colémbolos Hypogastruridae
apresentaram numero superior de ndédulos quando comparadas as plantas que
receberam os colémbolos da mesma espécie vivos (p= 0,002059). Quanto as
plantas dos tratamentos que receberam os colémbolos de Proisotoma e
Orthonychiurus, ndo houve diferenca nas médias dos numeros de nodulos nas
raizes entre as plantas que receberam os colémbolos vivos e as plantas que
receberam o macerado de colémbolos.

Thimm et al. (1998), mostraram que pode haver variagdo na
sobrevivéncia de diferentes espécies de bactérias quando no interior dos
colémbolos. Ao alimentar colémbolos da espécie Folsomia candida com um
isolado de Escherichia coli, foi constatado que essas bactérias puderam

sobreviver por apenas um dia apoés serem fornecidas como fonte de alimentacéo,
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enquanto que isolados bacterianos de Stenotrophomonas maltophilia e
Sinorhizobium meliloti foram detectados entre 8 e 11 dias apds serem fornecidos
como fonte de alimento. Conforme observa Thimm (1998), a localizacdo das
bactérias no epitélio intestinal, e a muda periddica que o colémbolos realiza,
inclusive do epitélio interno sdo outros fatores determinantes na variacdo da
populacao bacteriana.

A variagcdo no numero de noédulos entre os tratamentos “vivo” e
“‘macerado” pode variar em fungdo da sobrevivéncia da bactéria no trato
gastrointestinal do colémbolo. O menor nimero de nodulos nas plantas que
receberam os colémbolos Hypogastruridae vivos pode ter ocorrido devido a
populacao bacteriana ingerida ter sofrido um decréscimo apos a passagem pelo
trato gastrointestinal, uma vez que as bactérias podem nédo estar adaptadas ao
ambiente interno. Ja as plantas inoculadas com o macerado destes colémbolos
apresentaram o numero de ndédulos superior, pois a populacdo bacteriana
inoculada ndo sofreu um decréscimo populacional.

Sendo que ndo houve mudanca no numero de ndédulos entre os
tratamentos “vivo” e “macerado” de Proisotoma e Orthonychiurus, supde-se que
a populagédo bacteriana permaneceu constante quando em contato com estes
organismos, até o momento em que entraram em contato com as raizes das
plantas. Isto indica que o interior desses géneros de colémbolos proporcionou
um ambiente favoravel para o estabelecimento dos rizébios fornecidos pela

alimentacao.



5. CONCLUSOES

Plantas de trevo vermelho, quando inoculadas com rizébios das
estirpes SEMIA 2081, SEMIA 2082 e SEMIA 222, promovem efeito de
atratividade sobre diferentes grupos de acaros edaficos em campo. No entanto,
as mesmas estirpes ndo exercem efeito de atratividade sobre colémbolos
edaficos em campo.

Plantas de trevo vermelho n&o inoculadas com estirpes bacterianas,
mas que recebem nitrogénio na forma artificial exercem o mesmo efeito de
atratividade das plantas inoculadas com as estirpes de rizobios sobre &caros
edaficos em campo.

Colémbolos da familia Hypogastruridae e géneros Orthonychiurus e
Proisotoma, quando submetidos a uma fonte de alimento contendo rizobios da
estirpe SEMIA 2081 sdo capazes de transferir essas bactérias para plantas de
trevo vermelho, gerando noédulos em suas raizes.

Acaros pertencentes a familia Uropodidae so atraidos por plantas de

trevo vermelho inoculadas com a estirpe de rizobio SEMIA 2081.
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APENDICE 1. Levedura Manitol (LM) (Vincent, 1970)

Manitol ..........cccooveviiieee, 10g
KoHPO4 ..o 0,59
MgSOa X 7TH20 ..o, 029
NACH .o, 0,19
Extrato de levedura ..................... 0,49
Agua Destilada ............ccoveuene.... 1000 mL

O pH deve ser ajustado para 6,8.

Para o preparo em placas, adicionar 15 g L™* de agar e 25 mg L de
corante Vermelho Congo. Para verificar a reacdo de pH no meio de cultura,

adicionar o agar e azul de bromotimol 25 mg L.

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.
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APENDICE 2. Meio de Hoyer (Moraes & Flechtmann, 2008)

Hidrato de Cloral .............cccvvvvviinnen. 200 g
Goma arabica .......cccceeeeeeeeeeiiieeeen, 30g
Glicerina ... 2049
Agua Destilada ............cc.cooeeveveennnn 40 mL

Aquecer a agua entre 50 a 60 °C e adicionar a goma arabica,

mantendo a solucdo sob agitacdo até homogeneizar.

Apos, adicionar o hidrato de cloral e a glicerina lentamente para evitar

a formagéo de grumos.

Apoés a mistura final estar homogénea, deixar filtrar em papel filtro.



68

APENDICE 3. Soluc&o Nutritiva (Sarruge, 1975)

Componentes Sol. Estoque (g/L) Sol. Final (1 litro)
KH2PO4 .o, 136,1 (IM) ceoveeeeeeeeeeeeenn. 1 mL
MgSOa X 7H20 .....coven... 246,4 (IM) oo, 2 mL
CaCI2 oo, 111,1 (AM) cooeeeeeeeeeeeees 5 mL
S 2N 1Y ) J T 5 mL
Soluc@o de Fe EDTA™ ... 1mL
Solucéo de MIicronutrientes™ .......cceeeevcvveeeeecieeeeeeiee e 1mL

"1 Solugéo de Fe EDTA
Na EDTA (Titriplex Il — Ci0H14N2Na20Os . 2H20) ............ 3,729

FESO4 . 2ZH20 .. 3,789

"2 Solugéo de Micronutrientes

H3BOS o 2,860
ZNCI e 0,19

CUSO4 . S5H20 .o 0,04 g
NazMoOs . 4H20 ... 0,029

Dissolver as solugbes de Fe EDTA e de Micronutrientes em agua

destilada e completar o volume de cada solugéo para 1000 mL.

Solugéo nutritiva correspondente a 100%. Caso haja necessidade de

uma concentracdo menor, diluir com agua destilada.
Ajustar o pH aproximadamente 6,0.

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.



