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SELECAO DE RIZOBIOS NATIVOS SIMBIONTES DE Desmodium
incanum E AVALIACAO DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE GRAMINEAS?

Franquiéle Bonilha da Silva
Orientador: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

Rizobios sdo bactérias do solo que, em simbiose com leguminosas, sao
capazes de fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico tornando-o disponivel ao
seu hospedeiro, que por sua vez fornece carboidratos para a bactéria. Além da
simbiose com leguminosas, rizébios podem interagir com plantas ndo-leguminosas
de forma endofitica, sendo benéficos para planta por meio de multiplos mecanismos,
como a producdo de fitormbnios, solubilizacdo de fosfatos e protecdo contra
patégenos. Sendo assim, o presente estudo visou isolar e selecionar rizébios nativos
do Rio Grande do Sul, simbiontes em plantas de pega-pega (Desmodium incanum),
capazes de promover o crescimento de gramineas como arroz (Oriza sativa), trigo,
(Triticum aestivum), aveia (Avena sativa) e milho (Zea mays). Para isso, 0s rizobios
foram isolados, autenticados e caracterizados morfologicamente. Posteriormente,
foram caracterizados quanto a capacidade de solubilizar fosfato, produzir melanina e
produzir acido indol-acético (AIA) em meio de cultura com e sem adicdo de
triptofano. Os rizébios isolados foram avaliados quanto a eficiéncia simbidtica em
plantas de pega-pega, quanto ao efeito na germinacdo em sementes de arroz e
trigo, a interacdo com plantas de arroz e trigo in vitro e a promocédo de crescimento
em plantas de aveia e milho cultivadas em casa de vegetacdo. Os rizébios isolados
e autenticados em pega-pega solubilizaram fosfato tricalcico em meio de cultura,
nao foram capazes de produzir melanina e produziram AIA com e sem adicdo de
triptofano. Os rizobios foram eficientes simbioticamente, aceleraram a germinacao
de sementes de arroz e aumentaram a parte aérea de plantas de arroz e as raizes
de plantas trigo in vitro. Aumentaram a massa seca da parte aérea e raiz,
comprimento de parte aérea e acumulo de nutrientes em plantas de aveia e milho
em casa de vegetacgdo, sendo os rizébios Dincl, Dinc3, Dinc9, Dincl13 e Dincl8 os
mais eficientes em aveia e Dincl, Dinc3 e Dinc8 os mais eficientes em milho.
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Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (50 p.) fevereiro, 2016.

Vi



SELECTION OF NATIVE RHIZOBIA SYMBIONTS FROM Desmodium
incanun AND EVALUATION OF GROWTH PROMOTION OF GRASSES?

Franquiéle Bonilha da Silva

Advisor: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT

Rhizobia are soil bacteria that in symbiosis with leguminous are capable of
biologically fix atmospheric nitrogen making it available to its host, which in turn
provides carbohydrates for bacteria. Besides the symbiosis with leguminous, rhizobia
can interact with non-leguminous plants of endophytic form, being beneficial to the
plant through multiple mechanisms such as the production of phytohormones,
phosphate solubilization and protection against pathogens. Therefore the study
aimed to isolate and select native rhizobia of Rio Grande do Sul, symbionts in plant
Desmodium incanum, which promote the growth of grasses such as rice (Oryza
sativa), wheat (Triticum aestivum), oats (Avena sativa) and maize (Zea mays). For
this, strains were isolated, authenticated and characterized morphologically.
Subsequently, they were characterized for their ability to solubilize phosphate,
produce melanin and indole acetic acid (IAA) in the growth medium, with and without
added tryptophan. The isolated rhizobia were evaluated for symbiotic efficiency in D.
incanum plants, as to the effect on the germination of rice and wheat seeds, to the
interaction with rice plants and wheat in vitro and growth promoting in oat and maize
plants growth in a greenhouse. The rhizobia isolated and authenticated in D.
incanum, were able to solubilize tricalcium phosphate in growth medium, were
unable of producing melanin and produced IAA with and without the addition of
tryptophan. The strains were symbiotically efficient, accelerated the rice seed
germination and increased the shoot of rice plants and roots of wheat plants in vitro.
Increased the dry weight of shoot and root, shoot length and nutrient accumulation in
oat and maize plants in the greenhouse, and the rhizobia Dincl, Dinc3, Dinc9,
Dincl3 and Dinc18 the most efficient in oats and Dincl, Dinc3 e Dinc8 the most
efficient in maize.
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1 INTRODUCAO

RizObios s&do bactérias amplamente utilizadas na agricultura pela sua
capacidade de fixar nitrogénio quando estdo em simbiose com plantas leguminosas.
Culturas de ampla utilizacdo comercial como a soja, dispensam completamente a
adubacao nitrogenada quando realizada a aplicacdo de inoculantes. Além da
reducdo nos custos com a fertilizacdo, destaca-se a importancia ambiental da
utilizacdo de inoculantes, principalmente devido a reducdo da contaminacdo por
nitrato em corpos d’agua e lencgol freatico.

Nas ultimas décadas, uma grande mobilizacdo de pesquisadores tem dado
uma maior atencdo ao estudo dos campos nativos, que vém sofrendo uma grande
pressdo antrépica, geradora da perda da diversidade tanto da flora como da fauna
local.

As é&reas de pastagens nativas no Rio Grande do Sul apresentam uma grande
riqueza de espécies vegetais, entretanto, boa parte ainda esta em estudos iniciais, e
se tem poucas informacfes cientificas. Umas destas espécies € o Desmodium
incanum, popularmente conhecida como pega-pega, € uma leguminosa nativa do sul
do Brasil, que apresenta boas caracteristicas como forrageira. Adapta-se a
ambientes extremos, como solos pedregosos, com pH &cido e de baixa fertilidade.
Além disso, apresenta capacidade de fazer simbiose com rizobios, que quando ha
deficiéncia de nitrogénio no solo fixam nitrogénio atmosférico, tornando-o
diretamente disponivel para o hospedeiro e indiretamente para a vegetacao
circunvizinha, através de exsudatos radiculares e ciclagem de residuos.

Mais recentemente, estudos tém mostrado que além da simbiose em
leguminosas, 0s rizobios também apresentam a capacidade de interacdo com néo
leguminosas. Essa interacdo, na maioria das vezes, se da de forma endofitica e
nesse caso, o0 rizobio ndo age pela fixacao bioldgica de nitrogénio, mas por multiplos
mecanismos, como pela produgdo e regulacdo de fitormbnios, que auxiliam no
crescimento tanto da raiz como da parte aérea das plantas, pela biodisponibilizacdo
de nutrientes essenciais que se encontram de forma insolavel no solo, e até mesmo
de forma indireta pela capacidade de biocontrole de possiveis patdégenos, pela
producéo de siderdforos, antibioticos e outros metabolitos secundérios. A entrada do
rizobios na planta se da por fissuras radiculares, permitindo seu estabelecimento

dentro da planta entre as células vegetais. Apés a infec¢cao, os rizobios se distribuem



pela raiz, podendo chegar até a parte aérea.

Atualmente, diversos estudos vém mostrando a eficiéncia de rizébios quando
inoculados em gramineas, como promotores de crescimento vegetal. As principais
caracteristicas observadas quando ha interacdo entre rizébios e gramineas sédo o
incremento em matéria seca, tanto em raiz como em parte aérea, uma maior
producdo em graos, bem como, o aumento no acumulo de nutrientes.

A inoculacao de rizébios nativos tende a responder melhor aos cultivos, por
estarem adaptados ao tipo de solo, clima e microbiota local. Sendo assim, a
hipétese central deste trabalho é que rizobios nativos simbiontes em D. incanum séo
capazes de interagir e promover o crescimento de gramineas como arroz (Oriza

sativa), trigo (Triticum aestivum), aveia-branca (Avena sativa) e milho (Zea mayz).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e selecionar rizébios nativos do Rio Grande do Sul, simbiontes em
plantas de pega-pega (Desmodium incanum), capazes de promover 0 crescimento
de gramineas como arroz (Oriza sativa), trigo, (Triticum aestivum), aveia (Avena

sativa) e milho (Zea mays).

2.2 Objetivos especificos

Selecionar rizobios eficientes na fixacdo simbiodtica do nitrogénio em plantas
de Desmodium incanum.

Caracterizar fenotipicamente os rizébios estudados, pela capacidade de
solubilizar fosfato, pela atividade da enzima tirosinase e pela producdo de auxinas
equivalentes ao acido indol-acético.

Selecionar rizobios simbiontes em Desmodium incanum promotores de
crescimento de plantas.

Avaliar a capacidade dos rizobios em promover o crescimento de gramineas
como arroz (Oriza sativa), trigo, (Triticum aestivum), aveia (Avena sativa) e milho

(Zea mays).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Simbiose entre rizobios e leguminosa

Rizobios sédo bactérias do solo, de vida livre ou simbiontes em plantas
leguminosas. Sdo Gram-negativas, nao formadoras de enddsporos, com numero de
flagelos e tamanho que variam conforme o género (0,5-0,9 por 1,2-3,0 um). Quando
em simbiose, formam estruturas radiculares denominadas de nodulos, onde realizam
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (SOMASEGARAM & HOBEN, 1994; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Quando em vida livre, sdo moveis, em forma de bastonete, aerdbios e
incapazes de fixar nitrogénio atmosférico (N,) (AZEVEDO, 1998). Ja em simbiose
com leguminosas, assumem a forma de bacteréides e ocorre um aumento no
tamanho de suas células, passando a se nutrir de compostos sintetizados pela
planta hospedeira e viver em condicdes de microaerofilia, pois 0 oxigénio é toxico a
enzima nitrogenase e passam a fixar o nitrogénio atmosférico (CARDOSO et al.,
1992; CANIGIA, 2003; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Atualmente, os microrganismos diazotréficos capazes de induzir a formacgéo
de nddulos radiculares através da simbiose e fixar nitrogénio atmosférico estéo
distribuidos entre as a-proteobactéria (cujos géneros mais conhecidos sao
Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium) e as B-
proteobactéria (onde se destacam os géneros Burkholderia e Crupiavidus) (ZAKHIA
& LAJUDIE, 2001; VANDAMME et al., 2002; SAHGAL & JOHRI, 2003; BARRETT &
PARKER, 2006).

O processo da simbiose ocorre quando ha deficiéncia de nitrogénio no solo.
Durante o processo, a planta libera flavonoides que sao reconhecidos pela bactéria.
A bactéria entdo, expressa os fatores NodD, localizados na sua membrana
citoplasmatica, que entdo ativam o regulador LysR. A partir dai, ocorre a producéo
de lipoquito-oligossacarideos pela bactéria, que sdo reconhecidos pelas células
radiculares e juntamente com uma série de hormdnios que provocam o
encurvamento do pelo radicular. Em seguida a nodulina (também chamada de enod,
gene de expressédo de iniciacdo da nodulagdo), provoca uma série de alteracdes na
estrutura do pelo radicular, formando um cordao de infec¢do, permitindo a entrada

da bactéria na raiz e o desenvolvimento dos nodulos nas raizes do hospedeiro,



demonstrando uma intima relacdo entre uma bactéria do solo e seu hospedeiro,
onde o rizébio, em um ambiente pobre em nitrogénio, promove o crescimento da
planta leguminosa ao disponibilizar o nutriente limitante, ilustrando da melhor forma
0 conceito das rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (LOH &
STACEY, 2003; GRAY & SMITH, 2005; VAN LOON, 2007; PEREIRA, 2008).

O processo de fixacao biolégica de nitrogénio é regulado pelos genes nif e fix,
responsaveis pela sintese e regulacdo de um sistema enzimatico, onde a enzima
nitrogenase atua como catalisadora da reacdo que reduz o nitrogénio atmosférico
(N2) em amonia (NH3). Quando em contato com o meio aquoso do citoplasma, a
amonia se transforma no fon amonio (NH4"), que é transportado para dentro da
célula do hospedeiro (ARGUDO et al., 2004; KING & PURCELL, 2005).

3.2 Mecanismos utilizados por rizobios para promocdo de crescimento de

plantas

Rizobios quando inoculados em plantas ndo-leguminosas podem estimular o
crescimento dessas plantas pela producao de fitormdnios como o acido indol-acético
(BISWAS et al., 2000; CHEN et al., 2005), pela solubilizacdo de fosfatos
(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999) e por proteger as plantas contra patdégenos
(MISHRA et al., 2006; DUTTA et al., 2008).

Varios estudos tém mostrado que a rotacdo de cultura entre plantas
leguminosas e nao-leguminosas traz efeitos benéficos para as plantas nao-
leguminosas, além de favorecer o aumento da populacdo microbiana na rizosfera
(YANNI et al., 1997; BARRIUSO & SOLANO, 2008; HAHN, 2013).

3.2.1 Solubilizacdo de fosfato

O fésforo (P) € um nutriente essencial para o metabolismo de plantas e
apresenta baixa disponibilidade em muitos solos agricolas. Hoje, muitos solos
agricolas tém um teor total de P elevado devido a aplicagédo de fertilizantes durante
longos periodos de tempo. Por outro lado, a maior parte deste fésforo se encontra

em forma mineral que é lentamente disponibilizada para as plantas (RODRIGUEZ et



al., 2006; RICHARDSON et al., 2009).

As formas insollveis de P, tais como fosfato tricélcico (CazP0,),, o fosfato de
aluminio (AlsPQ,), fosfato de ferro (FesPOg,), podem ser convertidos em P soltvel por
organismos solubilizadores que habitam diferentes ecossistemas do solo (SONG et
al., 2008; SHARMA et al., 2013). Entre as comunidades bacterianas do solo, estirpes
ectorizosféricas como Pseudomonas sp. e Bacilus sp., e simbiontes como rizébios
tém sido descritos como solubilizadores de fosfato eficazes (IGUAL et al., 2001).

A capacidade das bactérias da rizosfera de solubilizar fosfatos insoluveis &
atribuida a mecanismos primarios como a excre¢do de ions H*, a producdo de
acidos organicos e a biossintese de fosfatases acidas (ARCAND & SCHNEIDER,
2006). Dentre os acidos organicos produzidos pode-se citar acetato, lactato, malato,
oxalato, succinato, citrato, gluconato, os quais formam complexos com o ferro ou
aluminio presentes nos fosfatos de ferro e aluminio, tornando assim, o fosfato
presente no solo disponivel para as plantas (GYANESHWAR et al., 2002). Estes
microrganismos tém a capacidade de se desenvolver em meios com fosfato
tricalcico ou materiais insoluveis semelhantes como a unica fonte de fosfato e ndo so
assimilam o elemento, mas também solubilizam quantidades além das suas
exigéncias nutricionais, tornando o excedente disponivel para as plantas (CHEN et
al., 2006).

Afzal e Bano (2008), inocularam uma estirpe de rizébio, associada com uma
estirpe bacteriana solubilizadora de fosfato, em cultivo de trigo em um solo arenoso
deficiente em fésforo, e verificaram uma melhoria de 30 a 40% quando comparado
ao tratamento que recebeu somente a aplicacéo de fertilizantes. Além disso, houve
um aumento significativo no peso seco da raiz, na altura das plantas, no
comprimento das espigas, no rendimento de grdos e no teor de acucar e proteina

foliar.

3.2.2 Producéo de fitormonios

A producdo de fitormdnios por rizobactérias promotoras de crescimento €
considerada um dos mecanismos mais importantes na promog¢ao de crescimento
das plantas (SPAEPEN et al., 2007). Fitormdnios sdo compostos organicos que, em

concentracfes extremamente baixas influenciam o0s processos bioquimicos,



fisiolégicos e morfoldgicos em plantas, e a sua sintese é finamente regulada
(FUENTES-RAMIREZ & CABALLERO-MELLADO, 2006). Em termos gerais, com
base em suas estruturas quimicas e seus efeitos sobre as plantas, essas
substancias reguladoras de crescimento tém sido divididas em cinco grupos gerais:
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e um grupo chamado de inibidores, que
inclui o acido abscisico (ABA), compostos fendlicos e alcaldides
(FRANKENBERGER & ARSHAD, 1995; FERGUSON & LESSENGER, 2006).

A producdo de auxinas apresenta um papel muito importante na interacao
planta/microrganismo, sendo o &cido indol-acético (AlIA), o mais importante das
auxinas. O AIA é o principal responsavel pela divisdo e expansdo de células,
diferenciacdo de tecidos de plantas e pelo estimulo ao alongamento de raizes. A
capacidade de sintetizar AIA tem sido detectada em muitas rizobactérias de vida
livre, bactérias simbidticas, bem como em espécies bacterianas patogénicas
(COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995; TSAVKELOVA et al., 2006).

Atualmente, a capacidade de sintetizar auxinas € o mecanismo mais bem
estudado em rizobactérias (TSAVKELOVA et al., 2006; SPAEPEN et al., 2007). A
grande maioria das rizobactérias, sintetizam AIA a partir do precursor triptofano por
vias metabdlicas diferentes, porém, o AlA pode também ser sintetizado através de
vias independentes do triptofano, embora em quantidades inferiores (SPAEPEN et
al., 2007). A sintese de AIA por microrganismos € realizada por uma dessas trés
vias: a primeira é a via acido indol-3-piravico e aldeido indol-3-acético, que é o que
ocorre na maioria das bactérias, como espécies saprofitas do género Agrobacterium
e Pseudomonas e algumas estirpes pertencentes aos géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium, Azospirillum, Klebsiella e Enterobacter, a segunda & a conversédo do
triptofano em aldeido indol-3-acético, que pode envolver uma via alternativa em que
se forma triptamina, que ocorre em Pseudomonas e Azospirillum, e a terceira é
através da biossintese indol-3-acetamida, que € a rota realizada por bactérias
fitopatogénicas (KHAN et al., 2014).

O AIA produzido por rizobios pode induzir a formagdo de raizes e,
consequentemente, um incremento em volume e peso seco e area da superficial de
raizes quando inoculados em ndao-leguminosas (DAZZO & YANNI, 2006). A
inoculacdo com bactérias produtoras de auxina podem também resultar no aumento
da formacao de raizes adventicias (SOLANO et al., 2010). Estirpes produtoras de

AIA sdo amplamente utilizadas em cultivos agricolas, como promotoras de



crescimento de plantas. As estirpes Azospirillum brasilense Az39 e Bradyrhizobium
japonicum E109 sdo capazes de excretar AIA em meio de cultura, a uma
concentracdo suficiente para produzir as alteracdes morfolégicas e fisiologicas em
tecidos jovens de sementes de milho (Zea mays) e soja (Glycine max), sendo
responsaveis pelo crescimento precoce das plantulas (CASSAN et al.,, 2009). Um
consorcio utilizando duas estirpes, Burkholderia sp. MSSP e Sinorhizobium meliloti
PP3 conhecidas como produtoras de AlA, quando inoculadas em guandu (Cajanus
cajan) mostraram um aumento excepcional no crescimento de mudas (PANDEY &
MAHESHWARI, 2007).

Assim como as auxinas, as citocininas influenciam na divisdo celular e
crescimento celular, como também afetam a dorméncia das sementes, floracao,
frutificacdo e senescéncia da planta (FERGUSON & LESSENGER, 2006). A
producdo de citocininas por rizobactérias promotoras de crescimento €, no entanto,
menos expressiva em comparagcdo com a producdo de auxinas (BOIERO et al.,
2007). Métodos utilizados para a deteccdo de citocinina ainda estdo em estudo, e,
portanto, resultados sobre a sintese de citocinina por rizobactérias em geral, sdo
€scassos.

A giberelina é outro regulador de crescimento que afeta a germinacdo de
sementes (MIRANSARI & SMITH, 2009), estimula o crescimento de plantas (GUO et
al., 2011) e retarda o envelhecimento de plantas (FERGUSON & LESSENGER,
2006). O papel da giberelina na simbiose de rizébios com leguminosas pode
representar a forma como ocorre a colonizagdo em nao leguminosas. Por exemplo,
Azorhizobium caulinodans coloniza intercelularmente a leguminosa semi-aquatica
Sesbania rostrata através de fissuras nos tecidos, sendo que este processo €
mediado por giberelinas. Considerando que a entrada por fissuras é o principal
processo de colonizacdo endofitica de n&o-leguminosas por rizobios, logo a
producdo de giberelinas por esses rizobios pode ter papel fundamental nesse
processo (LIEVENS et al., 2005).

3.2.3 Producéao de sideroforos

Os sideroforos sdo compostos de baixo peso molecular que sédo produzidos e

utilizados por bactérias e fungos como agentes quelantes de ferro (Fe). Estes



compostos sdo produzidos por Varios tipos de bactérias, em resposta a deficiéncia
de ferro que ocorre normalmente em solos de pH neutro a alcalino, devido a baixa
solubilidade do ferro em pH elevado (SHARMA & JOHRI, 2003). Muitos processos
celulares sdo dependentes de ferro, tais como o transporte de elétrons, a reducéo de
oxigénio durante a sintese do ATP, a fotossintese e a sintese de aminoacidos
(RATLEDGE & DOVER, 2000; BENITE et al., 2002).

Uma série de fatores ambientais modulam a sintese de sideréforos, incluindo
o pH, o teor e a forma de ions de ferro disponiveis, a presenca de outros
oligoelementos, e fontes adequadas de carbono, nitrogénio e fésforo (DUFFY &
DEFAGO, 1999). O crescimento bacteriano assim como a producéo de sideroforos é
estimulada na presenca de sulfato de amoénio [(NH4).SO,] e determinados
aminoacidos, no entanto, uma maior producdo de sideroforos é observada na
presenca de uréia (SAYYED, et al., 2005).

A producao de sideréforos por rizobactérias promotoras de crescimento pode
evitar a proliferacdo de microorganismos patogénicos na rizosfera, devido a
capacidade de sequestrar o ferro na forma Fe®", tornando-o indisponivel para esses
microrganismos (SIDDIQUI, 2006).

3.3 Rizbébios como promotores de crescimento em gramineas

Além da simbiose com leguminosas, rizGbios também apresentam a
capacidade de interacdo com outras familias, como as gramineas. Diversos estudos
ja demonstraram o efeito benéfico da interacdo de rizobios com gramineas, como
arroz (Oriza sativa) (YANNI et al., 2001; MISHRA et al., 2006; OSORIO FILHO et al.,
2016), milho (Zea mays) (RIGGS et al.,, 2001; CASSAN et al., 2009; HAHN et al.,
2013), aveia (Avena sativa) (STAJKOVIC-SRBINOVIC et al., 2014) e trigo (Triticum
aestivum) (ETESAMI et al., 2009).

Diferente do que ocorre em leguminosas, o processo de infec¢do por rizobios
em nao leguminosas ocorre nas raizes laterais emergentes, sem a formacéo de um
cordao de infeccdo como € o caso da infeccdo em plantas leguminosas (SHARMA et
al., 2008; HAHN, 2013).

Yanni et al. (1997) foram os primeiros a sugerir que ha uma migracdo

ascendente dos rizébios quando estes infectam o sistema radicular de gramineas,
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em um estudo onde foi possivel localizar microscopicamente uma estirpe de R.
leguminosarum bv. Trifolii dentro de folhas e no colmo, quando inoculada em plantas
de arroz em condi¢cdes assépticas. Em um trabalho de Chi et al. (2005), quatro
estirpes de rizébio marcados com a proteina fluorescente gfp infectaram e
colonizaram tecidos de arroz, iniciando pelas raizes laterais emergentes,
colonizando entdo a extensdo das raizes, ascendendo pelo colmo até as folhas,
onde desenvolveram populaces densas de até 10'° rizébios por cm?® de tecido
infectado. Alem disso, algumas dessas estirpes apresentaram a capacidade de
persistir nos tecidos de arroz até as fases reprodutivas.

Yanni et al. (2001), em um experimento de campo, verificaram que estirpes de
rizobios foram capazes de aumentar o volume radicular, a massa seca da parte
aérea, a eficiéncia no uso do nitrogénio e o rendimento em gréos de arroz. Mishra et
al. (2006), observaram um aumento na altura de plantas de arroz, bem como o
namero de paniculas, a matéria seca e o rendimento em graos, quando as plantas
foram inoculados com rizébio. Osorio Filho et al. (2016), verificaram que a
inoculacdo de rizébios em arroz, aumenta a producdo de massa seca e que a
magnitude desse efeito aumenta conforme a dose de nitrogénio aplicada, indicando
que através da inoculacdo de rizébios é possivel reduzir a quantidade de adubo
nitrogenado aplicado na cultura.

Em plantas de milho, Hahn (2013) observou que a inoculacdo com a estirpe
UFRGS-VP16 (Burkholderia sp.), aumentou a massa seca da parte aérea e das
raizes, assim como o acumulo de nitrogénio em diferentes hibridos, tanto em
experimento em casa de vegetacao, quanto em cultivo a campo, consorciado com
trevo-branco (Trifolium repens) inoculado com a mesma estirpe. No mesmo trabalho,
a estirpe UFRGS-VP16 também foi responsiva a cultura de azevém (Lolium
multiflorum), consorciada com trevo-branco inoculado, aumentando a massa seca da

parte aérea e também o acumulo de nitrogénio da parte aérea.
3.4 Desmodium incanum (pega-pega)
Desmodium incanum é uma leguminosa nativa da América do Sul, e pode ser

encontrada em todas as regides fisiograficas do Rio Grande do Sul (GARCIA &

BASEGGIO, 1999). E perene, estival, apresenta boas caracteristicas bromatoldgicas
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como forrageira, e é bastante usada na alimentacdo animal (BOLDRINI, 2003).

Pode ser encontrada tanto em locais ensolarados, como sombreados, em
matas, capoeiras, cerrado, varzea, margens de estradas, dunas, campos onde se
predomina a presenca de gramineas e areas cultivadas (OLIVEIRA, 1960).
Apresenta boa adaptagéo a varios tipos de solo, inclusive os de baixa fertilidade,
além de tolerar uma variacéo de pH de 4,0 a 8,0 (SKERMAN, et al., 1991).

O pega-pega € capaz de entrar em simbiose com rizébios, formando nodulos
radiculares onde ocorre a fixacao bioldgica de nitrogénio, que € disponibilizado para
a leguminosa e, ao mesmo tempo pode beneficiar outras espécies, pela liberacdo de
exudatos radiculares e pela ciclagem dos residuos da leguminosa (GRANADA,
2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 |solamento dos rizébios

Foram coletadas plantas de Desmodium incanum, em diferentes locais da
Estacdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(EEA — UFRGS), localizada no municipio de Eldorado do Sul — RS, no final do
inverno, em setembro de 2014.

De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima local é subtropical umido
com verdo quente, do tipo fundamental Cfa. O solo é classificado como argissolo
vermelho distréfico tipico (EMBRAPA, 2006). As caracteristicas quimicas do solo (0-
20 cm de profundidade) sdo: pH em agua 5,6; 280 g.Kg™ de argila; 24 g.Kg™ de
matéria organica; 12,5 mg.dm™ de fésforo; 76 mg.dm™ de potéssio; 2,6 cmol..dm™
de célcio; 1,1 cmol..dm™ de magnésio; 0,5 cmol..dm™ de aluminio (HAHN, 2013).

Os nodulos foram retirados das raizes e higienizados com agua destilada,
esterilizada, e armazenados em recipientes com silica até 0 momento do isolamento.

Os nobdulos foram previamente reidratados durante uma hora em agua
destilada esterilizada. Logo em seguida, foram desinfestados pela imersdo em alcool
70% por 30 segundos, seguido de imersao em hipoclorito de sddio (2,0%) por 60
segundos e apoés, sete lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada.

Cada nddulo foi macerado com o auxilio de uma pinga esterilizada, em placa
contendo meio &gar levedura-manitol (VINCENT, 1970) com adi¢cdo de corante
vermelho congo (LMV) (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994).

As placas foram incubadas no escuro a 28°C e observadas
diariamente. Colénias homogéneas e com caracteristicas morfolégicas persistentes
foram inoculada pelo método de estriamento em placas contendo meio LMV, de
forma sucessiva até que se obtivesse colbnias puras e isoladas. Essas colbnias
foram transferidas para tubos contendo meio agar LM inclinado e incubados em
estufa a 28°C por sete dias e, ap0s, armazenadas sob refrigeracao.

Os isolados foram avaliados quanto a morfologia colonial, onde se
observou bordo, forma, elevacao, brilho da superficie, tamanho, densidade otica e
viscosidade das col6nias.

Além disso, se avaliou a producdo de compostos alcalinos ou &cidos

pelos rizébios pela inoculacdo das bactérias em meio agar LM (VINCENT, 1970)
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com adi¢cdo do corante indicador Azul de Bromotimol (25mg/L). Os rizébios foram
avaliados apos sete e dez dias de incubacdo a 28°C, a mudanca da coloracdo do
meio de verde para amarelo indica a acidificacdo do meio, ja a alteracéo para o azul,
indica a alcalinizacdo do mesmo (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994).

4.2 Autenticacado dos isolados

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de induzir a formacéo de
nddulos radiculares e fixar nitrogénio em plantas de pega-pega cultivadas em casa
de vegetacado. Para isto, sementes de pega-pega foram escarificadas manualmente
com lixa para madeira numero 150, e passaram por desinfestacdo, conforme
metodologia utilizada para desinfestacdo de ndédulos descrita no item 4.1, e entdo
pré-germinadas, no escuro, a 28°C, em placas de petri com papel filtro previamente
autoclavadas umedecidas com 3 mL de agua destilada estéril.

O experimento foi conduzido em copos descartaveis de 300 mL com substrato
areia e vermiculita (1:2) estéril. Foram colocadas trés plantulas por copo, e
adicionou-se 1 mL de inéculo suspenso em solucédo salina (0,85%) estéril, com uma
concentracdo média de 1,9.10° UFC.mL™,

Para a nutricdo das plantas, foi aplicada a cada dois dias 100 ml solucéo
nutritiva (SARRUGE, 1975) sem adicao de nitrogénio, diluida a 25%. Cada isolado
foi inoculado em quatro repeticBes distribuidas ao acaso, além de um tratamento
testemunha sem indéculo, para avaliar a possibilidade de contaminacdo. Apés 45 dias
a contar da inoculagéo, as plantas foram colhidas e avaliadas visualmente, onde se
observou a formacgéo de nédulos e a capacidade de fixar nitrogénio, observada pela
coloragéo avermelhada no interior no nodulo e coloragéo verde intensa das folhas da
planta. Os isolados que nao foram capazes de realizar simbiose com o hospedeiro

foram descartados.

4.3 Solubilizacéo de fosfato

A capacidade de solubilizagcdo de fosfato foi avaliada em placas de petri
contendo o meio com 10 g.L™ glicose, 5 g.L ™ de NH4CI, 1 g.L™ de MgS04.7H,0, 15
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g.L™" de Agar (VERMA et al., 2001), em pH 6,8, adaptado, onde se substituiu 4 g.L™
de fosfato de célcio (CaHPO,) por 1 g.L™ de fosfato tricalcico (Cas(PO4).), como
fonte de fosfato. Para a inoculacdo das placas, os isolados foram crescidos em
frascos contendo 15 mL de meio levedura manitol e mantidos sob agitacéo
constante a 120 rpm, a 28°C durante 5 dias. A inoculagdo nas placas foi realizada
com gotas de 20 uL, com trés repeti¢cées por isolado. As placas foram mantidas em
incubador a 28°C por sete dias.

Apoés o periodo de incubacéo, observou-se a formacao de halo transparente
em torno da colbnia, indicando a capacidade de solubilizacdo do fosfato. Apés,
foram medidos os didametros dos halos e das colénias para a obtencéo do indice de
solubilizacdo de fosfato (ISF), que é a razdo do diametro do halo pelo diametro da
colénia (BERRAQUERO et al.,1976).

Como controle positivo, foi utilizado o isolado UFRGS-VP16, ja testado como
solubilizador de fosfato, e como controle negativo o isolado UFRGS-VP5 que né&o
apresenta a capacidade de solubilizar fosfato, ambos da cole¢cdo do Laboratério de
Microbiologia do Solo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
(ALVES, 2005).

4.4 Teste da atividade da tirosinase

A atividade da enzima tirosinase, também conhecida como capacidade de
producdo de melanina, foi avaliada conforme metodologia de Cubo et al. (1988).

Cada isolado foi inoculado em um frasco contendo 15 mL meio triptona-
levedura (TY) (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994), os quais mantidos sob agitacao
constante a 120 rpm, a 28°C, durante 5 dias. Foi realizada a inoculagdo das culturas
em placas de petri contendo o meio TY sélido, suplementado com L-tirosina (600
ug.mL™) e sulfato de cobre (40 ug.mL™), utilizando-se aliquotas de 20 uL do caldo e,
apos, as placas foram incubadas durante sete dias, a 28°C. Apds esse periodo, as
colonias foram tratadas com 50 yL de SDS (dodecil sulfato de sdédio) 10%
(peso/volume) em tampado TBE (107,81 g.L ™! de tris, 55 g.L™* de acido bérico e 5,8
g.L™" de EDTA) para facilitar a deteccdo da producdo de melanina (pigmento de cor
escura). Como controle positivo foi utilizado o isolado UFRGS-LG111, conhecido

como produtor de melanina (FONTOURA, 2007) e controle negativo o isolado
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UFRGS-Lul4 (MARTINS, 2010), ambos da cole¢do de cultura do laboratério de
Microbiologia do Solo da UFRGS. Para esse ensaio foram realizadas duas

repeticdes por isolado.

4.5 Producao de auxinas equivalentes ao acido indol-acético (AlA)

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de produzir 4cido indol-
acético, conforme metodologia descrita por Asghar et al. (2002), adaptada.

Para isso, cada um dos isolados foi crescido em dois frascos de Erlenmeyer:
um contendo 20 mL de meio de cultura liquido LM e outro contendo 20 mL de meio
de cultura liquido LM com adicdo de 50 mg.L™ de triptofano (precursor do AlA),
todos em triplicata. Posteriormente, os frascos foram incubados a 28°C, sob
agitacao de 120 rpm por 5 dias.

ApoOs o periodo de incubacéo, 2 mL do caldo foi transferido para tubos do tipo
eppendorf e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos, de onde foi retirada uma
aliquota de 1,5 mL do sobrenadante, no qual foi adicionado 1 mL de solucdo de
Salkowski (2 mL de FeCl; + 98 ml de HCIO, 35%) e mantidas por 30 minutos sob
auséncia de luz, tempo necessario para que ocorra a reacao de oxidacdao. A
guantificacao foi feita utilizando-se espectrofotbmetro, sob um comprimento de onda
de 550 nm.

A concentragéo de AIA das amostras foi calculada comparando-se as leituras
das amostras, com uma curva padréo produzida com concentragdes conhecidas de
AlA sintético. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de

comparacao de médias (Scott-Knott, 5%).

4.6 Avaliacéo da eficiéncia dos isolados na fixagcdo simbiotica de nitrogénio em

pega-pega (Desmodium incanum)

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre/RS. Foram
utilizados vasos “Leonard” (VINCENT, 1970) contendo uma mistura composta por

vermiculita e areia na propor¢cdo de 2:1, no compartimento superior e solucéo
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nutritiva (SARRUGE, 1975) sem adic&o de nitrogénio no compartimento inferior. Os
vasos foram previamente esterilizados em autoclave durante duas horas a 120°C.
Em cada vaso foram semeadas quatro sementes de pega-pega, escarificadas,
desinfestadas e pré-germinadas, conforme descrito no item 4.1.1.

A inoculagdo com os isolados, foi realizada utilizando-se uma aliquota de 2
mL do inéculo por vaso, em uma concentracdo média de 1,77.10° UFC.mL™. O
in6culo constitui-se de uma suspensao contendo o isolado e solucéo salina (NaCl
0,85%) .

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdbes por tratamento. Além dos tratamentos inoculados, também foram
conduzidos dois tratamentos controles, um sem adicdo de nitrogénio e outro com
adicdo de nitrogénio (NH4NOs3) via solucdo nutritiva, equivalente & 100 Kg.ha™,
conforme recomendacdo para a cultura (SBCS, 2004). A solucdo nutritiva foi
renovada semanalmente durante todo o experimento.

Na colheita, a parte aérea da planta foi separada do sistema radicular,
acondicionada em sacos de papel e secos em estufa a 65°C com ventilacdo forcada
durante trés dias. As raizes foram levadas ao laboratério onde os nédulos
radiculares foram destacados, contados e colocados em estufa a 65°C durante trés
dias para secagem. As avaliacOes realizadas foram: a producédo de matéria seca da
parte aérea, a massa seca da raiz, 0 numero de nédulos e a massa de nédulos
secos. Também foi calculado o indice de eficiéncia relativa, adaptado de Brockwell
et al. (1966), que expressa a capacidade dos isolados em promover o acumulo de

massa seca total, em comparag¢do com os tratamentos controle.

IER (%) = (MS inoculado — MS controle sem N) . 100
(MS controle com N - MS controle sem N).

Onde:

IER (%) = indice de eficiéncia relativa,

MS inoculado = massa seca total do tratamento inoculado;

MS controle sem N = massa seca total do controle sem adicdo de
nitrogénio;

MS controle com N = massa seca total do controle com adicdo de
nitrogénio.
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4.7 Efeito da inoculacéo de rizébios na germinacdo de sementes de arroz
(Oriza sativa) e trigo (Triticum aestivum)

Para avaliacdo do efeito da inoculacdo dos isolados de rizobio sob a
germinacdo de arroz (Oriza sativa) cultivar IRGA-424 e trigo (Triticum aestivum)
cultivar BRS-parrudo, foram realizados testes de germinacéo em placas de petri.

O inéculo foi preparado em frascos de vidro, contendo 15 mL meio de cultura
LM liguido, incubado por cinco dias em incubador orbital, a 28°C.

As sementes foram desinfestadas e colocadas em placas de petri com papel
filtro previamente esterilizados. Foram realizadas quatro repeticbes com 30
sementes por repeticdo (considerando cada placa, uma das quatro repeticdes).
Cada placa recebeu 3 mL de agua destilada esterilizada, e foi inoculado 1 mL do
indculo, com concentracdo média de 8,9.10° UFC.mL™.

Para avaliacdo da germinacdo, foram utilizados como parametros a
percentagem de germinacdo e o indice de velocidade de germinacédo (IVG%),
calculado pela soma do numero de sementes germinadas a cada dia e dividido pelo
respectivo nimero de dias transcorridos a partir da germinacdo, conforme Maguire
(1962).

Além dos tratamentos com os isolados, foram conduzidos também dois
tratamentos controle: um com adicdo de 1 mL meio de cultura LM né&o inoculado e

outro somente com a adicdo de agua destilada estéril.

4.8 Avaliacdo da interacdo dos rizobios com plantulas de trigo (Triticum

aestivum) e arroz (Oriza sativa) in vitro

A interacdo entre os rizobios e as plantas foi avaliada pela inoculagcdo dos
rizobios estudados em plantulas de trigo e arroz. Para isto, as sementes foram
desinfestadas segundo a metodologia ja descrita e pré-germinadas em papel filtro,
com agua esterilizada em temperatura ambiente. Em seguida, as plantulas foram
colocadas em tubos de ensaio de 25 cm de comprimento e 2,4 cm de diametro,
contendo solucao nutritiva (SARRUGE,1975) e uma tira de papel absorvente para a
fixacdo da planta. Em cada tubo, foi inoculado 1 mL de inéculo contendo 7,5.10°

UFC.ml, que foi produzindo em caldo LM contendo o isolado a ser avaliado,
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incubado por cinco dias a 28°C sob agitagéo de 120 rpm. Foram adicionados a todos
os tratamentos o equivalente a 50% da recomendacéo da dose de nitrogénio para a
cultura (sendo a recomendacao total de 120 Kg.ha™ para as duas culturas), além de
dois tratamentos controle sem inoculacédo, um com 100% e outro com 50% da dose
recomendada de nitrogénio para a cultura. Os tubos foram colocados em um
lampadario com fotoperiodo de 12 horas a temperatura ambiente. O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes.

O desenvolvimento das plantas foi acompanhado por um periodo 12 dias.
Ap@s, as plantulas foram retiradas dos tubos e foi determinado o comprimento da
raiz e da parte aérea.

4.9 Avaliacao da inoculacédo de rizébios na promocéao de crescimento de milho
(Zea mays) e aveia (Avena sativa) em casa de vegetacao

Foi realizado um experimento em casa de vegetacdo utilizando vasos
plasticos (3,6 L) contendo uma mistura de vermiculita e areia estéril (na proporcéo
2:1).

As sementes de milho (Zea mays, hibrido AG-9025 PRO3) e aveia-branca
(Avena sativa) foram desinfestadas, pré-germinadas e plantadas nos vasos. As
plantas foram inoculadas com 5 mL de inéculo na concentracdo média de 2,7.10°
UFC.mL™, produzido em caldo LM, incubado por cinco dias, a 28°C, sob agitacéo de
120 rpm. Todos os tratamentos receberam 50% da dose de nitrogénio recomendada
para cada cultura (recomendacdo: 120 Kg.ha™ para o milho e 150 Kg.ha™ para a
aveia). Além dos tratamentos inoculados foram utilizados dois tratamentos controles,
um com adicdo de 50% da dose de nitrogénio e outro com adi¢cao de 100% da dose,
sendo aplicado via solugéo de nitrato de amoénio (NH4NO3), divididos em duas doses
semanais ao longo do experimento. A fertilizagdo foi realizada via solugao nutritiva
(SARRUGE, 1975) sem nitrogénio, esterilizada, diluida a 25% sendo aplicada uma
vez ao dia.

O experimento foi conduzido por um periodo de 45 dias em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Antes da colheita, as plantas de
aveia passaram por avaliagdo do teor de clorofila, que foi determinado com o auxilio

de um clorofildbmetro digital da marca Minolta, modelo SPAD 502, com medicdes
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padronizadas, no terco superior da ultima folha totalmente formada.

Apés a colheita das plantas, a parte aérea das mesmas foi separada do
sistema radicular com corte préximo a base do caule. As raizes foram lavadas com
agua estéril e foi avaliado o volume radicular das plantas de milho pelo método da
proveta, onde se acrescentou um volume conhecido de agua, foi feita a imerséo da
raiz, e verificado o deslocamento de adgua. O comprimento da parte aérea das duas
culturas foi determinado e as amostras foram acondicionadas em sacos de papel
etiquetados e colocados em estufa para secagem a 60°C até que o peso se tornasse
constante.

A massa seca da parte aérea e de raizes foi determinada ap6s secagem em
estufa. O teor de nitrogénio total na parte aérea foi determinado pela metodologia
semi micro Kjeldhal e teor de fésforo total por colorimetria, ambos descritos por
Tedesco et al. (1995).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo programa
estatistico Assistat 7.7 (SILVA, 2015), e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Também foi calculado o indice de
eficiéncia relativa, adaptado de Brockwell et al. (1966), onde se expressa a
capacidade dos isolados em promover o acumulo de massa seca total, em

comparacao com os tratamentos controle.

IER (%) = (MS inoculado — MS controle sem N) . 100
(MS controle com N - MS controle sem N).

Onde:

IER (%) = indice de eficiéncia relativa,

MS inoculado = massa seca total do tratamento inoculado;

MS controle sem N = massa seca total do controle sem adicdo de
nitrogénio;

MS controle com N = massa seca total do controle com adicdo de
nitrogénio;

Devido ao grande numero de variaveis envolvidas, foi realizada uma analise
de componentes principais, para melhor visualizagdo do efeito dos tratamentos
sobre as variaveis e também a correlacdo entre elas. Para isso, utilizou-se como
ferramenta o programa Past3 (HAMMER et al., 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e autenticacéo

Foram obtidos 26 isolados bacterianos dos ndédulos radiculares de D.
incanum, dos quais, 18 apresentaram capacidade de induzir a nodulagcédo e fixar
nitrogénio em plantas de D. incanum e foram caracterizados quanto a morfologia
colonial (tabela 1). Todos os rizobios apresentaram bordo liso, forma circular,
elevagdo convexa e superficie brilhosa, caracteristicas comuns em colbnias

microbianas de rizébios.

Tabela 1 - Morfologia colonial de rizobios isolados de nodulos radiculares de plantas de D.
incanum coletadas na Estacao Experimental Agronémica da UFRGS

Tamanho da colbnia

Riz6bio (mm) Der(;?;g;\de Viscosidade pH do meio

7 dias 10 dias 7 dias 10 dias
Dincl 1,5 3 Transllcida Gomosa neutro neutro
Dinc2 1 5 Transllcida Gomosa alcalino alcalino
Dinc3 0,5 3 Transllcida Gomosa alcalino alcalino
Dinc4 1 5 Transllcida Gomosa acido acido
Dinc5 0,5 3,5 Transldcida Gomosa acido acido
Dinc6 2 6 Transllcida Gomosa acido acido
Dinc7 0,5 2 Transllcida Gomosa alcalino alcalino
Dinc8 0,5 2 Transllcida Gomosa neutro neutro
Dinc9 1 4 Transllcida Gomosa alcalino alcalino
Dinc10 2 4 Transllcida Gomosa neutro alcalino
Dinc11 1 5 Transllcida Gomosa neutro acido
Dinc12 1,5 6 Transllcida Gomosa neutro acido
Dinc13 1 5 Transllcida Gomosa neutro neutro
Dinc14 1 5 Transllcida Butirosa alcalino alcalino
Dinc15 1 3 Opaca Viscosa acido acido
Dinc16 0,5 1 Opaca Viscosa alcalino alcalino
Dinc17 1 3 Transllcida Gomosa neutro alcalino
Dincl18 1 4 Opaca Viscosa neutro Neutro

5.2 Capacidade de solubilizacdo de fosfato tricalcico (Caz(PO4)2)

A capacidade para solubilizacdo de fosfato tricalcico foi observada em oito
dos dezoito rizébios (Dincl, Dinc2, Dinc3, Dinc4, Dinc6, Dinc7, Dinc8 e Dincll) e



21

também no isolado UFRGS-VP16 (Burkholderia sp.), utilizado como controle por ja
ter demonstrado possuir esta capacidade no trabalho de Alves (2005). Os valores do
indice de solubilizacdo de fosfato variaram de 1,21 a 2,33 (figura 1). Os halos de
solubilizacdo apresentaram variacdo quanto ao tempo de aparecimento, sendo que
nos rizébios Dinc2, Dinc3, Dinc4 e Dincll, foi possivel visualizar os halos no quarto
dia, j& nos rizébios Dincl, Dinc6, Dinc7, Dinc8, os halos apareceram somente apos o
sétimo dia.

Quanto a eficiéncia, os rizébios Dinc2, Dinc3, Dinc4 e Dinc6, se destacaram
em relacdo aos demais, apresentando potencial como promotores de crescimento

de plantas pelo mecanismo de solubilizacao de fosfato.
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Figura 1 — Médias do indice de solubilizacdo de fosfato (ISF) dos isolados em placa com
meio de cultura sdlido. Médias (3 repeticdes) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de comparacdo de médias Scott-Knott, ao nivel de 1% de probabilidade. As
barras representam o desvio padréo.

Islam et al. (2007), relacionaram o tamanho do halo de solubilizagdo a
guantidade de fosfato solubilizado por rizobactérias isoladas em plantas de arroz, e
mostraram que bactérias com indice de solubilizacdo de fosfato entre 1,2 e 2,5,

podem solubilizar de 2 a 132 pug/ml de fosfato tricalcico em meio de cultura liquido.
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Alguns trabalhos tém mostrado o efeito positivo da inoculagéo de plantas com
bactérias solubilizadoras de fosfato em cultivos agricolas, como Chabot et al. (1998),
gue observaram um incremento no rendimento da matéria seca do milho, assim
como Mikanova & Kubat (1999) e Piex et al. (2001) verificaram aumento na
produtividade de soja, cevada e grao-de-bico, respectivamente, quando inoculados
com rizébios solubilizadores de fosfato de calcio. Yazdani et al. (2009), em um
experimento com milho, utilizando o consércio de bactérias solubilizadoras de
fosfato com outras bactérias promotoras de crescimento, verificou que pode-se
reduzir em até 50% a aplicagcdo de adubos fosfatados no milho sem qualquer
reducéo significativa na producéo de gréos.

5.3 Teste da atividade da tirosinase

Quanto a atividade da enzima tirosinase (producdo de melanina), nenhum dos
rizébios apresentou resultado, além do controle positivo. Giongo (2003) e Martins
(2010) também observaram tal caracteristica em isolados de feijdo e cornichéo,

respectivamente.

5.4 Producdao de auxinas equivalentes ao acido indol-acético (AlA)

Os rizébios foram testados quanto a producao de acido indol-acético em meio
de cultura liquido LM com e sem a adicdo de triptofano (50 mg.L™).

Em meio de cultura LM sem adicdo de triptofano, os rizébios Dincl, Dinc4,
Dinc6, Dinc9, Dincl0, Dincll, Dincl2, Dincl5, Dincl6 e Dincl8 foram capazes
produzir AIA. Quando testados em meio de cultura com adi¢céo de triptofano, além
desses rizébios, os rizébios Dinc8, Dincl3, Dincl4 e Dincl7 produziram AlA (tabela
2). Somente os rizébios Dinc2, Dinc3, Dinc5 e Dinc7 nao foram capazes de produzir
acido indol-acético tanto da auséncia, quanto na presenca de triptofano.

Em termos de quantidade, os valores de AIA variaram de 0,12 a 7,67 pg.ml™
no meio de cultura sem adicdo de triptofano e de 0,90 a 62,3 pg.ml™ no meio de
cultura com adicéo de triptofano. Segundo Biswas et al. (2000), o AlA pode estimular

0 crescimento de plantas em uma determinada faixa de concentracdo, podendo
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ocasionar efeito deletério a partir de uma determinada concentracdo, que pode
variar de acordo com a cultura. Schlindwein et al. (2008), verificaram que a
inoculacao de estirpes de Bradyrhizobium isoladas de acacia-negra que produziam
de 1,2 a 3,3 ug.ml™* em meio de cultura, aumentaram significativamente o vigor em
plantulas de alface, enquanto a estirpe R. leguminosarum bv. trifolii TV-13, que
produziu 171,1 pug.ml™ de AIA em meio de cultura, causou efeito negativo na

germinacao das sementes de alface.

Tabela 2 — Médias seguidas do desvio padrao da quantificacdo por colorimetria da produgéo de
acido indol-acético (AIA) em meio de cultura LM, sem e com adicdo de triptofano (50 mg.L™) por
rizébios de D. incanum

AlA sem Triptofano AlA com Triptofano

Riz6bios T
pg.mi

Dincl 0,12 + 0,07 g** 0,92 £+ 0,16 g**
Dinc2 - -
Dinc3 - -
Dinc4 0,80x0,11e 0,90+0,06 g
Dincb5 - -
Dinc6 3,50+0,38¢c 1,06 £0,16 g
Dinc7 - -
Dinc8 - 46,66+ 1,30 b
Dinc9 3,04+0,34¢c 11,72+ 0,86 €
Dinc10 2,31+0,48d 6,94 + 0,67 f
Dincl1 3,09+0,27 ¢ 6,18+1,45f
Dinc12 554+0,52b 62,30 £ 0,98 a
Dinc13 - 6,66 + 1,39 f
Dincl14 - 518+ 0,59 f
Dinc15 2,40+0,15d 5,08 £0,88 f
Dincl6 0,53+0,19f 19,05+1,69¢c
Dinc17 - 6,94 + 0,48 f
Dincl18 7,67 +0,38a 15,73+1,55d
CV (%) 6,62 7,33

**= médias (3 repeticdes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nado diferem entre si pelo teste de
comparacao de médias Scott-Knott (1%). CV= coeficiente de variagao

5.5 Avaliacédo da eficiéncia dos isolados na fixagdo simbidtica de nitrogénio em

plantas de D. incanum cultivadas em casa de vegetagéo

A eficiéncia simbiodtica dos rizobios estudados foi avaliada em experimento em

casa de vegetacdo com plantas de D. incanum cultivadas em condicfes assépticas
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em vasos Leonard, sendo avaliados: a massa seca da parte aérea, a massa seca da
raiz, a massa seca dos nodulos, o nimero de nodulos e o indice de eficiéncia
relativa (tabela 3). O teor de nitrogénio na parte aérea das plantas nao foi avaliado,
pois ndo se obteve a massa seca minima para a realizacdo da analise, sendo que tal
caracteristica também foi observada por Granada (2010), com plantas conduzidas
por 60 dias em casa de vegetacéao.

A nodulacdo média variou de 1,75 a 24 nddulos por planta. Esses
valores sdo semelhantes os observados por Granada (2010), que em um estudo de
eficiéncia simbidtica com D. incanum, obteve nodulacdo média que variou de 4,75 a

30 nédulos por planta.

Tabela 3 — Médias seguidas do desvio padrdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR), massa seca dos nédulos (MSN), nimero de nédulos (NN) e indice de eficiéncia
relativa (IER) em relagéo aos tratamentos controle dos isolados de D. incanum

Tratamentos MSPA MSR MSN NN _ER
MG %
Controle+N 44,4 £ 5,7 b** 36,6+8,7b - - 100
Dincl 59,3+28,6 b 51,6+228h 46+3,6a 17,2+5,7a 1475
Dinc2 16,5+1,6¢C 143+28c 19+05b 75+24c 19,7
Dinc3 36,2+15,1¢c 341+124b 38+x10a 95+59h 82,6
Dinc4 113,2+32,8a 86,8 +27,2a 47+x19a 10,0+ 34b 289,6
Dinc5 97,4+ 155a 64,9+ 13,7 a 1,7+23c 40+6,7d 229,6
Dinc6 26,9+8,3c 223+118¢c 20+x1,1b 70+x4,4c 49,1
Dinc7 41+26d 39+1,8d 0,3+0,4c 1,7+0,9d -16,6
Dinc8 30,1+6,7c 18,0+ 0,8 ¢ 24+0,8b 55+3,3¢c 47,4
Dinc9 23,6 +10,0c 15,5+5,3¢c 27+14b 14,7+10,3 b 32,9
Dincl10 78,6 +28,0 a 61,3+17,7a 50+2,8a 10,7+ 3,8b 193,7
Dincl1 10,7+5,2d 8,7+4,8d 1,8+1,0b 50+3,8¢c 1,6
Dincl12 21,0+x11,3¢c 16,1+7,8c 05+0,3c 22+19d 29,8
Dincl13 549+19,0b 432+14,2b 49+0,7a 10,2+5,0b 127,0
Dincl4 56,6 +215hb 426+19,4b 43+1,8a 8,7+39hb 128,9
Dincl15 475+155b 39,8+136hb 6,8+2,1a 240+x75a 109,9
Dincl6 39,0+12,1b 37,2+8,8¢ 24+1,4b 7,7+49¢c 92,1
Dincl7 17,3+1,3c 16,1+4,2c 0,3+0,1c 1,7+0,9d 23,9
Dincl18 52,7+189b 416+259b 58+29a 222+92a 121,1
Controle-N 7,3+5,3d 11,2+4,3d - - 0
CV (%) 18,59 20,25 28,93 29,86 -

** = médias (4 repeti¢cBes) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (1%), CV=
coeficiente de variacéo

Em relacéo ao indice de eficiéncia relativa, que relaciona o acimulo de massa

seca total em relacdo aos tratamentos controle, 44,4% dos isolados, sendo o0s
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rizobios Dincl, Dinc4, Dinc5, Dincl0, Dincl3, Dincl4, Dincl5 e Dincl8,
apresentaram valores superiores a 100%, que refere-se ao tratamento controle com
adicdo de nitrogénio, indicando-os como eficientes da fixacdo simbidtica de
nitrogénio. Os demais isolados tiveram desempenho inferior, mas foram superiores
ao controle negativo (sem adi¢éo de nitrogénio), com excec¢do do rizébio Dinc7, que
apresentou indice inferior ao controle negativo, o que indica que provavelmente, este

rizobio perdeu a capacidade de fixar nitrogénio.

5.6 Efeito sobre a germinacao de sementes de arroz e trigo

O efeito da inoculacdo de isolados de D. incanum na germinagdo de

sementes de trigo e arroz apos sete dias, ndo foi significativo quanto ao percentual
total de germinagéo (tabela 4).

Tabela 4 — Médias seguidas do desvio padrdo do indice de velocidade de germinacéo (IVG) e do
percentual total de germinacéo ao final de sete dias em sementes de trigo e arroz

Trigo Arroz
Tratamento IVG Percentual total (%) IVG Percentual total (%)
Dincl 13,18 £ 0,4™ 96,67 +3,2™ 6,05 + 0,3 b** 85,00 + 3,3"™
Dinc2 13,80+ 0,6 98,33+ 1,9 6,59+0,6b 89,17 £ 5,7
Dinc3 12,80+ 0,4 97,50 + 3,8 6,30+0,5b 85,00+1,9
Dinc4 12,78 +0,9 97,50 + 3,2 721+04a 88,33+1,9
Dinc6 1291+0,4 95,83+ 1,7 769+05a 85,00 + 3,3
Dinc7 13,18 +0,3 98,33+ 1,9 755+05a 90,83+ 5,7
Dinc8 12,73+0,6 96,67 + 4,2 7,73+05a 94,17 £ 3,2
Dinc9 13,60+ 0,6 99,17 +1,9 6,56+05hb 83,33%6,1
Dinc10 12,69 +0,3 95,83+ 3,2 597+05hb 82,50+7,9
Dinc11 12,97 +0,4 96,67 + 2,7 6,34+0,6b 88,33+7,4
Dinc12 13,32+0,4 97,50 + 3,2 6,28+0,4b 87,50 £ 5,7
Dinc13 13,00 £ 0,5 95,83+ 3,2 6,49+05hb 89,17 £ 5,7
Dinc14 13,86 + 0,4 99,17+ 1,7 6,33+0,6b 87,50+ 7,4
Dinc15 13,24 +0,7 96,67 + 4,7 6,53+1,1b 80,83+ 11,0
Dinc16 12,92 +0,9 95,00 + 4,3 8,13+0,4a 92,50+ 3,2
Dinc17 13,34 +0,8 96,67 + 2,7 6,18+0,5b 87,50 + 6,3
Dinc18 13,03 +0,7 95,00 + 4,3 6,02+0,6b 83,33+7,9
T &4gua 13,62 +0,6 98,33+3,3 577+05b 82,50 + 6,9
TLM 12,98 £ 0,3 98,33+ 2,7 562+02hb 79,17 +5,0
CV (%) 4,42 3,22 4,02 6,86

** = médias (4 repeticdes) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (1%), ns=

ndo significativo pelo teste de Scott-Knott, CV= coeficiente de variacdo
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Quanto ao indice de velocidade de germinacéo (IVG), o efeito da inoculacdo
foi significativo somente nas sementes de arroz, em que alguns tratamentos
apresentaram um aumento no percentual de germinacdo nos trés primeiros dias em
relacdo aos tratamentos controle (agua e meio de cultura LM).

Os tratamentos que apresentaram melhor desempenho nos trés primeiros
dias quanto a velocidade de germinagdo de sementes de arroz, foram comparados
isoladamente com o tratamento controle LM, a partir do teste t, com o auxilio do
programa Past (HAMMER et al., 2015), conforme apresentado na figura 2 (rizdbio
Dinc6 x controle LM) , na figura 3 (rizébio Dinc7 x controle LM), na figura 4 (riz6bio
Dinc8 x controle LM) e na figura 5 (rizobio Dincl6 x controle LM). Quando
comparados com o tratamento controle LM, os quatro apresentaram efeito
significativamente superior, nos cinco primeiros dias, sendo que o rizébio Dinc6
apresentou um aumento no percentual de germinagdo oito vezes maior que 0O
tratamento controle LM no terceiro dia de teste (figura 2). Osorio Filho et al., (2014),
utilizando rizdbios como promotores de germinacdo em sementes de arroz do
mesmo cultivar (IRGA-424), também observaram um aumento na velocidade de

germinacao em relacao ao tratamento controle néo inoculado.
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Figura 2 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de arroz
inoculadas com o rizébio Dinc6é de D. incanum, em compara¢cdo com O
tratamento controle com LM (caldo levedura-manitol). Teste t, onde *=
significativo a 5%, **= significativo a 1%, ns= nao significativo. As barras de
erro representam o desvio padréo.
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Figura 3 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
arroz inoculadas com o rizobio Dinc7 de D. incanum, em comparacao
com o tratamento controle com LM (caldo levedura-manitol). Teste t,
onde *= significativo a 5%, **= significativo a 1%, ns= n&o significativo.

As barras de erro representam o desvio padréo.
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Figura 4 — Percentual acumulado de germinacao de sementes de
arroz inoculadas com o rizébio Dinc8 de D. incanum, em comparacao
com o tratamento controle com LM (caldo levedura-manitol). Teste t,
onde *= significativo a 5%, **= significativo a 1%. As barras de erro

representam o desvio padrao.
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Figura 5 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
arroz inoculadas com o rizobio Dinc16 de D. incanum, em comparagao
com o tratamento controle com LM (caldo levedura-manitol). Teste t,
onde *= significativo a 5%, **= significativo a 1%. As barras de erro

representam o desvio padréo.

5.7 Avaliacédo da interacdo dos rizébios com arroz e trigo in vitro

No estudo de interacdo em tubos com arroz e trigo, pode-se observar que no
arroz, apenas a parte aérea apresentou uma diferenca significativa entre os
tratamentos, ja no trigo, a interagdo ocorreu somente na raiz (tabela 5).

No arroz, quando comparados com os tratamentos controle, pode-se observar
gue os tratamentos Dincl, Dinc3, Dinc4, Dinc6, Dinc9, Dincll, Dincl2, Dincl5,
Dincl6 apresentaram desenvolvimento estatisticamente igual ao tratamento controle
com adicdo de 100% da dose de nitrogénio no comprimento da parte aérea. Osorio
Filho et al., (2014), em experimento em casa de vegetagdo, observaram um
incremento em massa seca de arroz da cultivar IRGA-424, tanto na parte aérea
guanto na raiz, em relacdo ao tratamento sem inoculacdo, indicando que
possivelmente, em testes prolongados os rizobios do presente estudo podem

apresentar efeito no desenvolvimento das raizes.
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Tabela 5 — Médias seguidas do desvio padrdo do comprimento da parte aérea e da raiz de arroz e
trigo em tubos de ensaio, inoculados com rizébios isolados de D. incanum

Tratamentos Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
cm

Controle + N 20,1+ 2,3 a* 12,8+ 5,3™ 18,7 +0,9™ 20,2+ 1,7 a**
Dincl 194+1,1a 129+1,0 19,3+ 3,1 18,3+ 3,7a
Dinc2 157+4,40b 10,1+ 3,2 20,1x1,7 153+1,4b
Dinc3 19,7+ 0,3 a 15,0+ 0,5 199+19 155+15hb
Dinc4 23,0+49a 11,4+1,7 175+ 2,6 154+0,1b
Dinc6 219+43a 98+1,5 192+1,6 159+14b
Dinc7 15,1+6,5b 10,0+ 3,5 18,9+0,9 16,2+0,7b
Dinc8 148+58b 10,4 + 3,6 16,6 £1,8 147+24b
Dinc9 19,2+ 3,8a 95+2,6 17,8+ 2,3 128+2,8hb
Dinc10 17,1+3,4b 9,1+4,4 19,7+ 24 145+2,7b
Dincl1l 18,2+4,4a 12,9+ 3,7 19.0+£1,1 18,1+15a
Dinc12 179+ 29a 12,0+5,1 20,325 16,1+1,2b
Dinc13 13,6 +£3,0b 9,8+4,0 18,6 £ 3,8 16,9+ 32a
Dinc14 15,8+ 3,1b 11,1+1,3 20,6 1,6 13,2+1,8b
Dinc15 189+1,1a 126+1,1 175+1,5 135+0,6b
Dincl16 18,2+4,2a 12,2+ 2,0 19,6 £1,7 19,8+1,3a
Dincl17 159+3,7b 12,1+2,1 19,3+1,5 13,8+09b
Controle N/2 14,7+ 3,7b 11,6 +1,9 18,0+ 2,3 16,3+2,8b
CV (%) 215 - - 12,56

Controle + N equivalente a 120 Kg.ha™ de N e controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha™ de N. *= médias seguidas
pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de comparagédo de médias Scott-Knott (5%),
**= médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste de comparacédo de
médias Scott-Knott (1%), ns= ndo significativo a 5%, CV= coeficiente de variacdo

JA& no trigo, os rizébios Dincl, Dincll, Dincl3 e Dincl6, apresentaram

desempenho semelhante ao controle positivo, quando avaliados quanto ao

comprimento da raiz.

Etesami et al. (2009) utilizando estirpes de rizébio em plantas de trigo,

observaram um incremento em massa seca da raiz, e um aumento na absorcéo de

macronutrientes (N, P e K), consequente do aumento do sistema radicular.
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5.8 Avaliacdo da inoculacdo de rizébios na promocado de crescimento de

plantas de aveia em casa de vegetacéao

Os dados de producdo de aveia em vasos, em casa de vegetacdo sado
apresentados na tabela 6. Os rizébios Dincl, Dinc2, Dinc3, Dinc4, Dinc9, Dincl3,
Dincl6, Dincl8 apresentaram valores de massa seca da parte aérea,
estatisticamente iguais ao tratamento controle com 100% da dose recomendada de
nitrogénio, os demais isolados, apesar de apresentarem um incremento em massa
menor, foram ainda superiores estatisticamente ao tratamento controle com metade

da dose de nitrogénio.

Tabela 6 — Médias seguidas do desvio padréo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR), comprimento da parte aérea (CPA), indice de eficiéncia relativa (IER), de plantas de
aveia em casa de vegetacao, inoculadas com rizébios isolados de D. incanum

Tratamentos MSPA MSR CPA IER
MG cm %
Controle + N* 495 + 167 a** 178 £ 41 a** 46,5+ 9,0 a** 100
Dincl 389+110a 129+31b 453+ 4.2 a 71,97
Dinc2 292 +54 a 72+20¢c 422+6,4a 44,12
Dinc3 364 + 167 a 69+25¢ 446+71a 56,60
Dinc4 288+ 18a 73+26¢C 38,7+£2,7b 43,58
Dinc6 261+83b 68+23¢c 369+75b 37,79
Dinc7 177+21b 65+12¢c 347+£3,4b 22,06
Dinc8 177+21b 67+5¢c 365+51b 22,42
Dinc9 310+ 1172 91+27¢c 424 +58a 50,81
Dincl0 209+41b 38+1lc 336+1,2b 22,97
Dinc11 236+9b 68+5¢c 359+3,1b 33,27
Dincl12 274 +138hb 86+3lc 437+x25a 43,40
Dincl13 338+111a 78+ 17¢c 459+53a 53,53
Dinc14 223+50hb 68+ 15¢c 378+£49b 30,92
Dincl15 242 +45Db 68+20¢cC 376+£25b 34,36
Dincl6 280+50a 88+25¢ 424+11a 44,85
Dinc17 264+61b 59+ 16 ¢ 414+37a 36,71
Dincl18 358 +81a 74+23¢c 424+10a 56,42
Controle N/2* 87+9c 33+8¢ 26,0+32c 0
CV (%) 14,54 28,28 11,91 -

*= Controle + N equivalente a 150 Kg.ha™ de N e controle N/2 equivalente a 75 Kg.ha™ de N, **= médias (4
repeticdes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparacéo de
médias Scott-Knott (1%), CV= coeficiente de varia¢éo
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Stajkovic-Srbinovic et al. (2014), em um estudo de inoculagdo com bactérias
promotoras de crescimento em plantas de aveia, em casa de vegetacdo, também
observaram que a inoculacdo com rizobio foi estatisticamente igual ao tratamento
controle positivo, quanto ao acimulo de massa seca da parte aérea, e superior aos
tratamentos inoculados com outras bactérias.

Na massa seca da raiz, nenhum rizébio apresentou desempenho em
incremento de massa seca semelhante ao tratamento com a dose total de N, apenas
o rizébio Dincl foi significativamente superior ao tratamento controle com metade da
dose de nitrogénio. Isso colaborou para que o indice de eficiéncia relativa
apresentasse valores bastante inferiores, apesar disso, todos o0s rizobios
apresentaram uma eficiéncia relativa superior ao tratamento controle N/2.

Quanto ao comprimento da parte aérea, todos foram superiores ao controle
N/2, com destaque para os rizébios Dincl, Dinc2, Dinc3, Dinc9, Dincl2, Dincl3,
Dinc16, Dincl7 e Dincl8 que foram estatisticamente iguais ao tratamento controle
com 100% da dose de nitrogénio.

Quando submetido ao teste de Skott-Knott, o teor de clorofila ndo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (tabela 7).

Quanto ao acumulo de fésforo na parte aérea, o rizébio Dinc3 se destacou em
relacdo aos demais, apresentando resultado estatisticamente igual ao tratamento
controle +N. Este mesmo isolado foi o que apresentou o maior indice de
solubilizacdo de fosfato em meio de cultura solido (figura 1). Os rizébios Dincl,
Dinc2, Dinc4, Dinc9, Dincl3, Dincl8, foram significativamente superiores ao
tratamento controle N/2. Considerando que todos os tratamentos receberam a
mesma quantidade de fosfato, via solugéo nutritiva, pode-se observar que a
inoculacao de rizébios de D. incanum, promoveu uma maior absorcdo de fosforo nas
plantas de aveia.

Em relacdo ao acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas de aveia, 0s
rizobios Dincl, Dinc2, Dinc3, Dind4, Dinc6, Dinc9, Dinc12, Dincl3, Dincl6, Dincl7 e
Dinc18 apresentaram desempenho superior ao tratamento controle N/2, que recebeu
a mesma dose de nitrogénio que os tratamentos inoculados, com acumulo que
variou de trés a cinco vezes mais nitrogénio, indicando que os rizébios auxiliam na

absorcao de nutrientes, apesar de ndo ser via fixagdo biolégica de nitrogénio.
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Stajkovic-Srbinovic et al. (2014), observaram que a inoculagéo de rizébios em
plantas de aveia teve efeito positivo na nutricio das mesmas, pois acumulo de
nitrogénio do tratamento inoculado com rizébio, foi igual ao tratamento controle
fertilizado e superior comparado com outras bactérias diazotréficas. Quando
comparado o acumulo de fésforo dos tratamentos, o inoculado com rizobio foi o que
apresentou uma concentracdo superior a todos os tratamentos, inclusive o controle
positivo.

Além das varidveis obtidas em casa de vegetacdo, foram adicionadas
também a andlise de componentes principais, a producao de &cido indol-acético em
caldo de cultura LM com e sem triptofano e a capacidade de solubilizagédo de fosfato

tricalcico em meio de cultura solido (figura 6).

Tabela 7 — Médias seguidas do desvio padrao do teor de clorofila, fosforo total da parte aérea (P
total) e nitrogénio total da parte aérea (N total), de plantas de aveia em casa de vegetacao,
inoculadas com rizébios isolados de D. incanum

Tratamentos Clorofila P total N total
mg

Controle + N* 45,92 + 43" 0,963 + 0,255 a** 12,2 + 3,8 a**
Dincl 3457 +4,6 0,623+ 0,150 b 7,1+16b
Dinc2 41,07 £ 3,6 0,524 + 0,061 b 56+0,8b
Dinc3 43,22 +7,0 0,830+ 0,343 a 74+29b
Dinc4 40,70 £ 2,7 0,612 + 0,057 b 57+0,2b
Dinc6 39,70 + 3,2 0,450+ 0,119 ¢ 50+£15b
Dinc7 39,75+4,1 0,230+0,017d 3,1+0,2¢c
Dinc8 37,17 +5,9 0,301+ 0,019 ¢ 3,3+0,2¢c
Dinc9 41,02+6,1 0,534 +0,087 b 6,1+2,1b
Dinc10 40,70 £ 4,3 0,385+ 0,041 c 33+05¢
Dincl1 40,50+ 2,5 0,348 + 0,038 ¢ 3,7+0,1¢c
Dinc12 36,45+ 4,3 0,340+ 0,151 c 51+24b
Dinc13 40,30+ 2,9 0,567 +0,195 b 6,7+19b
Dincl4 37,67 +3,6 0,325+ 0,057 ¢ 38+0,6¢C
Dincl15 41,07 £ 3,2 0,350 + 0,029 ¢ 41+06¢c
Dincl16 37,97 +4,6 0,468 + 0,026 c 47+0,7b
Dincl17 38,12+4,3 0,411 +0,052 ¢ 48+09b
Dinc18 4227 +£3,8 0,614 +0,073 b 6,7+1,3b
Controle N/2* 31,75+ 4,0 0,129 + 0,007 d 15+0,1c
CV (%) - 11,76 29,68

*= Controle + N equivalente a 150 Kg.ha™" de N e controle N/2 equivalente a 75 Kg.ha™" de N, **= médias (4
repeticBes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparacao de
médias Scott-Knott (1%), ns= nao significativo, CV= coeficiente de variagdo
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A partir da andalise de componentes principais, foi possivel observar que o
tratamento com dose completa de N, foi superior a todos 0s outros e que oS
tratamentos Dincl, Dinc3, Dinc9, Dincl3 e Dinc18 foram os que apresentaram uma
maior influéncia quanto as variaveis de casa de vegetacdo (massa seca de parte
aérea e de raiz, comprimento de parte aérea, teor de clorofila e nitrogénio e fosforo
total).

Também se observou que as variaveis producéo de acido indol-acético com e
sem adicdo de triptofano e solubilizacéo de fosfato ndo influenciaram nos resultados
em plantas de aveia em casa de vegetacao, indicando que os mecanismos de acao
como promotores de crescimento dos rizdbios testados sdo outros que nao 0s

estudados no presente trabalho.

Componente 2 {19,20%)
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Figura 6 - Andlise de componentes principais referente as variveis descritas nas tabelas 6 e 7, de
plantas de aveia em casa de vegetagdo, inoculadas com rizébios simbiontes em D. incanum. AlA =
producédo de &cido indol-acético, AlAt = producédo de &cido indol-acético com adi¢do de triptofano,
MSPA = massa seca da parte aérea, MSR = massa seca da raiz, CPA = comprimento da parte aérea,
N total = acumulo total de nitrogénio na planta, P total = acimulo total de fésforo na planta, ISF =
indice de solubilizacao de fosfato.

5.9 Avaliacdo da inoculacdo de rizébios na promoc¢édo de crescimento de

plantas de milho em casa de vegetagéo
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Os resultados da inoculacdo de rizébios de D. incanum em milho mostram
gue a interacao foi menor comparando-se aos resultados da inoculacdo em plantas
de aveia. Quando comparados os dados de massa seca da parte aérea, pode-se
observar que apesar do tratamento controle + N ser superior a todos os inoculados,
os tratamentos inoculados com Dinc3 e Dinc8 tiveram um incremento em massa em
relacdo ao tratamento controle N/2 de mais de 40%. Ja os rizébios Dinc9, Dincl0 e
Dinll, ndo apresentaram incremento na massa seca da parte aérea, o que pode
indicar que ndo apresentam interacéo no hibrido AG-9025 PRO3 de milho.

Quanto a massa seca da raiz, os rizobios Dincl, Dinc3, Dincl2, Dincl3,
Dincl4 e Dincl8 apresentaram um bom incremento quando comparados com
tratamento controle N/2, que variaram de 7,8% (Dincl4) a 19,4% (Dincl8). Os

demais ndo apresentaram incremento em massa suficiente.

Tabela 8 — Médias seguidas do desvio padrdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR), comprimento da parte aérea (CPA), volume de raiz (Vol. raiz), indice de eficiéncia
relativa (IER), de plantas de milho em casa de vegetacao, inoculadas com rizobios isolados de D.
incanum

Tratamentos MSPA MSR CPA Vol. Raiz IER
cm cm?3 %
Controle + N* 2,286 + 0,11 a** 2,483 + 0,8 a** 789+26a** 34, 7+2,1a* 100
Dincl 1,106 £ 0,10 d 1,652+0,12b 54,1+3,2d 205+1,0c 19,33
Dinc2 0,883+ 0,08d 1,308 + 0,07 c 525+1,8d 17,7+15d -3,41
Dinc3 1,540+£0,10 b 1,590+0,15b 70,0+£3,2b 232+2,7b 34,26
Dinc4 0,999+0,10 e 1,270+ 0,09 ¢ 50,1+2,7e 172+2,1d -0,28
Dinc6 1,006 £ 0,03 e 1,248 £ 0,15 ¢ 479+36¢e 172+21d -0,88
Dinc7 0,970+ 0,07 e 1,351+0,12 ¢ 496+15e 155+10e 1,81
Dinc8 1,422 £ 0,05 ¢ 1,092 +£0,16 d 58,7+4,7¢c 150+16e 9,55
Dinc9 0,898 + 0,05 f 1,269 + 0,06 c 50,2+29e 16,2+1,0d -4,37
Dinc10 0,629+ 0,03 g 1,252+0,14 ¢ 46,4+25e 13,7+1,0¢e -15,84
Dinc11 1,125+ 0,10d 1,119+0,13d 521+2.2d 150+16e -1,28
Dinc12 1,113+£0,01d 1,664 +0,16 b 51,0x25e 232+2,4b 20,10
Dinc13 1,015+ 0,06 e 1,663+0,16 b 521+25d 19,0+2,4d 16,13
Dinc14 1,009 £ 0,03 e 1,474+0,17 b 48,7+2,0¢e 172+2,1d 8,30
Dinc15 0,863 +0,04f 1,394 +0,01¢c 490+15e 16,2+1,0d -0,76
Dinc16 1,020+ 0,03 e 1,354 +£0,09 ¢ 49,4+22e 175+0,6d 3,93
Dinc18 1,143 +£0,07 d 1,687 +0,14 b 53,2+2,1d 172+2,1d 22,22
Controle N/2* 0,917 £0,04 f 1,359+0,10 c 48,1+ 3,7 e 145+19e 0
CV (%) 6,31 8,48 5,03 9,48 -

*= Controle + N equivalente a 120 Kg.ha™ de N e controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha™ de N, **= médias (4
repeticbes) seguidas pela mesma letra ha mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo de
médias Scott-Knott (1%), CV= coeficiente de variagao
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O indice de eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados foi baixo, isso
ocorreu porgue o indice € calculado com base na massa seca total e incremento em
massa seca da parte aérea foi bastante inferior quando comparado com o
incremento em massa seca da raiz.

A planta inoculada com o rizébio Dinc3 foi a que apresentou o comprimento
da parte aérea mais proximo ao tratamento controle 100% N. J& no volume de raiz,
além do Dinc3, o rizébio Dincl2 também apresentou resultado aproximado ao
controle + N.

Quando avaliado o acumulo de nitrogénio da parte aérea nas plantas de
milho, pode-se observar que alguns rizébios apresentaram desempenho superior ao
tratamento controle N/2, que recebeu a mesma dose de nitrogénio via solucéo
nutritiva, destacando-se os rizébios Dinc3 e Dinc8 que dobraram o acumulo de N
nas plantas de milho. Em acumulo de fésforo, novamente o rizébio Dinc3, foi o que

se destacou em relagdo aos demais, seguido do rizobio Dinc 14 (tabela 9).

Tabela 9 — Médias seguidas do desvio padrdo do nitrogénio total da parte aérea (N total) e do
fésforo total da parte aérea (P total), de plantas de milho em casa de vegetacéo, inoculadas com
rizobios isolados de D. incanum

Tratamentos N total P total
mg

Controle + N* 33,0+ 1,0 a** 2,005 + 0,048 a**
Dincl 9,6+0,9d 0,982+ 0,046 d
Dinc2 9,0+0,7e 0,726 + 0,058 e
Dinc3 170+14b 1,653+0,276 b
Dinc4 10,6 +0,5¢c 0,866 + 0,146 e
Dinc6 11,4+0,7c 0,763+ 1,165 e
Dinc7 9,8+0,4d 0,895+ 0,074 d
Dinc8 16,2+1,8b 1,010 £0,299d
Dinc9 86+09e 0,813+ 0,068 e
Dinc10 6,0+04f 0,605 + 0,068 e
Dincl1 10,5+0,9c 0,842+ 0,125 e
Dinc12 11,6 +1,0c 0,959 +0,164d
Dinc13 9,8+0,4d 0,746 + 0,025 e
Dincl4 9,8+0,3d 1,210+0,149¢c
Dinc15 85+04e 1,003+0,101d
Dincl16 9,8+0,7d 0,785+ 0,126 e
Dinc18 11,0+ 0,3¢c 0,959 + 0,106 d
Controle N/2* 85+0,3¢e 0,667 + 0,104 e
CV (%) 7,15 14,37

*= Controle + N equivalente a 120 Kg.ha™ de N e controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha™" de N, **= médias (4
repeticbes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste de comparacao de
médias Scott-Knott (1%), CV= coeficiente de variacdo
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Tém se obtido inUmeros resultados positivos pela inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento em milho, apesar disso, ha uma grande variacdo nas
interacOes entre diferentes hibridos e bactérias, sugerindo que essa interacao é
dependente do gendtipo da planta e do microrganismo envolvido (GARCIA DE
SALAMONE et al., 1996; RIGGS et al., 2001; MONTANEZ et al., 2009; WALKER et
al., 2011, HAHN et al., 2013).

Riggs et al., (2001) avaliaram a capacidade de diversas estipes bacterianas
em promover o crescimento em 10 hibridos diferentes de milho em casa de
vegetacdo. Dentre as estipes testadas, duas eram rizobios, sendo que a estirpe
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii E11 apresentou incremento significativo em
apenas um dos hibridos (34,3% de incremento em matéria seca da parte aérea em
relacdo ao tratamento sem inoculacdo) e a estirpe Sinorhizobium sp. ANU280
apresentou incremento significativo em dois dos hibridos (incremento de 35,4 e
43,3% em relacdo ao tratamento ndo inoculado).

Quando submetidos os dados a analise de componentes principais, observou-
se que os rizébios Dincl, Dinc3 e Dinc8 foram os que mais apresentaram efeitos
positivos em relacdo as variaveis de casa de vegetacao (massa seca da parte aérea
e da raiz, comprimento da parte aérea, volume de raiz e nitrogénio e fosforo total)
(figura 7).

Assim como nas plantas de aveia, as variaveis producdo de &acido indol-
acético com e sem adicdo de triptofano e solubilizacdo de fosfato ndo influenciaram

diretamente nas variaveis de casa de vegetacao em plantas de milho.
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Figura 7 - Andlise de componentes principais referente as varidveis descritas nas tabelas 8 e 9, de

plantas de milho em casa de vegetacéo, inoculadas com rizébios simbiontes em D. incanum. AlA =

producdo de acido indol-acético, AlAt = producdo de acido indol-acético com adicao de triptofano,

MSPA = massa seca da parte aérea, MSR = massa seca da raiz, CPA = comprimento da parte aérea,

Vol. Raiz = volume da raiz, N total = aciimulo total de nitrogénio na planta, P total = acimulo total de

fésforo na planta, ISF = indice

de solubilizacdo de fosfato.
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6 CONCLUSOES

Rizobios isolados de D. incanum sao capazes de solubilizar fosfato tricélcico
em meio de cultura.

Nenhum dos rizébios estudados é capaz de produzir melanina em meio de
cultura.

Os rizébios produzem acido indol-acético em meio de cultura sem adicao de
triptofano e com adigao de triptofano.

Os rizobios estudados apresentam uma alta eficiéncia simbiodtica em plantas
de pega-pega, apresentando maior acumulo de massa seca que o controle com
adicao de nitrogénio.

Os rizobios estudados nédo alteram o percentual de germinacdo final em
sementes de trigo e arroz, entretanto, aceleram a germinacdo em sementes de
arroz.

Riz6bios de D. incanum sdo capazes de aumentar o comprimento da parte
aérea de plantas de arroz, e o comprimento da raiz de plantas de trigo in vitro.

Em plantas de aveia, os rizébios aumentam a massa seca da parte aérea e 0
comprimento da parte aérea e a massa seca da raiz.

Todos os rizébios aumentam o acumulo de fésforo e de nitrogénio na parte
aérea de plantas de aveia.

Os rizébios Dincl, Dinc3, Dinc9, Dincl3 e Dincl8 apresentam uma maior
influéncia em plantas de aveia em casa de vegetacao.

Em plantas de milho, os rizébios promovem um aumento em massa seca da
parte aérea, aumentam a massa seca da raiz, promovem um aumento do
comprimento da parte aérea e aumentam o volume das raizes.

Quanto ao acumulo de nutrientes em plantas de milho, os rizébios promovem
um maior acumulo de nitrogénio e um maior acumulo de fésforo.

Os rizébios Dincl, Dinc3 e Dinc8 apresentam uma maior influéncia no

crescimento de plantas de milho em casa de vegetacéao.
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