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AVALIAQAO DA PROMOGAO DE CRESCIMENTO EM ARROZ E TRIGO
POR RIZOBIOS NATIVOS SIMBIONTES DE Erythrina falcata’

Autor: Tais Backes
Orientador: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

A utilizagdo de rizébios como promotores de crescimento em gramineas sao
estudadas em muitos trabalhos, pois estes micro-organismos apresentam
capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio em plantas leguminosas e
possuem outros mecanismos que beneficiam plantas nao-leguminosas
produzindo fitorménios e aumentando a absorcao de nutrientes. O Rio Grande
do Sul é um estado reconhecido como produtor de arroz (Oryza sativa) e trigo
(Triticum aestivum) produzidas frequentemente onde também ocorrem
leguminosas nativas que fazem simbiose com rizébios, como a corticeira-da-
serra (Erythrina falcata). Assim, uma vez que esses rizobios fazem simbiose com
E. falcata podem atuar como promotores de crescimento de plantas de arroz e
trigo. Este trabalho teve como objetivo isolar e selecionar rizébios nativos de E.
falcata que possam ser inseridos em lavouras de culturas anuais. Os isolados de
rizobios foram obtidos de nédulos de E. falcata cultivadas em casa de vegetacao
inoculadas com suspensao de solo. Para realizar a autenticacdo e avaliar a
eficiéncia simbidtica dos isolados, estes foram re-inoculados em E. falcata e
observou-se a nodulacao e quantificada a producdo de massa seca das plantas.
Os rizébios foram caracterizados quanto a sua morfologia, capacidade de
solubilizagao de fosfato tricalcico (Caz(POa4)2) e produgéo de acido indol-acético
(AIA), com e sem adicao de triptofano. Ainda, os rizobios foram avaliados quanto
ao efeito na germinagcdo em sementes de arroz e trigo, e a promogéo de
crescimento em casa de vegetagcdo. Identificaram-se os isolados pela
amplificacdo e sequenciamento do DNA utilizando um fragmento do 16S
ribossomal. Apenas os rizébios Ef4, Ef12 e Ef13 solubilizaram fosfato tricalcico,
e todos produziram AIA com adicdo de triptofano. Os isolados nao foram
eficientes na fixag&o de nitrogénio em E. falcata. Por outro lado, todos os rizébios
aceleraram a germinagéo de sementes de arroz, porém em trigo ndo houve efeito
das inoculagdes. Os tratamentos com inoculagéo dos rizébios Ef3, Ef11 e Ef13
em arroz apresentaram valores semelhantes ao tratamento com 100% de N. O
rizébio Ef13 e Ef4 estimularam o aumento no numero de perfilhos em arroz. As
plantas de arroz inoculadas com Ef13 foram capazes de absorver mais nitrogénio
que os demais tratamentos inoculados. Com base na analise de DNA, todos os
isolados foram identificados como pertencentes ao género Bradyrhizobium.

Palavras-chave: Inoculacao, rizobactérias, corticeira-da-serra.
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GROWTH PROMOTION IN RICE AND WHEAT BY SYMBIONTIC NATIVE
RIZHOBIA OF Erythrina falcata?

Author: Tais Backes

Adviser: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT

The use of rhizobia to growth promoting in grasses has been well studied in
several works, because besides their role in promoting fixation of atmospheric
nitrogen in leguminous plants, rhizobia may also provide several other benefits in
non-leguminous plants by producing phytohormones and facilitating plant
nutrients acquisition. Rio Grande do Sul state is recognized as a great rice (Oryza
sativa) and wheat (Triticum aestivum) producer. These cultures are often cropped
under natural grassland or forest slopes, where there was co-occcurence of
native species of legumes fixing atmospheric nitrogen such as Erythrina falcata
(Corticeira-da-serra). Then, since these native rhizobia associated with Erythrina
falcata can act as growth promoting in rice and wheat plants, our work aimed to
isolate and select native rhizobia from corticeira-da-serra, in order to selected
rhizobia that are capable to promote growing in those crops. Isolates of rhizobia
were obtained from nodules of Corticeira-da-serra cultivated in greenhouse
conditions that were previously inoculated with soil suspension. After, in order to
perform the authentication and evaluate the symbiotic efficiency of each isolate,
we re-inoculated the on Corticeira-da-serra and observed if there was nodulation
and determined plant production dry matter. Rhizobia were characterized
regarding their morphology, ability to solubilise tricalcium phosphate
(Ca3(P0O4)2), and indole acetic acid (IAA) production with and without
tryptophan. Yet, rhizobia were evaluated regarding their effects on germination
of rice and wheat seeds and plant production in greenhouse conditions. We
identify the isolates through amplification and DNA sequencing using 16S
ribosome fragment. Only rhizobias identified as UFRGS Ef4, Ef12 and Ef13 was
able to solubilize tricalcicum phosphate, while all of them could produce IAA with
tryptophan. Our isolates of rhizobia were not efficiency in fixing nitrogen in E.
falcata. On the other hand, all the isolates increased seeds germination rate of
rice but in wheat don’t have effect on inoculation. Rice inoculated with Ef3, Ef11
and Ef13 showed similar values when compared to rice fertilized with 100% of
recommended dose of nitrogen. However, our finding showed that Ef13 can
stimulate the number of branch. The rice plants inoculated with UFRGS Ef13
absorbed more nitrogen when compared to the others treatments. On wheat, no
differences were observed in seed germination and number of branch. Finally,
based on dna analysis all the isolates in this work were identified as
Bradyrhizobium ssp.

Keywords: Inoculation, rhyzobacteria, corticeira-da-serra.

2M. Sc. Dissertation in Soil Science. Graduate Program in Soil Science, Faculty of
Agronomy, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (59p.) September,
2016.
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1. INTRODUGAO

Bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, que nodulam plantas
da familia das leguminosas despertam grande interesse econémico, pois essa
simbiose pode acarretar na redugcdo de custos com adubagado nitrogenada.
Inoculantes contendo rizébios sao utilizados em cultivos, como a soja, suprindo
toda demanda de nitrogénio que a cultura necessita, acarretando em menos
gastos e poluigao por lixiviagao de nitratos.

Ja, a inoculagdo em gramineas, com os rizdbios sendo utilizados
como promotores de crescimento, tem como beneficios a diminuigdo do uso de
fertilizantes, e consequentemente menos custo de produgcdo com maior
aproveitamento dos nutrientes.

Os rizébios sado estudados ndo apenas devido a simbiose com
leguminosas, mas também por habitarem o solo e colonizarem plantas n&o-
leguminosas, contribuindo para o desenvolvimento dessas plantas, servindo
como promotores de crescimento. Em plantas ndo-leguminosas, os rizobios néo
fixam nitrogénio nem formam nédulos, mas podem colonizar, endofiticamente,
raizes, caules e folhas dessas plantas, estimulando seu crescimento. Diversos
mecanismos sao utilizados pelos rizébios na promogao de crescimento vegetal,
podendo ser de forma direta ou indireta, como por exemplo, pela producao de
fitormbnios, solubilizagdo de fosfatos inorganicos, disponibilizagao de fésforo e
pela capacidade de antagonismo a fitopatdégenos.

Os estudos realizados com a inoculacdo de rizébios em diversas
gramineas como arroz, trigo, aveia e milho, tém mostrado que essa associagao
pode acarretar em incremento de massa de parte aérea e raiz, aumentando o
comprimento de parte aérea e raiz, também em uma maior produ¢cao em graos
e melhor aproveitamento e absorcao de nutrientes.

A corticeira-da-serra € uma planta leguminosa arbérea e destaca-se

por habitar tanto locais secos como umidos, sendo seu uso recomendado para



recuperagao de areas degradas e matas ciliares, e também, para arborizagao
urbana devido as belas inflorescéncias que produz. E uma arvore endémica da
América do Sul e esta na lista das espécies ameacadas de extingdo. Por
apresentar capacidade de fazer simbiose com rizébios, onde o nitrogénio
atmosférico é fixado tornando-o disponivel para a planta, acaba por beneficiar
indiretamente o0 solo e as plantas préximas pelos exsudatos radiculares e
decomposigao de residuos da corticeira ricos em nitrogénio.

Arvores nativas, que por lei, sdo proibidas de corte, muitas vezes sao
encontradas em margens de areas de cultivos agricolas. Além disso, a
preservacao de espécies como a corticeira-da-serra é importante, ndo so por ser
nativa e estar ameagada, como também pela simbiose que mantém com rizdbios
que sao bactérias que podem associar-se e promover o crescimento de plantas
que estdo no mesmo tipo de solo. Com isso, supde-se que os rizébios nativos
teriam vantagens competitivas em relagdo a micro-organismos inoculados para
promover o crescimento, pois ja estariam adaptados ao tipo de solo e a
microbiota local.

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi isolar e selecionar rizébios
nativos de solos do Rio Grande do Sul, simbiontes em plantas de corticeira-da-
serra (Erythrina falcata), que sejam capazes de promover o crescimento vegetal

de gramineas como o arroz (Oryza sativa) e o trigo (Triticum aestivum).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rizébios e fixagao biolégica de nitrogénio

A principal fonte de nitrogénio no solo € a matéria organica que entra
no sistema por diversos compostos organicos provenientes de micro-organismos
fixadores de nitrogénio, como os rizébios, por residuos de plantas e também pela
aplicagao de nitrogénio mineral (WEBER; MIELNICZUK, 2009). No entanto, essa
conversao enzimatica do nitrogénio atmosférico realizada por micro-organismos
chamados diazotroficos, de forma simbidtica ou assimbiética (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006) pode acarretar na diminuigao de aplicagbées de N nas culturas.

A interacdo leguminosal/rizobio ajuda no enriquecimento e
incorporagdo de N no solo, que favorece a regeneragao natural e que ira ser
utilizado pelos cultivos subsequentes. Em rotacdo ou consércio com culturas
anuais, fornece 6tima cobertura e protegao ao solo, produgéo de forragem de
qualidade para pastejo, favorece a diversidade de flora e fauna silvestre; e
tolerancia a baixa fertilidade e compactagao do solo (SIQUEIRA et al., 2008). Por
conta de todas as vantagens e em meio a crise mundial de energia, e a crescente
preocupacao em produzir preservando o meio ambiente, ha no mundo inteiro,
um interesse cada vez maior por todos os aspectos da fixagao bioldgica de
nitrogénio (FBN) (FANGERIA, 1998).

Os rizébios sao bactérias do solo, Gram-negativas, nao formadoras
de enddsporos, com tamanho variando de 0,5-0,9 por 1,2-3,0 um, que podem
ser de vida livre ou simbiontes com plantas da familia das leguminosas. Quando
em simbiose, formam nédulos que sao estruturas formadas nas raizes das
leguminosas, onde ocorre a FBN (SOMASEGARAM & HOBEN, 1994; MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).

A simbiose rizébio/leguminosa € iniciada com a liberagdo de

flavonoides pela planta, que sao reconhecidos pela bactéria e que ativam os



genes nod dos rizébios e fazem o fator de nodulagéo (fator Nod) expressar-se,
sendo responsavel por uma série de alteragdes na expressao génica da planta
hospedeira, induzindo a formag¢éo do nédulo (KOUCHI et al., 2010).

A bactéria comega a produzir lipoquito-oligossacarideos, que s&o
reconhecidos pelas células radiculares e que fazem com que alguns horménios
da planta sejam ativados, ocorrendo o encurvamento do pelo radicular (GAGE,
2004). A partir disso, o pelo radicular envolve as bactérias por completo e ha a
formagdo de um cordao de infecgdo, onde os microorganismos penetram na
planta (GAGE, 2004; OBERTELLO et al., 2003).

Com a evolucao da infeccédo, é formado um canal dentro do canal
radicular, enquanto no periciclo € iniciado o rearranjo do citoesqueleto
microtubular e na parte interna do cortex ocorre a ativagdo das células e as
células infectadas se fundem, aumentando assim seu tamanho, e se dividindo,
dando origem ao primérdio nodular. O que resulta na formagédo do primérdio
nodular é a diferenciagao celular que se estende progressivamente para o meio
e para a area mais externa do cortex (FAGAN et al., 2007).

A partir disso, ha uma intensa divisdo celular, com um sistema
vascular lateral, que ocasiona o amadurecimento do primérdio nodular até a
estrutura do nodulo nas raizes. Dentro dos nddulos ha milhares de
simbiossomas, que sao estruturas de protecido para que as células bacterianas
nao fiqguem em contato com o citoplasma vegetal, na regido central do nédulo
fazendo a fixagédo de nitrogénio (KOUCHI et al., 2010).

Dentro dos simbiossomas ha a formagao da leg-hemoglobina, que faz
o papel de transporte de oxigénio para as bactérias (REIS et al., 2006). Pelo fato
da enzima nitrogenase, que transforma o N2 a NH3, ser oxidada em contato com
0 oxigénio, e a0 mesmo tempo necessitar de O2 para gerar ATP e redutores
para a nitrogenase, existe essa proteina, leg-hemoglobina, responsavel pelo
transporte de oxigénio nos simbiontes e que fornece quantidades controladas de
02 (FISHER & NEWTON, 2002).

Como consequéncia da formacao dos nddulos, as bactérias deixam
de ter vida livre, interrompem o processo de divisdo, aumentam de tamanho
passando a ter forma de bacterdides, e é nessas condi¢cdes, dentro dos nddulos,
que a FBN ocorre (GUIMARAES et al, 2003; KOUCHI et al, 2010).

A distribuicdo dos micro-organismos simbiontes de plantas

‘



leguminosas, com mais de 98 espécies agrupadas, se da em trés principais
subclasses filogenéticas a, 3 e y proteobacteria. Com 13 géneros, incluindo os
géneros Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, esta a subclasse das o-
proteobacteria e as B-proteobacteria, com dois géneros que pertencem a ordem
Burkholderiales, e um género da ordem Pseudomonales da subclasse y-
proteobacteria (WEIR, 2016).

2.2 Promogao de crescimento em plantas

A capacidade de promogdo de crescimento vegetal por alguns
rizobios vem sendo observada quando inoculados em arroz, trigo e milho, néo
pela capacidade de fixar nitrogénio, mas por mecanismos, como a produgéo de
substancias fitoreguladoras, aumento da disponibilidade de fésforo, ou
mecanismos indiretos, como o controle bioldgico de fitopatogenos (HAHN et al.,
2013).

Estudos mostram a interacdo de rizébios com plantas da familia
Poaceae, onde foram observados aumentos significativos na disponibilidade de
nitrogénio e nutrientes por meio da interagao de bactérias fixadoras de nitrogénio
com gramineas, que sao plantas que ndo fazem associagdo simbidtica com
rizébios (BODDEY et al., 1995; JAMES, 2000; RONCATO-MACCARI et al.,
2003).

Conhecidas na literatura como “plant growth-promoting rhizobacteria”
(PGPR) ou “rizobactérias promotoras de crescimento de plantas” (RPCP), essas
bactérias promotoras de crescimento vegetal colonizam e exercem efeitos
benéficos nas plantas, podendo aumentar a taxa de germinagdo de sementes,
ajudar no desenvolvimento de 6rgaos, na producao de flores e no rendimento
das culturas em casa de vegetacéo e no campo (DEY et al., 2004).

Chi et al. (2005), relatou a colonizagéo de rizobios em arroz, iniciando
com bactérias habitando a superficie do rizoplano, seguido da colonizagéo
endofitica das raizes e migrando para a base do caule, bainha da folha e por fim,
nas folhas de arroz. Singh et al. (2006), Perrine-Walker et al. (2007) e Osorio
Filho (2014) também demonstraram que rizébios infectam e colonizam

intercelularmente o interior das folhas e raizes de arroz.



2.3 Mecanismos de promoc¢ao de crescimento vegetal

Os mecanismos de promocao de crescimento de planta por rizdbios
em nao-leguminosas podem ser de acao direta ou indireta. Sem causar sintomas
de doencas. Os rizdbios possuem a capacidade de colonizar as raizes, caules e
folhnas da graminea, produzindo substéncias hormonais como o acido indol-
acético, estimulando diretamente o crescimento destes vegetais (MANTELIN &
TOURAINE, 2004; CHEN et al., 2005); suprindo as suas necessidades
nutricionais com a fixagdo biolégica de nitrogénio (TAIZ & ZIEGER, 2004) e
solubilizacdo de fosfatos (BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001). Os
mecanismos indiretos se relacionam com a protecédo das plantas contra micro-
organismos patogénicos (MISHRA et al., 2006; DUTTA et al., 2007).

2.3.1 Producao de fitormoénios

Fitormbdnios sdo compostos organicos que atuam em concentragdes
extremamente baixas influenciando nos processos bioquimicos, fisiolégicos e
morfoldgicos das plantas (FUENTES-RAMIREZ & CABALLERO-MELLADO,
2006). Tradicionalmente, essas substancias reguladoras de crescimento de
plantas tém sido divididas em grupo das 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). Atualmente, a capacidade de sintetizar
auxinas é o mecanismo mais bem estudado em rizobactérias (TSAVKELOVA et
al., 2006; SPAEPEN et al., 2007).

Dentre as auxinas mais importantes esta o acido indol-acético (AlA)
que é o principal responsavel pela divisao e expansao de células, diferenciagao
de tecidos de plantas e pelo estimulo ao alongamento de raizes. Em muitas
rizobactérias de vida livre, bactérias simbidticas, e também espécies bacterianas
patogénicas, tem sido detectada a capacidade de sintetizar AIA (COSTACURTA
& VANDERLEYDEN, 1995; TSAVKELOVA et al., 2006).

A sintese de AlA, para a grande maioria das rizobactérias, é realizada
a partir do precursor triptofano por vias metabdlicas diferentes. Também pode
ser sintetizado através de vias independentes do triptofano, embora em
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quantidades inferiores (SPAEPEN et al., 2007; OSORIO FILHO, 2014).

Nos micro-organismos, a sintese de AIA pode ocorrer por trés
distintas vias. A que ocorre na maioria das bactérias pertencentes aos géneros
Bradyrhizobium, Rhizobium, Azospirillum, Klebsiella e Enterobacter, é a via acido
indol-3-piruvico e aldeido indol-3-acético. A segunda via, observada em
Pseudomonas e Azospirillum, envolve a conversdo do triptofano em aldeido
indol-3-acético, que pode envolver uma via alternativa em que se forma
triptamina. E a terceira é através da biossintese indol-3-acetamida, que é a rota
realizada por bactérias fitopatogénicas (KHAN et al., 2014).

Em plantas ndo-leguminosas, o AIA produzido por rizébios pode
induzir a formacéao de raizes e, consequentemente, um incremento em volume,
peso e area da superficial de raizes (DAZZO & YANNI, 2006). Outro resultado
da inoculagao com bactérias que produzem auxinas € o aumento da formacao
de raizes adventicias (SOLANO et al., 2010).

Outro horménio, que mais de 80% dos micro-organismos isolados da
rizosfera sdo capazes de produzir “in vitro”, sao as citocininas (BAREA et al.,
1976). No entanto, bactérias promotoras de crescimento tém producédo de
citocininas menos expressiva que a produgao de auxinas (BOIERO et al., 2007).
Esse grupo de horménios promove a divisdo celular, o desenvolvimento de
raizes e formacao de pelos radiculares, porém sao compostos labeis e de dificil
quantificagdo e identificagdo (FRANKENBERGER & ARSHAD, 1995).

Estudos com rizobactérias produtoras de fitorménios vegetais
demonstraram que a inoculagéo em trigo e arroz promoveu maior crescimento
vegetal em relagdo aos tratamentos controle (KHALID et al., 2004; OSORIO
FILHO et al., 2016). No entanto, houve efeitos negativos e positivos em relagéo
ao alongamento e peso das raizes em diferentes cultivares de trigo na inoculagao
de rizobactérias isoladas (KHALID et al., 2004).

2.3.2 Solubilizagao de fosfato inorgénico

O fésforo (P) € um macronutriente essencial para o metabolismo de
plantas e apesar da quantidade de fésforo nos solos ser, geralmente, bastante
alta, a maior parte deste fosforo esta insoluvel, em formas minerais, e acaba
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sendo lentamente disponibilizado para as plantas (RODRIGUEZ et al., 2006;
RICHARDSON et al., 2009). Além disso, parte do fosforo inorganico soluvel que
€ usado como adubo quimico acaba sendo imobilizado pela intensa adsorcao
nas particulas do solo, tornando-se também indisponivel para as plantas, sendo
assim desperdi¢cado (GLICK, 2012).

Uma opgao para melhorar a eficiéncia da utilizagéo do fésforo do solo
sa0 micro-organismos que excretam substancias capazes de solubilizar fosfatos
insoluveis. Além de solubilizar fosfato de calcio, mecanismo adequado para
solos alcalinos, microrganismos do solo podem, também, solubilizar fosfato de
ferro, de aluminio, de magnésio e outros, melhorando a eficiéncia da utilizacéo
de fésforo do solo pela excregdo de substancias solubilizadoras
(GYANESHWAR et al., 2002; VESSEY, 2003; CHAGAS JR et al., 2010).

A formacédo de complexos de ferro ou de aluminio com &cidos
organicos (acetato, lactato, malato, etc), excretados pelas bactérias, formam
complexos de ferro ou de aluminio, dependendo dos fosfatos presentes nos
solos e tornam o fésforo disponivel para as plantas (GYANESHWAR et al.,
2002). Outros mecanismos utilizados pelas bactérias da rizosfera para solubilizar
fosfatos insoluveis além da produgao de acidos organicos, € a excregao de ions
H+ e a biossintese de fosfatases (ARCAND & SCHNEIDER, 2006).

Os rizdbios estdo entre os micro-organismos de solo com o maior
potencial de solubilizagdo (RODRIGUEZ E FRAGA, 1999). Também tém sido
descritos como solubilizadores de fosfato, estirpes ectorizosféricas como
Pseudomonas e Bacilus (IGUAL et al., 2001).

2.4 Rizébios promotores de crescimento em gramineas

O arroz (Oryza sativa L.) e o trigo (Triticum aestivum) sao
monocotiledéneas, pertencentes a familia Poaceae e estdo entre os cereais mais
cultivados e consumidos no Brasil e no mundo (CONAB, 2016; USDA, 2016).

O efeito benéfico da interagdo de rizébios com gramineas ja tem sido
demonstrado em trabalhos com diferentes tipos de cultivos, como arroz (YANNI
et al., 2001; MISHRA et al., 2006; OSORIO FILHO et al., 2016), trigo (ETESAMI
et al., 2009, YANNI et al., 2016), milho (Zea mays) (RIGGS et al., 2001; CASSAN
et al.,, 2009; HAHN et al.,, 2013), e aveia (Avena sativa) (STAJKOVIC-
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SRBINOVIC et al., 2014).

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento no cultivo de
cereais, como 0 arroz, acaba por suprir parte da demanda de nitrogénio para as
culturas, onde os adubos minerais sdo substituidos por bactérias diazotréficas
(FERREIRA et al., 2003; XIE et al., 2003). Em trigo, Yanni et al., (2016) mostram
que os rizobios desenvolvem naturalmente uma associagéo endofitica e também
podem aumentar a produgao de graos.

Osorio Filho et al. (2016), verificaram que pela inoculagéo de rizébios
em arroz, a producao de massa seca aumentou e que esse efeito aumenta
conforme a dose de nitrogénio aplicada, indicando que é possivel reduzir a
quantidade de adubo nitrogenado aplicado na cultura com a inoculagdo dessas
bactérias.

Porém, Chouddhury e Kennedy (2004), sugerem que a associagao
entre plantas e bactérias seja controlada pelo gendtipo das plantas, isto é,
dependendo da cultivar, pode ter mais ou menos interacado dos rizébios com a

planta.

2.5 Corticeira-da-serra

Plantas pertencentes a familia das leguminosas tém maiores teores
de nitrogénio que plantas de outras familias (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Essa caracteristica faz com que a presenga das leguminosas aumente a
atividade bioldgica e estas atuem como agentes formadores e estabilizadores da
matéria organica do solo (LAVELLE, 2000; RESH et al., 2002). Contribuindo,
também, com a recuperagao do solo pela deposi¢cdo de material vegetal com
baixa relagédo C:N (NARDOTO et al., 2008), permitindo a recolonizagao vegetal
e 0 aumento da biodiversidade (SIDDIQUE et al., 2008).

Com cerca de 120 espécies conhecidas, do género Erythrina
(SCHRIRE, 2005), essas plantas s&o utilizadas para diversos fins, um deles sao
para os sistemas agroflorestais, possuindo grande importancia para pratica de
manejo de areas e manutencao da fauna silvestre (EMBRAPA, 2004). Também,
em alguns lugares sao usadas em plantagbes para sombreamento e suporte,
especialmente para videiras e pimenteiras (NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES, 1979).
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J4, especificamente, a corticeira-da-serra (Erythrina falcata Benth.),
também chamada de mulungu e sapatinho-de-judeu, ¢é utilizada na
recomposicao de ecossistemas degradados, fins medicinais e também para a
arborizacdo urbana, pois possuem densas inflorescéncias formadas de flores
vermelhas alaranjadas, atraentes e vistosas, de longa duragao que recobrem a
arvore na primavera (LORENZI, 2002). Os frutos, do tipo legume, amadurecem
em setembro-novembro, entretanto permanecem sobre a arvore por mais alguns
meses (ALMEIDA, 2010).

A corticeira-da-serra € uma espécie arbdérea da familia Leguminosae,
e pertencente a subfamilia Papilionoideae e faz simbiose com rizébios, formando
nodulos radiculares (NEVES et al., 2006). Ela € endémica da regido sul e sudeste
do Brasil, também possuindo registro de ocorréncia na Bolivia, na Argentina, no
Paraguai e no Peru (CARVALHO, 2003, EMBRAPA FLORESTAS, 2004).

Ocorre nas florestas Ombrofila Mista e Estacional Semidecidual, e
tem uma ampla distribuicdo, desde ecossistemas de florestas umidas, com
inundagdes periddicas de rapida duragao (DURIGAN & DIAS, 1990) ou em areas
com solo permanentemente encharcado (TORRES et al., 1992), até florestas
deciduas e semideciduas, e no cerrado. A corticeira é recomendada para a
restauragcdo de matas ciliares por ser considerada adaptada a solos muito
umidos (LORENZI, 2002).

Tem como caracteristica ser de grande porte, podendo chegar a 35
metros de altura e até 70 centimetros de didmetro. E uma espécie secundaria
tardia, helidfita, decidua, seletiva higréfita, caracteristica de inicio de encosta e
de areas de varzea, pela capacidade de tolerar alagamento de suas raizes
(KRUKOFF, 1939; LORENZI, 1992).

Tolera sombreamento de intensidade baixa a moderada, mas durante
os dois primeiros anos, a corticeira-da-serra, ndo suporta baixas temperaturas e
quando adultas podem tolerar temperaturas minimas de até 8°C, em florestas
naturais (CARVALHO, 2003).

Atualmente, segundo Embrapa (2010), ha a recomendacéao da estirpe
BR 5609 (Bradyrhizobium elkanii) para inoculagdo em corticeira-da-serra
(Erythrina falcata) e apenas um trabalho de Freitas et al. (1980), com eficiéncia
simbidtica e interacéo de rizdbios com Erythrina falcata, por isso a importancia
desse trabalho para conhecer e entender a simbiose nessa arbodrea.

‘



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e selecionar rizdbios nativos de Erythrina falcata que possam

ser inseridos em lavouras de culturas anuais.



4. MATERIAL E METODOS

Para a realizacao do trabalho amostras de solos foram coletadas, na
camada de 0 — 20 cm, em margo de 2014 na Estagcédo Experimental Agronémica
da UFRGS, localizada em Eldorado do Sul. Foram selecionadas dez areas com
diferentes tipos de cultivos como: areas com cobertura vegetal de pastagem,
mata nativa, cultivo de jacaranda com capim elefante, cultivo de guabiju com
bracatinga, cultivo de eucalipto, soja, ervilhaca e milheto. O solo dos locais é

classificado como um Argissolo Vermelho distrofico tipico (EMBRAPA, 2006).

4.1.0btencédo dos nédulos e dos isolados bacterianos

Para a obtengdo dos nédulos realizou-se o cultivo de plantulas de
corticeira-da-serra (Erythrina falcata), utilizando-se sementes que foram
previamente desinfestadas e pré-germinadas. A quebra de dorméncia das
sementes de corticeira-da-serra foi realizada por escarificagdo manual, atritando
as sementes em lixa abrasiva. Logo apo6s foram desinfestadas por imerséo em
alcool (70%) durante trinta segundos, hipoclorito de sodio (2,5 %) por trinta
segundos e cinco lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada.

As sementes desinfestadas foram pré-germinadas colocadas em
placas de petri com papel-filtro, previamente autoclavadas umedecidas com 3
mL de agua destilada estéril, no escuro, a 28°C. Apds as plantulas foram
transferidas para vasos “Leonard” (VINCENT, 1970) contendo, na parte superior,
substrato com vermiculita e areia, na proporcao 2:1 e na parte inferior solugao
nutritiva (SARRUGE, 1970). Os vasos foram esterilizados em autoclave a 120°C,
durante duas horas.

Em cada vaso “Leonard” foram colocadas duas plantulas e inoculou-

se aliquotas de 5 mL da suspensdo das amostras de solos (10 gramas de solo



13

em 90 mL de solugéo salina (NaCl 0,85%) esterilizada). As plantas foram
cultivadas na casa de vegetacédo do Departamento de Solos da UFRGS.

Apds 60 dias, as plantas foram coletadas, as raizes lavadas e os
nédulos destacados e armazenados em frascos contendo silica e levados ao
laboratério para posterior isolamento dos rizébios.

Para o isolamento bacteriano, os nédulos foram reidratados em agua
esterilizada durante uma hora e previamente desinfestados em alcool 70% por
trinta segundos, em hipoclorito de sdédio (2,5 %) por 30 segundos e 5 lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada. Apds a desinfestagdo externa, cada
nddulo foi macerado, usando-se pinga esterilizada, em placas contendo meio
Agar levedura manitol (LMA) (VINCENT, 1970) com adi¢&o de vermelho congo.

A inoculagdo nas placas foi realizada utilizando-se o método do
esgotamento. Apds serem obtidos isolados com colénias homogéneas e
caracteristicas persistentes, realizou-se a caracterizagdo da morfologia colonial
dos isolados bacterianos que, posteriormente, foram inoculados em tubos
contendo meio de cultura LMA e incubados por sete dias a 28°C, e armazenados

sob refrigeragéao.

4.2.Caracterizagao morfolégica das coldnias dos isolados

A morfologia colonial dos isolados foi avaliada observando-se as
caracteristicas das colbnias quanto ao tipo de bordos, forma, elevagao da
colénia, brilho da superficie, tamanho, densidade dtica e viscosidade.

Também foi avaliada a reacao dos cultivos dos isolados em meio LMA
(VINCENT, 1970) com adicdo do corante indicador Azul de Bromotimol (25
mg/L). A avaliagao foi realizada durante dez dias de incubagao em estufa a 28°C.
A mudancga da coloragdo do meio verde (pH 7) para a cor amarela indica a
acidificagdo do meio (abaixo de 6), ja a alteracdo para o azul, indica a
alcalinizagdo do mesmo, com pH acima de 7,6 (SOMASEGARAN & HOBEN,
1994).

Apds, realizou-se o teste de coloragao de Gram utilizando-se o Kit da
NewProv (lote 12238E), contendo um conjunto de solugdes para coloragao de

Gram.
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As laminas para a avaliagdo foram preparadas com esfregagos do
cultivo dos isolados na lamina, com alcas flambadas. Com a solucéo de Cristal
Violeta a lamina foi recoberta por 30 segundos, e apds escorrer 0 excesso de
corante, verteu-se a solugao de Lugol agindo sobre as laminas por um minuto.
Lavou-se com a solugao de alcool-acetona e apdés com agua. Finalmente, a
solucdo de Fucsina Fenicada de Gram foi adicionada a lamina, e apds 30
segundos foi lavada com agua. Para interpretacdo da coloragdo de Gram a
ldmina foi observada em microscépio com 6leo de imers&o. Os micro-organismos

Gram-negativos tém a coloragédo avermelhada.

4.3.Autenticacao dos isolados

Os isolados bacterianos, obtidos anteriormente de ndédulos de
corticeira-da-serra, foram cultivados em frascos contendo 30 mL de meio LM e
mantidos sob agitagao constante a 120 rpm, durante seis dias a uma temperatura
de 28°C.

As sementes de corticeira-da-serra passaram pelo mesmo processo
de quebra de dorméncia, desinfestacdo e pré-germinacdo descritos
anteriormente no item 3.1. Trés sementes pré-germinadas foram colocadas em
vasos com substrato areia e vermiculita (2:1), esterilizados em autoclave durante
duas horas a 120°C, e inoculou-se 5 mL da cultura bacteriana crescida em meio
de cultura.

O delineamento foi inteiramente casualizado com trés repeticdes de
cada tratamento. Os vasos ficaram em casa de vegetagéo e para o cultivo das
plantas, utilizou-se solugdo nutritva (SARRUGE, 1975), previamente
autoclavada, isenta de nitrogénio para nao inibir a nodulagao.

A avaliacdo da formacdo de nddulos radiculares nas plantas foi
realizada 64 dias (por ser uma espécie arborea) apos a inoculagao, observando-

se visualmente a formacao de nédulos.

4.4.Solubilizagao de fosfato tricalcico
Os rizdbios de E. falcata ja autenticados, Ef3, Ef4, Ef6, Ef7, Ef9, Ef11,
Ef12 e Ef13, foram cultivados em meio liquido conforme descrito no item 3.3.

‘
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A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi avaliada em placas de
petri contendo o meio com 10 g.L-1 glicose, 5 g.L-1 de NH4CI, 1 g.L-1 de
MgS04.7H20, 15 g.L-1 de Agar (VERMA et al., 2001), em pH 6,8, adaptado por
Silva (2016), onde se substituiu 4 g.L-1 de fosfato de calcio (CaHPO4) por 1 g.L-
1 de fosfato tricélcico (Ca3(P0O4)2), como fonte de fosfato.

O caldo bacteriano obtido foi inoculado nas placas de petri, com uma
aliquota de 20uL com trés repeticdes por isolado. As placas foram incubadas em
estufa, por 10 dias, a uma temperatura de 28°C.

A formacgédo de um halo transparente em torno da colbnia indica a
capacidade de solubilizacdo do fosfato pelo isolado, o qual foi verificado a cada
24 horas por oito dias. As medidas dos didmetros dos halos e das coldnias foram
utilizadas para a obtengéo do indice de solubilizagao de fosfato (ISF), que € a
raz&o do didmetro do halo pelo didmetro da colonia (BERRAQUERO et al.,1976).

Utilizou-se o isolado de Burkholderia sp. UFRGS VP16, como controle
positivo, ja testado como solubilizador de fosfato e o isolado UFRGS VP5, como
controle negativo por ndo apresentar a capacidade de solubilizar fosfato (ALVES,
2005), ambos da colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.5.Avaliagcdo da producao de auxinas equivalentes ao acido indol-
acético (AlA)

Utilizando a metodologia adaptada proposta por Asghar et al. (2002)
foi avaliada a capacidade dos rizdbios em produzir acido indol-acético. Esta
metodologia € baseada na oxidagdo dos compostos inddlicos por sais férricos,
pois em pH 2,6 o ferro decompde os compostos inddlicos lentamente.

Para isso, os isolados bacterianos foram cultivados em meio liquido
LM com adicao de triptofano (50 mg/L) e sem adi¢éo de triptofano, por seis dias
a 28°C sob agitagéao de 120 rpm.

Apds os seis dias, 2 mL do caldo bacteriano foi transferido para tubos
eppendorff centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. Uma aliquota de 1,5 mL
foi retirada do sobrenadante e adicionou-se 1 mL da solugdo de Salkowski (2 mL
de FeCI3 0,5M + 98 mL de HCIO4 35%). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos, para que ocorresse a reacao

‘
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de oxidacao. Apods, realizou-se a leitura do AIA em espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 550 nm.

Para a quantificacdo dos teores equivalentes de AlA, utilizou-se uma
curva padrao com AlA sintético nas seguintes concentragdes 0, 1, 5, 10, 20, 50,
100 e 150 pL. A partir da curva padréao os valores das leituras das amostras

foram substituidos e a producao de AlA pelo rizébio, quantificada.

4.6.Avaliacao dos rizébios quanto a eficiéncia na fixagao

simbiética de nitrogénio em corticeira-da-serra

Os tratamentos consistiram dos isolados Ef3, Ef4, Ef6, Ef7, Ef9, Ef11,
Ef12, Ef13, mais dois tratamentos controles ndo inoculados, um sem adi¢cao de
nitrogénio e outro com adigédo de nitrogénio (NH4NQO3), equivalente a 45 kg.ha-
1, calculada com base no tempo de cultivo e na recomendacgao técnica para o
cultivo da acacia-negra, por ser uma das Unicas espécies florestais leguminosas
no Manual de Adubagéo e Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (CQFS, 2004).

O experimento foi realizado em vasos “Leonard” (VINCENT, 1970)
contendo uma mistura composta por vermiculita e areia (2:1), no compartimento
superior. Os vasos foram esterilizados em autoclave durante duas horas a
120°C.

Em cada vaso foram colocadas trés sementes de corticeira-da-serra
desinfestadas e pré-germinadas (item 3.1). Apds, adicionou-se a solugéo
nutritiva (SARRUGE, 1975) isenta de nitrogénio, no compartimento inferior dos
vasos Leonard. A inoculagcdo dos vasos foi realizada adicionando-se 2 mL do
caldo de cultivo de cada rizébio em meio LM (item 3.3), com uma concentragéo
média de 1,9.108 UFC.mL-1.

Apds trés semanas foi realizado o desbaste das plantas deixando-se
apenas uma por vaso. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com quatro repeticdes por tratamento.

As plantas foram coletadas apds 60 dias de cultivo. A parte aérea da
planta foi separada do sistema radicular e acondicionada em sacos de papel e
colocada em estufa com ventilagao forgada para secagem a 65°C por trés dias.
O sistema radicular foi levado ao laboratério para coleta dos nédulos radiculares
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que foram destacados das raizes, contabilizados e, posteriormente, também
levados a estufa junto com as raizes para secagem. As avaliagdes realizadas
foram: peso de matéria seca da raiz e da parte aérea, o numero de nodulos e o
peso de massa seca de nodulos.

A capacidade dos isolados em promover aumento da massa vegetal
total, em comparagao com os tratamentos controle, foi calculada pelo indice de
eficiéncia relativa adaptado de Brockwell et al. (1966):

(MS inoculado — MS controle sem N)
(MS controle com N - MS controle sem N)

IER (%) =

Onde: IER (%) = indice de eficiéncia relativa; MS inoculado = massa
seca da parte aérea do tratamento inoculado; MS controle sem N = massa seca
da parte aérea do controle sem adigdo de nitrogénio; MS controle com N = massa
seca parte aérea do controle com adi¢gdo de nitrogénio.

Foi realizado o célculo da relacdo de massa seca da parte aérea com
a massa seca de nédulos (MSPA/MSN), para verificar quanto do incremento da
massa seca da parte aérea das plantas de corticeira estaria relacionado a massa
de nddulos, e a relagdo massa seca de nddulos com o niumero de nddulos
(MSN/NN).

(MSPA inoculado — MSPA controle sem N)

Relagdo MSPA/MSN (mg) = (MS de nédulos)

. (Massa seca de nodulos)
Relagdo MSN/NN (mg) = (Numero de nédulos)

4.7 .Efeito da inoculagao dos isolados sobre a germinagcao de
sementes de arroz e trigo

O teste de germinagao foi realizado com sementes de arroz (Oryza
sativa), cultivar IRGA 424 RI e trigo (Triticum aestivum), cultivar BRS-parrudo,
inoculadas com os isolados bacterianos retirados de nédulos de corticeira-da-
serra. As sementes foram desinfestadas por imersédo em alcool (70%) por 30

segundos, seguido de hipoclorito de sdédio (2,5%) por 30 segundos e cinco
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lavagens com agua destilada esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos.
Apés, utilizando-se pinga flambada, as sementes foram distribuidas em placas
de petri com papel filtro, que serve como substrato para a germinagao,
anteriormente esterilizadas em autoclave.

Todos os isolados de E. falcata foram testados (Ef3, Ef4, Ef6, Ef7, Ef9,
Ef11, Ef12, Ef13) e crescidos em frascos erlenmeyer com meio de cultura
conforme descrito no item 3.3. Os rizdbios foram inoculados nas placas com
sementes, adicionando-se 2 mL de caldo, com uma concentracao média de
1,9.108 UFC.mL-1(Apéndice lll) das culturas bacterianas.

Em cada placa colocou-se 50 sementes com quatro repeticdes para
cada isolado. O tratamento controle sem inoculacéao foi constituido da adicao de
2 mL do meio LM esterilizado. As placas foram colocadas em estufa a 25°C ¢, a
cada 24 horas, as sementes germinadas foram contadas e retiradas das placas.
Realizou-se a avaliagao até o sexto dia.

Foram calculadas a porcentagem de germinagao das sementes e
também o indice de velocidade de germinagao (IVG), sendo a soma do numero
de sementes germinadas a cada dia dividido pelo numero de dias transcorridos

a partir do primeiro dia em que ocorreu alguma germinagdo (MAGUIRE,1962).

4.8.Avaliagcdo da capacidade dos rizébios na promoc¢ao de
crescimento de plantas de arroz e trigo em experimento em casa

de vegetacao

A interagao entre os rizobios e as plantas de arroz e trigo foi avaliada
pela inoculagéo dos rizébios isolados de corticeira-da-serra. Sementes de arroz
foram desinfestadas e pré-germinadas, segundo a metodologia ja descrita no
item 3.1. Em seguida, as sementes pré-germinadas foram colocadas em vasos
plasticos de 500 mL contendo mistura de vermiculita e areia (2:1) esterilizada em
autoclave a 120°C por duas horas. Em cada vaso, foram colocadas 3 plantulas,
que foram inoculadas com 2 mL de caldo de cada rizébio crescido em meio de
cultura LM por seis dias, com uma concentragao média de 1,9.108 UFC.mL-1
(Apéndice IlI).

No total foram 10 tratamentos com cinco repeticbes, sendo 8 com
inoculagao dos rizébios mais 50% da dose de nitrogénio recomendada para as
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culturas, um com adicdo de 100% da dose recomendada para a cultura (120
kg.ha-1 de N para o arroz e 80 kg.ha-1 de N para o trigo) e outro, apenas com
50% da dose de nitrogénio recomendada para as culturas.

Apds 10 dias, realizou-se o desbaste deixando-se apenas uma planta
por vaso. Foram realizadas seis medidas do comprimento da parte aérea durante
os 30 dias em que as plantas permaneceram na casa de vegetagao.

Apéds 30 dias, foi contado o numero de folhas e perfilhos por planta e
as plantas foram retiradas dos vasos, a raiz foi lavada e o volume radicular
determinado pelo método da proveta, onde a raiz foi imersa na proveta com um
volume conhecido de agua, e foi verificado o deslocamento de agua. A raiz e a
parte aérea das plantas foram acondicionadas em sacos de papel identificados
e colocados em estufa para secagem a 60°C até que o peso se tornou constante
e realizou-se a determinagao da massa da matéria seca da raiz e da parte aérea

e nitrogénio da parte aérea.

4.9.Extracao de DNA e amplificacdo da regiao do gene 16S rRNA

A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada utilizando o
Wizard Kit (Promega), de acordo com o protocolo disponibilizado. A amplificagcao
da sequéncia conservada do gene 16S rRNA foi realizada pela técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR), onde a regido de DNA do gene que codifica a
por¢cdo 16S do ribossomo foi amplificada com os oligonucleotideos 8F
(AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG) e 1492R (GCYTACCTTGTT-ACGACTT)
(EDWARDS et al., 1989).

A preparagao das amostras para a amplificagao dos acidos nucleicos
foi realizada em volume total de 25 uL, contendo 22 uL de uma mistura para
reagao de PCR Master Mix (Ludwig), 1 uL do primer 8F, 1 uL do primer 1492R e
1 uL das amostras de DNA extraidas dos isolados.

A reagéao foi incubada em termociclador “Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler”. O ciclo inicial foi a 94°C por 5 min, depois 40 ciclos divididos
em: 94°C por 1 min para desnaturacao, 52°C por 1min para o anelamento, e
72°C por 2min para extensdo, e mais um ciclo final de extensdo em 72°C por 10

min. Realizou-se, com o produto da amplificacdo, a eletroforese em gel de
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agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®) e
visualizados sob luz ultravioleta.

Os fragmentos de DNA foram enviados para sequenciamento no
laboratorio de biologia molecular da UFRGS que utiliza o equipamento
automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) com
sequencias obtidas com tamanho de 600 nucleotideos. As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram comparadas com as sequéncias de DNA existentes
na base de dados do “National Center for Biotechnology Information — Basic
Local Aligment Search Tool” (NCBI-BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),

utilizando-se o software Chromas.

4.10.Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia empregando-se o

software R Core Team (2015), a comparagao de médias foi realizada pelo teste

de Duncan ao nivel de 10% de probabilidade.



5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdao morfolégica e autenticagao dos isolados

Foram obtidos 13 isolados bacterianos provenientes de ndédulos
radiculares de Erythrina falcata, dentre os quais 8 tiveram capacidade de induzir
a nodulagao e fixar nitrogénio em plantas de E. falcata no teste de autenticagao.
Os 8 isolados foram caracterizados quanto a morfologia colonial (Tabela 1), e
apresentaram bordo liso, forma circular, elevacao convexa e superficie brilhosa,

caracteristicas comuns em col6nias microbianas de rizdbios.

Tabela 1 - Morfologia colonial de rizobios isolados de nédulos radiculares de
plantas de E. falcata em meio de cultura incubados por 9 dias.

Tamanho da col6nia

iolado 4 dias_6dias 9dias Dopeiua®®  Consistencia P
mm 9 dias
Ef4 8 13 * opaca butirosa acido
Ef3 0 1 3 translucida viscosa acido
Ef6 0 0,5 2,5 translucida butirosa neutro
Ef7 0 0,5 2,1 translucida gomosa neutro
Ef9 0 1 2,5 translucida gomosa neutro
Ef11 0 0,5 2 translucida gomosa neutro
Ef12 0 0,5 2 translucida gomosa neutro
Ef13 0 1 * transldcida gomosa neutro

*coldnias coalescentes

Quanto as caracteristicas apresentadas na Tabela 1, pode-se
observar que o isolado UFRGS Ef4 apresentou densidade ética opaca,
diferentemente dos outros isolados.

Pode-se observar que o didmetro da coldnia do rizdbio Ef4, com 8 mm
no quarto dia, teve um maior crescimento em menos tempo de incubacao que
os demais, e acidificou o meio de cultura, ja as colénias dos outros rizébios em

meio de cultura tiveram crescimento lento, alcalinizando o meio de cultura e
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produzindo pouca quantidade de muco. Caracteristicas de rizébios de
crescimento lento (EF3, Ef6, Ef7, Ef9, Ef11, Ef12 e Ef13), e colénias com poucos
milimetros, crescendo a partir do quinto dia, sdo encontradas em bactérias do
género Bradyrhizobium, e outras com observagao de crescimento das colbénias
desde o segundo dia (EF4), de crescimento rapido podem ser classificadas como
pertencentes ao género Rhizobium. A rapida expansao da coldnia pelo meio de
cultura fez com que no quinto dia ndo fosse possivel a identificagao das colénias,

pois estas ja estavam coalescentes.

5.2.Solubilizacado de fosfato tricalcico

A capacidade para solubilizagao de fosfato tricalcico foi considerada
positiva quando se verificava a formacao de um halo transparente em volta da
colénia. Trés isolados demonstraram capacidade de solubilizar o fosfato
tricalcico (Ca3(P0O4)2) (UFRGS Ef4, Ef12 e Ef13) e também o isolado UFRGS-
VP16 (Burkholderia sp.), com o indice de Solubilizagéo de Fosfato (ISF) de 3,96,
utilizado como controle positivo por ja ter demonstrado capacidade de
solubilizagao de fosfato (ALVES, 2005). Os valores do indice de solubilizagédo de
fosfato foram de 1,21, para os rizébios Ef13 e Ef4 e 1,23 para o isolado Ef12
(Tabela 2), e esses valores n&o diferiram pelo teste de Duncan (10%). Os halos
de solubilizagao foram visualizados a partir do décimo dia ap6s a inoculagao nas
placas em todos os isolados que demonstraram essa capacidade. Chagas Junior
et al., (2010), encontraram resultados semelhantes com variacdo do indice de
solubilizagao de fosfato entre 1,10 e 1,55 em 10 dos rizdbios estudados.

Observou-se que o rizébio Ef4 que solubilizou fosfato também foi
capaz de acidificar o meio de cultura. No trabalho de Hara e Oliveira (2004), a
diminuigao do pH por meio de acidos organicos, como o acido citrico e malico, é
relacionado com da capacidade dos isolados de rizdbio em solubilizar fosfato de
célcio. A capacidade de solubilizacdo de fosfato ndo € observada apenas pela
presenca de acido e da sua concentracao, mas também dependera do tipo de
fosfato e de acido presente na solugéo e sua concentracdo (MARRA et al., 2012).

Ja, os rizébios Ef12 e Ef13 que solubilizaram fosfato, nao alteraram o
pH do meio de cultura, que permaneceu neutro. O que indica que 0 mecanismo
capaz de solubilizar fosfato pode ndo ser a produgao de acidos organicos, pois
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a solubilizacao pode ocorrer independente da producao de acidos, e que pode
estar relacionada a fatores que envolvem o crescimento microbiano e a extrusao
de prétons (H+) resultantes da assimilagédo de NH4+ (CHAGAS JUNIOR et al.,
2010; ILLMER et al., 1995).

5.3.Avaliacao da producgao de auxinas equivalentes ao acido
indol-acético (AlA)

A avalicao da produgao de acido indol-acético pelos isolados foi em
meio de cultura liquido LM com e sem a adigao de triptofano (50 mg.L-1).

Apenas um isolado, Ef4, foi capaz de produzir AIA em meio de cultura
LM sem adicao de triptofano. Porém, quando testados em meio de cultura com
adicdo de triptofano, todos os isolados foram capazes de produzir AlA,
demonstrando diferenga no teste de comparagéo de médias (Tabela 2).

Tabela 2 - indice de solubilizagéo de fosfato (ISF) dos isolados em meio de
cultura LMA e produgéao de &cido indol-acético (AlA) em LM, sem e com adigéo
de triptofano por rizébios de E. falcata.

AlA sem Triptofano AlA com Triptofano

Isolados ISF pug/mL
UFRGS Ef4 1,21 0,61 +0,1 216 £3,3a*
UFRGS Ef12 1,23 00 414 +13b
UFRGS Ef6 0 00 3,55 £0,3b
UFRGS Ef13 1,2 00 3,23 £0,6b
UFRGS Ef3 0 00 294 £0,6bc
UFRGS Ef11 0 00 2,29 £0,1bcd
UFRGS Ef9 0 00 0,94 +£0,5cd
UFRGS Ef7 0 00 0,71 £0,1d
UFRGS Vp16 3,96 - - - -
CV (%) 26,48

**= médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de
comparagao de médias Duncan (10%), ns= n&o significativo, CV= coeficiente de variagéo.

A maior quantidade de AlA produzido no meio de cultura com adicéo
de triptofano foi do rizébio Ef4 com 21,60 ug.mL-1, j& os menores valores foram
dos rizobios Ef11 (2,29 pg.mL-1), Ef9 (0,94 yg.mL-1) e Ef7 (0,71 pg.mL-1), onde
a produgao de AlA de Ef9 e Ef11 também né&o diferiram da produgao de Ef3. A
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producao de AlA dos rizébios Ef12, Ef6, Ef13, Ef3 e Ef11 n&o diferiram entre si.
O rizébio Ef4 (0,61 ug.mL-1) foi o unico capaz de produzir AIA em meio de cultura
sem adicao de triptofano, observando-se que esse valor € menor que todas as
producdes de AIA com adicao de triptofano.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Silva
(2016b), onde a produgao de AlA de rizdbios de Desmodium incanum, em meio
de cultura com adigao de triptofano, variou de 0,90 a 62,3 ug.mL-1 e foi superior
a producao sem adigao de triptofano, que variou de 0,12 a 7,67 ug.mL-1. E
também no trabalho de Singha et al. (2016), onde 8 rizobios tiveram a
capacidade de produzir acido indol-acético em meio de cultura com adicao de
triptofano, com produgcdo maxima de 66 pg.mL-1. Verificando-se que a
quantidade de AlA sintetizada pode variar em relagao a presenga ou auséncia
de triptofano e também da espécie de rizdbio (WANI et al., 2007)

Segundo AHMAD et al. (2005), as concentragbes mais elevadas de
AlA podem ser toxicas para as plantas e as mais baixas, ineficazes. Indicando
que a promocéao de crescimento de plantas é estimulada pela produgdo de AlA
ou demais fitorménios produzidos por bactérias, porém apenas é benéfica dentro
de uma faixa de concentragao (BISWAS et al., 2000).

5.4.Avaliacao da eficiéncia dos rizébios na fixagao simbiética de

nitrogénio em plantas de corticeira-da-serra

Nos resultados da massa da matéria seca da parte aérea das plantas
de corticeira-da-serra (Figura 1), observa-se que pelo teste de Duncan (10%), os
tratamentos inoculados com os rizébios Ef3 (589 mg), Ef9 (586mg), Ef4(541 mg),
Ef12 (503 mg), Ef13 (484 mg), Ef6 (442 mg) ndo diferiram entre si e
apresentaram incrementos que variaram de 79% a 59% em relacdo ao
tratamento nitrogenado. Calculando-se a média da massa seca da parte aérea
de todos os tratamentos inoculados, encontra-se o valor de 478,25 mg de massa
seca com 60 dias de experimento, resultado superior ao encontrado no trabalho
de Freitas et al. (1980), também realizado com corticeira-da-serra inoculadas
com rizdbios simbiontes, em que foram obtidas plantas que aos 75 dias tinham

em média 414 mg de massa seca da parte aérea.
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Figura 1 — Massa seca da parte aérea (mg) de plantas de corticeira-da-serra inoculadas com
isolados de E. falcata. Médias (3 repeticbes) seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo
teste de Duncan (10%).

As plantas inoculadas com os rizobios Ef4 tiveram o melhor
desempenho em relagdo a massa seca de raiz comparando com os demais
tratamentos inoculados, porém nao diferindo dos tratamentos inoculados com
Ef13, Ef12, Ef6, Ef3, Ef11, Ef9.

O indice de eficiéncia relativa (IER) variou de 48,4% para o tratamento
com Ef3 e -23,3% para o tratamento inoculado com Ef7, demonstrando que
houve eficiéncia simbidtica de quase 50% com apenas 60 dias de cultivo. O fator
tempo é que pode explicar a eficiéncia relativa observada nos tratamentos, pois
no trabalho de Freitas et al. (1980), a maxima atividade dos nddulos, observada
pela atividade da enzima nitrogenase, ocorreu principalmente aos 75 dias

quando a estirpe inoculada apresentou maior eficiéncia na planta de E. falcata.



26

Tabela 3 - Massa seca da raiz (MSR), massa seca de nodulos (MSN),
numero de nddulos (NN) e indice de eficiéncia relativa (IER) dos isolados
de E. falcata em relagao aos tratamentos controles.

Trat. MSR MSN IER
UFGRS mg NN %
T+N 357 +131 a* - - - - 100
Ef4 245 +42b 11,2 £ 9,5 ab* 10 +6,5 ab* 35,1
Ef13 237 +45bc 2,7 £12b 2 +17b 19,1
Ef12 224 + 38 bc 7,3 £3,4ab 7 +3,1ab 24,4
Ef6 191 +97 bc 11,3 £6,4 ab 15 £ 6,6 a 7,42
Ef3 178 +49 bc 26,17 +25,8a 22 £+159a 48,4
Ef11 174 +63 bc 17,2 t4,4 ab 7 +15ab -18,7
Ef9 147 +85bc 14,33 + 15,4 ab 4 +11,1ab 47,63
Ef7 136 £28 ¢ 26 +16b 12 £11,2ab -23,3
T-N 144 +9 bc - - - - 0
CV (%) 33,59 45,53 42,62 -

* = médias (3 repeticdes) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (10%), CV(%): coeficiente de variagéo.

Outro fator que pode explicar os resultados de baixa eficiéncia
simbidtica da inoculagado em corticeira-da-serra é a especificidade entre rizobios
e hospedeiros, que € um mecanismo que minimiza chances de formagao de
associagoes ineficientes entre eles (PERRET et al., 2000). Porém Vargas &
Hungria (1997), relatam que uma planta ndo-hospedeira foi capaz de induzir
genes de nodulagdo em Bradyrhizobium japonicum e nao de fixagao. Portanto,
mesmo que haja formagdo de nddulos pode ser que nao haja efetividade na
fixac&o de nitrogénio (SINGLETON et al., 1992).

O numero de nddulos variou de 2 a 22 por planta (Tabela 3),
destacando-se os tratamentos inoculados com os rizébios Ef3 e Ef6 com os
maiores numeros de nddulos radiculares, porém nao diferindo do nimero de
nddulos das plantas inoculadas com os rizobios Ef4, Ef12, Ef11, Ef9 e Ef7 (Figura
2).
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Figura 2 — Plantas de corticeira-da-serra com nddulos radiculares. (A) Inoculado com rizébio Ef3,
(B) Inoculado com rizébio Ef9, (C) Inoculado com rizébio Ef4, (D) Inoculado com rizébio Ef11.

Analisando-se a relagao entre a massa seca produzida na parte aérea
com massa seca de ndédulos das plantas inoculadas, relagdégo MSPA/MSN
(Tabela 4), observa-se que o maior valor foi obtido para as plantas inoculadas
com o rizébio Ef13, com 21,46 mg de incremento de massa seca da parte aérea
por unidade de massa seca de nédulo. Ja no tratamento inoculado com o rizdbio
Ef7, observou-se valor negativo de -32,18 mg, pois a massa seca da parte aérea
foi menor que o tratamento controle sem nitrogénio e também teve uma baixa
massa seca de nodulos em relagdo aos demais, porém os nédulos podem
apenas terem atuado como dreno de energia, prejudicando a produgédo de
matéria seca.

Isso ocorre quando ha a interagao bactéria/planta, e o rizébio utiliza
parte dos fotoassimilados da planta hospedeira para formacao de nédulos e em
troca realiza a fixacdo de nitrogénio. Porém, quando se formam nodulos
ineficientes, ha uma espécie de parasistismo, pois além de ndo fixar nitrogénio
na planta, parte dos produtos da fotossintese que seriam utilizados para
incremento de matéria seca utiliza-se para a formacao de nédulos radiculares,
atuando como um dreno fisiolégico. Com isso, podemos dizer que os rizobios
podem ser eficientes em algumas plantas especificas, porém também podem
comportar-se como parasitas em outras (HERNANDEZ et al. 2005; BARAIBAR
et al. 1999).

Os valores observados para a relacdo massa seca de ndédulos e
numero de nddulos, relagdo MSN/NN da Tabela 4, mostram que o valor de 1,6
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mg foi obtido no tratamento inoculado com o rizdbio Ef13, pois produziu poucos
nddulos, porém, com maior massa nodular e fixadores de nitrogénio ativos, o
que foi observado pela resposta da massa seca da parte aérea.

Em outros tratamentos inoculados, como Ef6 e Ef7, onde a relacao
massa seca de noédulos e numero de nddulos tiveram os menores valores, 0,73
e 0,28, pode ter acontecido que os nédulos foram inefetivos na producao de
nitrogénio. O mesmo ocorreu no estudo apresentado por Barberi et al. (1998),
em que os tratamentos inoculados com rizébios em Erythrina falcata, encontrou-
se nodulos sem atividade da nitrogenase, indicando, portanto, que estavam

senescentes ou que eram inefetivos (sem fixagdo de nitrogénio).

Tabela 4 - Relagdo da massa seca da parte aérea (MSPA) com a massa
seca de nodulos (MSN)* e relagao da massa seca de nodulos (MSN) com
o numero de nodulos (NN) ** das plantas de E. falcata inoculadas com
rizobios de E. falcata.

Trat. Relagao MSPA/MSN Relagao MSN/NN
Ef3 6,65 1,35
Ef9 11,93 1,38
Ef4 11,25 1,15
Ef12 11,96 1,10
Ef13 21,46 1,60
Ef6 2,42 0,73
Ef11 -4,35 2,32
Ef7 -32,18 0,28

*(MSPA-(T-N)/MSN) e **(NN/MSN), nomenclatura e dados relacionados demonstrados na
Tabela 3.

5.5.Efeito da inoculagao dos isolados sobre a germinagao de

sementes de arroz e trigo

O efeito da inoculagédo de isolados de E. falcata na germinagao de
sementes foi significativo pelo teste de Duncan (10%) para todos os parametros
analisados.

A germinagédo de ambas as culturas iniciou no segundo dia, e apés o
terceiro dia, para o trigo, e sétimo dia para o arroz, o numero de sementes

germinadas nao aumentou.
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Tabela 5 - indice de velocidade de germinacéo (IVG) e percentual total de
germinagao de arroz ao final de sete dias e percentual do terceiro dia de
avaliacdo das sementes de trigo.

Arroz Trigo

Trat. Percentual Percentual
UFRGS IVG total (%) IVG total (%)
Ef4 18,4+0,4 a* 88 + 8,4 ab* 13,8 £ 0,2 ab* 95+ 5,2 a*
Ef3 18,2+ 0,6 a 89+7,2ab 14,0£0,8 ab 90 £8,0 ab
Ef7 17,8+£0,3ab 94+41a 14,3+10a 95+59a
Ef6 17,7+04ab 90x5,7ab 12,8+1,2b 85+29b
Ef13 16,7+ 0,5abc 87 t4,1ab 13,3+0,8ab 85+52b
Ef12 16,2+0,4bc 87 +8,0ab 14,4+04a 93+3,8a
Ef11 16,1+04bc 89+25ab 13,3+0,8ab 89+3,8ab
Ef9 154+0,6c 84+9,1b 13,5+ 1,1ab 90 £5,2ab
Controle 14,8+ 0,3¢c 85 +5,9ab 14,2 +0,1a 94+14a
CV (%) 8,38 7,46 5,91 4,75

*= médias (4 repeticbes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si
pelo teste de comparagéo de médias Duncan *(10%). CV= coeficiente de variagéo.

As sementes de arroz inoculadas com os rizobios Ef4 e Ef3
apresentaram germinagédo antecipada em relagdo aos demais tratamentos
obtendo o maior indice de velocidade de germinagdo (IVG), ndo diferindo
também dos tratamentos inoculados com Ef7, Ef6 e Ef13, j& o tratamento
controle e Ef9 resultaram no pior IVG, nao diferindo dos tratamentos Ef13, Ef12
e Ef11. A inoculagdo com os rizébios Ef7, Ef12 e o tratamento controle nas
sementes de trigo foram os que resultaram no maior IVG, nao diferindo também
dos tratamentos Ef4, Ef3, Ef13, Ef11, e Ef9, e o menor IVG foi da inoculagédo com
o rizdbio Ef6, que também nao diferiu dos tratamentos Ef4, Ef3, Ef13, Ef11, e
Ef9.

No trabalho de Stroschein et al. (2011), os resultados foram
semelhantes, onde foi verificado aumento do IVG de sementes de arroz quando
inoculadas com rizébios. Em outros trabalhos com arroz e alface, observando o
efeito da inoculacao de rizdbios produtores de AIA em sementes, também
verificou-se aumento na velocidade da germinagdo das sementes inoculadas e
nas fases iniciais do desenvolvimento das plantas (PALANIAPPAN et al., 2010;
SCHLINDWEIN et al., 2008; VARGAS et al., 2009).

Em relagéo ao percentual total de germinagao das sementes de arroz

a inoculacédo com Ef7 teve o melhor resultado, juntamente com os rizébios Ef4,
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Ef3, Ef6, Ef13, Ef12, Ef11 e o tratamento controle. As sementes de trigo
inoculadas com os rizébios Ef4, Ef12 e o tratamento controle tiveram os melhores
resultados de percentual total de germinacgao, diferindo dos tratamentos Ef6 e
Ef13 com 0s menores percentuais.

Incrementos na germinagéo e aumentos da velocidade de germinagéo
de sementes inoculadas com rizébios produtores de AIA sdo relatados por
autores como Biswas et al. (2000), Gupta et al. (2002), Pandey et al. (2005),
Schlindwein et al. (2008), Vargas et al. (2009) e Osorio Filho (2014),
demonstrando que a velocidade de germinagao é um fator importante para o
rapido estabelecimento das culturas, pois a emergéncia das plantulas é

favorecida com o aumento na velocidade de germinagao das sementes.

5.6.Avaliacao da inoculacdo de rizébios na capacidade de
promocgao de crescimento de plantas de arroz e trigo em casa de

vegetacao

Os resultados da avaliagcao de massa da matéria seca da parte aérea
do cultivo de arroz apdés 30 dias sao apresentados na Tabela 5. Observa-se que
os tratamentos inoculados com os rizébios n&o diferiram do tratamento controle
sem inoculagao com adigao de 50% da dose de nitrogénio recomendada quando
submetidos ao teste de comparagdo de médias (Duncan, 10%). Todos os
tratamentos inoculados com rizdbios diferiram apenas do tratamento com 100%
da dose de nitrogénio recomendada para a cultura de arroz.

O maior indice de eficiéncia relativa € observado no tratamento
inoculado com o rizébio Ef3, comparado com os demais tratamentos inoculados,
com resultado de 29,03%, e trés tratamentos inoculados tiveram resultados
negativos, Ef6 (-0,56%), Ef4 (-3,50%) e Ef9 (-7,57%), demonstrando que esses
rizébios ndo promoveram o crescimento de plantas de arroz.

Observando resultados do estudo realizado por Osorio Filho (2014),
foram encontrados resultados similares, onde, dependendo da cultivar de arroz
utilizada, havia alguns tratamentos inoculados com rizébios que se destacaram
na producao de matéria seca da parte aérea enquanto outros ndo estimularam

o crescimento. O mesmo ocorreu no trabalho de Yanni et. al (2001).
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Tabela 6 - Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e
indice de eficiéncia relativa (IER) de plantas de arroz (424RIl) em casa de
vegetacdo, inoculadas com rizobios isolados de Erythrina falcata.

MSPA MSR IER
Trat. UFRGS mg %
Controle + N* 456 £ 51a** 393 44 a* 100
Ef3 330 £75b 329 £93 ab 29,03
Ef11 329 £82b 304 +68bc 28,13
Ef13 319 £119b 265 + 85 bcd 22,71
Ef12 313 £67Db 268 * 39 abc 19,54
Ef7 300 £34b 297 + 24 bcd 11,97
Ef6 278 +26b 247 +74 bcd -0,56
Ef4 273 +28b 208 +10d -3,50
Ef9 266 £37Db 237 £8 cd -7,57
Controle N/2* 279 £66Db 245 £79 bcd 0
CV (%) 20,74 25,25 -

*= Controle + N equivalente a 120 Kg.ha' de N e controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha! de N,
**= médias (5 repeticbes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si
pelo teste de comparagao de médias Duncan (10%), CV= coeficiente de variagao.

Em relacdo ao desenvolvimento das raizes, os tratamentos
inoculados com Ef3 e Ef12 n&o diferiram do tratamento controle com 100% da
dose de nitrogénio. Bactérias em geral, e inclusive rizébios, com efeitos
negativos ou nulos para alguns aspectos e cultivos podem ser comuns
(BARAZANI & FRIEDMAN, 1999, ANTOUN et al., 1998; HILALI et al., 2001).

A inoculagdo com os rizobios Ef4 e Ef13 estimulou o numero de
perfilhos (Tabela 7). O tratamento controle com adicdo de 50% da dose de N
teve o menor numero de perfilhos por planta comparado aos outros tratamentos.
Utilizando a cultivar IRGA 424, Osorio Filho et al., (2014), encontrou bactérias
capazes de acelerar a germinagdo de sementes, estimular o crescimento da
parte aérea e do sistema radicular e, ainda, aumentar o perfilhamento de plantas
de arroz.

Logo a inoculagaéo com rizébios pode aumentar o numero de perfilhos
por planta, e consequentemente, a produtividade do arroz, pois aumenta o
numero de paniculas produtoras de graos (Almeida et al., 1998) ou também,
manter a produtividade com a diminuicdo da adubagdo nitrogenada

recomendada. Outra vantagem da capacidade de perfilhamento do arroz é que
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com maior numero de perfilhos emitidos por planta pode compensar em
produtividade caso ocorra baixa densidade de plantas.
Nao houve diferenga significativa para numero de folhas e volume

radicular.

Tabela 7- Numero de folhas, numero de perfilhos e volume de raiz (Vol. Raiz)
de plantas de arroz (IRGA 424 RI) em casa de vegetagao, inoculadas com
rizobios isolados de Erythrina falcata.

Vol. Raiz
Trat. UFRGS N° Perfilhos N° Folhas cm?

Controle + N* 5 +1a* 17,8 £1a 5 +1,00a
Ef4 4 £+1b 13,8 £1b 3,8 £0,84Db
Ef13 4 £+1b 13,2 £3b 4,4 +0,55ab
Ef7 3,8 £+1bc 14,4 +1b 4,6 £0,55ab
Ef6 3,8 £1bc 13,6 £1b 4 +£0,71ab
Ef12 3,8 £+1bc 13,4 £1b 4,4 +0,55ab
Ef9 3,8 £1bc 13 £2b 3,8 £0,84Db
Ef11 3,6 £+1bc 14,4 +3b 4,6 1,14 ab
Ef3 3,6 £+1bc 14,2 +3b 5 +1,00a
Controle N/2* 32 t1c 12,4 £2b 3,6 £0,89b
CV (%) 15,54 16,32 21,03

*= Controle + N equivalente a 120 Kg.ha' de N e controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha! de
N, **= médias (5 repeti¢cdes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre
si pelo teste de comparagdo de médias Duncan (10%), CV= coeficiente de variagdo

Pela andlise de nitrogénio da parte aérea das plantas de arroz
inoculadas com rizébios (Figura 3), o tratamento inoculado com Ef13 apresentou
maior teor de nitrogénio em relagao ao tratamento controle que recebeu 50% da
dose de nitrogénio recomendada, os demais tratamentos ndo diferiram do
tratamento controle com 50% da dose de N. Mesmo com a grande variabilidade
dos dados analisados a inoculagao de rizébios auxilia na absorcao de nutrientes,
permitindo o melhor aproveitamento do N aplicado, aumentando o acumulo
deste elemento, pois os tratamentos inoculados receberam apenas 50% da dose

recomendada.
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Figura 3 —Nitrogénio total da parte aérea (N total) de arroz inoculadas com isolados de E. falcata.

Médias (5 repeticdes) seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(10%).

Quando a inoculagao com rizdbios tem efeito no aumento da absorcao
de N, as perdas com a adubagao nitrogenada diminuem e também a poluigao
ambiental. Também resulta na economia desses insumos reduzindo os custos
da lavoura, por conta do alto preco dos fertilizantes nitrogenados, aumentando
assim a renda agricola, além de que, a produtividade de grdos seria maior com
menos nitrogénio aplicado, pois quando dentro da planta, o nitrogénio € mével e
pode chegar aos gréos.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Osorio
Filho et al., (2016), em que houve maior absorgado e acumulo de N observada
nos tratamentos com inoculacao de rizdbios.

Considerando o aumento do numero de perfilhos pelos rizdbios Ef4 e
Ef13 e do teor de N na folha pelo Ef13, possivelmente a produtividade do arroz

e a qualidade de proteina dos graos de arroz seriam incrementadas. Porém, isso,
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de fato, s6 podera ser respondido com mais experimentos, onde no futuro,
tivesse trabalhos de campo onde o arroz chegasse ao fim do ciclo e produzisse
graos para que se comprovasse que o rizébio Ef13, simbionte de Erythrina

falcata promove o crescimento e pode ser utilizado como inoculante de arroz.

Tabela 8- Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),
numero de folhas, volume de raiz e indice de eficiéncia relativa (IER) de plantas
de trigo em casa de vegetagao, inoculadas com rizobios isolados de Erythrina
falcata.

Trat. MSPA MSR Vol. Raiz
UFRGS mg N° Folhas cm®
Ctrl + N* 175 £ 13 a** 179 +22ab 6 £0,0ab 2 £0,0ab
Ef13 153 £ 13 ab 139 +11b 6 £0,0ab 1,5 £0,00 bc
Ef6 152 +27 ab 180 +84ab 6 £0,0ab 1,6 £0,00 bc
Ef12 145 + 34 ab 150 +29b 6 £0,0ab 1,5 £0,00 bc
Ef7 148 +18 ab 255 +64 a 7 £06a 2,5 £0,57a
Ef3 143 £38 ab 177 +86ab 6 £0,6ab 1,6 £0,57 bc
Ef11 135 £30 ab 180 +16ab 6 £0,6ab 1,56 £0,57 bc
Ef9 128 +10b 151 +30b 5+06b 1,5 £0,57 bc
Ef4 85 £27c 120 +86 b 6 £0,9ab 1,1 £0,10¢c
Ctrl N/2* 158 + 27 ab 165 +30b 5+06b 1,6 £0,57 bc
CV (%) 18,02 32,09 8,51 28,98

*= Controle + N equivalente a 80 Kg.ha-' de N e controle N/2 equivalente a 40 Kg.ha' de N, ns=
médias (3 repeticdes) nao significativas quando comparadas pelo teste de comparacgéo de
médias Duncan (10%), CV= coeficiente de variagédo

Na promogéao de crescimento realizada com a inoculagao de rizébio
em plantas de trigo, os tratamentos com a inoculagao de rizobios, apés 30 dias
em casa de vegetagao, ndo apresentaram diferenga em relagao aos controles,
para as variaveis analisadas de massa seca da raiz, numero de folhas e volume
de raiz (Tabela 8). Entretanto, houve diferenca na massa seca da parte aérea,
onde todos os tratamentos inoculados ndo diferiram do tratamento controle com
100% da dose de N, exceto Ef4, que apresentou o menor desempenho.

Com esses resultados, pode-se perceber que ha variagdo na
interacdo entre rizébios isolados de E. falcata e plantas de trigo. Em diversos
trabalhos encontra-se uma grande variagao na interagédo entre plantas de trigo e
diferentes isolados de rizébios. Apds 20 dias em casa de vegetagcéo, Mehboob
et al., (2011), observaram que houve promogdo de crescimento com a

inoculacao da maioria dos rizébios isolados, porém houve estirpes que causaram
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efeito deletério para alguns parametros. Também, no trabalho Hilali et al., 2001,
com algumas estirpes de rizdbios inoculados em trigo incrementaram 24/% de
matéria seca, entretanto, outras estirpes tiveram efeito negativo sobre as plantas
de trigo.

No trabalho de Afzal e Bano (2008), utilizando estirpes de rizobio em
plantas de trigo, observaram, que a produgéo de grdos com inoculagao nao teve
incremento em comparagao ao tratamento controle ndo inoculado, mas no
estudo de Etesami et al., (2009), houve um aumento na absor¢do de
macronutrientes (N, P e K) nos tratamentos inoculados.

Também, Kaci et al, (2005), obtiveram resultados significantes de
promogao de crescimento de trigo com a inoculagao de rizébios, com incremento
de 85% de massa seca da parte aérea e 56% de massa seca de raiz em relacao

ao tratamento ndo inoculado.

5.7.Caracterizagcdo genética dos isolados de corticeira-da-serra

Apds a amplificagcdo da regido de DNA da porgéao 16S do ribossomo
utilizando os oligonucleotideos 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG) e 1492R
(GCYTACCTTGTT-ACGACTT) (EDWARDS et al.,, 1989) e do resultado do
sequenciamento do DNA, as sequéncias de DNA dos diferentes isolados foram
comparadas com a base de dados do NCBI-BLAST. Pelos resultados identificou-
se os isolados em diferentes espécies de rizébios, pertencentes a Classe
Alphaproteobacteria, todas do género Bradyrhizobium, conhecido pela formagao
de nddulos radiculares e fixagdo de nitrogénio em simbiose com leguminosas. A
taxa de similaridade das sequéncias dos isolados obtidos variou de 98% a 100%
quando comparadas com as do banco de dados NCBI-BLAST (Tabela 9).

De oito isolados selecionados e utilizados no trabalho o género
Bradyrhizobium foi identificado em cinco amostras, nas demais, dos isolados
Ef4, Ef7 e Ef13 ainda nao foi possivel obter o resultado para identificagao por
problemas ocorridos no sequenciamento.

O fragmento de 860 pares de bases do fragmento da regido 16S de
UFRGS Ef3 apresentou 98% de similaridade com Bradyrhizobium ganzhouense,
descrita recentemente por Lu et al. (2014) por andlise de sequéncias
multilocus (MLSA) de nédulos de Acacia melanoxylon, na China. Essa espécie,
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Bradyrhizobium ganzhouense, também nodula Acacia aneura, Acacia victoriae
e Acacia implexa (LU et al., 2014).

Origindria do leste da Austrdlia, a arvore hospedeira do
Bradyrhizobium ganzhouense, a Acacia melanoxylon, foi introduzida no Brasil e
no Rio Grande do Sul, ha mais de 30 anos, conhecida como "acécia Assis Brasil"
ou “acacia negra”, cultivada para produgao de madeira e tanino (MARCHIORI,
2009). A influéncia qualitativa e quantitativa sobre a comunidade microbiana da
rizosfera se da pelas diferentes espécies de plantas, bem como gendtipos dentro
da mesma espécie, por conta das diferencas de seus exsudatos radiculares
(RENGEL, 2002), podendo assim, a mudanga da microbiota ocorrer em fungcéo
das diferentes espécies de plantas estabelecidas e introduzidas no local.

Ja a analise do fragmento de 970 pb da regido 16S do isolado UFRGS
EF6, mostra que é possivel que esse isolado seja Bradyrhizobium jicamae por
apresentar 98% de similaridade, com 100% de cobertura dos pares de bases.
Essa espécie foi originalmente isolada em Honduras de nodulos de plantas de
Pachyrhizus erosus, e descrita recentemente por Ramirez-Bahena et al. (2009).
A autora também relata que Bradyrhizobium jicamae apresentou similaridade de
90,1% com espécie de Bradyrhizobium elkanii e 93,8% de similaridade com
Bradyrhizobium pachyrhizi, que também foi isolado e é simbionte de Pachyrhizus
erosus. As caracteristicas morfolégicas do isolado do trabalho foram as mesmas
descritas do Bradyrhizobium jicamae.

A planta hospedeira de Bradyrhizobium jicamae, € conhecida como
Jacatupé no Brasil e é nativa do sul do México e da regiao Amazdnica, porém ja
cultivada e bem adaptada em muitos lugares do mundo por sua adaptabilidade
climatica, e por ser utilizada para consumo (SORENSEN, 1996).

Ja o sequenciamento do DNA que codifica a por¢gao 16S ribossomal
dos isolados UFRGS Ef9, Ef11 e Ef12 os caracterizam como sendo pertencentes
a espécie Bradyrhizobium elkanii, com 99%, 100% e 100% de similaridade,
respectivamente, com a sequéncia dessa espécie depositada no GenBank.

A espécie Bradyrhizobium elkanii foi originalmente isolada de nédulos
de soja e identificada por Kuykendall et al. (1992). Essa espécie encontra-se
atualmente como inoculante recomendado pelo MAPA (2011) para diversas
culturas anuais e também para leguminosas arboéreas, como Acacia sp.,
Erythrina sp., Leucena sp., Enterolobium sp, indicando a baixa especificidade e
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a ampla faixa de hospedeiros com quem esta espécie de rizdbio pode
estabelecer simbiose.

Tradicionalmente, a classificagao taxonémica dos rizébios € baseada
nos resultados de especificidade por hospedeiros, analises em meios de cultura
da morfologia de colbnias, fisiologia do crescimento e reagdo de pH
(acido/alcalino), resisténcia intrinseca a antibiéticos (PITARD, 2000), porém, foi
demonstrado que estirpes de rizdbio de diversos grupos de homologia sao
capazes de nodular outras leguminosas (CROW et al., 1981), devido a possiveis
combinagdes de material genético (YOUNG et al., 2001; BROUGHTON, 2003;
WILLEMS, 2006) e por isso se tem usado a técnica de sequenciamento para

contribuir com a identificacao da variabilidade de rizdbios existentes.
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Tabela 9. Identificagdo dos isolados de rizébios pela sequéncia parcial dos
genes 16S rRNA obtida com o programa BLAST.

Identid
Isolados Verossimilhanca™  ade Fragmento® GenBank®
(%)@
UFRGS Ef3 Bradyrhizobium 99 860 pb Qi|959494827
ganzhouense NR_133706.1
UFRGS Ef6 Bradyrhizobium 98 970 pb Qi|343202650
Jicamae NR 043036.1
UFRGS Ef9 Bradyrhizobium 99 960 pb Qi|631251729
elkanii NR_112927.1
UFRGS Ef11 Bradyrhizobium 100 970 pb Qi|631251729
elkanii NR_112927.1
UFRGS Ef12 Bradyrhizobium 100 970 pb Qi|645320835
elkanii NR 117947.1

(1)Verossimilhanga: organismo que possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene
16S rRNA do rizébio estudado que apresentou maior homologia. (2) Identidade: percentagem de
identidade entre a sequéncia dos isolados estudados e o organismo relacionado. (3) Fragmento:
tamanho do fragmento, tamanho da sequéncia consenso. (4) GenBank, nimero de acesso da

sequéncia do organismo relacionado.



6.CONCLUSOES

Rizébios isolados de E. falcata sao capazes de solubilizar fosfato
tricalcico em meio de cultura e produzir acido indol-acético em meio de cultura
com adigao de triptofano. A fixagédo simbidtica em plantas de corticeira-da-serra
pelos rizdbios estudados ¢ ineficiente.

A inoculagédo com os rizébios estudados aumenta a velocidade de
germinagcao em sementes de arroz, mas ndo em sementes de trigo.

Os rizdbios de E. falcata estudados, nao sao capazes de promover o
crescimento de plantas de arroz nem aumentar a massa seca da parte aérea, a
massa seca da raiz e numero de folhas.

A inoculagdo com os rizébios Ef13 aumenta a absorgao de nitrogénio
em plantas de arroz. Sado necessarios mais estudos com o rizébio Ef13 que foi o
que teve melhores resultados tanto em acumulo de nitrogénio quanto maior
numero de perfilhos, portanto, tem um grande potencial de ser um inoculante
para arroz.

Em plantas de trigo os rizébios isolados de E. falcata n&o séo
capazes de promover crescimento.

Todos os rizébios estudados sao pertencentes ao género
Bradyrhizobium com base no sequenciamento de fragmento da regiao 16S.



7.CONSIDERAGOES FINAIS

Os rizébios isolados da corticeira-da-serra tém interacdo com as
plantas de arroz, porém nao produzem nenhum efeito em cultivos de trigo.

Houve um rizébio isolado de E. facalta que obteve melhores
resultados em relagdo a promoc¢ao de crescimento de arroz, recomendaria-se
um estudo desse rizobio com outras variedades de arroz o qual pode ter mais

eficacia.
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9.APENDICES

Apéndice |: Solugao Nutritiva de Sarruge (1975), adaptada*

Composicao Para 1L (sol. estoque) Para 1L

KH2PO4 1M (136,19) 1mL
8 MgSOs. 7H0 1M (246,49) 2mL
.g’ CaCly 1M (111,1g) 5mL
g KCl 1M (74,6g) 5mL
§ NHsNOs; 1M (80g) 1mL

Fe EDTA 1M 10mL
o HsBOs 2,869 1mL
-g’ ZnCl» 0,1g 1mL
E  CuSOs. 5H20 0,04g mL
'g . NazMoOs . 4H20 0,02g 1mL

(%

=

retirou-se o MnCl2.4H20, pois o0 solo do RS possui muito manganés;

e Preparar as solugbes estoque de macro e micronutrientes;

o Pipetar os respectivos valores de cada nutriente das solugbes estoques em
um recipiente com aproximadamente 200 mL de agua destilada, exceto
NH4NO3 (pois é adicionado nitrogénio separadamente da solugao nutritiva via
aplicagdes distribuidas ao longo do experimento), completar o volume para 1
litro.

e Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 min;

e Ajustar pH para 6.
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Apéndice II: Meio Levedura Manitol Sélido (LM) (Vincent, 1970)

Composicéo Concentragéo (g.L™)
Manitol 10
KeHPO4 ©) 0,5
MgSOQ4 . 7H20 © 0,2
NaCl ©) 0,1
Extrato de levedura 0,5
Agar 15

Modo de preparo:

Dissolver o manitol e o extrato de levedura em agua destilada;

Adicionar os sais (*) preparados previamente em solugao estoque;
Ajustar o volume para 1000 mL;

Para preparar o meio levedura-manitol-vermelho congo (LMV), adicionar
10 mL de vermelho congo (solugéo de 2,5 g.L™") em 1 L de meio LM;
Ajustar o pH em 6,8.

Para meio de cultura liquido, apenas nao adicionar o Agar.

Apéndice lll: Contagem de unidades formadoras de colonia em placas.

Preparar o indéculo em meio de cultora LM, incubar a 28°C sob agitagao
constante a 120 rpm por seis dias.

Preparar meio de cultura LMA com adi¢édo de vermelho congo e verter em
placas previamente esterilizadas.

Preparar tubos com 9 mL de solucao salina 0,85%.

Inocular 1 mL da cultura bacteriana crescida em um tubo de 9 mL,
homogenizar a mistura e retirar um aliquota de 1 mL desse tubo e inocular
no préximo tubo com 9 mL de solugdo salina.

Realizar essas diluicbes por 9 vezes.

O primeiro tubo tera a proporgédo de 1/10 (1ml de inéculo e 9 mL de
solugdo salina), o segundo de 1/100, o terceiro 1/1000 e assim,
sucessivamente.
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Retirar uma aliquota de 1 mL de cada tubo com as misturas
homegenizadas e inocular nas placas.

Incubar a 28°C por seis dias.

Fazer a contagem de colbnias em placas que contém de 15 a 150
colbnias.

O calculo é realizado com o numero de colénias contabilizados na placa
x o fator de diluicao utilizado na inoculagao da placa.



