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RIZOBIOS COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO DE PLANTAS
OLERICOLAS?

AUTOR: Clarissa de Souza Borges
ORIENTADOR: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO: A inoculacao com rizébios pode ser uma alternativa viavel para aumentar a
producdo, sem aumentar os niveis de adubacdo no sistema e sem riscos a saude.
Porém ainda s&o poucos os trabalhos utilizando rizobios como promotores de
crescimento em hortalicas, Assim, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a
influéncia da inoculacdo de rizébios na germinacdo de quatro espécies olericolas;
avaliar trés mecanismos de promocgdo de crescimento; verificar a capacidade
colonizacao dos rizébios em plantas olericolas e identificar geneticamente os isolados.
Para isso foram realizados experimentos em laboratério, onde as sementes receberam
a inoculacdo com rizobios para os testes de germinagdo. Os rizébios foram cultivados
em meio de cultura para avaliacdo de producédo de AlA, sideroforos e solubilizacéo de
fosfato. Foram realizados experimentos em casa de vegetagdo para avaliar a
promocao de crescimento de plantas de alface, beterra, couve e salsa inoculadas com
rizobios e um experimento a campo com plantas de alface inoculadas com rizébios.
Além disso, os rizobios estudados nos experimentos de promocao de crescimento e
colonizacdo foram caracterizados geneticamente pela amplificacdo da regido do gene
16S rRNA. Pode-se observar que a inoculacdo de rizdbios acelera a germinacao de
sementes de rucula e alface. E que todos os isolados foram capazes de produzir AlA e
solubilizar fosfato e os isolados UFRGS-Ls54 e UFRGS-Vpl6 foram capazes de
produzir sideréforos. O Isolado UFRGS-Ls54 foi mais eficiente na promocdo de
crescimento e absor¢cdo de nutrientes em plantas de beterraba e foi identificado como
Rhizobium leguminosarum. Nas plantas de couve o isolado UFRGS-Ls14 identificado
como Bradyrhizobium sp e os isolados UFRGS-Ps10, UFRGS-Ps8 foram identificados.
R. leguminosarum e foram capazes de promover o crescimento dessas plantas. Os
isolados UFRGS-Ls14, UFRGS-Lu45 foram identificado como Mesorhizobium erdmanii
e o isolado UFRGS-Lc348 foi identificado como Mesorhizobium jarvisii e foram
capazes de promover o crescimento de plantas de salsa. Em plantas de alface os
isolados, UFRGS-Lc348, UFRGS-Lc336 identificado como Bradyrhizobium sp
,UFRGS-Ps 11 foi identificado como Rhizobium leguminosarum e a estirpe SEMIA
3007 foram capazes de promover o crescimento de plantas de alface em casa de
vegetacdo e a estirpe SEMIA 3007 também promoveu o crescimento de plantas de
alface em canteiros. Os rizébios inoculados nas plantas de alface, beterraba, couve e
salsa foram capazes de colonizar os tecidos dessas plantas.

! Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de POs-Graduagédo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (81p.).
Maio, 2016. Trabalho realizado com apoio da CAPES-PDSE e CNPq projeto 478981.

viii



RHIZOBIA FOR PLANT GROWTH PROMOTERS VEGETABLE
CROPS 2

AUTHOR: Clarissa de Souza Borges
ADVISOR: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT: Inoculation with rhizobia can be a viable alternative to increase
production without increasing fertilizer levels in the system and without risks to health.
But there are few studies using rhizobia as growth promoters in vegetables. The
objectives of this study were to evaluate the influence of rhizobia inoculation on
germination of four vegetable crops; evaluate three growth promotion mechanisms;
check the ability of rhizobia colonizing in vegetable crops and identify genetically
isolated. For that they were conducted laboratory experiments, where the seeds
received inoculation with rhizobia for germination. The strains were grown in culture
medium for production IAA evaluation, siderophores and phosphate solubilization.
Experiments were conducted in a greenhouse to evaluate the growth promotion of
lettuce plants, beetroot, cabbage and parsley inoculated with rhizobia and field
experiment with lettuce plants inoculated with rhizobia. Additionally, rhizobia studied in
promoting growth and colonization experiments were genetically characterized by
amplification of 16S rRNA gene. It can be seen that the Rhizobia inoculum accelerates
the germination of lettuce seeds and rocket. And all the strains were able to produce
IAA and solubilize phosphate and isolated UFRGS-Ls54 and UFRGS-VP16 were able
to produce siderophores. Isolate UFRGS-Ls54 was more efficient in growth promotion
and absorption of nutrients in sugar beet plants and has been identified as Rhizobium
leguminosarum. In plants of cabbage isolated UFRGS-LS14 identified as
Bradyrhizobium sp and isolated UFRGS-PS10, UFRGS-PS8 were identified. R.
leguminosarum and were able to promote the growth of these plants. Isolated UFRGS-
LS14, UFRGS-Lu45 were identified as Mesorhizobium erdmanii and isolated UFRGS-
Lc348 was identified as Mesorhizobium jarvisii and were able to promote the growth of
parsley plants. In lettuce isolated, UFRGS-Lc348, UFRGS-Lc336 identified as
Bradyrhizobium sp, UFRGS-Ps 11 was identified as Rhizobium leguminosarum and
SEMIA 3007 strain were able to promote the growth of lettuce plants in a greenhouse
and the strain SEMIA 3007 also promoted the growth of lettuce plants in flower beds.
Rhizobia inoculated in lettuce plants, beets, cabbage and salsa were able to colonize
the tissues of these plants.

% Doctoral Thesis in Soil Science. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia do Solo, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (81p.). May, 2016.
work performed with financial support from CAPES-PDSE and CNPq project 478981.

ViX



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL.....coouiieeeeeeeeeeeeeee e 1
2. CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA......ccecoiiiieieieiisieeee e, 3
0 B o o] ¢ = 1o TSP 3
2.2. Rizobactérias promotoras de crescimentos em plantas ........................ 4
2.2.1. Rizébios como promotores de crescimento de plantas................... 6
2.3. Mecanismos de promocao de crescimento de plantas............cccceeeene.. 6
2.3.1. MeCaniSMOS AIr€LOS .....coeeieiee e 6
2.3.1.1. Fixacao biologica de NitrogENio...........cccevvviiiriiiiiie e 7
2.3.1.2. Producéo de substancias reguladoras do crescimento vegetal ...... 8
2.3.1.3 Solubilizag8o de FOSfato ..........cooeeeeiieeeeeeeeee 10
2.3.1.4 Producdo de SiderOforos.............ceeeiiiieciiiieiicee e 11
2.3.2. MeCanismOS iNAIEIOS ......cooeiieieiee e 12
2.4, Colonizag8o bacCteriana .........coooveeeie e 13
2.5. Referencias Bibliograficas ..........cc.uueeiiiiiiiiiiiiie e 14
3. CAPITULO II. INFLUENCIA DOS RIZOBIOS NA GERMINACAO DE
SEMENTES DE ALFACE, CENOURA, RABANETE E RUCULA ................... 21
RESUIMO ... et e e et e et e e e e e 21
L. INTOAUGEOD ... 22
3. 2. Material € MELOAOS .......ovvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 23
3.2.1.1s0lados de rzODI0S.........cccovviiiiiiiii 23
3.2.2. Producéo de &cido indolacetico (AIA)........ccouvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 23

3.2.3. Efeito de diferentes concentracdes de AIA sintético na germinacéo

de sementes de hortaliGas. ... 24



3.2.4. Efeito na germinacdo de sementes de plantas olericolas inoculadas

COM TIZODIOS ..cooiiiiiiiiieee e 25
3.2.5. ANAlise de dadOsS.........ccovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 25

3. 3. ReSUItAdO0S € ISCUSSEO......uuuiiie ittt 25
3. A CONCIUSDES ... 33
3.5. Referéncias bibliograficas...........ccovvvviiiiiii i 33
4. CAPITULO Ill. RIZOBIOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM
ALFACE, BETERRABA, COUVE E SALSA. ..., 36
RESUMIO .. e e e e e e nn e eees 36
g N 11 (0 o (U o= T TSSO 37
4.2. Material € MEtOdOS .......ccceeeeeiee e 38

V2 00 W £To ] - To [0 3 o L= 0] o o 1S 38

4.2.2. Avaliagdo dos mecanismos de promocdo de crescimento dos

FIZODIOS ... 38
4.2.3. Avaliacdo da promocéao de crescimento em casa de vegetacao...... 40
4.2.4. Avaliagéo da promocéao de crescimento de alface em canteiro........ 41
4.2.5. Analise de dadOS.........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiteeeeee e 42
4.3. Resultados € diSCUSSE0........cceeeeieieeeee e 42

4.3.1. Avaliagdo dos mecanismos de promocado de crescimento dos

740} o] [0 13 42
4.3.2. Avaliacdo da promocédo de crescimento em casa de vegetacao...... 44
4.3.3. Avaliacdo da promocéao de crescimento em canteiro ....................... 55
A o]  [ox 11150 L= USRI 57
4.5. Referéncias bibliograficas...........ccouueiiiiiiiiii e 57
5. CAPITULO IV. COLONIZAGAO E IDENTIFICACAO DE RIZOBIOS
PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM PLANTAS OLERICOLAS............... 61
RESUIMO ... et e e e e e e e et e e a e e eaa e ees 61
ST N [ 01 o To [F 0% To TR 62
5.2. MateriaisS € MELOUOS ......cooeeiieieeeeeee e 63
5.2.1. RizObI0S €StUdAadOS..........ccoiiiiieiiiiiiiiiee e 63
5.2.2. Caracterizacao genotipica dos isolados............cccceeeeeeeeeiviieeeiiiiinnnns 63
5.2..2.1. Extracdo de DNA e amplificagcdo do gene 16S rRNA................... 63
5.2.3 Avaliacdo da colonizacdo endofitica de rizobios em plantas olericolas
................................................................................................................... 64



5.2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) ........ccoovvvviiiiiiiieeeeeennnn, 66

5.3. Resultados € DISCUSSEO .....cccoevviiiiiiiiieieeeeee e 76
ST S O] o o3 U {0 1 O 72
5.5. Referéncias Bibliograficas ..........cc.uuuiiiiiiiiiiiiiii e 72
6. CONCLUSOES GERAIS ...t 75
APENDICES ...ttt ettt ettt ettt n s 77

Xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1. Producéo de auxina, equivalente ao acido indolacético, em meio de
(o0 U= W oL g 4 0] o] [ 1= S 26
Tabela 3.2. Porcentagem de germinacgédo e indice de velocidade de germinacao
(IVG) de sementes de rabanete e cenoura inoculada com rizébios.................. 30
Tabela 3.3. Porcentagem de germinacéo e indice de velocidade de germinacao
(IVG) de sementes de alface e rucula inoculada com rizobios.......................... 32
Tabela 4.1. Rizobios utilizados no estudo e planta hospedeira..............c......... 38
Tabela 4.2. Andlise das Caracteristicas quimicas da amostra solo (0-20 cm) da
Area (OS CANLBINDS. . ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e s s ae bbbttt et e eeeaeeeeeeaeaeaas 42
Tabela 4.3. Mecanismos diretos de promocédo de crescimento de planta,
producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato e producdo de sider6foros por
0] o]0 1 PP 43
Tabela 4.4. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de
beterraba inoculadas Com rizODIOS.............uuviiiiiiiiiiii e 46
Tabela 4.5. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de couve

inoculadas COM FZODIOS..........ccoiiiiiiiieeee e e e e e e e eeeas 48
Tabela 4.6. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de salsa

INOcUladas COM FZODIOS. .........oiiiiiiiiiiee e e e e e e es 52
Tabela 4.7. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de alface
[TpleTo101F=To F= TSR oo ] 14 I 4170 o] [ 1 T PPURPR 54
Tabela5.1. Identificacdo dos isolados de rizébios pela sequéncia parcial dos
genes 16S rRNA obtida com o programa BLAST .......cccoooviiiiiiiiiiiiieie e, 67

Xiii



Tabela 5.2 Capacidade de nodulacdo em plantas leguminosas a partir da
inoculacdo da suspensdo do macerado de hortalicas inoculadas com rizobios.
A presenca de nodulacdo na leguminosa de origem foi considerada como
confirmagé&o da colonizagdo na hortaliGa..............cccceviiiiiiiiiiiieeeeee s 69

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Porcentagem de germinacdo se sementes com adicdo de
diferentes concentracfes de 4cido iNdOIaCEetiCO..........uuvvviriiiiiieieeieeeeeeiiie e, 27
Figura 3.2. indice de velocidade de germinacdo se sementes com adicéo de

diferentes concentracdes de acido indolaceétiCo............cccevvvvvveiiiiiiiiiiii e, 28
Figura 4.1. Massa seca de plantas de beterraba inoculadas com rizébios.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 1% de
probabilidade dE EIT0...........oovieeeee e 45
Figura 4.2. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizébios quanto ao aumento de
massa de plantas de beterraba. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de erro.............cceeeevveeiiveeeeiieiiinnnns 47
Figura 4.3. Massa seca de plantas de couve inoculadas com rizébios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
Probabilidade A& ErT0........ccoiiii e 48
Figura 4.4. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizobios quanto ao aumento de
massa de plantas de couve. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de erro...............ccccooveeiiiiiiiiiiiiinnnnn, 49
Figura 4.5. Massa seca de plantas de salsa inoculadas com rizobios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de €IT0..........cooi i 50
Figura 4.6. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizobios quanto ao aumento de
massa de plantas de salsa. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de erro.............cccceeeevvviiveeiiiiiiiinnnnns 51

XV



Figura 4.7. Massa seca de plantas de alface inoculadas com rizobios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
Probabilidade A€ EIT0........cccoi e 53
Figura 4.8. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizobios quanto ao aumento de
massa de plantas de alface. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de erro..............ccceeeevvviiieeieiieiiinnnns 54
Figura 4.9. Massa seca de plantas de alface inoculadas com rizbios em
canteiros. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott
5% de probabilidade de €rr0............euuuuiiiiiiiieie e 56
Figura 5.1. Plantas cultivadas em lampadario (A), macerado das raizes de
parte aérea das plantas cultivadas em lampadario (B), plantas inoculadas com
a suspensao do macerado em casa de vegetacao (C).........cccvvvvvvvriieriiieeeenen. 66
Figura 5.2. Formacdo de ndédulos em plantas de L. subflorus inoculada com
macerado de salsa inoculada com UFRGS-Ls14 (A) L. uliginosus inoculada
com macerado de beterraba inoculada com UFRGS-Lc348 (B) L.corniculatus
inoculadas com macerado de alface inoculadas com UFRGS-Lc348 (C) P.

sativum inoculada com macerado de couve inoculadas com UFRGS-

Figura 5. 3. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando
a colonizacao do tecido radicular de plantas olericolas. Controle ndo-inoculado
(A) Leséo na raiz de plantas de couve (B) Formacdo de biofilme e bactérias
penetrando na lesdo de plantas de couve com UFRGS-Ps8 (C,D) Colonizacéo
das raizes de salsa inoculadas com o isolado UFRGS-Ls14 (E,F) Colonizacéo
das raizes de beterraba inoculadas com o isolado UFRGS-Lc348 (G)

Colonizacdo das raizes de alface inoculadas com o isolado UFRGS-

XVi



1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo de espécies olericolas, a cada ano, expande-se mais. Até
poucos anos atrds a producdo e a comercializacdo de hortalicas no Brasil se
caracterizavam pela informalidade. Mas essa realidade vem mudando devido a
organizacdo da cadeira produtiva, que vem investindo em estratégias para
ampliar o consumo de hortalicas. Porém, o0s sistemas convencionais de
produgéo de hortalicas utilizam grandes quantidades de fertilizantes minerais,
principalmente os nitrogenados e potassicos, 0 que acarreta em custos
elevados para o agricultor e para 0 meio ambiente.

E necessaria a busca por tecnologias que proporcionem alimentos
seguros e com qualidade, e que ndo gerem prejuizos na producdo. O que
justifica a busca de inoculantes bacterianos a fim de promover o crescimento
de plantas olericolas, como também aumentar a eficiéncia na utilizacdo dos
nutrientes do solo via adubacéo.

Neste sentido, as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(PGPR — do inglés “promoting growth plant rhizobacteria”), principalmente os
rizobios, que ja séo utilizadas como promotoras de crescimento vegetal quando
em simbiose com leguminosas pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
podem promover o crescimento de plantas de espécies nao-leguminosas. Em
plantas nédo-leguminosas essa promocdo do crescimento pode ser pela
producdo de substancias reguladoras do crescimento, pelo aumento na
disponibilidade de nutrientes na rizosfera, como também pelo controle de

fitopatdgenos.



A inoculagcdo com rizobios em hortalicas pode ser uma alternativa viavel
para aumentar a producdo, sem aumentar os niveis de adubac¢&o no sistema.
Porém ainda sdo poucos os trabalhos em relacdo a bactérias promotoras de
crescimento em hortalicas. A grande maioria dos trabalhos sdo com bactéria
dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter. Até o momento na literatura
séo dois os trabalhos encontrados, de Garcia-Fraile et al. (2012) e Flores-Félix
et al. (2013) descrevendo rizobios do género R. leguminosarum como
promotores de crescimento e colonizadores em pimenta, tomate, alface e
cenoura. A maioria dos trabalhos sobre promocéo de crescimento em plantas
nao-leguminosas com rizébios sdo com gramineas, como, arroz, trigo e milho.
A utilizacdo de rizobios na producédo de hortalicas devido sua a capacidade em
promover o crescimento dessas plantas traz beneficios para o agricultor como
aumento da produtividade, como também na qualidade do produto.

Em funcdo do exposto, a hipotese deste trabalho é que a inoculagéo de
rizobios, em plantas horticolas estimula a germinacdo de sementes, promove
0 crescimento vegetal e aumenta a eficiéncia da absorcdo de nutrientes
minerais pelas plantas. A capacidade destas bactérias de estimular o
crescimento vegetal, como também melhorar a eficiéncia na absorcdo de
nutrientes pode ser uma alternativa na reducdo dos impactos ambientais
causados pelo uso intensivo de fertlizantes nos solos com cultivo olericola.

Esse trabalho tem como objetivo geral avaliar a promocao de
crescimento de plantas olericolas inoculadas com rizébios. E tem como
objetivos especificos: (a) avaliar a producdo de &cido indolacético e sua
influéncia na germinacdo de quatro espécies olericolas; (b) avaliar trés
mecanismos de promoc¢do de crescimento, assim como a promoc¢ao de
crescimento de plantas olericolas inoculadas com rizébios, através de
parametros de massa seca, eficiéncia relativa e teor de nutrientes das plantas;
(c) verificar a capacidade colonizacdo dos rizébios em plantas olericolas e (d)

identificar geneticamente os isolados.



2. CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hortalicas

No Brasil, a producdo de hortalicas tem evoluido desde a década de 40,
durante a Segunda Guerra Mundial, de pequenas hortas a cultivos para
exploragdo comercial (INCAPER, 2013). Entre os anos de 1997 e 2007, a
producdo nacional de hortalicas teve um aumento de 33% com reducéo de 5%
da area cultivada e aumento de produtividade em 38 %, sendo que a maior
parte da producdo se concentra nas regides sul e sudeste do pais. E um dos
setores do agronegécio brasileiro, mais dindmicos e com maior insercao
regional, gerando emprego e renda em praticamente todo o pais.

A area cultivada no ano de 2011 foi de 946 mil toneladas com a producao
estimada em 19,4 milhdes de toneladas, gerando 2,4 milhdes de emprego
direto (ABCSEM, 2011). Atualmente, devido ao aumento de renda e de nivel
educacional da populacéo brasileira, os consumidos brasileiros estdo buscando
cada vez mais alimentos mais saudaveis. O consumo de hortalicas esta
relacionado ao estilo de vida mais saudavel dos consumidos, com isso a
olericultura ganha uma posicdo de destaque no agronegdécio. Pois ha muito
espaco para expansao na producédo, mas apesar da conscientizacao cada vez
maior dos brasileiros, o consumo médio de hortalicas no Brasil ainda € baixo. E
€ ainda menor pela populacdo de baixa renda, que consome menos hortalicas
na sua alimentagéo diaria, com consumo médio anual de aproximadamente 19
kg/pessoa (SANTOS et al., 2015).

O cultivo predominante no Brasil ainda € o convencional, com uso

intensivo de fertilizantes minerais e defensivos quimicos, mas estudos relatam



0 crescimento de sistemas de cultivo mais sustentaveis, como, o cultivo
organico (SOUZA, 2011).

2.2. Rizobactérias Promotoras de Crescimentos em Plantas

As bactérias capazes de colonizar a rizosfera ou as raizes das plantas e
também auxiliar direta ou indiretamente no crescimento e desenvolvimento
vegetal sdo chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PGPR - do inglés “promoting growth plant rhizobacteria”), (KLOEPPER et al.,
1980; ABBASI et al., 2011). Essas rizobactérias sdo capazes de estimular o
crescimento vegetal através do enriqguecimento de nutrientes do solo. Seja pela
fixacdo bioldégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de
sideréforos e producao de reguladores de crescimento. Além disso, elas podem
atuar como controle biologico, produzindo substancias de defesa para as
plantas, como, celulase, protease, lipase e B-1,3 glucanase. (AHEMAD et al.,
2009; BULGARELLI et al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015).

Na busca pela producéo agricola mais sustentavel, as interacfes planta-
rizobactérias sdo importantes quando se tratam da transformacédo, mobilizacdo
e solubilizacdo de nutrientes para que a planta consiga absorver nutrientes que
estariam de maneira indisponivel para seu desenvolvimento (HAYAT et al.,
2010; GOPALAKRISHNAN et al., 2015). A sustentabilidade na producéo
agricola se baseia em abordagens biolégicas para melhorar a producdo na
agricultura, buscando alternativas para reduzir o uso de fertilizantes
(SAHARAN & NEHRAN, 2011). A utilizacdo de rizobactérias na agricultura
pode ser uma alternativa para auxiliar no crescimento e protecéo das culturas.

Diversos estudos vém sendo realizados, com o objetivo de investigar o
potencial de rizobactérias na promocdo do crescimento de plantas, pela
producdo de substancias reguladoras de crescimento, tolerdncia dessas
bactérias a agroquimicos, estresse abiotico, entre outros (AHAMAD & KHAN,
2012; GURURANI et al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Varios
géneros de bactérias tais como Azospirillum, Herbaspirillum, Azotobacter,
Actinobacter, Enterobacter, Burkholderia, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Gluconacetobacter, Pantoea foram relatadas como sendo bactérias



estimuladoras do crescimento de plantas (ZAHIR et al., 2009; KARAKURT &
KOTAN, 2011; VIAL et al., 2011; GARCIA-FRAILE et al., 2012).

Apesar o0s resultados promissores encontrados com a utilizacdo de
rizobactérias na promocao de crescimento de varias espécies vegetais, como,
arroz, trigo, milho, alface, cenoura, tomate, pimenta, entre outras (GARCIA-
FRAILE et al.,, 2012; FLORES-FELIX et al., 2013; HAHN, 2014; OSORIO
FILHO, 2014) os mecanismos envolvidos na promocao de crescimento por
essas bactérias ainda ndo estdo bem elucidados. As descobertas da utilizacéo
de rizobactérias no crescimento de plantas ampliam as perspectivas de seu
uso nos mais variados sistemas agricolas e nas diferentes espécies vegetais.
Inicialmente, quando foi introduzido o termo rizobactérias, este era destinado
as bactérias ndo simbiontes presentes na rizosfera com capacidade de
colonizar o sistema radicular e favorecer o crescimento das plantas
(KLOEPPER & SCHROTH, 1978).

Com o0s avancos nas pesquisas de interacdo planta-micro-organismo,
novos conceitos foram estabelecidos. No qual inclui as bactérias que
estabelecem relacdes simbidticas com a planta, no grupo das chamadas de
PGPR intracelulares (iPGPR), que sdo as bactérias que vivem no interior das
células das raizes, formam nodulos e vivem dentro de estruturas
especializadas. E as bactérias que se desenvolvem na rizosfera, rizoplano ou
nos espacos intercelulares, sem formagdo de nodulos, mas capazes de
promover o crescimento vegetal pela producao de substancias especificas, no
grupo das chamadas de PGPR extracelulares (ePGPR) (GRAY & SMITH,
2005).

Entre as PGPRs intracelulares mais bem estudadas estdo os rizobios
em simbiose com leguminosas (GRAY & SMITH, 2005) e entre as PGPRs
extracelulares, as bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas
(HARTHMANN et al.,, 2001; ROCHA & MOURA, 2013). Entretanto, existem
rizobactérias que podem se estabelecer tanto no interior como no exterior das
células, pertencendo aos dois grupos, como exemplo, Burkholderia (GRAY &
SMITH, 2005).



2.2.1. Riz6ébios como Promotores de Crescimento de Plantas

O exemplo mais bem estudado de interacdo benéfica entre plantas e
rizobactérias € a relacdo simbiotica entre rizébios e plantas da familia das
Fabaceae (leguminosas), sendo aquelas as mais comumente utilizadas como
inoculantes agricolas no mundo. Em simbiose, o rizébio cresce as custas dos
carboidratos fornecidos pela planta hospedeira e, em troca, fornece nitrogénio
fixado para a biossintese de aminoacidos (BRENCIC & WINANS 2005; GRAY
& SMITH, 2005). Esta simbiose € um exemplo de relacdo intima entre uma
bactéria do solo e sua planta hospedeira, e ilustra o conceito de iPGPR em
solos com deficiéncia de nitrogénio, a bactéria converte 0 nitrogénio
atmosférico (N2) a amoénia (NHz), e assim promove o crescimento de plantas
leguminosas pelo fornecimento desse nutriente (VAN LOON, 2007). Porém, os
riz6bios também podem ser classificados como ePGPR quando associados a
plantas ndo-leguminosas. Podendo se alojar nos espacos entre as células
vegetais ou na rizosfera, na superficie das raizes. Estimulando o crescimento
das plantas através da producdo de reguladores de crescimento, pela
solubilizacdo de fosfato, producdo de siderdforos, entre outro mecanismos
(GARCIA-FRAILE et al., 2012; FLORES-FELIX et al., 2013).

2.3. Mecanismos de Promocéao de Crescimento de Plantas

As interacdes que ocorre entre plantas-micro-organismos, podem
afetar o crescimento dos vegetais por mecanismos diretos e indiretos de

promocao de crescimento vegetal (GLICK, 2012).

2.3.1. Mecanismos Diretos

Entre os mecanismos que as bactérias utilizam para promover o
crescimento de plantas estdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN); a
producéo de reguladores de crescimento de plantas, como o &cido indolacético
(AlA), giberelinas, citocininas e etileno; a solubilizagéo de fosfatos e a producéao

de sideroforos.



2.3.1. 1. Fixacao Biol6gica de Nitrogénio

Os micro-organismos capazes de fixar nitrogénio atmosférico séo
denominados de diazotréficos. E podem ser classificados como: simbiontes;
como rizébios, que estabelecem relacbes com plantas leguminosas, assim
como Frankia que estabelece relacdo com espécies arboreas ndo-leguminosas
; vida livre; associativos e endofiticos como Azospirillum, Azotobacter e
cianobactérias  (Anabaena, Nostoc) @(AHEMAD & KHAN, 2012;
BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) € o processo no qual os micro-
organismos diazotréficos presentes no solo realizam a conversao do nitrogénio
atmosférico (N;) em amonia (NH3), forma assimilavel para as plantas, através
de um complexo enzimético denominado nitrogenase (ZEHR et al., 2003;
STEFAN et al., 2008; BULGARELLI et al., 2013). Através da FBN, os
compostos nitrogenados sédo fornecidos prontamente para as plantas, por
relacbes associativas, ou entdo, sao liberados no ambiente, pela decomposicao
da biomassa microbiana (LINDERMANN & GLOVER, 2003;
GOPALAKRISHNAN et al., 2015).

A relacdo simbibtica rizobio-leguminosa € capaz de fixar
aproximadamente até 460 Kg de N/ ha ao ano (BULGARELLI et al., 2013).
Varios estudos demonstram a importancia a FBN por rizébios, ndo apenas pelo
beneficio causado nas plantas leguminosas, mas através de cultivos em
consorcio beneficiando as espécies a serem plantadas ap6s o cultivo com
leguminosas (CASTRO et al., 2004; HAYAT et al., 2010). Diversas bactérias de
vida livre, associativas e/ou endofiticas promovem o crescimento de diversas
plantas pela FBN. Como, por exemplo, as do género Azospirillum,
Burkholderia, Herbaspirillum, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter (JAMES et
al., 2000; KENNEDY et al., 2004; GHOLAMI et al., 2009)

2.3.1.2. Producéo de substancias reguladoras do crescimento vegetal



Os reguladores de crescimento de plantas sdo compostos quimicos que
influenciam e promovem o crescimento e desenvolvimento das plantas. As
principais classes sao: auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e
etileno (SANTNER & ESTELLE, 2009). Na classe das auxinas, destaca-se o
acido indolacético (AlA), como molécula mais abundante e envolvida em varios
processos celulares e de crescimento e desenvolvimento dos vegetais. E
também a auxina fisiologicamente mais ativa nos vegetais e o foco das
pesquisas relacionadas a rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(BULGARELLI et al., 2013).

Varios estudos tém demonstrado o envolvimento de rizobactérias na
biossintese de AIA, tanto em meio de cultura como no solo (HAMEED et al.,
2004; KHALID et al., 2004; THAKURIA et al., 2004). Um dos efeitos diretos das
rizobactérias produtoras de AIA é proliferacdo de raizes secundarias e pélos
radiculares, aumentando a absorcao de nutrientes pelas plantas associadas a
essas bactérias e com isso ajudando no crescimento e desenvolvimento
vegetal (BISWAS et al., 200; LAMBRECHT et al., 2000; MACHADO, 2011).

A capacidade de produzir de &cido indolacético € um dos mecanismos
mais estudados na promocao de crescimento de plantas por rizobactérias,
aproximadamente 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes de
produzir AlA. Diversos trabalhos tém relatado que a maioria dos rizébios séo
capazes de produzir AIA. Esse estad envolvido nos processos de divisdo e
diferenciacdo celular, que sao essenciais para a formacédo do nddulo, quando
em simbiose com espécies leguminosas (AHEMAD & KHAN, 2012; HAHN,
2014; OSORIO FILHO, 2014; MACHADO, 2015).

Outro regulador de crescimento produzido por PGPRs é a giberelina,
que recebeu esse nome por ter sido descoberta a partir de compostos
excretados pelo fungo Giberella fujikuroi. No qual provocava um crescimento
exagerado na altura de plantas de arroz e suprimia a producdo de sementes.
O primeiro composto isolado da cultura do fungo foi denominado acido
giberélico (GA3), que é responsavel pelo crescimento do caule, devido ao
estimulo que as giberelinas promovem nas taxas de alongamento e divisao
celular. (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Por outro lado, as giberelinas nunca estado presentes em tecidos com

auséncia completa de auxinas, sendo que os efeitos da giberelina no



crescimento podem ainda depender da acidificagcdo do meio promovido pelas
auxinas. A giberelina também é responsavel pela partenocarpia em frutas, por
aumentar o tamanho do fruto e nimero de botdes e germinacédo de sementes,
mais especificamente, sobre a producdo de a-amilase na camada de aleurona
de cereais (CAMILI, 2007; TAIZ & ZEIGER, 2013). As giberelinas ajudam na
germinacdo de sementes, como no caso de alface e cereais. Muitas
rizobactérias séo relatadas como produtoras de giberelinas (DOBBELAERE et
al. 2003) incluindo Rhizobium, S. meliloti (BOIERO et al, 2007).

Na literatura, sdo poucos os trabalhos envolvendo a producdo de
citocinina pelas bactérias promotoras de crescimento vegetal. Ortiz-Castro et
al. (2008) em trabalho envolvendo a sinalizagédo de citocinina na promocao de
crescimento vegetal por Bacillus megaterim, puderam observar que receptores
de citocinina desempenham um papel complementar na promocdo de
crescimento vegetal. Esse regulador de crescimento possui grande capacidade
de promover divisao celular, participando assim do processo de alongamento e
diferenciacao celular, principalmente, quando interage com as auxinas (TAIZ &
ZEIGER, 2013).

O etileno € um regulador de crescimento produzido por todas as plantas,
essencial para o crescimento e desenvolvimento adequado. A planta quando
em situacbes de estresse, como, déficit hidrico, salinidade, alagamento,
elementos tracos, patdgenos, o nivel enddégeno desse regulador de
crescimento aumenta significativamente na planta, desencadeando respostas
de defesa na mesma (SALEEM et al., 2007; BHATTACHARYYA & JHA, 2012).
Mas se 0 estresse persistir, com um aumento severo nas concentragoes de
etileno pela planta, como resposta a planta ira desencadear processos de
senescéncia, clorose, abscisdo, acarretando em efeitos inibitérios para o
crescimento e desenvolvimento da planta (STEARNS & GLICK, 2005).

Em relagdo a promocdo de crescimento envolvendo o etileno, varios
trabalhos tém sido realizados com bactérias capazes de promover o
crescimento de plantas, relacionados a sintese da enzima ACC (1-
aminociclopropano-1-carboxilato) desaminase, a qual degrada o ACC, um
precursor imediato do etileno. Como altas concentracdes de etileno atuam na

inibicdo do crescimento radicular e senescéncia, a ACC-desaminase regula os
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niveis desse regulador de crescimento, de modo a auxiliar a planta em seu
crescimento e desenvolvimento (ONOFRE-LEMUS et al., 2009)

As rizobactérias com capacidade de produzir a enzima ACC deaminase
pertencem a varios géneros como Bacillus, Burkholderia, e Rhizobium, entre
outros (ZAHIR et al., 2008; ONOFRE-LEMUS, 2009; KANG et al., 2010). Estas
bactérias associadas a planta ajudam a regular os niveis de etileno, atuando
como drenos de ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico) reduzindo os efeitos
deletérios do etileno, promovendo o crescimento das plantas. Os principais
efeitos produzidos por plantas inoculadas por rizobactérias capazes de produzir
ACC desaminase sdo, aumento nas taxas de germinacdo de sementes,
estimulo no crescimento radicular, melhoria na absorcdo de nutrientes, como,
nitrogénio, fésforo e potassio, aumento na nodulagdo em rizébios (ZAFAR-UL-
HYE et al., 2007; GLICK, 2012).

2.3.1.3. Solubilizacéo de Fosfato

O foésforo, segundo nutriente limitante do crescimento vegetal depois do
nitrogénio, é abundante nos solos em formas orgénicas e inorganicas.
Entretanto, em grande parte dos solos este elemento se encontra em baixa
disponibilidade para as plantas, ja que estas apenas conseguem absorvé-lo do
solo nas formas solGveis, de fons H,PO, e HPO,? (KHAN et al., 2009;
BHATTACHARYYA & JHA, 2012). A busca por estratégias para aumentar a
disponibilidade desse mineral para plantas pode melhorar significativamente o
crescimento e a produtividade vegetal, uma vez que a fracdo disponivel de
fésforo para a planta é relativamente baixa nos solos equivale a 5% de total de
fosforo nos solos (DOBBELAERE et al., 2003).

A utilizacdo de micro-organismos solubilizadores de fosfato pode vir
auxiliar ou/e substituir o uso de fertilizantes fosfatados na agricultura (KHAN et
al., 2006). O mecanismo utilizado pelas bactérias para solubilizar o fosforo
inorganico € através da producdo de acidos organicos, enquanto a
mineralizacao de fosforo organico se da pela producéo de diversas fosfatases
que acarreta na liberacdo de &cidos fosféricos (BULGARELLI et al., 2013;
GLICK, 2012). Rizobactérias como Rhizobium, Bacillus e Pseudomonas, sao

eficientes no processo de solubilizacdo de fosfato inorgénico, tornando o
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fésforo disponivel para as plantas. Estudos mostram o efeito positivo da
inoculacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato na promocgédo de
crescimento de plantas (VIKRAM & HAMZEHZARGHANI, 2008;MARRA et al,
2011; AHEMAD & KHAN, 2012;).

2.3.1.4. Producéao de Sideroforos

O ferro, assim como o fésforo é um elemento abundante nos solos, mas
devido a baixa solubilidade dos 6xidos de ferro, € pouco disponivel para as
plantas (RAJKUMAR et al., 2010). Dessa maneira, as plantas precisam utilizar
estratégias, para aumentar a disponibilidade de Fe, através da liberacdo de
prétons H* a fim de baixar o pH do solo e aumentar a disponibilidade de Fe
para as plantas ou pela liberacdo de um quelante de ferro, sideroforos, que ira
se ligar ao Fe para que ele possa ser absorvido pelas raizes das plantas
(JEONG & GUERINOT, 2009)

As rizobactérias, assim como as plantas, também tém a capacidade de
produzir moléculas quelantes de ferro, chamadas de sideroforos, quando em
baixa disponibilidade de Fe para o seu desenvolvimento. A liberacdo de
sideroforos pelas bactérias rizosféricas, auxiliam no crescimento vegetal,
impedindo a proliferacdo de patégenos de raiz, devido a competicdo pelo Fe no
solo (DOBBELAERE et al., 2003; BULGARELLI et al., 2013). As plantas tem a
capacidade de absorver o complexo Fe-sideréforos bacterianos, que quando
dentro da planta o Fe se desliga do sideroforo, e essa molécula é entdo
reciclada ou destruida (RAJKUMAR et al., 2010).

Estudos com plantas de Arabidopsis thaliana, foi constatada a presenca
de ferropioverdinas, sideroforo produzido por P. fluorescens, com aumento dos
teores de Fe no interior da planta e de crescimento vegetal (VANSUYT et al.,
2007). As rizobactérias também atuam no controle bioldgico reduzindo,
principalmente, doenca de origem flngica nas plantas, e com isso promovendo
o crescimento dessas plantas. (DEY et al., 2004).

O sequestro e transporte de ferro na célula vegetal através de sideroforos
por rizébios € uma das maneiras de fornecer ferro para planta quando em
condi¢cbes de baixa disponibilidade de ferro no ambiente. Diversas estirpes de

rizobios s&o capazes de produzir sideréforo que irdo de ligar Fe** e reduzi-lo a
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Fe?* deixando-o disponivel para a planta (CARSON et al. 2000; ARORA et al.
2001).

2.3.2. Mecanismos Indiretos

O principal mecanismo indireto de promog&o do crescimento vegetal
esta relacionado ao uso de rizobactérias como agentes de biocontrole contra
fitopatdogenos, pela inducdo de resisténcia e pela producdo de substancias
antifingicas. Muitas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) séo
capazes de produzir metabdlitos antifiungicos, como, o acido cianidrico e
enzimas, como, quitinases e glucanases que degradam a parede celular dos
fungos (PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003).

A interacdo planta-rizobactéria estimula o vegetal a adquirir resisténcia
contra alguns micro-organismos patogénicos, como, bactérias, fungos e virus.
Esse processo é chamado de resisténcia sistémica induzida (ISR), que é
desencadeado por meio da liberacdo algumas moléculas bacterianas que
ativam genes promotores de compostos de defesa na planta (LUGTENBERG &
KAMILOVA, 2009).

Estirpes de B. subtilis, quando utilizadas como agente de biocontrole
contra fitopatdgeno, realizam esse mecanismo pela producdo substancias
antibioticas (KOKALIS-BURELLE et al., 2003). P. fluorescentes sdo bactérias
conhecidas pela supressédo de fungos patogénicos no solo, pela producédo de
metabdlitos antifingicos e pela liberacdo de sideréforos, indisponibilizando
ferro para os patégenos de raiz (DWIVEDI & JOHRI, 2003). Vérias espécies de
Bacillus e Pseudomonas sao utilizadas no controle biolégico, como em plantas
de tomate quando inoculadas com bactérias desses géneros, ocasiona uma
reducdo nos sintomas de murcha causados por Ralstonia solanacearum e
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (ROCHA & MOURA, 2013).

As BPCVs além de atuarem no controle de bactérias, fungos e virus,
também podem atuar no controle de nematoides. Estudos com plantas de
melancia e meldo quando inoculadas com BPCVs, resultou em uma redugéo
ao ataque de nematoide nessas plantas (KOKALIS-BURELLE et al., 2003). Em

sementes de arroz inoculadas com BPCVs pdde-se observar o controle de
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Meloidogyne graminicola associado a promoc¢ao de crescimento das plantas
(SOUZA JUNIOR et al., 2010)

2.4. Colonizacao Bacteriana

A colonizacdo das raizes das plantas por rizobactérias benéficas € um
passo importante para a interagdo bactérias-planta, entretanto, € um processo
complexo influenciado por diversos fatores bidticos e abidticos, tais como a
quantidade de bactérias e exsudatos radiculares. (BENIZRI et al., 2001). O
sucesso da colonizacao radicular por rizobactérias, bem como sua persisténcia
na rizosfera séo fatores fundamentais para exercer os efeitos benéficos sobre
as plantas. E necessaria uma densidade bacteriana minima para que 0s
mecanismos moleculares, bioquimicos e fisioldgicos de interacdo planta-
microrganismo se estabelecam, sendo esse conceito denominado quorum
sensing (QS) (WILLIAMS et al., 2007; SANCHEZ-CONTRERAS et al., 2007).

O mecanismo de QS depende da sintese e libertacdo de sinais quimicos
pelas bactérias no ambiente, e na deteccdo destes sinais como em funcao da
densidade da populacdo de células (CAMILLI & BASSLER, 2006). Tal
comportamento de grupo resulta na alteracdo da expressao genética, a qual
impulsiona as atividades dos microrganismos de forma coordenada (WILLIAMS
et al., 2007). Dentre os sinais quimicos liberados, os mais comumente
utilizados por bactérias Gram-negativas denominam-se homoresinas lactonas,
originalmente chamadas de N-acil lactonas homoserinas (AHLS). A biossintese
e efeitos de autoindutores como as AHLs dependem principalmente da
atividade das familias de proteinas e Luxl LuxR, respectivamente. Depois que
as AHLs sao produzidas pelas enzimas AHL sintases, elas difundem através de
membranas bacterianas e acumulam até atingirem concentragcbes mais
elevadas. Num dado limiar de concentracdo intracelular (cerca de 10nM), o
AHL liga-se ao gene LuxR formando um complexo que regula a expressao do
gene (HANZELKA & GREENBERG, 1995).

A comunicacao via quorum sensing pelas AHLs em rizobios afeta seus
processos metabdlicos e fisiologicos, incluindo motilidade, sintese de
exopolissacarideos, formacdo de biofilme, producdo de fatores de viruléncia,

transferéncia de plasmideo, eficiéncia na nodulacéo das raizes e eficiéncia de
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fixacdo de nitrogénio (GONZALEZ & MARKETON, 2003; SANCHEZ-
CONTRERAS et al., 2007; PIERSON & PIERSON, 2007). Estudos realizados
com rizobactérias do género Pseudomonas marcados com genes de
fluorescéncia verificaram que, em consequéncia da colonizac&o radicular por
essas bactérias, houve aumento na biossintese de sideréforos, reguladores de
crescimento, antibidticos e hidrolases (COMPANT et al., 2010).
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3. CAPITULO II. INFLUENCIA DOS RIZOBIOS NA GERMINACAO DE
SEMENTES DE ALFACE, CENOURA, RABANETE E RUCULA

Resumo: A inoculagédo com rizébios, tem se mostrado capazes de promover o
crescimento de plantas nao-leguminosas, principalmente pela producédo de
reguladores de crescimento, como o acido indolacético (AlA). O objetivo desse
estudo foi avaliar os efeitos da inoculacdo de bactérias produtoras de AlA e da
adicdo de diferentes concentracbes de AIA sintético na germinacdo de
sementes de rabanete, rdcula, alface e cenoura. Foram utilizados 27 isolados
de rizébios os quais foram crescidos por sete dias em meio levedura-manitol.
Posteriormente foi avaliada a capacidade de producédo de AIA e a influencia na
germinacdo de sementes pela inoculacdo com rizébios como também pelas
diferentes concentracfes de AlA sintético. Todos os isolados foram capazes de
produzir &cido indolacético in vitro variando entre 0,7 & 56 ug mL™, com
destaque para a estirpe SEMIA 3007, recomendada para inoculantes de
ervilha, que apresentou uma maior produgcdo de AIA. Nas sementes de
rabanete a adicdo de acido indolacético ndo teve efeito na verminacdo e
velocidade de germinacdo. Em sementes de ruculas a adicdo das diferentes
doses de AIA aumentaram a germinacdo e o IVG. Em sementes de alface a
inoculacéo de 1 ug mL™ de AIA n&o teve efeito na germinacgéo e as demais
doses tiveram efeito negativo, ja as doses de 1 e 10 ug mL™ aceleraram a
germinacdo dessas plantas. Em sementes de cenoura a adigdo de AIA n&o
teve efeito e na dose mais alta, houve uma reducdo na germincao e no IVG
dessas sementes. A inoculacdo com rizébios teve efeito positivo nas sementes
de rucula, alface. Ja em sementes de rabanete e cenoura a inoculagdo com
rizobios nao teve efeito na germinacdo dessas sementes.

Palavras-Chaves: germinacao, rizobios, acido indolacético, hortalicas
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3.1. INTRODUCAO

As espécies olericolas constituem um grupo bastante variado de plantas
abrangendo mais de 100 espécies cultivadas, sendo a producdo anual em
torno de 19 milhdes de toneladas (ABCSEM, 2011). S&o espécies exigentes
em nutrientes 0os quais devem estar disponiveis no solo para seu crescimento
de desenvolvimento.

Uma das alternativas para diminuir o uso de fertilizantes minerais é o
enriguecimento da rizosfera com bactérias que promovam o crescimento de
plantas. A inoculacdo de bactérias sobre as sementes e substrato pode
favorecer a producdo de mudas mais vigorosas devido a protecdo contra
patdgenos presentes no solo, a producdo de reguladores de crescimento, o
melhor uso de fertilizantes e inducdo de tolerancia ao estresse ambiental
(COMPANT et al, 2010; GLICK, 2010).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) vivem
associadas a rizosfera, colonizando as raizes das plantas e podem promover
efeitos benéficos sobre as mesmas, como 0 aumento a taxa de germinacédo de
sementes (AMORIN & MELO, 2002; DEY et al., 2004; KOZUSNY-ANDREANI
et al. 2012). Que pode ocorrer pela sua capacidade em produzir substancias
reguladoras de crescimento, como as da classe das giberelinas, que estao
diretamente ligadas aos processos de germinagcédo de sementes.

Durante a germinacdo de sementes o acido indolacetico (AlA) exdgeno
pode estimular a biossinte de giberelina, que ira induzir a sintese de a-amilase
gue é uma enzima hidrolitica conhecida por desempenhar importante papel na
degradacdo de carboidratos de reservas durante as germinacdao de sementes.
Assim, o indugdo de a-amilase é essencial para manter a atividade do
metabolismo respiratério e, por conseguinte, a germinacao das sementes
(PERATA et al., 1997; BERI & GUPTA, 2007).

Um dos mecanismos mais estudados por bactérias promotoras de
crescimento vegetal € a producdo de auxina equivalente a AlA, que € um
regulador de crescimento que esta envolvido na regulacao de varios processos
celulares de crescimento e desenvolvimento dos vegetais. Um dos efeitos da
inoculacdo dessas bactérias é na proliferagdo de raizes aumentando a

absorcdo de nutrientes pela planta e promovendo o crescimento do vegetal
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(LAMBRECHT et al., 2000). Esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
da inoculacdo de rizébios produtores de AIA e da adicdo de diferentes
concentracdes de AlA sintético na germinacao de sementes de alface, cenoura,

rabanete e rdcula.

3. 2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Isolados de rizébios

Foram utilizados rizébios isolados de trevo branco (UFRGS-Vp 16),
cornichdo (UFRGS-Lc 348, UFRGS-Lc 336, UFRGS-Lc 394 e UFRGS-LG 111)
ervilha (UFRGS-Psl, UFRGS-Ps2, UFRGS-Ps3, UFRGS-Ps4, UFRGS-Ps5,
UFRGS-Ps6, UFRGS-7, UFRGS-Ps8, UFRGS-Ps9, UFRGS-Ps10, UFRGS-
Psll, UFRGS-Ps12, UFRGS-Psl13, UFRGS-Psl14, UFRGS-Psl15, UFRGS-
Ps16, UFRGS-Psl17), obtidos da Colecdo de Culturas do Laboratério de
Microbiologia do Solo da UFRGS. Além destes isolados, também foi utilizada a
estirpe SEMIA3007, liberada para producéo de inoculantes para ervilha, obtida
da Colecédo de Culturas do Rizobios da Fundacdo de Pesquisa Agropecuaria
do Rio Grande do Sul (FEPAGRO) e trés isolados de ervilha (EEL5501,
EEL6802, EEL212-7) da colecéo de cultura da EPAGRI.

3.2.2. Producéo de 4cido indolacético (AlA)

Para quantificacdo da producdo de AIA pelos rizébios foi utilizado o
procedimento descrito por Asghar et al. (2002). Os isolados foram incubados
durante 7 duas a 28°C sob agitacdo de 120 rpm. Posteriormente foi retirada
uma aliquota de 10 mL da suspensdo bacteriana contendo cerca de 10°
unidades formadoras de coldnias (UFC) mL™* e colocada em tubos de
centrifuga para que fossem centrifugadas durante 10 minutos a 10000 rpm a
4°C. Entéo, foi retirado 3 mL do sobrenadante e adicionado 2 mL do reagente
de Salkowski, as amostras ficaram no escuro, a temperatura ambiente durante
30 minutos para que ocorra a reacao. A quantificacdo de acido indolacético
produzido foi realizada através de leitura em espectofotbmetro com
comprimento de onda de 530 nm. Para a determinacdo de acido indol-acético,

foi realizada uma curva padrdo com concentracbes conhecidas da forma
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sintética do regulador de crescimento (0, 0,2, 1, 2, 3, 6, 11, 15, 20, 45, 100, 200
e 300 pg.mL™), cujas leituras foram a base para calcular a concentracdo de AIA

nas amostras.

3.2.3. Efeito de diferentes concentracdes de AlA sintético na germinacao
de sementes de hortalicas

De modo a avaliar a influéncia da concentracdo de &acido indol-acético
sintético na germinacdo de rabanete, alface, rucula e cenoura, as sementes
foram desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio
2,5% por 1 min, seguida de sete lavagens com agua destilada estéril. Foram
colocadas 40 sementes por placa contendo papel toalha umedecido
previamente com 10 mL de meio liquido levedura-manitol (LM) estéril. E
posteriormente adicionadas diferentes doses de AIA nas concentracdes de O;
1,0; 10, 25 e 50 ug.mL™ (SCHLINDWEIN et al., 2008). Apés a montagem das
placas, as sementes foram acondicionadas em estufa a 25° C.

Para avaliar a qualidade das sementes foram realizadas contagens no
intervalo de 24h até o sétimo dia. Obtendo-se assim o indice de velocidade de
germinacao (IVG), calculado pela soma do numero de sementes germinadas a
cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da
instalacdo do experimento, conforme Maguire (1962). Ja para o teste de
germinacdo (FERREIRA & BORGUETTI, 2004) foi levado em conta o total de
sementes geminadas ao final dos sete dias. Os valores das variaveis
germinacdo (G) e indice de velocidade de germinacédo (IVG) foram obtidos
através das seguintes expressoes:

G=£10{},

A
onde:

G = percentual de germinacao;
N = numero total de sementes germinadas;
A = numero total de sementes colocadas para germinar;

VG 2"
St
2.t
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onde:

IVG = indice de velocidade de germinacao;
ni = numero total de sementes germinadas num intervalo ti;
ti = intervalo de tempo.

3.2.4. Efeito na germinacao de sementes de plantas olericolas inoculadas
com rizébios

Para avaliar o efeito dos rizobios na germinacdo de sementes de
rabanete, alface, rucula e cenoura foram utilizadas sementes submetidas
previamente a desinfestacdo com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de
sédio 2,5% por 1 min, seguida de sete lavagens com agua destilada estéril.
Foram colocadas 40 sementes por placa contendo papel toalha umedecido
previamente com 10 mL de meio liquido levedura-manitol (LM) estéril, em
seguida, 500 pL de inéculo contendo cerca de 10® unidades formadoras de
colénias (UFC) mL™ em cada amostra, com quatro repeticdes. No tratamento
controle adicionou-se apenas meio de cultura. Os indculos foram obtidos
através da multiplicacéo celular dos isolados em meio liquido LM e incubado
sob agitacdo orbital & 120 rpm e 28° C por sete dias. Apds a montagem das
placas, as sementes foram acondicionadas em estufa a 25° C por sete dias,

com avaliacdo diaria. As avaliac6es foram realizadas conforme o item anterior.

3.2.5. Andlise de dados

Para andlise de variabilidade dos dados, aplicou-se andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o software Assistat versdo 7.6 beta (SILVA, 2015) e as
meédias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott 5% de probabilidade de

erro.

3. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 26 isolados foram capazes de produzir 4cido indolacético in
vitro sem a adicao de triptofano (Tabela 3.1), com destaque para a estirpe

SEMIA 3007, recomendada para producao de inoculantes para ervilha, que foi
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capaz de produzir a maior concentracdo AIA em meio de cultura. O &cido

indolacético € um regulador de crescimento de plantas sem funcdo aparente

em células bacterianas, e pode-se especular que producédo AIA pode melhorar
a interacdo entre plantas e bactérias (PATTERN & GLICK, 2002). A maioria
dos rizGbios é capaz de produzir AIA, com variagbes nas faixas de

concentracdo. Alguns autores relatam que o aumento na taxa de germinacao

de sementes esta relacionado a baixos niveis de AIA, pois do contrario, pode
inibir a germinacédo de sementes (PERATA et al., 1997; SCHLINDWEIN et al.,

2008).

Tabela 3.1. Producéo de auxina, equivalente ao acido indolacético, em meio de
cultura por rizébios.

Rizébios AIA (ug mL™)

EEL 212-7 11,02 e**
EEL 5501 43,37 b
EEL6802 38,43 ¢
UFRGS-Lc336 1,94 ¢
UFRGS-Lc348 7,86 e
UFRGS-Lc394 1,12 ¢
UFRGS-Lgl111 091 ¢
UFRGS-Ps1 15,41 d
UFRGS-Ps2 12,7 e
UFRGS-Ps3 16,41 d
UFRGS-Ps4 493 f
UFRGS-Ps5 12,34 e
UFRGS-Ps6 10,29 e
UFRGS-Ps7 1,79 ¢
UFRGS-Ps8 071 g
UFRGS-Ps9 11,11 d
UFRGS-Ps10 0,95 e
UFRGS-Ps11 16,53 f
UFRGS-Ps12 9,45 d
UFRGS-Ps13 537 e
UFRGS-Ps14 15,07 f
UFRGS-Ps15 8,74 d
UFRGS-Ps16 724 g
UFRGS-Ps17 14,7 e
UFRGS-Vps18 16 g
SEMIA 3007 56,31 a
CV (%) 19,52

**= médias (3 repeticbes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem
entre si pelo teste de comparacdo de médias Scott-Knott (1%). CV= coeficiente de

variacao
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Os efeitos do acido indolacético (AlA) sintético na germinacao (Figura
3.1) e na velocidade de germinacédo (Figura 3.2) de sementes de alface,
cenoura, rabanete e rucula, variaram de acordo com a dose e com espécie
olericola utilizada. Para as sementes de rabanete, no que se refere a
germinacao final e IVG, a adicédo de AlA néo teve efeito. Para as sementes de
ricula a adicdo de AIA promoveu um aumento na taxa de germinagdo como
também na velocidade de germinacédo. Diferentemente das sementes de alface
na qual a adicdo de dose a partir de 10 ug mL™ AIA apresentam efeito negativo
na germinac&o, enquanto a adicdo de 1 e 10 pg mL™ AIA promoveu aumento
na velocidade de germinacdo dessas sementes. Em relacdo as sementes de
cenoura a adicdo de 50 pg mL™ AIA teve efeito negativo tanto na germinacao

final como também na velocidade de germinacdo dessas sementes
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Figura 3.1. Porcentagem de germinacdo se sementes com adicdo de
diferentes concentracfes de acido indolacético.
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Figura 3.2. indice de velocidade de germinacido se sementes com adicdo de
diferentes concentracfes de &cido indolacético.

Estudos com rizobactérias produtoras de AIlA, relatam que baixas
concentracbes de AIA promovem a inducdo da enzima a-amilase nha
germinacao de sementes, pois 0 AlA exdgeno estimula a biossintese de acido
giberélico (GA). Com isso o &cido indolacético atua em conjunto com &cido
giberélico e citocinina para regular os processos de germinacdo (PAULSEN
&AULD et al., 2004; ANITHA, 2010; Li et al, 2012). Durante a germinacao de
sementes e as fases iniciais de crescimento das plantulas, as raizes em
desenvolvimento liberam alguns exsudados, incluindo L-Triptofano, precursor
de &cido indolacético, que algumas rizobactéria utilizam para produzir AlA. Esta
interacdo positiva entre as raizes das plantas e AIA bacteriano pode, por sua
vez, estimular o desenvolvimento radicular (LAMBRECHT et al., 2000). As
auxinas, particularmente em concentragbes elevadas, tendem a exercer
impactos inibidores nas plantas. Este efeito inibidor tem, praticamente, sido
associado com a auxina na induzindo de biossintese de etileno (DAVIES,
2010).

Além da germinacao, o alongamento do caule, que é uma caracteristica

normalmente associada a producdo de giberelina, pode ser governada tanto



29

pelo AIA como GA. O acido indolacético pode promover a biossintese de
giberelina na parte aérea das plantas. Portanto, as mudancas ainda que
moderadas na oferta de AIA por bactérias, podem conduzir a alteracfes
fisiologicamente significativas nos atributos de crescimento das mudas
(O'NEILL &ROSS, 2002; DAVIES, 2010).

Os resultados obtidos nesse estudo, possivelmente podem ser
explicados pela sensibilidade das plantas as diferentes concentracbes de
auxina exogena. Pois existe uma faixa de concentracdo 6tima para atuagao de
um regulador de crescimento na planta e valores abaixo dessa faixa néao
apresentam respostas fisioldgicas e valores acima irdo causar efeitos inibitérios
na planta. (ARAUJO, 2008; BIANCHET et al., 2013; SAHARAN & NEHRA,
2011).

As inoculagdes dos mesmos isolados nas diferentes espécies olericolas
apresentaram respostas diferentes de acordo com a semente inoculada.
Possivelmente devido ao fato de a sensibilidade da planta a concentracdes de
auxina exogena variar de acordo como o estagio fisioldgico do vegetal e
também da espécie de planta utilizada. (JUNGLAUS, 2008; SAHARAN &
NEHRA, 2011).

A inoculacdo de rizébios em sementes de rabanete e cenoura (Tabela
3.2) ndo teve efeito sobre a germinacdo e de velocidade de germinacédo, na
qual a maioria dos rizobios inoculados reduziu a germinacdo dessas sementes
em relacdo ao tratamento controle sem inoculagdo. A inoculagdo com o0s
isolado EEL 5501, EEL 212-7 e UFRGS Lg 111 nas sementes de rabanete
foram os que apresentaram menor porcentagem de germinacao 64; 55 e 39,5%
respectivamente. Quando observado o IVG, das plantas de rabanete, no
tratamento controle sem a inoculagdo de micro-organismos observou-se a
maior velocidade, superando todos os tratamentos avaliados. Como verificado
anteriormente, no tratamento sem a inoculacdo de rizobios a porcentagem de
germinacdo de sementes de rabanete também foi superior as sementes
inoculadas. Mahmoudi et al. (2014) observaram que, na presenca de extratos
de rabanete, h4 a inibicdo do mecanismo de quorum sensing de bactérias,
afetando negativamente seus possiveis efeitos benéficos sobre a planta.

Nas sementes de cenoura a inoculagdo com os isolados UFRGS- Ps2,
UFRGS-Ps3, UFRGS-Ps4, UFRGS-Ps5, UFRGS-Ps6, UFRGS-Ps7, UFRGS-
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Ps8, UFRGS-Ps14 e UFRGS-Ps17 néo tiveram efeito sobre a germinacao e a

inoculagcdo como os demais teve efeito negativo na germinacao das sementes.

Resultado semelhante a velocidade de germinacdo na qual os isolados
UFRGS-Psl1, UFRGS-Ps3, UFRGS-Ps4, UFRGS-Ps5, UFRGS-Ps7, UFRGS-

Ps8, UFRGS-Ps10, UFRGS-Ps14

e UFRGS-Psl17 nao tiveram efeito na

velocidade germinacéo e a inoculacdo como os demais teve efeito negativo na

velocidade germinacdo das sementes de cenoura.

Tabela 3.2. Porcentagem de germinacao e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de sementes de rabanete e cenoura inoculadas com rizébios.

Isolados Rabanete Cenoura
%G VG %G VG

Controle 94 a 46,25 a 72 a 26,45 a

EEL 5501 64 c 19,04 f 295 c 8,87 ¢

EEL 6802 83 a 25,58 d 345 c 11,25 ¢

EEL 212-7 55 ¢ 15,75 f 28 c 7,45 c
UFRG-Lc348 73 b 24,66 d 39 ¢ 12,25 ¢
UFRGS-Lc 336 83 a 35,66 c 47 ¢ 15,37 ¢
UFRGS-Lc394 76,5 b 22,04 e 30 c 9,66 c
UFRGS -Lg111 395 d 12,04 g 335 ¢ 8,95 c
UFRGS-Ps1 84 a 37,87 ¢ 63 b 25,2 a
UFRGS-Ps2 77 b 35,87 ¢ 67,5 a 23,62 b
UFRGS-Ps3 82,5 a 37,75 ¢ 72,5 a 28,2 a
UFRGS-Ps4 84 a 38,04 c 73,5 a 28,37 a
UFRGS-Ps5 78 b 36,25 ¢ 73 a 28,37 a
UFRGS-Ps6 81 b 35,83 ¢c 69 a 24,25 b
UFRGS-Ps7 785 b 33,87 ¢ 68 a 26,54 a
UFRGS-Ps8 84 a 37,79 ¢ 69 a 25,25 a
UFRGS-Ps9 75 b 34,95 ¢ 635 b 23,04 b
UFRGS-Ps10 76 b 33,45 ¢ 57 b 26,04 a
UFRGS-Ps11 80 b 34,58 c 595 b 21,7 b
UFRGS-Ps12 86 a 39,79 b 585 b 21,45 b
UFRGS-Ps13 82 a 36,83 ¢ 615 b 20,95 b
UFRGS-Ps14 795 b 35,7 ¢ 69 a 25,2 a
UFRGS-Ps15 77,62 b 28,5 d 64 b 22,58 b
UFRGS-Ps16 83 a 36,95 c 60 b 20,83 b
UFRGS-Ps17 89 a 38,58 ¢ 71 a 27,25 a
UFRGS-Vpl6 775 b 21,37 e 35 c 115 ¢
SEMIA 3007 89 a 40,7 b 56,5 b 215 b

CV(%) 8,26 9,21 15,21 16,61

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott 5% de

probabilidade de erro. CV= coeficiente de variagéo
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Com os resultados da inoculacdo de rizobios em sementes de cenoura,
nao podemos inferir que altas doses de AIA, causem efeitos negativos no
processo de germinacdo, pois os isolados que reduziram a germinacdo sao
produtores de AIA variando na faixa de 0,91 a 43,37 ug mL™. Provavelmente a
reducdo na germinacéo deve por algum outro metabdlito produzido por essas
bactérias, que ndo o &cido indolacético.

Para as sementes de alface e racula (Tabela 3.3) a inoculagcdo com
os isolados de rizobios acelerou a germinacdo das sementes. Para rdcula, a
inoculacdo com todos os rizobios aumentou e acelerou a germinacado, para
todos os tratamentos inoculados, com destaque para os isolados EEL 212-7,
UFRGS Lc 336, UFRGS Ps2, UFRGS Ps3, UFRGS Ps4, UFRGS Ps5, UFRGS
Ps6, UFRGS Ps7, UFRGS Ps8, UFRGS Ps9, UFRGS Ps10, UFRGS Ps13,
UFRGS Ps14, UFRGS Ps15, UFRGS Ps16, UFRGS Ps17 e SEMIA 3007, com
germinacdo variando de 87-91% em relacdo ao controle sem inoculagéo na
qual a taxa de germinacao foi abaixo de 50%.

Em sementes de alface, a inoculacdo com os rizébios isolados de ervilha
UFRGS Psl, UFRGS Ps2, UFRGS Ps3, UFRGS Ps4, UFRGS Ps5, UFRGS
Ps6, UFRGS Ps7, UFRGS Ps8, UFRGS Ps9, UFRGS Psl11, UFRGS Ps12,
UFRGS Ps13, UFRGS Psl14, UFRGS Ps15, UFRGS Ps16, UFRGS Psl17 e
SEMIA 3007 aumentou a taxa de germinacdo em torno de 20 a 30% em
relacdo ao controle com 70% de germinacao. Entretanto os isolados EEL 6802,
EEL 5501 e EEL 212-7, Lc348, Lc336, Lc394 e Lglll, Vpl6 tiveram um efeito
negativo na germinacgao de alface com valores entre 16-45% de germinacédo. A
producdo de AIA pelos isolados que aceleraram a germinacao e o IVG variou
entre aproximadamente 0,71 a 16,53 pg mL™, valores esses que com excecao
da estirpe SEMIA 3007 que produziu em torno de 56 ug mL™ e mesmo esta alta
dose de AIA nao teve efeito negativo na germinacdo de sementes de alface.
Com a inoculacdo de AlA sintético em sementes de alface, as concentracdes
acima de 10 ug mL™ ja afetam negativamente a germinacédo. Esses valores de
AIA produzidos pelo rizébios inoculados nas sementes, ndo se enquadram nos
valores de faixa Otima de concentracdo desse regulador de crescimento que
podemos observar, em relacdo as doses de &cido indolacético sintético

aplicado sobre a germinagao de sementes de alface.
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Os isolados de ervilha, UFRGS-Ps1l ao UFRGS-Psl17 juntamente
com a SEMIA 3007, apresentam a mesma resposta na germinacdo de
sementes de alface e rdcula, e foram capazes de produzir AIA na faixa de

concentracao entre 0,95-56,32 ug mL™*

Tabela 3.3. Porcentagem de germinacéo e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) de sementes de alface e rucula inoculada com rizébios

Isolados Alface Rucula
%G IVG %G IVG

Controle 70 b 18,33 ¢ 46,5 d 13,25 d

EEL 5501 16,5 d 4,58 d 80 b 34,75 b

EEL 6802 34 c 8,25 d 835 b 3595 b

EEL 212-7 36 c 8,37 d 87 a 38,95 a
UFRG-Lc348 43 ¢ 13,04 d 81 b 36,29 b
UFRGS-Lc336 455 c 11,95 d 87,5 a 41,79 a
UFRGS-Lc394 43,5 c 10,58 d 76 b 32,79 b
UFRGS -Lg111 33 ¢ 10,29 d 70,5 ¢ 29,08 c
UFRGS-Ps1 95,5 a 26,37 b 89 a 40,75 a
UFRGS-Ps2 89,5 a 26,04 b 90,5 a 42,16 a
UFRGS-Ps3 95 a 28,58 b 91,5 a 42,75 a
UFRGS-Ps4 93,5 a 26,79 b 90,5 a 42,04 a
UFRGS-Ps5 99 a 30,50 b 92,5 a 43,00 a
UFRGS-Ps6 91,5 a 25,29 b 89,5 a 41,75 a
UFRGS-Ps7 945 a 28,33 b 89 a 40,41 a
UFRGS-Ps8 95,5 a 29,45 b 91 a 40,91 a
UFRGS-Ps9 98,5 a 29,29 b 87,5 a 40,16 a
UFRGS-Ps10 81 b 39,37 a 89 a 40,70 a
UFRGS-Ps11 100 a 35,62 a 68 c 28,50 ¢
UFRGS-Ps12 90,5 a 32,62 a 85 b 39,37 a
UFRGS-Ps13 99 a 35,41 a 90,5 a 39,45 a
UFRGS-Ps14 98 a 34,75 a 89,5 a 41,58 a
UFRGS-Ps15 100 a 37,08 a 87,5 a 37,04 b
UFRGS-Ps16 98 a 34,54 a 89,5 a 39,16 a
UFRGS-Ps17 93 a 35,54 a 90 a 41,87 a
UFRGS-Vpl6 68 b 17,16 ¢ 845 b 36,66 b
SEMIA 3007 93,5 a 32,66 a 86,5 a 38,33 b

CV (%) 14,06 15,02 5,91 7,62

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro. CV= coeficiente de variagcéo
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3. 4. CONCLUSOES

Tanto a adicdo de adicdo de AIA sintético como a inoculacdo de
rizobios em sementes de rabanete ndo melhorou a qualidade fisioldgica dessas
sementes, sem efeito sobre a germinacao e IVG das mesmas.

As sementes de rdcula se mostraram mais sensiveis a adicdo de
AlA, com aumento na germinacgao e IVG em todas as concentracdes testadas,
como também com a inoculacao de rizébios.

A adicdo de AIA nado teve efeito sobre a germinacdo final de
sementes de alface, porém as menores concentracdes aceleram a germinagao
dessas sementes. E a inoculacdo com riz6bios aumentou a germinacéo e a
velocidade germinacdo das mesmas.

Em sementes de cenoura a adicdo da maior concentracdo de acido
indolacético teve efeito negativo na germinacao e na velocidade de germinacdo
dessas sementes. Assim como a inoculacao de rizébios nessas sementes ndo
teve efeito.

Apesar 0 acido indolacético ndo estar envolvido diretamente no
processo de germinacdo, a inoculagdo com rizébios capazes de produzir AlA
acelerou a germinacdo de sementes de alface e rucula. Seja pela interacdo
com outros reguladores de crescimento ou por outros metabdlitos produzidos

por essas bactérias.
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4. CAPITULO Ill. RIZOBIOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM
ALFACE, BETERRABA, COUVE E SALSA

Resumo: Sistemas de producado de hortalicas demandam grandes quantidades
de fertilizantes. Umas das alternativas para melhorar a producdo no setor
olericola com reducao de custos econémicos e ambientas, seria a inoculacao
de micro-organismos promotores de crescimento vegetal, como rizobios.
Devido sua capacidade de promover o crescimento de plantas de outras
familias além das leguminosas. O objetivo desse estudo foi avaliar a promocéao
de crescimento e seus mecanismos. Todos os isolados estudados foram
capazes de produzir AIA e solubilizar fosfato. Apenas os isolados UFRGS-Vp16
e UFRGS-Ls 54 de produzir sider6foros. Nas plantas de beterraba, a
inoculacdo com UFRGS-Ls 54 ocasionou em acréscimo na producdo de massa
seca e melhorou a absorcdo de nutrientes das plantas inoculadas em relacéo
ao controle ndo inoculado com 50% N. Para as plantas de couve, a inoculacéo
com UFRGS Ls14, UFRGS Ps10, UFRGS-Ps8, promoveu um aumento de
massa seca como também melhorou a absorcdo de nitrogénio em relacdo ao
controle ndo inoculado com 50% de N. Para as planta de salsa, a inoculacéo
com UFRGS-Ls14, UFRGS-Lu45 e UFRGS-Lc38 ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao controle ndo inoculado com 100% N como também
melhorou a absor¢céo de N nas plantas inoculacdo em relacéo ao controle nao
inoculado com 50% N. A inoculacdo com UFRGS-Psll, UFRGS-Lc336,
UFRGS-348 e da estirpe SEMIA 3007 em plantas de alface, promoveu um
aumento de massa seca em relacdo a plantas nao inoculadas com 50%N e a
inoculacdo da estirpe SEMIA 3007 melhorou a absorcéo de nitrogénio pelas
plantas inoculadas, ndo diferindo do tratamento controle ndo inoculado com
100% N. A inoculacdo com rizébios auxiliou o crescimento de plantas de
beterraba, couve, salsa e alface em relagdo ao controle com metade da dose
usual de nitrogénio para cada cultura.

Palavras-chaves: rizobios; hortalicas; &acido indolacético, solubilizagdo de
fosfato, sideréforos
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4.1. INTRODUCAO

Com a atual preocupacdo com a saude e com a qualidade dos
alimentos, tem se buscado alternativas para reduzir o uso de fertilizantes
minerais. Uma das alternativas para a reducao de fertilizantes na producédo de
alimentos é a utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCVs). Porém é importante selecionar micro-organismos seguros paras 0S
seres humanos, para que possam ser utilizados como inoculantes,
principalmente em hortalicas que sao consumidas cruas, a fim de evitar
problemas sanitarios oriundos de bactérias patogénicas nos produtos finais
(GARCIA-FRAILE, 2012; FLORES-FELIX et al, 2013).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs), quando
inoculadas em diversas culturas ndo-leguminosas podem afetar positivamente
o0 crescimento das plantas por mecanismos diretos, como a aquisicdo de
nutrientes e biossintese de reguladores de crescimento. Como também por
mecanismos indiretos, tais como a produgao de enzimas liticas, quitinases e -
1,3-glucanases (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009;. DODD et al 2010;.
GLICK 2012; GAIERO et al. 2013; AHEMAD & KIBRET, 2014).

Em plantas nao-leguminosas as BPCVs ja sao utilizadas como
inoculantes comerciais no Brasil para gramineas, como exemplo, estirpes de
Azospirillum brasiliense utilizadas para promover o crescimento de arroz, milho
e trigo e Bacillus subtilis em eucalipto (BRASIL, 2011). Embora a eficacia de
rizobios em interacdes simbidticas com plantas leguminosas através da fixacao
biologica de nitrogénio seja bem conhecida, recentemente, tem sido relatado
que as estirpes de rizobios sdo também excelentes promotores de crescimento
de plantas. (GARCIA-FRAILE et al., 2012; FLORES-FELIX et al. 2013;
OSORIO FILHO et al., 2014; HAHN et al.,2014).

Até o0 momento ndo ha inoculantes comerciais para ndo-leguminosas
com base em rizObios. Apdés décadas de inoculagdo com sucesso em
leguminosas, esses micro-organismo também tem potencial como promotores
de crescimento em nédo-leguminosas. Os resultados promissores encontrados
em estudos envolvendo rizébios, em plantas n&o-leguminosas, como, arroz,
milho, cevada (MIRANSARI & SMITH, 2009; OSORIO FILHO et al., 2014;
HAHN et al.,2014) despertam o interesse e busca de estirpes de rizobios,
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capazes de promover o crescimento de hortalicas. Este estudo tem como
objetivos: a) avaliar os mecanismos diretos de promoc¢ao de crescimento de
rizobios; b) avaliar os efeitos da inoculacdo de rizébios na promocédo de

crescimento de plantas olericolas, como, alface, beterraba, couve e salsa.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Isolados de rizdbios

Os isolados de rizébios utilizados nesse estudo foram isolados de

nodulos de leguminosas forrageiras e de plantas de ervilha. (Tabela 4. 1).

Tabela 4.1. Rizobios utilizados no estudo e planta hospedeira.

Rizébio Planta hospedeira

SEMIA 3007 Trifolium repens
UFRGS-Ps1 Pisum sativum
UFRGS-Ps8 Pisum sativum
UFRGS-Ps10 Pisum sativum
UFRGS-Ps11 Pisum sativum
UFRGS-Ps15 Pisum sativum
UFRGS-Vpl6 Trifolium repens
UFRGS-Lc128 Lotus corniculatus
UFRGS-Lc348 Lotus corniculatus
UFRGS-Lc336 Lotus corniculatus
UFRGS-Lc156 Lotus corniculatus
UFRGS-Ls14 Lotus subbiflorus
UFRGS-Ls54 Lotus subbiflorus
UFRGS-Lu45 Lotus uliginosus

4.2.2. Avaliacdo dos mecanismos de promocao de crescimento dos
rizébios

A avaliagcdo quanto a capacidade dos isolados de produzirem acido
indolacético (AlA) foi realizada em meio de cultura levedura-manitol (LM)
(VINCENT, 1970) de acordo com o meétodo colorimétrico de Asghar et al.
(2002). Os isolados foram cultivados em meio LM, e incubados durante 7 dias

a 28°C, sob agitacdo de 120 rpm. Posteriormente, retirou-se uma aliquota de
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10 mL da suspens&o bacteriana, contendo cerca de 10® unidades formadoras
de coldénias (UFC) mL™, e colocou-se em tubos de centrifuga para
centrifugacdo por 5 minutos a 10000 rpm a 4°C. Posteriormente, foi retirada
uma aliquota de 1,5 mL do sobrenadante e adicionado 1 mL do reagente de
Salkowski (2 mL de FeCl; + 98 mL de HCIO, 35%). O acido perclérico tem a
funcdo de oxidar o acido indolacético na presenca de cloreto de ferro,
produzindo uma coloracdo rosada, na qual a intensidade é proporcional a
quantidade de &cido indolacético na amostra conforme leitura em
espectrofotometro. Posteriormente, as amostras com adicdo o reagente de
Salkowski foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente durante 30
minutos para que ocorresse a reacao de oxidacdo. Posteriormente, foi
realizada a quantificacdo de acido indolacético produzido pelos rizébios, em
triplicada, utilizando-se espectrofotometro a um comprimento de onda de 530
nm (GORDON & WEBER, 1951). A concentragdo de AIA nas amostras foi
calculada comparando-se as leituras das amostras inoculadas com uma curva
padrdo, com 0; 0,2; 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11, 13; 15; 17; 20; 25; 50; 100 pg/mL de
AlA sintético.

A metodologia para quantificacdo de sider6foros em solugéo foi
efetuada conforme Schwyn & Neiland (1987) com modificacdes. A solucdo de
cromoazurol S (CAS) foi feita como descrito a seguir, 6 mL de HDTMA 10 mM
foram adicionados em baldo volumétrico de 100 mL e diluido em pouca
quantidade de agua. Uma mistura de 1,5 mL de ferro Il (ImM Fe3CI3 em HCI
10 mM) e 7,5 mL de solucdo CAS (2 mM) foi adicionada ao baldo volumétrico.
Piperazina anidra 4,307g foi dissolvida em agua e 6,25 mL de HCI 12 M foram
adicionados. Essa solucdo (pH 5,6) foi adicionada ao baldo volumétrico até
completar os 100 mL.

Os isolados em estudo foram inoculados em meio King B, incubados
a 28°C durante 7 dias. Apos o periodo de incubacgéo do indculo foi retirada uma
aliquota de 50 pL da suspensdo bacteriana contendo cerca de 10° unidades
formadoras de colénias (UFC) mL* e colocada em placa de ELISA e
adicionados 50 yL da solucéo indicadora de CAS. Os rizobios que conseguiram
converter a cor azul para o amarelo no periodo de 15 minutos, foram

considerados produtores de sider6foro. Como controle positivo foi utilizado a
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estirpe SEMIA 4077 e como controle negativo foi utilizado o isolado UFRGS-
Lu25.

A capacidade de solubilizacédo de fosfato foi avaliada em meio de cultura
com 10 g/L de glicose, 5 g/L de NH,4CI, 1 g/L de MgS0O,.7H,0, 15 g/L de agar
(VERMA et al., 2001) e adicionado 1 g/L fosfato tricalcico [Casz(POs).], em
pH 6,8. Os isolados foram crescidos em meio levedura manitol (LM) e
mantidos sob agitacdo constante a 120 rpm, a 28°C durante 7 dias. Foi
realizada a inoculagao em placas de petri pelo método da gota com 20 uL da
suspensdo bacteriana contendo cerca de 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC) mL™?, em triplicada por isolado bacteriano. As placas foram incubadas em
estufa a 28°C durante sete dias. Apds o periodo de incubacédo, os isolados
capazes de solubilizar fosfato formaram um halo de solubilizacéo transparente
ao redor da colbnia. Foram medidos os diametros dos halos e colbnias de
crescimento para a obtencéo do indice de solubilizacao de fosfato (ISF) que é a
razdo do diametro do halo pelo diametro da colénia. Como controle positivo, foi
utilizado o isolado UFRGS-Vp16, como controle negativo o isolado UFRGS-
Vp5.

4.2.3. Avaliacdo da promocéo de crescimento em casa de vegetacéao

O experimento de promocado de crescimento em vasos foi realizado em
casa de vegetacdo a fim de avaliar a capacidade dos isolados promoverem o
crescimento de plantas de alface, beterraba, couve e salsa. As hortaligcas foram
cultivadas em vasos com areia e vermiculita (2:1) estéril, com variacdo nas
doses de nitrogénio de acordo com a recomendacdo para cada cultura
(recomendacdo: 150 Kg N.ha* para alface e couve, 100 Kg N.ha™ para salsa e
beterraba). Foi utilizada a dose usual de nitrogénio (100%N) e a metade da
dose (50%N). As plantas foram inoculadas com 1 mL do caldo bacteriano
contendo cerca de 10° unidades formadoras de colénias (UFC) mL™ e foram
feitas 4 repeticOes por tratamento e utilizada de solugao nutritiva (SARRUGE,
1979). Aos 40 dias, as plantas foram retiradas dos vasos com raiz, lavadas e
secas em estufa a 65°C por 72 horas, para pesagem e obtencdo da massa
seca. O teor de nitrogénio total na parte aérea foi determinado pela

metodologia semi micro Kjeldhal e teor de fésforo total por colorimetria descrita
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por Tedesco et al. (1995). Também foi calculada a eficiéncia relativa da
inoculagéo dos rizébios pelo método de Brockwell et al. (1966) modificado.
Para determinacdo deste parametro, foram utilizados os valores obtidos na
massa seca da parte aérea das plantas inoculadas com rizébios e os valores
dos tratamentos controles sem inoculagdo. Pelo quociente entre a diferencga
entre o tratamento inoculado (MSPA inoculacio) € tratamento controle com 50%
de nitrogénio (MSPA s0%n) € a diferenca entre o tratamento controle com 100%
de nitrogénio (MSPA i100%n) € tratamento controle com 50% de nitrogénio

(MSPA 500n). De acordo com a equagao abaixo.

MSPA inoculacido—MSPA 50%N

0p)=
ER (/0) MSPA 100%N—MSPA 50%N

)xlOO

Onde:

ER (%) = eficiéncia relativa;

MSPA inoculacédo = massa seca da parte aérea do tratamento inoculado;
MSPA 50%N = massa seca da parte aérea do controle sem inoculagdo com
50% de nitrogénio;

MSPA 100%N = massa seca da parte aérea do controle sem inoculacdo com

100% de nitrogénio;

4.2.4. Avaliacdo da promocéo de crescimento de alface em canteiro

O experimento foi realizado a campo na area da Escola Estadual Nossa
Senhora da Conceicdo, no Distrito de Trés Vendas, Cachoeira do Sul/RS, com
delineamento de blocos ao acaso, com trés repeticbes. Nao foi realizado
nenhum tipo de adubacdo mineral, devido aos altos teores de fosforo e
potassio no solo determinados apos amostragem e analise de solo (Tabela
4.2). As mudas foram transplantadas com aproximadamente trés folhas, a
inoculacao foi realizada no dia do transplante, com aplicacdo de 5 mL de caldo
contendo os rizébios por muda transplantada. No tratamento controle, sem

inoculacdo, as mudas receberam caldo de crescimento esterilizado.
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Aos 35 dias ap0s o transplante, as plantas de alface foram retiradas com
raiz do solo, lavadas e separadas a parte aérea e raiz e posteriormente foram
secas em estufa a 65°C por 72 horas, para posterior pesagem e obtencao da

massa seca.

Tabela 4.2. Analise das Caracteristicas quimicas da amostra solo (0-20 cm) da
area dos canteiros.

pH P K MO Al+H Al Ca Mg CTC
------ mg/dm®-— % ~--eee———-cmol/dm? -------- %
5,7 15,3 88 2,3 3,9 0 4.9 2,0 11

4.25. Anélise de dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e em caso de
significancia estatistica, aplicou-se o teste de Scott-Knott para comparacéo das
médias obtidas entre os diferentes tratamentos testados. Para tanto, foi utilizou
0 software Assistat versdo 7.6 beta (SILVA, 2015).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Avaliagcdo dos mecanismos de promocéao de crescimento dos
rizébios

No experimento para avaliagdo dos mecanismos de promocdo de
crescimento pelos rizébios observou-se que todos os rizébios estudados foram
capazes de produzir AIA, como também solubilizar fosfato inorganico em meio
de cultura. Entretanto, em relagdo a producdo de siderdforos, apenas 0s
isolados UFRGS-Vpl6 e UFRGS-Ls54 foram capazes de produzir sideréforo
(Tabela 4.3). Estes dois isolados foram o0s Unicos que apresentam o0s trés
mecanismos, avaliados, para a promogéo de crescimento de plantas.

O isolado UFRGS-Vp16 foi o que mais solubilizou fosfato em meio de
cultura com ISF>3. De acordo com Silva Filho & Vidor (2000) a capacidade das
bactérias em solubilizar fosfato inorganico pode ser classificada, como baixa

(ISF<2), média (2<ISF<3) ou alta (ISF>3). Este isolado também ¢é capaz de
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auxiliar a planta na aquisicdo de Fe através da producdo de sideroforos e
também foi capaz de produzir de AIA em meio de cultura (1,6 pg mL™). Outro
isolado que apresentou os trés mecanismos de promocdo de crescimento
avaliados, foi 0 UFRGS-Ls54, com capacidade de solubilizar fosfato em meio
de cultura (ISF<2), também foi capaz de produzir sideréforos e AIA em meio de
cultura (24,9 pug mL™).

Esses resultados indicam que esses dois isolados podem ser
promissores na promocao de crescimento de plantas olericolas, auxiliando na
aquisicdo de nutrientes. Garcia-Fraile et al. (2012) trabalhando com espécies
olericolas, como, tomate e pimenta, puderam observar que dos quatro
mecanismos de promocado de crescimentos avaliados pelos rizébios, como, a
producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato, sider6foros e ACC desaminase.
Apenas a producéo de AlA e sideréforos por rizébios foi eficiente na promocéo
de crescimentos destas plantas.

Tabela 4.3. Mecanismos diretos de promoc¢ao de crescimento de planta,
producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato e producdo de sideroforos por
rizobios.

NP AlA Solubilizacéo de : .
Rizobios (ug mL™) fosfato (ISF) Sideroforo

SEMIA 3007 56,16 a** 1,14 e** -
UFRGS-Ps1 1,799 1,56 ¢ -
UFRGS-Ps8 7,24 e 1,14 e -
UFRGS-Ps10 0,70 g 1,26 d -
UFRGS-Ps11 11,11 d 1,32d -
UFRGS-Ps15 12,34 d 1,16 e -
UFRGS-Vpl6 1,609 35a +
UFRGS-Lc128 14,73 c 1,87b -
UFRGS-Lc348 7,86e 1,12 e -
UFRGS-Lc336 1,94g 1,28 d -
UFRGS-Lc156 9,06 f 1,07 e -
UFRGS-Ls14 537f 1,13 e -
UFRGS-Ls54 24,95 b 1,16 e +
UFRGS-Lu45 4,81 f 1,33d -
CV (%) 13,37 6,07

**= médias (3 repeticdes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem
entre si pelo teste de comparacdo de médias Scott-Knott (1%). CV= coeficiente de
variacao
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Ha muitas evidéncias de que a producao de AlA por bactérias é um dos
principais fatores envolvidos na promogdo de crescimento de plantas
comparada a producéo de sideréforos, solubilizacdo de fosfato e atividade da
enzima ACC desaminase. Além do AIA bacteriano promover o crescimento de
plantas por mecanismo direto, atuando no crescimento das nas raizes e com
isso melhorando a absorcdo de nutrientes pelas plantas. O AIA também esta
envolvido no sucesso de invasao dentro da planta hospedeira, no qual requer
que as bactérias sejam capazes de desencadear respostas de defesa nas
plantas. Apdés o reconhecimento microbiano, um processo no qual
polissacarideos de superficie, inibidores da biossintese de etileno e genes de
viruléncia estdo envolvidos (SOTO et al. 2006). Pode-se considerar que a
producdo de AIA é parte da estratégia usada pelas bactérias para contornar o
sistema de defesa da planta (SPAEPEN et al., 2007).

4.3.2. Avaliacao da promocéo de crescimento em casa de vegetacao

Com os resultados obtidos dos experimentos em casa de vegetacéo foi
observada que a inoculacéo de rizébios promoveu o crescimento de alface,
couve, beterraba e salsinha quando comparadas a tratamento controle com
metade da dose de nitrogénio. A inoculacdo do UFRGS-Ls 54 na beterraba
(Figura 4.1) resultou em acréscimo na producao de massa seca da parte aérea
das plantas inoculadas em relacdo ao controle ndo inoculado com metade da
dose de nitrogénio recomendada para a cultura e nao diferiu do controle com a
dose de nitrogénio recomentada para o cultivo de beterraba. Mas a inoculagéo
nao teve efeito na producdo de massa seca das raizes, porém esse resultado
pode ter sido substimado no momento de retirada e lavagem do material, pois
sao raizes muito finas e pode-se ter perdido material durante o processo. Pois
essas plantas tiveram melhorada sua absorcdo de nutrientes, possivelmente
pela capacidade de produzir AlA, o qual estimula a formacao de raizes laterias,
muito sensiveis, e como resultado melhorando a absorcédo de nutrientes elas

plantas inoculadas.
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Figura 4.1. Massa seca de plantas de beterraba inoculadas com rizébios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 1% de probabilidade de
erro.

Esses resultados de promocdo de crescimento na parte aérea de plantas de
beterraba inoculadas com rizobios estdo de acordo com os resultados
encontrados por Garcia-Fraile et al. (2012) e Flores-Felix et al. (2013)
trabalhando com tomate e pimenta, alface e cenoura respectivamente. No qual
puderam observar que inoculacdo dessas plantas com estirpes de rizébios
melhorou significativamente o crescimento das mesmas, como também
aumento nos teores de nutrientes dessas plantas.

O isolado UFRGS-Ls54 também melhorou a absorcdo de nitrogénio e
fésforo de plantas de beterraba inoculadas. Pois os teores de N e P nao
tiveram diferenca significativa em relacdo ao controle com 100%N
recomendado para cultivo de beterraba e foi superior ao controle ndo inoculado
com 50%N. (Tabela 4.4). Stajkovic-Srbinovic et al. (2014), observaram que a
inoculacdo de plantas de aveia com rizobios melhorou a absorgéo de nutrientes
das mesmas, pois teor de nitrogénio nos tratamento inoculado com rizébio, ndo
diferiu estatisticamente do tratamento controle com NPK, e foi superior em

relacdo as outras bactérias diazotroficas utilizadas. Em relacdo aos teores de
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fésforo, o tratamento inoculado com rizébio foi 0o que apresentou maiores

teores, superando todos a todos os tratamentos.

Tabela 4.4. Teores de nitrogénio e fésforo na parte aérea de plantas de
beterraba inoculadas com rizébios

Isolados Teor de Nitrogénio (mg.kg™?) Teor de Fésforo (mg.kg™)
100%N 20,83 a 7,4 a
UFRGS Ls54 21,10 a 7,0a
UFRGS Lc348 17,87 b 6,2b
UFRGS Lu45 20,56 a 6,4 b
UFRGS Lc128 17,80 b 6,0b
UFRGS Ps15 17,30 b 6,0b
50%N 14,38 ¢ 33cC
CV (%) 8,24 19,97

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro. CV= coeficiente de variagcéo

Trés dos isolados apresentaram eficiéncia relativa superior a 50% com
destaque para o isolado de cornichdo UFRGS-Ls54 com 78% de eficiéncia
relativa em relacdo ao tratamento com 50%N (Figura 4.2). Um estudo recente
em plantas de pimentdo e tomate demonstrou a capacidade de uma estirpe de
Rhizobium leguminosarum, aumentar os teores de N e P na parte aérea, a
massa seca e a producdo de frutos (GARCIA-FRAILE et al., 2012).

Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados em alface,
girassol, tomate e pimentdo em que a inoculagdo com estirpes de R.
leguminosarum levaram ao aumento na absor¢cdo de N e P pelas espécies
horticolas inoculadas (CHABOT et al., 1996; ALAMI et al., 2000; GARCIA-
FRAILE et al., 2012)
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Figura 4.2. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizébios quanto ao aumento de massa
de plantas de beterraba. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste
Scott Knott 5% de probabilidade de erro

Nas plantas de couve apenas o isolado de cornichdo UFRGS-Ls14, e os
isolados de ervilha UFRGS-Ps10, UFRGS-Ps8, tiveram um aumento de massa
seca da parte aérea (Figura 4.3) em relacdo ao controle ndo inoculado com
50%N. Nenhum dos isolados inoculados apresentou producdo de massa seca
equilavente ao controle ndo inoculado com 100%N. Este efeito estimulatorio,
em relacdo ao controle com metade da dose recomendada de nitrogénio para o
cultivo de couve, por parte dos isolados de ervilha (UFRGS-Ps10, UFRGS-
Ps80) é bastante interessante, visto que, plantas de ervilha inoculada com
estes isolados, poderiam ser plantas na horta em consércio com plantas de
ervilha inoculada com esses mesmos isolados. Pelos resultados obtidos nos
mecanismos de promoc¢ao de crescimento avaliados, podemos inferir que as
plantas de couve respondem melhor a baixas concentracbes de AIA (0,7 -7,2
g mL™).

Em relacédo a producédo de massa seca das raizes (Figura 4.3) todos os
isolados foram superiores ao controle ndo inoculado com 50%N. O estimulo a
producdo de raizes por plantas inoculadas com rizobios, esta relacionado a
producdo AIA ou ao bloqueio da sintese de etileno pela enzima ACC
desaminase, que € capaz de hidrolisar o ACC (precursos imediato da
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biossintese de etileno nas plantas) em amdnia e a-cetobutirato, que pode ser
utilizada pela bactéria como uma fonte de nitrogénio e carbono. O etileno, é um
regulador de crescimento, geralmente causa melhoria na iniciacdo e
crescimento de raizes em baixos niveis, mas em niveis mais elevados podem

levar & supresséo no alongamento da raiz (SHAHAROONA et al., 2006).
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Figura 4.3. Massa seca de plantas de couve inoculadas com rizobios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de
erro

Quanto a absorcdo de nutrientes pelas plantas de couve inoculadas com
rizobios, podemos verificar diferenca estatistica apenas para o teor de
nitrogénio, para os teores de fésforo ndo podemos observar diferenca
estatistica (Tabela 4.5). Quanto a eficiéncia da inoculacdo (Figura 4.4) desses
isolados em couve, apenas dois isolados foram superiores a 50% de eficiéncia
relativa, foram eles, UFRGS-Ls 14 com 66% e UFRGS-Ps10 com 54%.

Tabela 4.5. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de couve
inoculadas com rizébios

Isolados Teor de Nitrogénio (mg.kg™?) Teor de Fésforo (mg.kg™)
100%N 20,6 a* 2,2"™
UFRGS Ls14 14,2 b 2,5

UFRGS Ps10 145b 2.7

UFRGS Ps8 16,1 b 2,7

UFRGS Vpl6 17,0b 3,1

UFRGS Lc156 12,2 c¢c 2,2

50%N 12,2 c 2,7

CV (%) 12,10 13,27
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro. CV= coeficiente de variacéo

Os efeitos da inoculacdo de BPCV em plantas de couve ja foram
comprovados quando inoculadas estirpes do género Bacillus megaterium,
Pantoea agglomerans, Bacillus subtilis. As plantas apresentaram um aumento
de peso fresco e seco, 0s teores de nutrientes foram significativamente
afetados pelos tratamentos inoculados com estirpes de BPCV e as maiores
concentracdo de N e P ocorreram com a inoculacdo de B. megaterium. Além
disso, a inoculacdo com BPCV aumentou os teores de reguladores de
crescimento, como, acido giberélico, &cido salicilico e acido indolacético
(TURAN et al., 2014).

E importante a busca de estirpes de rizobios, para serem utilizadas na
promocao de crescimento de espécies olericolas, pois esses micro-organismos
ja sdo amplamente utilizados em plantas leguminosas. Ja que a maioria das
pesquisas envolvendo bactérias promotoras de crescimento de plantas
olericolas, s&o principalmente para bactérias do género Pseudomonas e
Bacillus (YILDIRIM et al., 2011; AHMAD et al., 2013; ASHWINI & SRIVIDYA et
al., 2014; TURAN et al., 2014).
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Figura 4.4. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizébios quanto ao aumento de massa
de plantas de couve. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott
Knott 5% de probabilidade de erro.
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Todos os isolados de rizobios inoculados em plantas de salsa
promoveram acréscimo na massa seca da parte aérea (Figura 4.5) dessas
plantas. Com destaque para os isolados UFRGS-Ls14, UFRGS-Lu45 e
UFRGS-Lc38 que ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao
controle ndo inoculado com 100% N. Resultado semelhante pode ser
observado quanto a producdo de massa seca de raiz (Figura 4.5) de plantas de
salsa no qual a inoculagdo com os isolados UFRGS-Ls14, UFRGS-Lu45,
UFRGS-Lc348 e UFRGS-Lc128 foram superiores ao tratamento controle ndo
inoculado com 50% N equivalente da dose recomendada de nitrogénio para o
cultivo de salsa.

Nessa espécie olericola todos os rizobios inoculados foram eficientes
(Figura 4.6), com ER superior a 50% para todos os isolados testados. Os
isolados mais eficientes foram o UFRGS Ls-14 e o UFRGS-Lu45 com IER de
94 e 85% respectivamente. O efeito da inoculacédo de rizébios na absorcéo de
nutrientes (Tabela 4.6) em plantas de salsa foi semelhando ao observado em
plantas de couve, onde pode ser observada diferenca significativa apenas em

relacdo a absorcéo de nitrogénio por essas plantas.
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Figura 4.5. Massa seca de plantas de salsa inoculadas com rizobios. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de erro.
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Todos os isolados de rizobios inoculados melhoraram a absor¢cdo de
nitrogénio em relagédo ao tratamento como 50% de N, porém nenhum isolado
superou o controle com 100%N. Para os teores de fosforo € possivel observar
diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados e controles.

Os trés isolados de rizébios, inoculados na salsa, que responderam
positivamente ao crescimento dessas plantas, apresentam dois mecanismos
diretos de promocdo de crescimento: producdo de acido indolacético e
capacidade de solubilizacdo de fosfato na forma de Casz (PO,4), em meio de
cultura. Essas bactérias produzem AIA numa faixa de concentracdo de
aproximadamente 4-7 ug mL™? e ISF<2. Considerando o fato que todos o0s
tratamentos receberam fosfato de maneira assimilavel pela planta, via solucao
nutritiva, pode-se observar que o efeito positivo no crescimento dessas plantas
ndo é devido a capacidade dos rizobios em solubilizar fosfato e provavelmente
esse efeito esteja relacionado a capacidade desses isolados em produzir AlA
em concentracdo que cause efeito positivo na planta ou por outros mecanismos

nao avaliados.

Schlindwein et al. (2008), verificaram que a inoculacdo de estirpes de
rizébios que produziam entre 1,2 a 3,3 yg mL™* aumentava significativamente o
vigor de plantulas de alface. Enquanto a estirpe que produziu maior quantidade
de AIA (171,1 pg.ml™) teve efeito negativo, provocando perdas no vigor das

sementes e na formacao de plantulas anormais.
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Figura 4.6. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizébios quanto ao aumento de massa
de plantas de salsa. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott
Knott 5% de probabilidade de erro.
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O efeito das auxinas no crescimento de desenvolvimento vegetal
depende da concentracdo deste regulador de crescimento, assim como
também da espécie vegetal. Baixas concentracdes de AIA podem estimular o
crescimento enquanto que concentracbes muito altas podem ter um efeito
inibitério na planta (GROSSMANN, 2003; SAHARAN &NEHRA, 2011). Estudos
de plantas de arroz, quando inoculadas com bactérias produtoras de acido
indolacético, tiveram um aumento significativo no crescimento, entretanto dois
isolados que produziram quantidade maiores de AIA ocasionou no
desenvolvimento de plantas menores (KEYEO et al., 2011).

Tabela 4.6. Teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de salsa
inoculadas com rizobios.

Isolados Teor de Nitrogénio (mg.kg™?) Teor de Fésforo (mg.kg™?)
100%N 18,8 a 18a
UFRGS Ls14 16,3 b 2,0a
UFRGS Lu45 155b 18a
UFRGS Ps15 149b 15b
UFRGS Lc348 14,1 b 18a
UFRGS Lc128 13,3 b 19a
50%N 9,4c 1,4b
CV(%) 12,04 16,13

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro. CV= coeficiente de variacdo

A inoculacéo dos isolados UFRGS-Ps11, UFRGS-Lc336, UFRGS-348 e
da estirpe SEMIA 3007 em plantas de alface, promoveu um aumento, de
massa seca da parte aérea (Figura 4.7) em relacdo a plantas nao inoculadas
com 50%N e nao apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao
tratamento controle sem inoculacdo com 100% da dose de nitrogénio
recomendada para o cultivo de alface. Esses isolados atuaram de maneira
semelhante nas raizes dessas plantas (Figura 4.7), com excecdo do isolado
UFRGS Lc348, que nao diferiu do tratamento controle sem inoculagdo com
50%N.
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Figura 4.7. Massa seca de plantas de alface inoculadas com rizobios. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de probabilidade de
erro.

Alface foi a espécie olericola que respondeu melhor a inoculacdo, como
a estirpe SEMIA 3007, com ER del105%, seguida do isolado UFRGS-Ps11 com
78% de ER, ambos isolados de ndédulos de ervilhas (Figura 4.8). Resultado
interessante, ja que plantas de ervilha, assim como, alface, sdo plantas em
canteiros, podendo entdo, ser realizado um consércio, onde 0s rizobios
inoculados em ervilha (leguminosa) ficariam disponiveis no solo para o cultivo
posterior de alface, beneficiando as plantas de ervilha e de alface.

A inoculagdo da estirpe SEMIA 3007 em alface promoveu uma melhoria
na absor¢cdo de nitrogénio pelas plantas inoculadas, néo diferindo do
tratamento ndo inoculado com 100% de N. Assim como para as plantas de
couve e salsa, a inoculacdo nado teve diferenca em relacdo aos teores de

fésforo na parte aérea das plantas (Tabela 4.7).
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Figura 4.8. indice de eficiéncia relativa (%) dos rizébios quanto ao aumento de massa
de plantas de alface. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott
Knott 5% de probabilidade de erro.

Em estudos recentes, a inoculacdo Rhizobium leguminosarum com
capacidade de solubilizar fosfato, produzir sideroforos e acido indolacético foi
capaz de promover o crescimento de plantas de alface e aumentou os teores
de macronutrientes como N e P nas suas folhas (FLORES-FELIX et al. 2013.

E importante a busca e selecdo por estirpes de micro-organismos
capazes de promover o crescimento de plantas. Mas para entender melhor o
que leva esses micro-organismos a promover 0 crescimento vegetal, séo
necessarios mais estudos envolvendo outros mecanismos, como producéo de
ACC, citocininas, giberelinas, citocinicas entre outros. Pois as causas do
crescimento em plantas ndo-leguminosas por rizébios até 0 momento ndo sao

bem elucidadas.

Tabela 4.7. Teores de nitrogénio e fésforo na parte aérea de plantas de alface
inoculadas com rizébios.

Isolados Teor de Nitrogénio (mg.kg?)  Teor de Fésforo ( mg.kg™)
100%N 2,9 a* 1,7

UFRGS Vp1l6 22b 1,4

UFRGS Ps1 2,3b 1.4

UFRGS Psl1 29b 15

UFRGS Lc336 24Db 1,5

UFRGS Lc348 28Db 1,3

SEMIA 3007 3,1a 1,3

50%N 2,3b 1,2

CV (%) 8,7 15,83
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro. CV= coeficiente de variacéo

Apesar das BPCVs apresentarem diferentes mecanismos para promover
0 crescimento vegetal, sua utilizacdo tem sido um pouco limitada devido as
inconsisténcias no seu desempenho, e sua comercializacao tem sido limitada a
alguns paises desenvolvidos. Em muitos casos, estas bactérias quando
inoculadas a campo ndo apresentam os efeitos desejados. Isso pode ser
devido as caracteristicas do solo, que tém sido frequentemente associadas a
auséncia de resposta a inoculacdo (DOBBELAERE et al.,, 2002). Como
também pela influéncia dos diversos fatores ambientais, como temperatura,
umidade e competicdo com micro-organismos do solo. Além da colonizacéo,
gque é um passo importante e necessario para que a inoculacdo apresente
efeitos benéficos na planta (LUGTENBERG et al., 2001).

4.3.3. Avaliacado da promocdao de crescimento em canteiro

Os resultados da inoculacdo em canteiro foram semelhantes aos
encontrados em casa de vegetacdo. Com destaque para a estirpe, SEMIA
3007 (Figura 4.9), recomendada para inoculacdao de ervilha no Brasil, a qual
pertence a espécie Rhizobium leguminosarum bv. viceae. A inoculacdo de
alface com esta estirpe acarretou um aumento significativo de 76% na massa
seca dessas plantas, promovendo o crescimento de plantas de alface.

Estes resultados podem estar relacionados a producdo de acido
indolacético por esta estirpe, que produziu em torno de 56 ug mL™* em meio de
cultura, sugerindo que plantas de alface, respondem melhor a maiores
concentracdes de AIA, que tem como um dos principais efeitos, 0 aumento de
raizes secundarias que ira resultar num melhor aproveitamento dos nutriente
presentes no solo (BISWAS et al., 2000).
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Figura 4.9. Massa seca de plantas de alface inoculadas com rizébios em canteiros.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Scott Knott 5% de
probabilidade de erro.

Esta estirpe tem potencial na promog¢ao de crescimento de plantas de
alface, devido sua capacidade de produzir AlA, solubilizar fosfato, aumentar a
germinacdo de sementes, promover 0 aumento de massa seca tanto em casa
de vegetacdo como a campo, onde é preciso competir com outras espécies
presentes na rizosfera e por melhorar o uso de fertilizantes, como o nitrogénio.

Além de ser uma estirpe simbionte em ervilha, na qual podera beneficiar
as plantas de alface, quando realizado um consorcio com esta leguminosa, que
irdo se beneficiar pelos rizobios deixados no solo apos o cultivo de ervilha.
Yanni & Dazzo (2010) trabalhando com rizébios simbiontes de trevo (Trifloium
alexandrinum,) quando em rota¢cdo com arroz poderam observar a capacidade
desses rizébios em colonizar plantas de arroz e promover o crescimento das
mesmas. Beneficiando as duas culturas, fixando nitrogénio na leguminosa e
promovendo o crescimento por diversos mecanismos na graminea.

A busca por rizobactérias que possam vir a ser utilizadas como
inoculantes, principalmente em hortalicas, deve ser segura para 0s seres
humanos, pois os compostos quimicos utilizados nos fertilizantes minerais néo

devem ser substituidos por inoculantes a base de micro-organismos
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potencialmente nocivos a salde (ROSENBLUETH & MARTINEZ, 2006;
GARCIA-FRAILE, 2012).

4.4, CONCLUSOES

Todos os isolados de rizobios utilizados nesse estudo sdo capazes de
produzir acido indolacético e solubilizar fosfato em meio de cultura;

Em plantas de alface a inoculagdo com a estirpe SEMIA 3007 € a que
apresenta melhor desempenho tanto em casa de vegetacdo como em
canteiros;

As plantas de beterraba respondem melhor a inoculacdo do isolado de
rizobio UFRGS-Ls54, o qual apresenta os trés mecanismos de promocdo de
crescimento, indicando ser um bom candidato a ser utilizado como promotor de
crescimento de beterraba;

Os isolados UFRGS-Ls14, UFRGS-Ps10 e UFRGS-Ps8 promovem
crescimento em plantas de couve;

Para plantas de salsa todos os isolados inoculados sédo capazes de
promover o crescimento das plantas, indicando que a interacdo micro-
organismo planta em salsa € menos especifica em relacdo as demais plantas.
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5. CAPITULO IV. COLONIZACAO E IDENTIFICACAO DE RIZOBIOS
PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM PLANTAS OLERICOLAS

Resumo: Entre as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas no qual
se inclui os rizobios, observa-se a capacidade de estimular o crescimento
vegetal por diversos mecanismos diretos e indiretos. Este estudo teve como
objetivo identificar geneticamente os rizobios e avaliar a capacidade dos
mesmos de colonizar plantas de alface, beterraba, couve e salsa. Para
identificacdo, o DNA foi extraido utilizando wizard kit (Promega). Para
amplificacdo do 16S rRNA, pela técnica de PCR foram utilizados os primers
F27 e R530. Os fragmentos foram sequenciados e todas as sequencias obtidas
foram comparadas com as sequencias de DNA existentes na base de dados
NCBI-BLAST. As hortalicas foram inoculadas com rizobios e mantidas em
condicdes axénicas. Posteriormente foram maceradas e a suspenséao obtida foi
inoculada na leguminosa das quais os rizébios foram isolados a fim de avaliar a
colonizacéo, pela producdo de nédulos nas leguminosas, demonstrando a
presenca dos rizébios e nas hortalicas. Foram identificadas as espécies
Burkholderia lata, Mesorhizobium erdmanii, Bradyrhizobium japonicum,
Mesorhizobium jarvisii, Bradyrhizobium sp. e Rhizobium leguminosarum. O
UFRGS-Lc336 nédo foi capaz de colonizar plantas de alface. UFRGS-Ps8 foi
capaz foi capaz de colonizar plantas de couve. Os isolados UFRGS-Lc348 e
UFRGS-Lc128 foram capazes de colonizar plantas de beterraba.Com relacao
as plantas de salsa os isolados UFRGS-Ls14 e UFRGS-Lc128 foram capazes
de colonizar a parte aérea e as raizes e o isolado UFRGS-Lu45 foi capaz de
colonizar apenas as raizes das plantas. Os rizébios podem atuar como
endofiticos em espécies olericolas, podendo entrar fissées nas raizes como
também por pélos secundarios das raizes.

Palavras-chave: colonizacao, rizobio, endofitico, hortalica
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5.1. INTRODUCAO

Entre as bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCVSs),
na qual se incluem os rizébios, essas sdo capazes estimular o crescimento das
plantas através de mecanismos como, mobilizacdo de nutrientes no solo,
producdo de diversas substancias reguladoras de crescimento vegetal,
protegendo a planta contra ataques de patdgenos, melhorando a estrutura do
solo, como também degradando compostos poluentes (BRAUD et al., 2009;
HAYAT et al., 2010; RAJKUMAR et al.,, 2010; AHEMAD, 2012). O grupo de
bactérias que vivem dentro ou ao redor das raizes esta mais envolvido nos
processos de transformacdo, mobilizacdo e solubilizagcdo de nutrientes em
comparacao as que vivem livres no solo (HAYAT et al., 2010; AHEMAD &
KIBRET, 2014).

Porém, é importante que a bactéria tenha capacidade de colonizar as
raizes e/ou os tecidos das plantas. Os passos fundamentais para que ocorra a
colonizagdo bacteriana na planta é a ligacao através de adesinas (proteinas de
adesao estirpe especifica), penetracdo, como o0 rompimento de barreiras do
hospedeiro. Para isso € necessario uma forte interacdo de fatores bibticos e
abidticos (WILSON et al., 2002). Quando as bactérias se aproximam da planta
no solo, elas s&o atraidas pelos exsudatos das raizes (BACILIO-JIMENEZ et al.
2003; HUANG et al. 2014). A ligacdo a e colonizacdo da parte aérea das
plantas também podem ocorrer apds mecanismos de dispersdo, tais como
chuva, fluxo de ar e vetores biologicos (BOCK et al. 2012). A penetracdo é
geralmente nos locais de emergéncia das raizes secundarias (HALLMANN et
al., 1997) ou em regides feridas da epiderme, e requer a ativacdo de um grupo
de genes utilizados pelo micro-organismo para evitar o sistema imunoldgico do
hospedeiro, para que possa avanca em diregdo para dentro da planta
(INIGUEZ et al., 2005). Para se estabelecer nas plantas, as bactérias podem
formar micro-colbnias, agregados ou biofilmes, que faciltam a sua
sobrevivéncia na planta (COOMBS &FRANCO 2003; GERMAIN et al. 2006).

Se comparados 0s micro-organismos colonizadores da rizosfera, com os
endofiticos, estes podem apresentar um beneficio adicional na promoc¢édo de

crescimento. Isto porque a planta fornece abrigo e nutrientes, e as bactérias
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podem se desenvolver em condigcbes menos competitivas. Um dos fatores que
podem influenciar a colonizacéo e o desenvolvimento de bactérias endofiticas é
0 gendtipo da planta hospedeira (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004;
ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO; 2006; MENDES et al., 2007)

Diferentes espécies de rizobios sdo bem conhecidas como promotoras
do crescimento de plantas em simbiose com plantas leguminosas, pela sua
capacidade de capazes de fixar o nitrogénio atmosférico (PEIX et al., 2015),
entretanto em trabalhos atuais eles também tém sido relatados como
promotores de crescimento e colonizadores de raiz em hortaligas, tais como
pimentédo (Capsicum annuum), tomate (Solanum lycopersicum), alface (Lactuca
sativa) e cenoura (Daucus carota) (GARCIA-FRAILE et al 2012; FLORES-
FELIX et al 2013). Este estudo tem como objetivo identificar geneticamente os
rizobios estudados e avaliar a capacidade dos rizébios de colonizar plantas de
alface, beterraba, couve e salsa.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Riz6bios estudados

Foram estudados os rizébios UFRGS-Vp 16 (isolado de trevo branco),
UFRGS-Lc 348, UFRGS-Lc 336, UFRGS-Lc 128 UFRGS-Lc 156, UFRGS-Ls
14, UFRGS-Ls 54, UFRGS-Lu45 (isolados de cornichdo), e UFRGS-Ps1,
UFRGS-Ps8, UFRGS-Ps10, UFRGS-Ps11, UFRGS-Ps15 (isolados de ervilha),
0s quais foram mantidos sob refrigeracdo na Colecdo de Culturas do
Laboratério de Microbiologia do Solo da UFRGS. Além desses rizdbios,
também foi estudada a estirpe SEMIA 3007, liberada para producédo de
inoculantes para ervilha, fornecida pela Colecdo de Culturas do Rizdbios da
Fundacao de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (FEPAGRO).

5.2.2. Caracterizacéo genotipica dos isolados

5.2.2.1. Extrac&o de DNA e amplificagao da regido do gene 16S rRNA

O DNA genbmico foi extraido utilizando o wizard kit (Promega), de

acordo com as instrucbes do fabricante. Para a amplificacdo da sequéncia
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conservada do gene 16S rRNA, a partir do DNA gendmico dos isolados, pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores FC27 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
R530 (5-CCGCGGCTGC TGGCACGTA-3’), descritos por Gotang et al. (2007).
A reagdo da PCR foi realizada em volume total de 25 pL, contendo 1X de
tampéao de reacdo da Tagq DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de
MgCl, (Ludwing Biotecnologia), 200uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1U
de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 100 ng de DNA e &gua ultra
pura estéril para completar o volume da reacao (MiliQPlus, Milipore®).

A reacdo foi incubada em termociclador “Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler” nas seguintes reacdes: desnaturagao inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 53°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e extenséo
final a 72°C por 10 minutos. O produto da amplificacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen®) e visualizados sob luz ultravioleta.

Os fragmentos de DNA de aproximadamente 500 pb foram
sequenciados utilizando o equipamento automatico ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Todas as sequencias nucleotidicas obtidas
foram analisadas utilizando o software Chromas e comparadas com as
sequencias 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).

5.2.3. Avaliacdo da colonizacdo endofitica de rizbbios em plantas
olericolas

Para esse estudo, as plantas de alface, beterraba, couve e salsa foram
cultivadas em tubos de ensaio, com 25 cm de comprimento e 2,4 cm de
diametro, contendo 20 mL de soluc&o nutritiva (SARRUGE, 1975) com 7,5 %
de &gar. Os tubos foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 121°
C. As sementes foram desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos e

hipoclorito de sédio 2,5% por 1 minuto, seguida de sete lavagens com agua
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destilada estéril. Estas sementes foram pré-germinadas em papel toalha estéril
umedecido com agua destilada estéril e posteriormente colocadas em estufa
durante dois dias a 28°C, posteriormente as sementes foram transplantadas
para os tubos de ensaio. Os rizobios foram cultivados em frascos contendo
meio levedura-manitol (LM), e incubados durante sete dias a 28°C, sob
agitacdo de 120 rpm para obtencdo do indculo bacteriano. Posteriormente,
foram inoculados 500 pL do caldo com 10® cel/mL em cada tubo de ensaio
contendo as plantas em crescimento. Os tubos foram mantidos em lampadario
com fotoperiodo com 12 horas de luz diéria durante 30 dias.

As sementes das leguminosas, ervillha (Pisum sativum), cornichdo
(Lotus corniculatus, Lotus subbiflorus, Lotus uliginosus), trevo-branco (Trifolium
repens) foram desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de
sédio 2,5% por 1 minuto, seguida de sete lavagens com agua destilada estéril.
As sementes foram pré-germinadas em papel toalha estéril umedecido durante
dois dias a 28°C, posteriormente as sementes foram transplantadas para os
copos com areia e vermiculita (2:1) em casa de vegetacdo. Apos o periodo de
30 dias das hortalicas em lampadario, as plantas foram assepticamente
retiradas dos tubos de ensaio, separando-se as raizes e a parte aérea, as
quais foram desinfestadas e, posteriormente, foram maceradas separadamente
em 10 mL de solucao salina (NaCl 0,85%) estéril com auxilio de um almofariz e
pistilo de porcelana estéril. Uma aliquota de 1 mL da suspensdo do macerado
foi inoculada nas leguminosas de onde os rizébios foram inicialmente isolados
(Figura 5.1). Apds 40 dias de cultivo as plantas foram retiradas dos copos e
lavadas a fim de se observar a presenca de nddulos radiculares, causados

pelos rizébios presentes endofiticamente no tecido das hortalicas.
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Figura 5.1. Plantas cultivadas em lampadario (A), macerado das raizes de
parte aérea das plantas cultivadas em lampadario (B), plantas inoculadas com
a suspensao do macerado em casa de vegetacao (C).

5.2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para o estudo de MEV das raizes das hortalicas, as sementes foram
desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 2,5% por
1 minuto, seguida de sete lavagens com agua destilada estéril. Posteriormente
as sementes foram inoculadas e colocadas em tubos de ensaio contendo 20
mL de solugéo nutritiva estéril (SARRUGE, 1975). Em seguida, os tubos foram
mantidos a 28° C durante 48 h no escuro (para promover a germinacao das
sementes) e em seguida colocadas em fotoperiodo de 12 horas de luz diaria
durante 20 dias. As raizes de plantas crescidas foram cortadas, lavadas em
agua destilada estéril e fixadas em glutaraldeido a 25% em tampéo fosfato 0,2
M e agua destilada (pH 7,0). Apés a fixacdo o material foi lavado em tampao
fosfato, para retirada do excesso do fixador. A desidratacdo dos tecidos foi
realizada de maneira lenta e gradual, como desidratante, foi utilizada acetona,
30%, 50%, 70%, 90% até 100%, seguido por dessecac¢do por ponto critico. Em
seguida, as amostras foram montadas nos stubs e metalizadas com ouro. As

amostras foram visualizadas o equipamento JEOL JSM 6060.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs o sequenciamento, o DNA dos isolados foi comparado com as
sequencias de DNA existentes na base de dados do “National Center for
Biotechnology Information — Basic Local Aligment Search Tool” (NCBI-BLAST).

Pelo alinhamento das sequencias obtidas pode-se identificar os isolados
em diferentes espécies de rizobios (Tabela 5.1). Nao foram obtidas sequéncias
ainda nao cadastradas no “GenBank™ e a taxa de similaridade das sequéncias
dos isolados variou entre 89 a 100 % em relacdo as do banco de dados do
NCBI-BLAST. Os resultados indicaram que os rizébios UFRGS-Ps1, UFRGS-
Ps8, UFRGS-Ps10, UFRGS-Ps11, UFRGS-Ps15 e UFRGS-Ls54 pertencem a

especie Rhizobium leguminosarum.
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Tabela5.1. Identificacdo dos isolados de rizébios pela sequéncia parcial dos
genes 16S rRNA obtida com o programa BLAST

Isolados Verossimilhanga™ 'de(r;/f)')‘i'gde Fragmento®  GenBank®
UFRGS-Vp 16 Burkholderia lata 98 371 pb NR102890.1
UFRGS-Lc128 Mesorhizobium 100 391 pb NR135857.1
erdmanii

UFRGS-Lc156 Mesorhizobium 99 388 pb NR108624.1
hawassense

UFRGS-Lc336 Bradyrhizobium 95 390 pb JN392462.1
japonicum

UFRGS-Lc348 Mesorhizobium 98 389 pb NR135858.1
jarvisii

UFRGS-Ls14  Bradyrhizobium 97 364 pb NRO74315.1
sp.

UFRGS-Ls54  Rhizobium 96 393 pb NR103919.1
leguminosarum

UFRGS-Lu45  Mesorhizobium 99 390 pb NR135857.1
erdmanii

UFRGS-Ps1 Rhizobium 96 400 pb NR103919.1
leguminosarum

UFRGS-Ps8 Rhizobium 96 391 pb NR103919.1
leguminosarum

UFRGS-Ps10  Rhizobium 96 383 pb NR103919.1
leguminosarum

UFRGS-Ps11  Rhizobium 99 396 pb NR103919.1
leguminosarum

UFRGS-Ps15  Rhizobium 89 396 pb NR103919.1

leguminosarum

(1)Verossimilhanca: 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.

Garcia-Fraile et al. (2012) e Flores-Félix et al. (2013) puderam observar
a eficiéncia dessa espécie na promocdo de crescimento de hortalicas. O
isolado UFRGS-Vp16 pertence a espécie Burkholderia lata, essa espécie foi
descrita por Vanlaere et al. (2009) como fazendo parte do taxon K, dentro do
complexo de Burkholderia cepacia essa espécie pode ser encontrada em
humanos, animais e amostras, como no solo. Silva et al. (2012) trabalhando
com diferentes espécies de Burkholderia de solo de diferentes regides da
Amazoénia, identificou essa espécie com potencial para promocao de

crescimento de plantas, pela capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fosfato
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de calcio, porém com cautela, devido a ocorréncia de espécies de Burkholderia
como patdgenos oportunistas.

Os isolados UFRGS-Lc128 e UFRGS-Lu45 foram identificados com
Mesorhizobium erdmanii e o UFRGS-Lc348 foi identificado como
Mesorhizobium jarvisii , essas duas espécies foram descritas recentemente por
Martinez-Hidalgo et al. (2015) que reclassificou estirpes de Mesorhizobium loti
,com 0 surgimento dessas duas novas espécies, no Brasil at¢ 0 momento ndo
existem relatos dessas duas espécies. Frizzo (2007) isolou esses rizobios de L.
corniculatus e L. uliginosus, porém até o momento nado tinha sido feita
identificacdo genética desses rizobios. O isolado UFRGS-Lc156 foi identificado
como Mesorhizobium hawassense, esta espécie foi identificada recentemente
por Degefu et al. (2013) através de andlise de sequéncias multilocus (MLSA)
de isolados de ndédulos de sesbania (Sesbania sesban).

Os resultados quanto a capacidade de colonizacdo dos rizGbios em
plantas olericolas sdo apresentados na tabela 5.2. Observa-se que os rizobios
estudados foram capazes de colonizar tanto a raiz quanto a parte aérea das
plantas de alface, beterraba, couve. Nas plantas de alface o isolado UFRGS-
Lc336 ndo foi capaz de colonizar a parte aérea e as raizes da planta.
Diferentemente do observado nas plantas de alface, em plantas de couve
observou-se que o isolado UFRGS-Ps8 foi capaz de coloniza-las. Ja nas
plantas de beterraba, os rizébios UFRGS-Lc348 e UFRGS-Lc128 colonizaram
a parte aérea e as raizes dessas plantas. Com relagdo as plantas de salsa os
rizobios UFRGS-Ls14 e UFRGS-Lc128 foram capazes de colonizar a parte
aérea e as raizes e o isolado UFRGS-Lu45 foi capaz de colonizar apenas as
raizes das plantas.

Esses resultados foram obtidos seguindo-se os principios do postulado
de Koch. As hortalicas inoculadas com rizébios foram cultivadas em condiges
axénicas, maceradas e a suspensao obtida foi inoculada na leguminosa
hospedeira de onde o rizébio estudado havia sido isolado visando-se a
confirmagédo da presenca do rizobio pela formacdo de nodulos radiculares
(Figura 5.2).
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Tabela 5.2 Capacidade de nodulacdo em plantas leguminosas a partir da
inoculacdo da suspensdo do macerado de hortalicas inoculadas com rizobios.
A presenca de nodulacdo na leguminosa de origem foi considerada como
confirmacédo da colonizacdo na hortalica.

Colonizacgéao

Hortalicas Isolados r -
& Parte aérea Raiz

UFRGS-Vpl6 + +
UFRGS-Ps1 + +
UFRGS-Ps11 + +
Alface UFRGS-Lc336 - -
UFRGS-Lc348 + +
SEMIA 3007 + +
Controle - -

UFRGS-Ls14 - -
UFRGS-Ps10 - -
UFRGS-Ps8 + +
UFRGS-Vpl6 - -
UFRGS-Lc156 - -
Controle - -

Couve

UFRGS-Ls54 - -
UFRGS-Lc348 + +
UFRGS-Lu45 - -
UFRGS-Lc128 +
UFRGS-Ps15 - -
Controle -

Beterraba

=+

UFRGS-Ls14 +
UFRGS-Lu45 -
UFRGS-Lc348 - -
UFRGS-Ps15 - -
UFRGS-Lc128 +
Controle - -

+ +|

Salsa

+

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) pode ser
utilizada para deteccdo de endofiticos em diversas plantas (YANNI et al., 1997;
GUERRERO-MOLINA et al., 2012). A MEV revelou que as raizes de plantas
inoculadas foram colonizadas com sucesso pelos isolados bacterianos (Figura
5.3).
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Figura 5.2. Formacdo de ndédulos em plantas de L. subflorus inoculada com
macerado de salsa inoculada com UFRGS-Ls14 (A) L. uliginosus inoculada
com macerado de beterraba inoculada com UFRGS-Lc348 (B) L.corniculatus
inoculadas com macerado de alface inoculadas com UFRGS-Lc348 (C) P.
sativum inoculada com macerado de couve inoculadas com UFRGS-Ps8(D).

As observagbes da MEV de todas as plantas inoculadas mostraram
diferentes padrdes de colonizacdo bacteriana na superficie radicular (Figura
5.3), areas com baixa densidade de bactérias associadas as raizes, outras com
alta densidade de bactéria associadas as raizes e outras com biofilmes
recobrindo a superficie da raiz resultados similares aos padrdes de colonizacao
encontrados por Guerrero-Molina et al. (2012) trabalhando com a inoculacéo de
Azospirillum em morango. Observou-se a colonizacdo bacteriana na regido dos
pélos radiculares (figura 5.3G), lesdes nas raizes (figura 5.3D), formacédo de
biofilme (figura 5.3H).

Essas regifes podem ser o ponto de entrada de rizobios em hortalicas,
ja que micro-organismos endofiticos podem entrar na planta por regides de
lesbes nas raizes, emergéncia das raizes laterais, ou pela producdo de
enzimas hidroliticas que irdo degradar a parede celular da planta hospedeira,
dito caminho ativo de entrada na planta. (HALLMANN et al., 1997; STURZ et
al., 2000). Em hortalicas a coloniza¢do de raiz de alface por rizébio tem sido
relatada (CHABOT et al.,, 1996; GARCIA-FRAILE et al., 2012) , mas sé&o

poucos 0s estudos em outros vegetais consumidos crus.



71

18k

10m

X4, 386 Saim

Figura 5. 3. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando
a colonizacao do tecido radicular de plantas olericolas. Controle ndo-inoculado
(A) Lesdo na raiz de plantas de couve (B) Formacado de biofilme e bactérias
penetrando na leséo de plantas de couve com UFRGS-Ps8 (C,D) Colonizacao
das raizes de salsa inoculadas com o isolado UFRGS-Ls14 (E,F) Colonizagéo
das raizes de beterraba inoculadas com o isolado UFRGS-Lc348 (G)
Colonizacao das raizes de alface inoculadas com o isolado UFRGS-Lc348.
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Flores-Félix et al. (2013) estudando estirpe de R leguminosarum.,
PEPV16, nodulante de Phaseolus vulgaris pode observar que essa estirpe
apresentava varios mecanismos de promocao de plantas in vitro, e também
mostrou capaz de colonizar as raizes de alface, o que é um passo importante
para a obtencdo de efeitos benéficos sobre o crescimento das plantas
(LUGTENBERG et al., 2001; COMPANT et al. 2010.

5.4. CONCLUSOES

Os rizObios sdo capazes de colonizar as raizes e parte aérea das
plantas de alface, beterraba, couve e salsa.

O padrédo de colonizacdo € diferente de acordo com a planta e em
diferentes por¢des das raizes.

A interacdo dos rizobios com as hortalicas € diferente em funcdo da
planta estudada. Um determinado isolado pode se encontrar presente no tecido
de uma planta e no de outra néo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os isolados de rizébios apresentam potencial para promover o crescimento
de espécies. Todos os isolados utilizados apresentam pelo menos dois dos
mecanismos de promocao de crescimento vegetal avaliados.

A inoculacdo com a estirpe SEMIA 3007 foi a que apresentou resultados
mais promissores na promoc¢ao de crescimento de plantas de alface,
aumentando e acelerando a germinagdo, aumentando a biomassa dessas
plantas tanto em casa de vegetacdo como no campo, como também os teores
de nitrogénio, apresentando uma eficiéncia relativa de 105% em relacdo aos
tratamentos controles sem inoculagdo. Estirpe esta com capacidade de
colonizar os tecidos de plantas de alface foi nesta espécie horticola onde pode-
se verificar um maior nimero de isolados que conseguiram colonizar o interior
da planta.

O isolado de rizébio UFRGS-Ls54 apresenta-se como potencial
promotor de crescimento para plantas de beterraba, devido aos seus trés
mecanismos de crescimento, pode o ter levado a promover o crescimento da
parte aérea e das raizes, assim aumentar a absor¢do de nutrientes, como
nitrogénio e potassio pelas plantas inoculadas. Isolado este que néo foi
possivel verificar sua colonizacao no interior de plantas de beterraba, podendo
ser considerado um colonizador rizosférico para plantas de beterraba.

Os rizébios UFRGS-Ls14, UFRGS-Ps10 e UFRGS-Ps8 sdo capazes de

promover o crescimento de plantas de couve. Na salsa 0s rizobios inoculados
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promovem o crescimento da parte aérea e das raizes e melhoram a absorcao
de nitrogénio e potassio pelas plantas de salsa.
Os rizobios sédo capazes de colonizar as plantas de alface, beterraba,

couve e cenoura.
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Apéndice |: Meio Levedura Manitol Sélido (LM) (Vincent, 1970)

Composicéo Concentracdo (gL™)
Manitol 10
KoHPO, ) 0,5
MgSO, . 7TH,0 ¥ 0,2
NacCl © 0,1
Extrato de levedura 0,5
Agar 159

Modo de preparo:

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

e Adicionar os sais (*) preparados previamente em solucdo estoque;

e Ajustar o volume para 1000 mL;

e Para preparar o meio levedura-manitol-vermelho congo (LMV), adicionar
10 mL de vermelho congo (solucdo de 250 mg de vermelho congo em
100 mL de agua destilada) em 1 L de meio LM;

e Ajustar o pH em 6,8.



79

Apéndice II: Solugéao Nutritiva de Sarruge (1975).

Composicgao Para 1L (sol. estoque) Para 1L de meio
KH,PO, 1M (136,19) 1mL
@ MgSO, . 7TH,0 1M (246,4q) 2mL
E» CaCl, 1M (111,19) 5mL
g KCl 1M (74,69) 5mL
f;é NH4NO; 1M (80g) 1mL
Fe EDTA 1M 10mL
@ H3BO3 2,869 ImL
& ZnCl, 0,19 1mL
g CuSO;, . 5H,0 & 0,049 1mL
g Na;MoO, . 4H,0 0,029 ImL

& retirou-se o MnCl, . 4H,0, pois o0 solo do RS possui muito manganés;

e Preparar as solucdes estoque de macro e micronutrientes;
e Juntar os itens, exceto NH4sNOg3, que deve ser autoclavado separadamente;
e Autoclavar a 121°C por 15min;

e Colocar em um galdao com agua esterilizada (de aproximadamente 20L).

SOLUCAO ESTOQUE DE FERRO EDTA

Composigéo Para 1L solugédo estoque

Na EDTA (titriplex 11l — C10H14N2Na,Og . 2H,0) 3,72¢g
FeSQO, . 2H,0 3,789
Agua destilada 1L

e Dissolver o Na EDTA e 0 FeSO, . 2H,0O em 900 mL de agua;
e Aquecer até 80°C até dissolver totalmente;

Completar o volume com agua.



Apéndice lll. Meio King B

Composi¢ao Concentracdo (gL ™)
Peptona 209
KoHPO, 1,15¢
MgSO, 1,59
Glicerol 15¢g

e Dissolver todos os ingredientes e completar para 1000mL de agua
destilada;

e Autoclavar a 121°C por 15 min.
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Apéndice IV: Corante Cromoazurol-S (CAS)

e Dissolver 60,5 mg de Cromoazurol S em 50 ml de agua ultrapura;

e Misturar com 10 ml de solucéo de ferro (lll) (1 mM FeCl3. 6H20, 10 mM
HCI);

e Sob agitacdo suave, adicionar lentamente a mistura a 72,9 mg de HDTMA
(CTAB) dissolvido em 40 ml de agua ultrapura;

e A solucéo azul escura resultante deve ser autoclavada;

e Volume total = 100 ml de solucédo de CAS;

Preparar o meio de cultura e autoclavar

Adicionar a solucéo corante de CAS lentamente ao longo da parede do frasco,
contendo o meio de cultura ja preparado, com agitacdo suficiente para misturar

0 corante sem producéo de espuma.

OBS: o pH do meio ndo deve estar acima de 6,8 para evitar alteragcdes no CAS.



