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RESUMO

Os rizdbios séo bactérias do solo que realizam simbiose com plantas leguminosas e
fixam nitrogénio atmosférico. Estas bactérias também s&o conhecidas por colonizar
endofiticamente e produzir substancias estimuladoras que influenciam no
crescimento e no desenvolvimento de plantas ndo leguminosas. Para aumentar a
eficiéncia na promocao de crescimento vegetal, estuda-se a utilizacdo de plantas
leguminosas e ndo leguminosas em consoOrcio ou em sucessdo, bem como a
inoculacdo conjunta de rizébios. O presente estudo tem como objetivo isolar e
selecionar rizébios simbiontes eficientes na fixacdo de nitrogénio em ervilhaca (Vicia
sativa) e avaliar o potencial destas bactérias na promocao de crescimento em
cultivares de arroz (Oryza sativa) e em aveia branca (Avena sativa). Sendo assim, 0s
rizobios foram caracterizados quanto a morfologia colonial, capacidade de solubilizar
fosfato tricalcico (Cas(POa4)z2), e de produzir 4cido indol-acético (AIA) com e sem
adicao de triptofano no meio de cultura. Em casa de vegetacéo, os rizébios foram
autenticados e avaliados quanto a eficiéncia na fixagdo simbiética de nitrogénio em
ervilhaca. De acordo, com a capacidade de solubilizar fosfato tricalcico, producéo de
AlA com e sem adi¢do de triptofano e a eficiéncia simbidtica, foram selecionados
cinco rizébios (UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, UFRGS Vsl16, UFRGS Vs26 e UFRGS
Vs30) e avaliou-se o efeito destas bactérias sobre a germinacédo e a capacidade das
mesmas em promover o crescimento vegetal em cultivares de arroz e de aveia, em
casa de vegetacdo e posterior caracterizacdo genética. Todos rizobios isolados
produziram acido indol-acético em meio de cultura sem e com adicédo de triptofano,
19 solubilizaram fosfato tricalcico em meio de cultura. Em relacéo a eficiéncia dos
rizobios na fixacdo simbiotica de nitrogénio destacou- se o isolado UFRGS Vs30
com indice de eficiéncia relativa de 50%. Os riz6bios UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30
estimularam a germinacéo das sementes de arroz IRGA 424RlI e os rizébios UFRGS
Vs6 e UFRGS Vs16 de aveia. Em plantas de aveia, os rizobios UFRGS Vs6, UFRGS
Vs16, UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30 aumentaram a massa da raiz. Em plantas de
arroz os rizobios UFRGS Vs12, UFRGS Vsl6 e UFRGS Vs30 promoveram
incremento na massa seca da parte aérea das trés cultivares estudadas e da massa
seca de raiz das cultivares IRGA 430 e IRGA 424. Anteriormente ndo haviam sido
descritas espécies de Rhizobium phaseoli e Rhizobium vallis capazes de nodular
e/ou fixar nitrogénio em ervilhaca.

Palavras-chave: fixacdo simbidtica de nitrogénio, promoc¢do de crescimento,
Rhizobium vallis, Rhizobium phaseoli
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ISOLATION AND SELECTION OF RHIZOBIA EFFECTIVE FOR SYMBIOTIC
FIXATION OF NITROGEN IN VETCH (Vicia sativa) AND GROWTH PROMOTION
IN RICE CULTIVARS AND WHITE OAT
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ABSTRACT

Rhizobia are soil bacteria that perform symbiosis with leguminous plants and fix
atmospheric nitrogen. Those bacteria are also known for colonizing - by endophytic
form — and produce substances that promote growing and development of non-
leguminous plants. To increase production efficiency in vegetable growing, we have
been studying utilization of leguminous plants and non-leguminous plants in
consortium or succession as well as inoculation of rhizobia alongside. This research
have the objective of isolate and select rhizobia efficient to fix nitrogen in vetch (Vicia
sativa) — by symbiosis - and evaluate potential of those bacteria increase growing of
rice cultivars (Oryza sativa) and white oat (Avena sativa). Therefore, rhizobia were
characterized about colony morphology, their ability to solubilize tricalcium phosphate
(Ca3(POa4)2) and produce indole acetic acid (AlA), with or without addition of
tryptophan in growing medium. In the greenhouse, rhizobia were authenticated and
evaluated about of their efficiency in fixing nitrogen in vetch through symbiosis. It was
selected five potential rhizobia (UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, URFGS Vs16, UFRGS
Vs26 and UFRGS Vs30). We evaluated the effect of selected rhizobia on seed
germination, ability of producing vegetable growing in cultivars of rice and oat in the
greenhouse, and further genetic description. All isolated rhizobia produced indole
acetic acid in the growing medium without and with addiction of tryptophan, 19
solubilized tricalcium phosphate in growing medium. Related of rhizobia efficiency in
fixing by symbiosis, the isolated UFGRS Vs30 stood out with efficiency level of 50%.
Rhizobia UFRGS Vs26 and UFRGS Vs30 increased seeds germination of rice IRGA
424RI1 and rhizobia UFRGS Vs6 and UFRGS Vs16 increased it in oat. Rhizobia
UFRGS Vs6, UFRGS Vsl16, UFRGS Vs26 and UFRGS Vs30 increased dry mass of
root of oat plants. Concerning rice plants, rhizobia UFRGS Vs12, UFRGS Vs16 and
UFRGS Vs30 increase dry aerial mass in three cultivars of rice and the dry mass root
of cultivars IRGA 430 and IRGA 424. There were not species of Rhizobium phaseoli
and Rhizobium vallis able to nodulate or fix nitrogen in vetch.

Keywords: symbiotic fixation of nitrogen, grow promotion, Rhizobium vallis,
Rhizobium phaseoli
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1. INTRODUCAO

Os rizobios sé@o bactérias que apresentam forma celular de bastonetes,
sdo Gram negativas, aerobias obrigatorias e ndo formam esporos. O numero e a
posicdo de seus flagelos dependem do género a que pertence, dentre os quais
estdo classificados em Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Allorhizobium e Azorhizobium, sdo coletivamente chamados de rizobios.

Estas bactérias em simbiose com leguminosas disponibilizam nitrogénio a
planta hospedeira, devido a sua capacidade de Fixacdo Biologica de Nitrogénio, em
estruturas radiculares especializadas conhecidas como nodulos. Esta interacdo
beneficia tanto a bactéria que recebe energia necessaria para se multiplicar e se
proteger, quanto a planta que recebe o nitrogénio. Quando ocorre a senescéncia do
nédulo, as bactérias retornam para o solo, onde elas retornam a forma de vida livre,
e competem com outras bactérias para a sobrevivéncia. A utilizacdo de inoculantes
contendo bactérias fixadoras de nitrogénio tem contribuido com a reducéo do uso de
fertilizantes nitrogenados reduzindo o0s impactos ambientais relacionados a
contaminacgao do solo por perdas de nitrato.

Espécies de leguminosas forrageiras como a ervilhaca (Vicia sativa) sao
de grande importancia na composicdo de pastagens, devido a alta qualidade
nutricional, alta capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio, além de ser
considerada planta de cobertura utilizada para a melhoria da fertilidade e da
qualidade do solo.

No entanto, rizobios também se associam com plantas de outras familias,
como as gramineas, na maioria das vezes, de maneira endofitica. Nesta associacéo
nao ocorre a formacdo de nodulos nem a fixacdo de nitrogénio, porém, a planta é
estimulada por outros mecanismos produzidos por estas bactérias. O efeito destes
mecanismos, como a solubilizacdo de fosfato, a producdo de fitormdnios e a
supressdo de patdgenos sdo estudados por contribuirem na promocgdo de
crescimento vegetal.

Leguminosas sdo normalmente utilizadas em sistemas de rotacdo e
consorcio, devido a transferéncia de nitrogénio para nao-leguminosas como
gramineas, por excrecdo de compostos nitrogenados ou por decomposicdo de
nédulos e raizes durante a senescéncia.

Este trabalho se justifica pela utilizacdo de rizobios fixadores de nitrogénio em



leguminosas, os quais, podem vir a promover o crescimento em plantas néo-
leguminosas de arroz e de aveia por outros mecanismos, além de disponibilizar
nitrogénio residual para estas gramineas. A inoculacédo de rizébios em consorcio ou
em sucessao de cultivos € estudada como uma forma de promover o crescimento

vegetal.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e selecionar rizébios simbiontes eficientes na fixagdo de nitrogénio
na leguminosa ervilhaca (Vicia sativa) e avaliar o potencial destas bactérias na
promocao de crescimento em cultivares de arroz (Oryza sativa) e em aveia (Avena

sativa).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Isolar e selecionar rizébios eficientes na fixacdo simbidtica do
nitrogénio em ervilhaca (Vicia sativa).

2.2.2 Caracterizar fenotipicamente  0s rizobios estudados, pela
capacidade de solubilizar fosfato e pela producdo de auxinas equivalentes ao
acido indol-acético.

2.2.3 Estudar o efeito da inoculacéo de rizébios simbiontes de ervilhaca
(Vicia sativa) sobre a germinacédo em cultivares de arroz e aveia.

2.2.4 Avaliar a capacidade dos rizObios em promover o crescimento em
cultivares de arroz (Oriza sativa) e de aveia (Avena sativa).

2.2.5 Caracterizacao genética dos rizébios selecionados para os testes de

promocao de crescimento.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Simbiose entre rizobio e leguminosa

Rizobios sao bactérias, Gram- negativas que habitam o solo. Quando em vida
livre sdo caracterizados pela forma de bastonetes, aerdbios, mdveis e ndo tem a
capacidade de fixar nitrogénio. Assumem a forma de bacteroide quando em
simbiose com leguminosa, interagindo especificamente com as raizes da planta e
fixando nitrogénio (MOREIRA & SIQUEIRA 2006; HAGHIGHI et al., 2011).

A simbiose entre rizébio e leguminosa pode suprir grande parte ou totalmente
a guantidade de nitrogénio necessario ao desenvolvimento e produtividade de
leguminosas. As plantas da familia Fabaceae, conhecidas como leguminosas,
excretam flavonoides (flavonas, flavanonas e isoflavonas), que servem como
sinalizadores para que os rizobios se desloquem em direcdo a esses exsudatos que
irdo servir como substrato metabdlico (BULGARELLI et al.,, 2013). A bactéria
expressa os fatores Nod, e inicia-se 0 encurvamento do pelo radicular formando um
corddo de infeccdo, pelo qual ocorre a entrada da bactéria na raiz da planta e o
desenvolvimento dos nddulos radiculares que serdo os sitios de fixacdo do
nitrogénio (GRAY & SMITH, 2005).

3.2 Fixacao Bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial para o crescimento de plantas. E
necessario para a sintese celular de enzimas, proteinas, clorofilas, DNA e RNA,
(HAYAT et al., 2010). Encontra-se disponivel na forma organica e inorganica, mas a
maior parte deste composto € disponivel de forma inorganica, como amonia (NH3),
nitrato (NOz") ou nitrogénio atmosférico (N2) (SILVEIRA, 2008).

A fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) € realizada por bactérias diazotroficas,
as quais convertem o nitrogénio atmosférico (N2) em amoénia (NHzs), através de um
complexo enzimatico denominado nitrogenase. (NEVES & RUMJANEK, 1998).
Como a nitrogenase € sensivel a presenca de oxigénio, 0s rizébios séo
microaerofilicos, pois somente fixam N2 quando ndo ha acumulo de oxigénio entorno
delas (DOBEREINER, 1990). Por meio deste processo, compostos nitrogenados sao

fornecidos diretamente para as plantas, ou entdo, quando 0S micro-organismos



morrem, sao liberados no ambiente (LINDERMANN & GLOVER, 2003). Das
associagdes entre bactérias diazotroficas, a simbiose entre rizébios e leguminosas €
a mais eficiente na FBN.

Os micro-organismos diazotroficos estdo distribuidos entre as a-
proteobactérias (cujos géneros mais conhecidos sdo Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium) e as B-proteobactérias (onde se
destacam os géneros Burkholderia e Crupiavidus) (ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001;
VANDAMME et al., 2002; SAHGAL & JOHRI, 2003; BARRETT& PARKER, 2006).
Estes micro-organismos sao capazes de promover o crescimento de plantas, devido
a capacidade de induzir a formacéo de nédulos radiculares pela simbiose e com isso
fixar nitrogénio atmosférico. (REEVES, 1994).

O Brasil € um dos paises pioneiros na utilizacao de bactérias diazotréficas na
producdo de inoculantes, que é um método eficiente e disponivel no mercado
agrondomico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Os inoculantes contribuem para o
crescimento e desenvolvimento de diversas culturas acarretando em aumento da
producao agricola (YANNI et al., 1997). A utilizacdo de bactérias que realizam a FBN
implica na reducdo do uso de fertilizantes quimicos nitrogenados reduzindo os
custos de producéao e preservando o meio ambiente. As plantas ndo leguminosas se
beneficiam do nitrogénio residual de leguminosas através da transferéncia direta aos
cultivos consorciados ou as espécies subsequentes utilizadas na rotacao de culturas
(HAYAT et al., 2008).

3.3 Mecanismos utilizados por riz6bios para promover o crescimento de néo

leguminosas

Os rizébios podem habitar o interior de raizes de plantas, caules e folhas de
nao leguminosas e estimular o crescimento dessas plantas por produzirem
substancias reguladoras de crescimento vegetal, pertencentes ao grupo das
auxinas, como o0 &acido-indolacético (AlIA) (BISWAS et al.,, 2000), giberelinas,
citocininas, etileno, acido abscisico (FERGUSON & LESSENGER, 2006) e por
solubilizarem fosfato (SHARMA et al., 2013).



3.3.1 Producéao de fitormbnios

O fitorménio conhecido como acido indolacético (AlA), € o mais estudado e
produzido pela maioria das bactérias promotoras de crescimento de plantas. Este
fitormdnio atua na elongacédo das células vegetais, na formacéo das raizes laterais e
de pélos radiculares, aumenta a absor¢cdo de nutrientes pela planta e beneficia a
germinacao das sementes (BISWAS et al., 2000; SOLANO et al., 2010 ).

Existem diferentes rotas metabdlicas para a sintese de AIA por bactérias
(SPAEPEN et al., 2007). A grande maioria das bactérias sintetizam AIA via
triptofano, usado como o principal precursor fisioldégico para a biossintese de auxinas
em plantas e microrganismos (KHALID et al., 2004), embora também possam vir a
sintetizar o AIA por vias sem a utilizacdo do triptofano, mas em menores
guantidades (SPAEPEN et al., 2007; WANI et al., 2007). Sendo que as duas
principais rotas metabdlicas de biossintese de AIA dependem de triptofano e foram
detectadas em bactérias. A rota mais bem caracterizada de bactérias é a de indol-3-
acetamina (IAM). A enzima triptofano monoxigenase (laaH) converte o triptofano em
IAM, e a enzima IAM hidrolase converte o IAM em AIA. A rota indol-3-piruvato(IPyA)
€ utilizada por vegetais para producdo de AlA, esta rota foi identificada em bactérias
do género Bradyrhizobium (LAMBRECHT et al., 2000). A utilizacdo de triptofano nas
rotas de producéo de AIA por rizébios foi estudada por OSORIO FILHO et al., (2009)
gue demonstraram que os rizébios estudados sdo dependentes de triptofano, pois
ndo se observou producéo significativa de AIA na auséncia deste aminoacido.

As citocininas estimulam divisdo celular (citocinese) e sédo produzidas nas
raizes e transportadas por todas as partes da planta. Este hormdnio esta envolvido
na senescéncia foliar, na mobilizacdo de nutrientes, na dominancia apical, na
formacdo e a atividade dos meristemas apicais, o desenvolvimento floral, a
germinacao de sementes e na quebra de dorméncia de gemas (TAIZ & ZEIGLER,
2004). Assim como as auxinas, as citocininas podem influenciar na diviséo celular,
no crescimento celular, no desenvolvimento de raizes e na formacdo de pélos
radiculares (FRANKENBERGER & ARSHAD, 1995; FERGUSON &
LESSENGER 2006). As giberelinas sao produzidas principalmente nas raizes e nos
brotos foliares, estimulam o crescimento de caules e folhas e influenciam na
germinacao de sementes (ROSS et al., 2000; MIRANSARI & SMITH 2009).



3.3.2 Solubilizacéo de fosfato

O fésforo (P) € um nutriente essencial para o metabolismo de plantas,
podendo limitar o seu crescimento. Encontrado em baixas quantidades na forma
assimilavel por plantas no solo, desta forma, pode vir a prejudicar a producéo
agricola (EZAWA et al., 2002). Em solos agricolas, atualmente, se encontram altas
guantidades de P devido ao uso de fertilizantes. No entanto, a maior parte deste
fosfato aplicado pelos fertilizantes minerais ndo € disponibilizado para planta
(RICHARDSON et al., 2009).

O fosfato pode ser encontrado de forma insolavel, como: fosfato de célcio, de
ferro, de magnésio, de aluminio entre outros, e convertido por micro-organismos do
solo, em fosfato sollvel para assimilacdo de plantas (GYANESHWAR et al., 2002;
VESSEY, 2003; CHAGAS Jr et al., 2010). Os micro-organismos tém a capacidade
de se desenvolver em meios com fosfato tricdlcico ou materiais insollveis
semelhantes como a unica fonte de fosfato e ndo s6 assimilam o elemento, mas
também solubilizam quantidades além das suas exigéncias nutricionais, tornando o
excedente disponivel para as plantas (CHEN et al., 2006).

A liberacdo de acidos organicos, como: citrico, latico, glucdnico, oxalico,
acético, entre outros (VASQUEZ et al.,2000) e o &cido carboxilico (DEUBEL &
MERBACH, 2005) por rizébios faz com que se diminua o pH na rizosfera e ocorra a
dissociacdo de fosfatos inorganicos, como o tricélcico, Cas(PO4)2. Esses micro-
organismos acabam disponibilizando fosfato de forma direta, na solu¢cdo do solo, ou
de forma indireta, estimulando o crescimento de raizes e pélos radiculares e
aumentando a captacdo de fosfato pela planta (SHARMA et al. 2013). A inoculacéo
de rizébios pode ser uma alternativa para tornar o fosfato disponivel para plantas

tanto em leguminosas, como em néo leguminosas (VESSEY, 2003).

3.4 Rizébios como promotores de crescimento em gramineas

A utilizacdo de micro-organismos, com proposito de melhorar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas € uma pratica importante e necessaria
para a agricultura sustentavel (FREITAS et al., 2007). A inoculagéo de rizobactérias
promotoras de crescimento - RPCPs (KLOEPPER e SCHROTH 1978) em culturas

demonstram aumentos significativos no crescimento e no rendimento agrondémico.



Dentre o grupo de rizobactérias, os rizébios sdo amplamente estudados pela
associacao de simbiose com leguminosas e pela FBN. Essas bactérias também sao
caracterizadas como micro-organismos endofiticos, e quando assumem este papel,
vivem pelo menos um periodo do seu ciclo de vida no interior da planta, sem causar
doenca. S&o capazes de colonizar folhas, caules e, principalmente as raizes das
plantas (HALLMANN et al., 1997; HAHN, 2013).0so6rio Filho (2009) estudou a
infeccdo por rizobios em plantulas de arroz (Oryza sativa), utilizando rizébios
marcados, através da insercdo do gene Gus por conjugacdo de plasmideo.
Demonstrou a capacidade destes micro-organismos em colonizar tecido radicular e
parte aérea, concentrando-se principalmente em raizes secundéarias, no cortex
radicular e no tecido vascular das folhas. Estudos demonstram o efeito benéfico da
interacdo de rizGbios com outras gramineas, como o milho (CASSAN et al., 2009;
HAHN et al., 2013), a aveia (STAJKOVICSRBINOVIC et al., 2014) e o trigo
(ETESAMI et al., 2009).

Além de disponibilizar o nitrogénio atmosférico para leguminosas, os produtos
da fixacdo realizada pelos rizobios também podem beneficiar plantas nao
leguminosas subsequentes, utilizadas na rotacdo de culturas. Devido ndo s6 ao
nitrogénio residual que fica disponivel para planta seguinte, mas também pelo
aumento da populagdo microbiana na rizosfera, que pode promover o crescimento
das plantas por diferentes mecanismos (CHI et al., 2005; HAYAT et al., 2008).

3.5 Arroz (Oryza sativa ) e aveia-branca (Avena sativa)

Com o crescimento da populacdo mundial hd a necessidade de aumentar a
producdo de alimentos. Dentre os cereais 0 arroz € um dos mais produzidos no
mundo, por ser a base alimentar de grande parte da populacdo humana. De acordo
com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a Regido Sul é
responsavel por 81,4% da estimativa da producéo nacional. O Estado do Rio Grande
do Sul, como maior produtor, com 71,2% da produgdo esperada para todo pais,
aguarda uma producéo de 8.433.761 toneladas, com rendimento médio esperado,
de 7.759 kg/ha neste ano de 2016. O consumo meédio anual deste gréo chega a ser
em torno de 60 Kg por pessoa ao ano, no Brasil em média 45 Kg por pessoa ao ano
(IBGE, 2016).



Além de este cereal ser direcionado principalmente para o consumo humano,
outras partes da planta também podem ser utilizadas na alimentacdo animal,
combustiveis, fertilizantes, fabricacdo de papel (CARANGAL & TENGCO, 1986),
entre outros. O arroz também pode ser utilizado para alimentacdo animal, antes da
producdo dos gréos e apos a colheita destes, para o aproveitamento das eventuais
sobras da lavoura e rebrotes. Ha produtores que enfardam a palha que sobra apés a
colheita dos grdos para fornecerem aos animais no periodo de maior caréncia
alimentar (MONKS et al., 2002).

Outro cereal de ampla utilizacdo € a aveia branca (Avena sativa), graminea
de clima temperado, cultivada em diferentes condi¢cfes climéticas. Esta cultura é
voltada para a producdo de graos, producdo de forragem, planta de cobertura e
alimentacdo animal. A utilizacdo de aveia na dieta alimentar tem crescido nos
altimos anos, pelo teor de proteinas de qualidade e fibras sollUveis que a compde, e
pela busca de alimentos mais nutritivos e saudaveis pela populagdo (CRESTANI et
al., 2010; KLAJN et al., 2014).

Dentre os principais fatores limitantes de crescimento de plantas esta o
fornecimento adequado de nutrientes para as culturas. O nitrogénio € um nutriente
limitante de crescimento e desenvolvimento podendo ser disponibilizado
indiretamente por rizébios. Pois apesar destas bactérias ndo fixarem N quando
associadas a gramineas, podem estimular o crescimento radicular aumentando o
aproveitamento dos nutrientes do solo, incluindo o N. Devido ao nitrogénio residual
que fica disponivel para planta subsequente na rotacdo de culturas. Ha algum
tempo, estuda-se que gramineas cultivadas depois de leguminosas tém incremento

em sua producao (CHI et al., 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

Para o isolamento dos rizobios foram coletadas, em marco de 2015, 10
amostras de solo, na camada de 0 a 20 cm de &rea de ocorréncia de ervilhaca (Vicia
sativa) na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (EEA-UFRGS), localizada no municipio de Eldorado do Sul. O solo
de onde foram realizadas as coletas € classificado como Argissolo vermelho
distroéfico tipico (EMBRAPA, 2006) e apresenta as seguintes caracteristicas quimicas
(0-20 cm de profundidade): pH em agua 5,6; 280 g.Kg? de argila; 24 g.Kg* de
matéria organica; 12,5mg.dm-3 de fésforo; 76 mg.dm- de potassio; 2,6 cmolc.dm™ de

cacio; 1,1 cmolc.dm de magnésio; 0,5 cmolc.dm2 de aluminio (HAHN, 2013).

4.1 Obtencao de nodulos radiculares

Para a obtencdo dos noédulos radiculares foram cultivadas plantas de
ervilhaca, em casa de vegetacdo, utilizando-se vasos “Leonard” (VINCENT, 1970),
contendo substrato, composto de uma mistura de vermiculita e areia (2:1) no
compartimento superior. Os vasos foram esterilizados em autoclave durante duas
horas a 120°C. Apds a esterilizagdo dos vasos foi adicionada solucdo nutritiva
(SARRUGE, 1975) isenta de nitrogénio na por¢ao inferior dos vasos.

As sementes de ervilhaca foram desinfestadas, por imersdo em alcool 70%
por 30 segundos, hipoclorito de sédio (2,5%) por 30 segundos e sete lavagens
sucessivas com agua destilada esterilizada em autoclave a 120 °C, por 20 minutos.
Para pré-germinacdo das sementes utilizou-se placas de petri contendo papel
absorvente (esterilizados em autoclave a 120°C, por 20 minutos). Foram dispostas
30 sementes por placa e adicionado trés mL de &gua destilada estéril, as placas
foram mantidas em estufa a 28°C no escuro e observadas diariamente durante trés
dias.

Foram plantadas quatro sementes pré-geminadas, por vaso. A inoculacao
dos vasos foi realizada imediatamente ap0s o plantio, colocando-se 5 mL da
suspensao de 10 gramas de solo em 90 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%)
esterilizada.

Apos cinco dias foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma planta por

vaso. O experimento foi conduzido com quatro repeticbes para cada amostra. A
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avaliacdo da nodulacao foi realizada 40 dias apds a inoculagéo e os nddulos obtidos
foram retirados das raizes das plantas para avaliacao.

4.2 Isolamento e caracterizacdo da morfologia colonial dos rizobios

O isolamento das colbnias bacterianas foi realizado a partir dos nédulos
radiculares de ervilhaca que foram acondicionados em frascos com silica. Os
nodulos foram reidratados durante uma hora em agua destilada estéril. Apds, o0s
nédulos foram desinfestados, por imersdao em alcool 70% por 30 segundos,
hipoclorito de sodio (2,5%) por 30 segundos e sete lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada em autoclave a 120 °C, por 20 minutos.

Para o isolamento foram utilizadas placas de petri contendo meio de cultura
levedura-manitol (LM) (VINCENT, 1970) com adigdo do corante vermelho congo
ambos autoclavados. Os nédulos foram macerados nas placas de petri com auxilio
de uma pinca estéril. E apds, com o auxilio de alca de platina foi realizada a
inoculagcdo por meio da técnica de esgotamento em placas. As col6nias foram
reinoculadas em placas de petri até que se obtivessem colbnias puras, isoladas e
com caracteristicas persistentes. As placas foram mantidas em estufa a 28 °C e
observadas diariamente.

As colbnias bacterianas foram inoculadas em tubos contendo meio agar
levedura manitol (LM) inclinado e armazenadas sob refrigeracdo a 12 °C para
posteriores testes.

Os cultivos foram avaliados quanto a morfologia colonial, onde se observaram
0S seguintes aspectos: o tipo de borda, a forma colonial, a elevacao, o brilho da
superficie, o tamanho, a densidade 6tica e a viscosidade das colbnias.

Para a avaliagdo da producdo de compostos alcalinos ou &cidos pelos
rizobios, estes foram inoculados em tubos contendo 10 mL de meio de cultura
levedura manitol (LM) solido (VICENT, 1970) com adicdo do corante azul de
bromotimol (25mg/L) e incubados a 28 °C em estufa. Diariamente, os tubos foram
avaliados visualmente e anotadas as alteracbes na coloracdo do meio durante 7
dias: cor amarela indicando acidificagcéo e cor azul alcalinizagdo (SOMASEGARAN &
HOBEN, 1994).

Além disso, os rizobios foram submetidos a coloracdo de Gram com o Kit

Conjunto para coloracdo de Gram da marca NEW PROV® de acordo com as
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instrugdes do fabricante.

4.3 Autenticacédo dos isolados

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de induzir a formacgéo de
nodulos radiculares e fixar nitrogénio em plantas de ervilhaca (Vicia sativa). O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo e foram utilizados copos
descartaveis de 500 mL contendo substrato composto de uma mistura de vermiculita
e areia na proporcdo de 2:1 respectivamente e previamente esterilizado em
autoclave durante duas horas a 120°C.

As sementes de ervilhaca foram desinfestadas e pré- geminadas, como
descritas no item 4.1. Quatro sementes pré — geminadas foram plantadas por copo,
e adicionou-se 2 mL do inéculo com uma concentracdo média de 1,9.108 UFC.mL™.
O in6culo constitui-se do caldo de rizébios crescidos em meio levedura-manitol (LM)
por trés dias a 28°C sob agitacdo constante a 120 rpm. ApGs cinco dias foi realizado
o desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso.

A cada dois dias foram aplicados 100 mL de solugédo nutritiva (SARRUGE,
1975) isenta de nitrogénio, diluida a 25%, para nutricdo das plantas. Cada isolado foi
inoculado em quatro repeticdes, distribuidas ao acaso e foi realizado um controle
sem inoculagéo para avaliar alguma possivel contaminacéo.

Apoés 40 dias as plantas foram retiradas dos copos plasticos descartaveis e
avaliadas visualmente quanto a formacéo de nédulos radiculares e a verificacdo da
coloracdo avermelhada do nédulo, a qual caracteriza de fixacdo biolégica de
nitrogénio. Os isolados bacterianos que ndo induziram a formacdo de nodulos

radiculares foram descartados.

4.4 Avaliacédo da capacidade de solubilizagdo de fosfato tricalcico

Para se avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfato por rizébios foram
utilizadas placas de petri contendo o meio com 10 g.L* glicose, 5 g.L* de NH4Cl, 1
g.Lt de MgS04.7H20, 15 g.L* de agar (VERMA et al., 2001), em pH 6,8, adaptado,
onde se substituiu 4 g.L'de fosfato de célcio (CaHPO4) por 1 g.L'de
fosfato tricalcico (Cas(P0Oa4)2), como fonte de fosfato, autoclavados a 120 °C, por 20

minutos. Para a inoculagédo em placas, todos os isolados foram crescidos em frascos



13

ambar com tampa de baquelite contendo 15 mL de meio levedura manitol e
mantidos sob agitagdo constante a 120 rpm, a 28°C durante trés dias. A inoculagao
nas placas foi realizada com gotas de 20 uL, em trés repeticbes por isolado. As
placas foram mantidas em estufa a 28°C durante 7 dias. @ Foram utilizados dois
controles, como controle positivo foi inoculado o rizobio UFRGS-Vp16, ja testado
como solubilizador de fosfato, e como controle negativo o rizobio UFRGS-Vp5 que
nao apresenta a capacidade de solubilizar fosfato (ALVES, 2005), ambos da colecéo
do Laboratorio de Microbiologia do Solo da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS).

Apés o periodo de incubacao, avaliou-se a formacgdo de halo transparente em
torno da colbnia, indicando a capacidade de solubilizacdo de fosfato pelo isolado.
Foram medidos os diametros dos halos e das colbnias para a obtencao do indice de
solubilizacdo de fosfato (ISF) calculado pela razdo do diametro do halo pelo
diametro da colénia (BERRAQUERO et al.,1976).

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

Para este experimento foi utilizada a metodologia de ASGHAR et al., (2002),
adaptada. Utilizando-se erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL do meio Levedura
manitol (LM) liquido com e sem adicdo de triptofano (50 mg/L), esterilizados em
autoclave a 120 °C por 20 minutos, os isolados bacterianos foram inoculados em
triplicatas e incubados por trés dias em incubadora a 28°C, sob agitacao orbital de
120 rpm.

Apos este periodo, foram transferidos 2mL do cultivo bacteriano para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugados a 10.000 por 10 minutos o sobrenadante
foi retirado e adicionado 1 mL de solugéo de Salkowski (2 mL de FeCls 0,5M + 98
mL de HCIO4 35%), incubados com auséncia de luz a temperatura ambiente durante
30 minutos, tempo necessario para que ocorra a reacao de oxidagdo dos compostos
indolicos por sais férricos. Para a quantificacéo foi utilizado o espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 550nm.

A concentracdo de AIA das amostras foram calculadas comparando-se com
as leituras da curva padrdo, com 0,0,5, 1, 3, 7, 11, 15, 20, 25, 50 e 100 ug de AlIA

sintético mL™1.
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4.6 Avaliacao da eficiéncia dos rizébios na fixacdo simbidtica de nitrogénio em

Ervilhaca

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo e utilizaram-se vasos de
500 mL contendo substrato composto de uma mistura de vermiculita e areia na
proporcao de 2:1 respectivamente e previamente esterilizado em autoclave durante
duas horas a 120°C. Em cada vaso foram plantadas quatro sementes de ervilhaca
previamente desinfestadas e pré- germinadas, conforme descrito no item 4.1.

As bactérias foram inoculadas conforme descrito no item 4.3. Além dos
tratamentos inoculados, também foram conduzidos dois tratamentos controles, um
sem e outro com adi¢cado de nitrogénio (NH4NO3), conforme recomendacao para a
cultura (100 Kg.ha,)), sendo o N aplicado em duas doses semanais ao longo do
experimento e as plantas irrigadas diariamente com solucdo nutritiva (SARRUGE,
1975) esterilizada, diluida a 25%. Apos cinco dias foi realizado o desbaste deixando-
se apenas uma planta por vaso. O experimento foi conduzido durante 40 dias em
casa de vegetacdo do Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, o delineamento do experimento foi inteiramente casualizado com
quatro repeticbes por tratamento.

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

tratamentos controle.

(MS inolulado — MS controle sem N)

o/ =
IER (%) (MS controle com N - MS controle sem N)°

100
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Onde:

IER (%) = indice de eficiéncia relativa;

MS inoculado = massa seca da parte aérea do tratamento inoculado;

MS controle sem N = massa seca total do controle sem adicéo de

nitrogénio;

MS controle com N = massa seca da parte aérea do controle com adicao

de 100% de nitrogénio;

4.7 Efeito da inoculacdo de rizobios na germinacdo de sementes de cultivares

de arroz (Oriza sativa) e de aveia branca (Avena sativa)

De acordo com a avaliacédo da capacidade dos isolados em solubilizar fosfato,
produzir acido indolacético (AlA) e eficiéncia simbiotica, foram selecionados cinco
isolados (UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, UFRGS Vs16, UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30)
para serem testados em sementes de arroz das cultivares: IRGA 430, IRGA 424 e
IRGA 424RI e em sementes de aveia branca variedade URS Corona.

Para o teste de germinacao foram utilizadas sementes de arroz e de aveia
branca previamente desinfestadas, como descrito no item 4.1.

Foram utilizadas placa de petri com papel absorvente, anteriormente
esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos, onde foram dispostas 50
sementes de arroz e 30 sementes de aveia. Apds, as bactérias foram inoculadas
conforme descrito no item 4.3. O tratamento controle (sem inoculacao) foi constituido
de 2mL de meio levedura manitol liquido (LM) esterilizados em autoclave a 120 °C
por 20 minutos.

As placas foram colocadas em estufa a 28°C e, a cada 24 horas, as
sementes germinadas foram contadas e retiradas, avaliadas durante oito dias para o
arroz e sete para aveia.

Para avaliacdo da germinacdo, foram utilizados os seguintes parametros:
percentagem de germinacéo total calculada pela razdo entre o nimero de sementes
germinadas no final do periodo de incubacdo e o numero total de sementes
colocadas para germinar, o indice de velocidade de germinacéo (IVG%), calculado

pela soma do numero de sementes germinadas a cada dia e dividido pelo respectivo



16

namero de dias transcorridos a partir da germinacédo, conforme Maguire (1962) e o
percentual de germinacédo acumulada, onde os isolados que apresentaram diferenca
significativa em relacéo ao controle LM foram submetidos ao teste t, com o auxilio do
programa Past (HAMMER et al., 2015).

4.8 Avaliacdo da inoculacdo de rizébios na promocgdo de crescimento em

cultivares de arroz e aveia branca em casa de vegetacéo

A capacidade dos rizébios (UFRGS Vs6, UFRGS Vsl12, UFRGS Vsl16,
UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30) em promover o crescimento das plantas de arroz e de
aveia foi avaliada em experimento em casa de vegetacao.

Os riz6bios foram testados em plantas de arroz (Oriza sativa) das cultivares:
IRGA 430, IRGA 424 e IRGA 424Rl.

A cultivar IRGA 430 foi utilizada por apresentar bom desempenho de
produtividade dos gréos, boa qualidade industrial e culinéria dos gréos. E resistente
a toxidez por ferro no solo, moderadamente resistente a brusone na folha e
moderadamente suscetivel & brusone da panicula. E de ampla adaptacdo nas
diferentes regides orizicolas do Rio Grande do Sul. A cultivar IRGA 424 destaca-se
pelo alto potencial produtivo e boa qualidade industrial, além de ser tolerante a
toxidez por ferro e resistente a brusone. Indicada para cultivo nas regiées da Zona
Sul e Campanha, onde apresenta boa adaptacdo as condicbes de temperatura
média baixa, mas mostra excelente desempenho também nas demais regibes do
Estado do Rio Grande do Sul. Outra cultivar utilizada foi a IRGA 424 Rl que é
derivada da IRGA 424. Dentre suas caracteristicas apresenta alto potencial de
produtividade de graos, resistente aos herbicidas do grupo quimico das
Imidazolinonas, e por isso € utilizada como alternativa de manejo para o controle do
arroz vermelho. Resistente a brusone na folha e na panicula, além disso, é
resistente a toxidez por excesso de ferro no solo. (SOSBAI, 2014).

Utilizou-se substrato composto de uma mistura de vermiculita e areia na
proporcao de 2:1 respectivamente, esterilizados em autoclave durante duas horas a
120°C. As sementes foram previamente desinfestadas e pré- geminadas, como
descritas no item 4.1. Foram utilizados vasos de 500 mL contendo o substrato e
plantadas quatro sementes pré- geminadas por vaso. As bactérias foram inoculadas

conforme descrito no item 4.3. O desbaste foi realizado apos sete dias do plantio,
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deixando-se uma planta por vaso. Utilizaram-se tratamentos composto de rizébio +
50% da dose de nitrogénio requerida pela cultura e o tratamento controle com
adicdo de apenas 50% da dose de nitrogénio (para arroz 120 Kg.ha-1), conforme
recomendacdo para a cultura, sendo o N aplicado em duas doses semanais ao
longo do experimento e as plantas irrigadas diariamente com solugédo nutritiva
(SARRUGE, 1975) esterilizada, diluida a 25%. O experimento com plantas de arroz
foi conduzido por um periodo de 40 dias com quatro repeticdes. As avaliacdes
foram: massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, niumero de perfilhos, volume
de raiz. O teor de nitrogénio total na parte aérea foi determinado utilizando-se o
método descrito por TEDESCO et al., (1995).

Para o experimento com plantas de aveia em casa de vegetacao foi utilizado
substrato composto de uma mistura de vermiculita e areia na proporcdo de 2:1
respectivamente, esterilizados em autoclave durante duas horas a 120°C. As
sementes foram previamente desinfestadas e pré- geminadas, como descritas no
item 4.1. Foram utilizados vasos de 2kg contendo o substrato e plantadas quatro
sementes pré- geminadas por vaso. As bactérias foram inoculadas conforme
descrito no item 4.3. O desbaste foi realizado apés sete dias do plantio, deixando-se
uma planta por vaso. Foram utilizados tratamentos rizébio + 50% da dose de
nitrogénio requerida pela cultura, um tratamento controle apenas com adi¢do de
50% da dose de nitrogénio e outro com adicdo de 100% da dose (aveia 150 Kg.ha-
1), conforme recomendacdo para a cultura, sendo o N aplicado em duas doses
semanais ao longo do experimento e as plantas irrigadas diariamente com solucéo
nutritiva (SARRUGE, 1975) esterilizada, diluida a 25%. O experimento com plantas
de aveia foi conduzido por um periodo de 30 dias com cinco repeticbes. As
avaliacdes foram: massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, volume de raiz,
namero de folhas e indice de eficiéncia relativa (IER).

O indice de eficiéncia relativa, adaptado de BROCKWELL et al., (1966), onde
se expressa a capacidade dos isolados em promover o acumulo de massa seca da
parte aérea, em comparagdo com o0s tratamentos controle conforme a seguinte
equacao:

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

IER (%) = 1100
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Onde:

IER (%) = indice de eficiéncia relativa;

MS inoculado = massa seca da parte aérea do tratamento inoculado;
MS controle com 50% N = massa seca da parte aérea do controle
inoculado com 50% N;

MS controle com 100% N = massa seca da parte aérea do controle

inoculado com 100% N;

Para medir o volume de raiz das plantas de arroz e de aveia, as raizes foram
separadas da parte aérea, com corte préximo a base do caule, e lavadas. Apos,
foram transportadas ao laboratério, onde, em uma proveta de 100 ml, adicionou-se
60mL de agua destilada foram inseridas as raizes, anotando-se o volume de agua
deslocado. Apés, as raizes foram acondicionadas em sacos de papel etiquetados e
colocadas em estufa para secagem a 60°C até atingir peso constante apds foram

pesadas a massa seca da raiz e da parte aérea.

4.9 Extracdo de DNA e amplificac&o da regidao do gene 16S rRNA

As bactérias UFRGS Vs6, UFRGS Vsl12, UFRGS VS16, UFRGS Vs26 e
UFRGS Vs30 testadas para promoc¢ao de crescimento em plantas de arroz e aveia
foram caracterizadas em nivel de espécie.

O DNA genbmico foi extraido utilizando-se o Wizard kit (Promega), de acordo
com as instrugdes do fabricante.

A partir do DNA gendmico dos isolados, a regido do DNA do gene que
codifica a porcdo 16S rRNA foi amplificada pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR),utilizando-se 0s oligonucleotideos 8F
(AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG) e 1492R (GCYTACCTTGTT-ACGACTT)
(EDWARDS et al., 1989).

A reacédo da PCR foi realizada em volume total de 25 pL, master mix (Ludwig
Biotecnologia) contendo 1X de tampéao de reacdo da Tag DNA polimerase (Ludwig
Biotecnologia), 1,5 mM de MgCl2 (Ludwig Biotecnologia), 200 mM de dNTPs (Ludwig
Biotecnologia), 1U de Tag DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 100 ng de Dna e
agua ultra pura estéril para completar o volume da reacdo (MiliQPlus, Milipore®)

A reacao foi incubada em termociclador “Applied Biosystems 2710 Thermal

Cycler” nas seguintes condigbes: desnaturagao a 94°C por 5 minutos, seguida de 40
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ciclos de desnaturacdo 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por um minuto; extensao final a 72°C por 10 minutos. O produto da
amplificacéo 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 1000 pb foram enviados para o
laboratério de biologia molecular da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre (UFCSPA) para sequenciamento utilizando o equipamento automatico
ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applier Biosystems). Para caracterizar as
bactérias em nivel de espécie foram comparados os resultados obtidos das fitas
forward com os resultados obtidos das fitas reverse utilizando-se o software
Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/) e comparadas com as
sequencias de DNA existentes na base de dados do “National Center for
Biotechnology Information — Basic Local Aligment Serach Tool” (NCBI — BLAST)
(HTTP://lwww.ncbi.nlm.nih.gov).

4.10 Analise estatistica

Para andlise estatistica os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo programa estatistico Assistat 7.7 (SILVA, 2015), e as médias foram

comparadas utilizando o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e autenticagcéo

Foram obtidos 30 isolados bacterianos. Todos o0s isolados foram
caracterizados como bastonetes de acordo com a forma celular e Gram negativos,
por apresentarem coloracdo vermelha quando submetidos a coloracdo de Gram e
visualizados em microscopio. Estes resultados estdo de acordo com os observado
para bactérias do grupo dos rizébios, pertencentes as a-Proteobactérias,
apresentando estes micro-organismos reacado de Gram negativa (SOMASEGARAM
& HOBEN, 1994; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Todos os isolados apresentaram
colénias com cor creme, bordos lisos, forma circular, elevacdo convexa, superficie
brilhosa e textura viscosa. Todos os isolados apresentaram colGnias de crescimento
rapido, caracteristica que se refere a bactérias pertencentes ao género Rhizobium,
sendo que o tamanho das coldnias variou de <1 mm chegando a 6 mm de diametro
apos trés dias de incubacgéo a 28 ° C.

Outra caracteristica avaliada foi a reacdo em meio cultura, levedura manitol
(LM) sélido (VICENT, 1970) com adicao do corante azul de bromotimol (25mg/L),
apos o crescimento dos rizébios. O meio adquiriu coloracdo amarelada, para todos
os isolados estudados indicando a acidificagdo do meio de cultura (SOMASEGARAN
& HOBEN, 1994). Caracteristicas semelhantes foram observadas por CHAGAS
JUNIOR et al., (2010) trabalhando com 20 isolados bacterianos de rizébio. Todos 0s
20 isolados apresentaram borda lisa e forma da colénia circular, variando a cor da
colonia entre branca e creme, a elevacdo da col6nia caracterizada como plana ou
elevada, 18 isolados com a textura colonial viscosa e 19 apresentaram pH &cido.
Quanto ao tamanho das colénias houve variagdo de < 2 e >2 e 14 isolados de
crescimento rapido de < 3 dias. Resultados semelhantes foram encontrados por
MEDEIROS et al.,, (2009) que obtiveram 304 isolados com caracteristicas
persistentes de colbnias de rizébio. A maioria das colonias com coloragdo creme,
borda inteira, homogénea, circular, crescimento rapido em apenas um dia e
acidificaram o pH do meio de crescimento.

Todos os rizobios isolados de ervilhaca foram inoculados em plantas de
ervilhaca para se avaliar as caracteristicas simbioticas de indugdo de nodulos

radiculares e fixacdo simbidtica de nitrogénio (Tabela 1). Todos os isolados
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mostraram capacidade de induzir a nodulagéo.

Tabela 1 - Nodulacao e fixacdo de nitrogénio por rizébios isolados de raizes de Ervilhaca (Vicia
sativa) cultivada em experimento para autenticagdo realizado em casa de vegetagéo por 40 dias

Nodulacéo Fixacdo N

Isolado

UFRGS Vs 1
UFRGS Vs 2
UFRGS Vs 3
UFRGS Vs 4
UFRGS Vs 5
UFRGS Vs 6
UFRGS Vs 7
UFRGS Vs 8
UFRGS Vs 9
UFRGS Vs 10
UFRGS Vs 11
UFRGS Vs 12
UFRGS Vs 13
UFRGS Vs 14
UFRGS Vs 15
UFRGS Vs 16
UFRGS Vs 17
UFRGS Vs 18
UFRGS Vs 21
UFRGS Vs 22
UFRGS Vs 24
UFRGS Vs 25
UFRGS Vs 26
UFRGS Vs 27
UFRGS Vs 28
UFRGS Vs 29
UFRGS Vs 30
UFRGS Vs 31
UFRGS Vs 32
UFRGS Vs 34

+ o+ + + + + o+ + o+ o+ o+ 4

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ +

Legenda: + = positivo para caracteristica; - = negativo para caracteristica

Dentre os 30 rizébios estudados, 19 mostraram capacidade de fixar
nitrogénio. Essa capacidade é avaliada quando ocorre a formacdo de nodulos

avermelhados, indicando a presenca de leghemoglobina que é sintetizada nos

nodulos da raiz de leguminosas durante a fixacdo biolégica de nitrogénio, essa
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coloragdo avermelhada é utilizada como indicativo de eficiéncia simbiética (RIBEIRO
& RAMOS, 2006).

5.2 Capacidade de solubilizacdo de fosfato tricalcico

Os isolados de nédulos radiculares de ervilhaca (Vicia sativa) foram testados
guanto a capacidade de solubilizar fosfato tricalcico (Caz(POa4)2), em meio de cultura
(Tabela 2).

Tabela 2 - Capacidade de solubilizagao de fosfato tricalcico por rizébios isolados de
ndédulos radiculares de ervilhaca (Vicia sativa)

Rizébio ISF
UFRGS Vs 2 1,33ms
UFRGS Vs 31 1,23
UFRGS Vs 11 1,23
UFRGS Vs 8 1,22
UFRGS Vs 28 1,22
UFRGS Vs 13 1,21
UFRGS Vs 4 1,21
UFRGS Vs 1 1,20
UFRGS Vs 9 1,20
UFRGS Vs 12 1,18
UFRGS Vs 30 1,18
UFRGS Vs 10 1,18
UFRGS Vs 3 1,17
UFRGS Vs 22 1,17
UFRGS Vs 29 1,17
UFRGS Vs 21 1,17
UFRGS Vs 15 1,16
UFRGS Vs 14 1,15
UFRGS Vs 16 1,15
UFRGS Vs 18 1,08
UFRGS Vs 5 -
UFRGS Vs 6 -
UFRGS Vs 7 -
UFRGS Vs 17 -
UFRGS Vs 24 -
UFRGS Vs 25 -
UFRGS Vs 26 -
UFRGS Vs 27 -
UFRGS Vs 32 -
UFRGS Vs 34 -

CV (%) 7,37

CV= coeficiente de variacdo, ns= nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott
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Dentre os 30 isolados de rizobios, as colbnias bacterianas de 10 deles
(UFRGSVs5, UFRGSVs6, UFRGSVs7, UFRGSVs17, UFRGSVs24, UFRGSVs25,
UFRGSVs26, UFRGSVs27, UFRGSVs32 e UFRGSVs34) nao formaram halo
transparente no meio de cultura, indicando que estes isolados ndo sao capazes de
solubilizar fosfato tricalcico.

No entanto, os outros 20 isolados (Tabela 02) e o controle UFRGS-Vpl6
(Burkholderia sp.), utilizado por j& ter demonstrado previamente a capacidade de
solubilizar fosfato no trabalho de Alves (2005), apresentaram a caracteristica de
formacgéo de halo transparente ao redor da colénia em meio de cultura. Os indices
de solubilizacdo de fosfato (ISF) variaram de 1,08 a 1,33, ndo diferindo entre si.
Resultados semelhantes foram encontrados por Chagas Junior et al (2010), que
observaram variacdo em relacdo ao indice de solubilizacdo de fosfato entre 1,10 e
1,55 em 10 dos rizébios estudados. Em outro trabalho (ISLAM et al. 2007), foram
isoladas rizobactérias de plantas de arroz, as quais apresentaram variacdo no ISF
entre 1,2 e 2,5 e relacionado o tamanho do halo de solubilizacdo a quantidade de
fosfato solubilizado podendo chegar de 2 a 132 ug/ml de fosfato tricalcico em meio
de cultura liquido. Pandey e Maheshwari (2007) e Badawi et al. (2011) encontraram
Rhizobium e Bradyrhizobium eficientes solubilizadores de fosfato e, que também
excretavam AIA. Foram utilizadas bactérias que solubilizam fosfato e excretam AlA
por Chagas Junior et al (2010) e, obtiveram aumento significativo na producédo de
massa seca da parte aérea em plantas de feijdo caupi. Os isolados chegaram a
produzir cerca de 3,9g por vaso de massa seca da parte aérea, mesmo resultado

obtido pelas plantas adubadas com nitrogénio.

5.3 Producéo de auxinas equivalentes ao acido indol-acético (AlA)

A capacidade dos rizébios de produzir acido indol-acético foi avaliada em
meio de cultura liqguido LM com e sem adicéo de triptofano. Todos os rizobios foram
capazes de produzir acido indol-acético em ambos os meios de cultura (Tabela 3).

Em meio de cultura sem adicdo de triptofano, as quantidades produzidas
pelas bactérias variaram de 1,6 a 5,8 AIA pg.mlt. O isolado UFRGS Vs34
apresentou a menor producédo (1,6 AIA pg.mL™?). A bactéria UFRGS Vs12 foi a que
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mais produziu AIA (5,8 AIA pug. mL?), seguida por UFRGS Vs13 (5,0 AIA ug.mL™?), e
UFRGS Vs16 (4,9 AIA pg.mL?), demonstrando a capacidade de producdo de AIA
pelos isolados mesmo quando nédo adicionado o triptofano, precursor do acido indol-

acético, ao meio de cultura LM.

Tabela 3 - Médias seguidas do desvio padrdo da producado de acido indol-acético (AIA) em meio de
cultura LM, sem e com adigdo de triptofano por rizébios isolados de ervilhaca (Vicia sativa)

Riz6bio sem Triptofano com Triptofano
pg/mL-t
UFRGS Vs 27 1,8 £0,2c* 87,3 £3,1la*
UFRGS Vs 16 49 +0,7a 86,2 +8,7a
UFRGS Vs 15 29 £05b 85,1 £39a
UFRGS Vs 10 32 +04b 79,0 £15b
UFRGS Vs 29 1,6 +04c 786 £7,2Db
UFRGS Vs 28 1,7 £0,5¢ 76,5 £50b
UFRGS Vs 7 29 +0.2b 76,4 £49b
UFRGS Vs 14 22 £06¢c 73,7 £45¢c
UFRGS Vs 12 58 £0,7a 73,3 £14c
UFRGS Vs 21 25 £04b 716 £33c
UFRGS Vs 31 23 x04c 71,3 £1,7¢c
UFRGS Vs 32 22 +04c 67,2 +6,7d
UFRGS Vs 26 20 £12c 65,9 +6,6d
UFRGS Vs 22 27 £1,7b 65,7 +26d
UFRGS Vs 6 25 +0,2b 64,0 +4,4d
UFRGS Vs 30 22 £0,7c 60,9 +29d
UFRGS Vs 5 29 £0,2b 585 *27e
UFRGS Vs 18 23 £08¢c 576 x4,1le
UFRGS Vs 8 26 £00b 53,7 £27e
UFRGS Vs 9 32 +02b 53,4 +46e
UFRGS Vs 34 16 £0,7¢c 50,5 +7,4f
UFRGS Vs 17 25 £0,1b 495 +7,1f
UFRGS Vs 24 34 +12b 46,9 £35f
UFRGS Vs 13 50 +10a 46,7 +4,7f
UFRGS Vs 25 22 +£05¢c 453 +£3,1f
UFRGS Vs 2 2,8 £0,3b 385 £58¢g
UFRGS Vs 11 24 £0/1c 38,2 £04¢g
UFRGS Vs 3 3,1 £0,3b 357 £11¢g
UFRGS Vs 1 25 £0,3b 332 £0,3¢g
UFRGS Vs 4 2,7 £0,1b 30,2 +10g
CV (%) 21,81 7,64

**= médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo de
médias Scott Knott (1%), CV= coeficiente de variagao
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Em meio de cultura enriquecido com 50 mg. mL "1 de triptofano, os rizébios
foram estimulados a produzir mais acido indol-acético. Os valores de AlA produzidos
variaram de 30,2 a 87,3 pug. mL ! de AIA. As maiores producdes de AIA foram
alcancadas pelos isolados UFRGS Vs27, UFRGS Vs16 e UFRGS Vs15 que foram
capazes de produzir respectivamente 87,3 e 86,2 e 85,1 ug.ml* de AlA. Segundo,
WANI et al., (2007) espécies de rizObio na presenca e auséncia de triptofano séo
capazes de sintetizar AIA em quantidades variaveis. Dentre os efeitos benéficos
atribuidos as plantas quando inoculadas com rizébios produtores de AIA estdo o
aumento na formacao de raizes adventicias (SOLANO et al. 2010) e o aumento da
area superficial das raizes em ndo leguminosas (DAZZO & YANNI, 2006). Além
disso, NOEL et al.,, (1996 ) observaram aceleracdo na germinacdo de canola e
alface quando inoculados com estirpes produtoras de AlA e, BISWAS et al., ( 2000 )
relataram o aumento de matéria seca e producéo de graos, além de um incremento
em N, P, K e teor de Fe nos tecidos de plantas de arroz inoculadas com R.
leguminosarum bv. Trifoli. A produgcdo deste fitorménio pelos rizébios pode
promover o crescimento de plantas, melhorando o seu desenvolvimento e
rendimento (OSORIO FILHO et al., 2009). No entanto, o excesso de producio de
AIA em alguns casos por rizobactérias promotoras de crescimento RBPCS pode ser
prejudicial para as plantas. Segundo BISWAS et al., (2000), a producdo de
fitormdnios, como o AlA por bactérias pode estimular a promocédo de crescimento em
plantas dentro de uma faixa benéfica de concentracdo. Onde as concentracfes mais
baixas séo ineficazes e as mais elevadas séo toxicas para as plantas (AHMAD et al.,
2005).

No trabalho de SCHLINDWEIN et al., (2008), foi demonstrado que a estirpe R.
leguminosarum bv. trifolii TV-13 que produziu 171,1 pg.mL-1 AIA em meio
enriquecido com triptofano, causou efeito negativo na germinacédo de sementes de
alface, enquanto que as estirpes de Bradyrhizobium sp. isoladas a partir de raizes
de acéacia negra produziram entre 1,2 e 3,3 mg/ mL de AIA aumentaram o vigor das

plantulas de alface.

5.4 Avaliacdo da eficiéncia dos rizobios na fixagdo simbiotica de nitrogénio em

plantas de Ervilhaca (Vicia sativa) em casa de vegetagéo



26

A eficiéncia simbidtica dos rizébios estudados foi avaliada em experimento em
casa de vegetacdo com plantas de ervilhaca. Os parametros avaliados foram: a
massa seca da parte aérea, a massa seca da raiz, a massa seca dos nodulos, o

numero de nodulos e o indice de eficiéncia relativa (Tabela 4).

Tabela 4 — Médias seguidas do desvio padrao da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
da raiz (MSR), massa seca dos noédulos (MSN), nimero de nddulos (NN) e indice de eficiéncia
relativa (IER) dos isolados de Vicia sativa e dos tratamentos controle

Tratamentos MSPA MSR MSN IER
MG NN %
Controle +N 233,8 +81,3a* 107,8 * 35,9 a** - - 100
UFRGS Vs 30 169,3 536D 88,8 +169a 53 x45a* 60,2 £31,2a* 55,2
UFRGS Vs 25 135,6 *46,7c¢C 68,6 +12,2b 57 +16a 47,7 £119b 31,8
UFRGS Vs 34 132,2 +380c 79,8 +43,2a 47 +0,2a 452 +12,7b 29,5
UFRGS Vs 26 130,5 *46,5¢ 104,9 +33,3a 78 +3,6a 59,0 +24,3a 28,3
UFRGS Vs 27 122,7 £51,8c¢c 67,1 +13,8b 6,0 +2,8a 445 +143b 22,9
UFRGS Vs 29 122,55 +399c 76,9 +32,8a 58 *49a 445 +173b 22,7
UFRGS Vs 28 116,5 *15,6¢ 574 +17,1b 53 *1,2a 572 +214a 18,5
UFRGS Vs 22 115,0 £22,0c 726 +93a 55 +29a 74,7 +20,7 a 17,5
UFRGSVs 18 112,8 +529c 86,0 +429a 41 +£0,7a 57,2 £99a 16,0
UFRGS Vs 31 1125 *48,1c 76,7 +26,0a 24 £16b 40,7 £249b 15,8
UFRGS Vs 12 1054 *15,8c 64,4 +55b 3,1 £+06b 64,7 +28,5a 10,9
UFRGS Vs 3 104,9 +18,2c 59,2 +6,2b 43 +12a 46,0 £8,0b 10,5
UFRGS Vs 5 102,9 +27,4c¢c 76,6 +18,2a 48 +1,7a 51,0 +20,7b 9,1
UFRGS Vs 14 99,9 +21,8c 64,1 £199b 6,6 +1,8a 61,7 +8,1a 7,0
UFRGS Vs 15 995 +144c 492 +99b 6,9 +18a 69,5 £13,0a 6,8
UFRGS Vs 13 98,9 +225¢c 81,7 +446a 23 +15b 50,5 +9,7b 5,9
UFRGS Vs 4 97,8 +11/4c 63,4 +20,3b 33 £1,3b 385 +6,4b 5,5
UFRGS Vs 32 97,2 +27,1c 645 +224b 54 *14a 60,5 £16,1a 51
UFRGS Vs 6 96,8 +50,3c¢C 55,9 +16,8b 25 £0,7b 35,2 +16,3b 4,8
UFRGS Vs 17 86,5 +20,2d 51,1 £+3,1b 53 +09a 78,0 +30,3a -2,3
UFRGS Vs 9 81,4 +12,2d 420 +10,1b 33 £19b 58,7 £32,3a -5,8
UFRGS Vs 24 76,9 +35,1d 51,7 £195b 430 £18a 40,0 £+14,3b -8,9
UFRGS Vs 11 74,6 +20,8d 50,2 +20,6 b 280 +2,3b 32,2 +27,7b -10,5
UFRGS Vs 10 74,1 +26,2d 50,6 +14,4b 215 +0,4b 40,7 £15,6b -10,9
UFRGS Vs 16 73,9 +11,7d 51,4 +6,7b 490 £1,3a 92,7 +36,2a -11,1
UFRGS Vs 2 70,9 +48,5d 56,0 +18,8b 1,85 +0,7b 42,2 +98b -13,1
UFRGS Vs 21 70,5 +28,9d 458 +146Db 6,45 +29a 66,0 £19,3a -13,4
UFRGS Vs 1 67,6 +10,7d 474 +£6,8b 3,03 £+1,8b 49,7 £+153b -15,4
UFRGS Vs 8 66,9 +12,9d 55,7 +7,6b 358 £+19b 47,2 £19,1b -15,8
UFRGS Vs 7 58,4 + 23,4d 40,7 £550Db 2,78 £09b 65,2 £39,2a -21,8
Controle = N 89,8 +22,11d 92,05 +50,33 a 0
CV (%) 33,81 35,45 22,83 19,72 -

Controle +N equivalente a 100 Kg.ha-1 de N e Controle -N sem adigdo de N, . *= médias seguidas pela mesma
letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de comparacao de médias Scott-Knott (5%), **= médias
seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de comparagdo de médias Scott-
Knott (1%), ns= ndo significativo a 5%, CV= coeficiente de variagcao

De acordo com os valores médios em relagcdo a massa seca da parte aérea
(MSPA), o tratamento inoculado com UFRGS Vs30 obteve producdo superior aos
demais tratamentos inoculados e ao tratamento controle sem adi¢cdo de nitrogénio

(T-N). Dentre os 30 tratamentos inoculados 19 obtiveram valores superiores ao T-N.
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Contudo, nenhum dos tratamentos obteve valores superiores ou equivalentes ao
produzido pelo controle com adicédo de nitrogénio equivalente a 100 Kg.ha-! (T+N).
Esta planta tem a capacidade de acumular nitrogénio na massa seca da parte aérea
e liberar durante os primeiros 30 dias ap0s seu manejo cerca de 60% deste
nitrogénio (AITA & GIACOMINI, 2003). BORTOLINI et al., (2000) demonstraram que
com aplicacdo de 60 kg ha! de nitrogénio em plantas de milho , houve aumento na
produtividade de grdos a medida que se elevou a proporcdo de ervilhaca no
consorcio. Em outro trabalho, SILVA et al., (2007) obtiveram o maior rendimento de
graos de milho quando consorciado com ervilhaca comum (Vicia sativa), do que
quando em consorcio com outras espécies de leguminosas. Esta leguminosa,
ervilhaca, tem sido utilizada, em consorcio, com plantas ndo leguminosas, pois
disponibilizam nitrogénio residual para outras plantas que néo realizam a FBN. Esta
espécie de leguminosa pode chegar a acumular 220 kg ha de nitrogénio durante o
seu ciclo (MONEGAT, 1991). A utilizacdo de leguminosas € estudada como
alternativa para aumentar a disponibilidade de nitrogénio no solo também no
consorcio de culturas. Permitindo reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados
industriais nos cultivos em sucessao, o custo de producdo da lavoura e o risco de
contaminac@o ambiental devido & lixiviagdo de nitrato.

Todos os rizébios demonstraram capacidade de induzir nodulacado, pois todas
as plantas dos tratamentos inoculados apresentaram nddulos radiculares. O numero
de nddulos variou de 32,25 a 92 por planta de ervilhaca. Em relacdo ao indice de
eficiéncia relativa, que relaciona o acumulo de massa seca da parte aérea dos
tratamentos inoculados em relagdo aos tratamentos controles, nenhum dos isolados
apresentou valores superiores a 100%, que se refere ao tratamento controle com
adicdo de 100% de nitrogénio. Cerca de 60% dos isolados obtiveram valores
superiores ao Controle -N, sem adicdo de nitrogénio. Os isolados UFRGS Vs25,
UFRGS Vs26 UFRGS Vs30 e o UFRGS Vs34 apresentaram 0os maiores valores de
IER, destacando-se o UFRGS Vs30 com IER de 50%. Os demais isolados tiveram
desempenho inferior ao Controle -N. Indicando que estes isolados tem uma menor
capacidade de fixar nitrogénio. Os valores de IER dos rizobios UFRGS Vsl1, UFRGS
Vs2, UFRGS Vs7, UFRGS Vs8, UFRGS Vs9, UFRGS Vs10, UFRGS Vs11, UFRGS
Vs16, UFRGS Vs21 e UFRGS Vs24 foram negativos. Demonstra que estes rizébios
induziram a nodulagdo, mas néo fixaram o nitrogénio atmosférico para as plantas,

desta forma sendo simbioticamente ineficientes, comportando-se de forma
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parasitaria (BARAIBAR et al.,1999).

Foram analisadas as caracteristicas de solubilizacdo de fosfato, producéo de
AlA com e sem triptofano e a eficiéncia simbidtica dos isolados, e selecionados cinco
isolados para serem testados na promocdo de crescimento. Quanto a eficiéncia
simbidtica (Tabela 4), o tratamento inoculado com o isolado UFRGS Vs30 se
destacou por apresentar os melhores valores para as variaveis avaliadas: a massa
seca da parte aérea (MSPA), a massa seca da raiz (MSR), a massa seca dos
nodulos (MSN) e o numero de nodulos (NN), além de solubilizar fosfato (Tabela 2) e
produzir acido indolacético tanto com quanto sem triptofano (Tabela 3). O isolado
UFRGS Vs26 também apresentou bom desempenho, de acordo, com seus valores
de eficiéncia simbidtica (Tabela 4).

Os isolados UFRGS Vs16 e UFRGS Vs12 foram bons produtores de &cido
indolacético sem utilizacdo de triptofano ao meio de cultura (Tabela 3) e
solubilizaram fosfato.

O isolado UFRGS Vs6 foi selecionado por ndo solubilizar fosfato (Tabela 2).
Utilizou-se este isolado para avaliar o efeito da sua interacdo com as plantas e se as
caracteristicas que apresenta poderiam influenciar na promog¢éo de crescimento de

plantas.

5.5 Efeito dos rizobios isolados sobre a germinacédo de sementes de arroz
(cultivares IRGA 430, IRGA 424, IRGA 424Rl) e de aveia (cultivar URS Corona)

Para avaliacdo da germinacgdo, utilizou-se foi o indice de velocidade de
germinacao (IVG%) das sementes de arroz e de aveia inoculadas com rizobios de
ervilhaca (Tabela 5).

O efeito da inoculacdo dos rizébios na velocidade de germinacdo das
sementes (IVG) né&o foi significativo nas sementes de arroz. Observou-se que, a
germinacao das sementes das cultivares IRGA 430 e IRGA 424 iniciou no segundo
dia, enquanto que a germinacdo da IRGA 424RI iniciou no terceiro dia e que as

sementes das trés cultivares ndo germinaram mais a partir do oitavo dia.



Tabela 5 - Médias seguidas do desvio padréo do indice de velocidade de germinacédo (IVG) em
sementes de arroz (cultivares: IRGA 430, IRGA 424 e IRGA 424 RI) e aveia (cultivar URS
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Corona) .
IVG

Tratamentos IRGA 430 IRGA 424 IRGA 424RI AVEIA
UFRGS Vs6 10,7 1,5 12,9 0,6 9,0 £0,7m 550 1.8
UFRGS Vs12 116 =19 14,0 +0,8 8,9 +0,6 4,60 15
UFRGS Vs16 110 14 14,8 +2;3 91 +0,8 520 09
UFRGS Vs26 11,7 1,7 140 £25 95 0,9 5,40 +17
UFRGS Vs30 11,3 +1,0 13,6 1,0 89 1.2 480 =17
TLM 11,1 +111 13,8 +0,5 86 0,5 290 £16
CV (%) 13,12 11,06 9,63 32,6

CV= coeficiente de variacdo, ns= ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) nao foi significativo para
sementes de aveia, as quais comecaram a germinar a partir do terceiro dia e néo
germinaram mais a partir do sétimo dia de avaliacéo.

O efeito da inoculagdo dos isolados ao final dos oito dias de avaliacdo em
sementes de arroz, de acordo com o percentual total de germinacdo, nao foi
significativo (Tabela 6).

Tabela 6 - Médias seguidas do desvio padrdo do percentual total de germinagdo em sementes de
arroz, cultivares: IRGA 430, IRGA 424 e IRGA 424 Rl e aveia

Percentual total (%)

Tratamentos IRGA 430 IRGA 424 IRGA 424RI AVEIA
UFRGS Vs6 91,5 +5,21 835 +1,9 74,0 +85" 61,70 +19,3"
UFRGS Vs12 84,5 +3,0 855 +5,9 755 +3,4 50,80 + 15,2
UFRGS Vs16 835 +72 940 +16,1 77,0 +9,3 59,20 +9,6
UFRGS Vs26 89,0 +5,0 855 +134 805 9,0 60,80 +15,9
UFRGS Vs30 89,5 +9,7 850 +9,4 705 +7,7 58,30 +21,8
TLM 89,0 +1,1 84,0 +54 77,0 +53 37,50 +22,3
CV (%) 6,81 11,56 9,92 32,77

CV= coeficiente de variacdo, ns= ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott

Em sementes de aveia ndo se obteve diferenca significativa quanto ao o
percentual total de sementes germinadas avaliadas ao final dos sete dias do periodo
de avaliacéo.

Outro parametro avaliado foi o percentual de germinacdo acumulada (Figura 1

e 2), onde os isolados que apresentaram diferenca em relagcdo ao controle LM foram



submetidos ao teste t, com o auxilio do programa Past (HAMMER et al., 2015).
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Figura 1 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
arroz IRGA 424RI inoculadas com o rizébio UFRGS Vs26 de Vicia
sativa, em comparacdo com o tratamento controle com LM (caldo
levedura-manitol). Teste t, onde *= significativo a 5%, ns= néo
significativo. As barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 2 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
arroz IRGA 424RI inoculadas com o rizébio UFRGS Vs30 de Vicia
sativa, em comparacdo com o tratamento controle com LM (caldo
levedura-manitol). Teste t, onde *= significativo a 5%, ns= nado

significativo. As barras de erro representam o desvio padréo.
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Desta forma, o efeito de cada rizébio na germinacdo das sementes de arroz
foi comparado isoladamente com o tratamento controle LM. Observou-se que o0s
isolados UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30 apresentaram efeito superior em relacéo
Controle LM quando inoculados em sementes de arroz cultivar IRGA 424RI, no
terceiro dia de avaliagédo. Diferentes isolados podem vir a estimular a germinacéo
das sementes de uma mesma cultivar. Resultado semelhante foi observado por
OSORIO FILHO et al., (2014), utilizando diferentes rizobios inoculados em arroz.
BISWAS et al., (2000) relatam que em fases iniciais das culturas, a inoculacéo de
rizobios produtores de AIA pode aumentar o vigor de plantulas. No processo de
germinacao de sementes o AIA atua em conjunto com acido giberélico e citocinina.
Durante a germinacdo de sementes o AlA exdgeno pode estimular a biossintese de
giberelina, que ira induzir a sintese de a-amilase que é uma enzima hidrolitica
conhecida por desempenhar importante papel na degradagcdo de carboidratos de
reservas durante as germinagéo de sementes (BERI & GUPTA, 2007). No cultivo de
arroz, a emergéncia precoce de plantulas pode resultar em maior vigor, permitindo
gue as mudas superem a concorréncia de plantas daninhas (GIBSON et al., 2002).0
efeito da inoculacdo de rizébios na germinacao inicial de plantulas de arroz foi
verificado por VARGAS et al., (2009) utilizando estirpes de rizébios nodulantes em
trevo. O efeito de rizobios isolados de alfafa na germinacao de arroz comparado com
o tratamento controle, foi avaliado por STROSCHEIN et al.,, (2011), e todos os
isolados incrementaram a porcentagem de germinacéo a partir do segundo dia.

O efeito da inoculacdo dos isolados nas sementes de aveia também foi
comparado isoladamente com o controle LM (Figura 3 e 4).
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Figura 3 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
aveia inoculadas com o rizébio UFRGS Vs6 de Vicia sativa, em
comparagcdo com o tratamento controle com LM (caldo levedura-
manitol). Teste t, onde *= significativo a 5%, ns= ndo significativo.
As barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 4 — Percentual acumulado de germinacdo de sementes de
aveia inoculadas com o rizébio UFRGS Vs16 de Vicia sativa, em
comparagdo com o tratamento controle com LM (caldo levedura-
manitol). Teste t, onde *= significativo a 5%, **= significativo a
1%, ns= ndo significativo. As barras de erro representam o desvio

padréo.
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As sementes inoculadas com os rizobios UFRGS Vs6 e o UFRGS Vsl6
apresentaram maior diferenca em relacdo as sementes inoculadas com o controle
LM no terceiro e quarto dia de avaliacdo, como mostra a Figura 3 e 4. Desta forma,

percebe-se que estes rizobios contribuem na germinacdo das sementes de aveia.

5.6 Avaliacdo da inoculacdo de rizobios na promoc¢do de crescimento de
plantas de arroz (cultivares IRGA 430, IRGA 424 e IRGA 424RIl) em casa de

vegetacao

Os dados de producéao de cultivares de arroz inoculado com rizébios, em casa
de vegetacédo, sdo mostrados na Tabela 7.

De acordo, com os dados obtidos com a inoculacdo dos rizébios UFRGS Vs6,
UFRGS Vsl12, UFRGS Vs16 e UFRGS Vs30, mais metade da dose de N requerido
pela cultivar de arroz IRGA 430, houve incremento na massa seca da parte aérea e
da raiz, superior ao controle N/2 no qual foi aplicado o equivalente a metade de N
exigido pela cultura. Assim como o0s outros isolados testados, o UFRGS Vs26
estimulou a producdo de massa seca, mas de forma equivalente ao controle. Os
rizobios ndo se destacaram em estimular o perfilhamento, nesta cultivar, pois mesmo
com inoculacao ndo houve diferenca estatistica em relagéo ao controle. No entanto,
UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, UFRGS Vs26 foram capazes de aumentar o volume de
raiz.

A producao de massa seca da parte aérea e da raiz da cultivar IRGA 424 foi
incrementada com a inoculagéo dos rizébios UFRGS Vs12, UFRGS Vs16 e UFRGS
Vs30, os mesmos isolados incrementaram a producdo de massa seca de raiz mais
do que os tratamentos inoculados com as bactérias UFRGS Vs6, UFRGS Vs26 e o
tratamento controle. Todos os isolados estimularam o perfilhamento, contudo,
UFRGS Vs16 UFRGS Vs26 se destacaram. As plantas inoculadas com UFRGS
Vsl12 e UFRGS Vs26 obtiveram um maior volume de raiz, quando comparados aos
outros isolados e ao controle. OSORIO FILHO et al., (2016), utilizando o rizébio
UFRGS-Lc336 associado a uma dose de 60 kg ha-! de nitrogénio obteve producéo
de matéria seca da parte aérea, na cultivar IRGA424, equivalente ao produzido com
a dose de 160 kg ha?' de N, sem inoculacéo de rizébio. Indicando que através da
inoculacdo de rizébios € possivel reduzir a quantidade de nitrogénio aplicado na

cultura.
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Tabela 7 - Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), nimero de perfilhos,
volume de raiz (Vol. Raiz), indice de eficiéncia relativa (IER), de plantas de arroz cultivar 430 em
casa de vegetacao, inoculadas com rizébios isolados de Vicia sativa

Tratamentos MSPA MSR NGmero de Vol. Raiz N total
(9) (9) Perfilhos (cm3) (mg)
Cultivar IRGA
430
Controle N/2 0,9 £0,1b* 0,3 +0,8 b** 5 +1,5m 6,1 £1,6b* 174 +3,9b*
UFRGS Vs6 16 +t0,la 06 *£02a 5 +1,1 90 t40a 232 +3,7a
UFRGS Vs16 15 £t02a 0,7 £0,1a 5 +1,3 47 +21b 24,1 £53a
UFRGS Vs12 14 +02a 06 %0,1a 5 +1,1 97 £t20a 21,8 +t15a
UFRGS Vs30 14 £t03a 06 £0,1la 5 +0,9 49 +16b 209 £21a
UFRGS Vs26 0,7 £+0,6b 03 +06hb 4 +04 84 +t08a 152 +15b
CV (%) 16,58 29,04 24,09 31,39 16,31
Cultivar IRGA
424
Controle N/2 1,4 £0,3a* 0,6 £0,1b* 6 +1,3b* 44 +19c*»* 28,0 £52a*
UFRGS Vs16 19 t05a 09 £02a 9 £36a 52 +1,3c 259 +57a
UFRGS Vs12 16 £0,3a 0,7 £0,1a 6 +1,1b 93 x1,1a 23,1 £8,0a
UFRGS Vs30 14 +01la 0,7 £t04a 7 £09b 43 t1l1c 223 t1,1la
UFRGS Vs6 12 £0,1b 05 £09b 6 +04b 6,4 £16¢C 20,0 £20a
UFRGS Vs26 0,7 £+02c 05 +0,3b 8 £19a 75 £13b 129 +38b
CV (%) 21,62 25,97 25,77 20,29 22,05
Cultivar IRGA
4241
Controle N/2 1,2 £0,2b* 0,8 £0,2 b** 6 +0,5b* 4,1 +1,7 b* 27,5 *2,5a**
UFRGS Vs16 15 +t09a 0,8 £0.2b 7 £1lla 8,7 +28a 258 +*3,1a
UFRGS Vs12 15 £0,1a 11 £0.2b 7 t16a 71 t09a 259 *1,7a
UFRGS Vs30 14 +08a 0,7 £0.2b 6 £05b 82 +13a 25,1 +2,8a
UFRGS Vs6 12 £+0,3b 15 %£0,3a 5 +11b 6,2 £0,8b 23,9 *2,6a
UFRGS Vs26 1,1 +0,1lb 09 £0,3b 5 +09b 74 +34a 194 £3,7b
CV (%) 10,58 24,87 18,26 30,4 10,58

Controle N/2 equivalente a 60 Kg.ha-1 de N, **= médias (5 repeti¢cdes) seguidas pela mesma letra na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de comparacdo de médias Scott-Knott (1%), *= médias (5 repeti¢cdes)
seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de comparacao de médias Scott-
Knott (5%), ns= néo significativo e CV= coeficiente de variagéo

O estimulo na producdo de matéria seca da parte aérea, na cultivar
IRGA424RI, é aumentado quando inoculado com UFRGS Vs12, UFRGS Vsl16 e
UFRGS Vs30. Ja a massa seca de raiz teve maior produgdo com a inoculagédo de
UFRGS Vs12, que foi superior aos demais tratamentos. A emisséo de perfilhos por
plantas inoculadas com os isolados UFRGS Vs12 e UFRGS Vs16 foram superiores
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ao controle e aos outros isolados. Quanto ao volume de raiz apenas o0 UFRGS Vs6
foi equivalente ao controle, os demais inoculados obtiveram desenvolvimento
superior. Observa-se que a parte aérea e o sistema radicular das plantas de todas
as cultivares foram estimulados pela inoculacdo com rizébios. No entanto, houve
diferengas no efeito da inoculacdo dos rizébios em estudo, indicando a ocorréncia de
diferentes interacdes entre as plantas e os microrganismos. Essas diferencas de
interacbes também foram observadas em outros trabalhos, como de YANNI et al.,
(2001) e de OSORIO FILHO et al., (2016), que observaram que os isolados que
estimulam mais a producdo de massa seca da parte aérea, ndo necessariamente,
incrementam o crescimento radicular da mesma cultivar.

A inoculacdo com os isolados UFRGS Vs12, UFRGS Vs16 e UFRGS Vs30
contribui de forma significativa para ambas cultivares estudadas quanto a producao
de massa seca da parte aérea e massa seca de raiz das cultivares IRGA 430 e
IRGA 424. Um dos mecanismos responsaveis pela promog¢do de crescimento em
arroz, possivelmente, seja a producao de fitormdnios, como o acido indolacético.
Pois este fitormbnio estimula o crescimento radicular, melhorando a nutricdo da
planta e o seu crescimento (BISWAS et al., 2000; SOLANO et al., 2010 ).

Em relacdo ao acumulo de nitrogénio na parte aérea da cultivar IRGA
430, as plantas inoculadas com os rizébios UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, UFRGS
Vs1l6 e UFRGS Vs30 apresentaram desempenho superior ao tratamento controle
N/2, que recebeu a mesma dose de nitrogénio dos inoculados. Nas cultivares IRGA
424 e IRGA 424RI 80% dos isolados foram capazes de acumular a mesma
guantidade de nitrogénio que o controle N/2, ambos receberam a metade da dose de
nitrogénio exigido pela cultura. OSORIO FILHO et al., (2016), demonstrou ocorrer
incremento de massa na parte aérea de arroz com a inoculacdo de rizébios. As
plantas ndo inoculadas que receberam apenas a dose de 80 kg ha™, obtiveram
20mg de nitrogénio por planta. Porém, as plantas inoculadas com rizobios obtiveram
valores que variaram de 22 para 31 mg de nitrogénio por planta. Desta forma,
apesar dos rizébios nao fixarem o nitrogénio atmosférico no cultivo de arroz sao
capazes de disponibilizar este nutriente no solo, propiciando economia ao produtor,

referente ao uso de fertilizantes.

5.7 Avaliacdo da inoculacdo de rizobios na promoc¢do de crescimento de

plantas de aveia branca (cultivar URS Corona) em casa de vegetacao
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A promocdo de crescimento pela inoculagdo de rizobios foi avaliada em

plantas de aveia branca em casa de vegetacédo (Tabela 8).

Tabela 8 - Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), volume de raiz (Vol.
Raiz), numero de folhas (N Folhas), indice de eficiéncia relativa (IER),de plantas de aveia em casa
de vegetacao, inoculadas com rizébios isolados de Vicia sativa

Tratamentos MSPA MSR Vol. Raiz N Folhas IER
(mg) (cm) (%)
Controle + N* 132,6 +575ns 50,6 £19,1a* 1,0 +0,0b* 5 £0,0ns 100
UFRGS Vs30 222,8 +87,1 63,8 +18,6a 22 +04a 5 £0,8 735,21
UFRGS Vs26 191,8 +74,8 776 £314a 20 +x0,7a 5 £0,8 516,90
UFRGS Vs6 187,6 +76,2 64,8 +174a 2,0 +0,7a 5 +0,7 487,32
UFRGS Vs16 153,6 +57,7 60,6 £99a 1,6 £05b 4 +0,8 247,89
UFRGS Vs12 112,8 +58,3 249 +89b 1,4 £05b 5 +1,0 -39,44
Controle N/2* 118,4 +32,1 39,2 £125bhb 1,4 £05b 5 +0,0 0,00
CV (%) 40,98 33,54 33,05 15,17 -

*= Controle + N equivalente a 150 Kg.ha-1 de N e controle N/2 equivalente a 75 Kg.ha-1 de N, *= médias (5
repeticdes) seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de comparagéo de
médias Scott-Knott (5%), ns= ndo significativo e CV= coeficiente de variagao

De acordo, com os valores médios de massa seca da parte aérea (MSPA) as
plantas inoculadas com os rizébios UFRGS Vs6, UFRGS Vs16, UFRGS Vs12,
UFRGS Vs26 e o UFRGS Vs30 néo diferiram em relagdo ao Controle +N sem
inoculacdo e com 100% da dose recomendada de nitrogénio e ao Controle — N com
a metade da dose recomendada de nitrogénio.

Na massa seca de raiz, quatro dos isolados (UFRGS Vs6, UFRGS Vsl16,
UFRGS Vs26 e o UFRGS Vs30) apresentaram incremento de massa seca
semelhante ao tratamento com a dose total de nitrogénio, sendo superiores ao
controle N/2 com metade da dose de nitrogénio.

Em relacdo ao volume de raiz os isolados UFRGS Vs6, UFRGS Vs26 e o
UFRGS Vs30 foram superiores aos tratamentos controles.

Quando analisado o numero de folhas tanto os controles quanto os
tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa.

A capacidade dos isolados em promover o acumulo de massa seca ha parte
aérea, em comparacao com os tratamentos controle foi calculado utilizando o indice
de eficiéncia relativa (IER) adaptado de Brockwel et al., (1966) os rizobios UFRGS
Vs6, UFRGS Vs16 UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30 apresentaram grande capacidade
em promover o acUmulo de massa seca na parte aérea, quando comparados aos
tratamentos controles. Em plantas de aveia inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento em casa de vegetagdo, STAJKOVIC-SRBINOVIC et al., (2014)
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observaram que a massa seca da parte aérea das plantas inoculadas foi igual ao
tratamento controle positivo, e superior aos tratamentos inoculados com outras
bactérias. A inoculacéo de rizobios em ndo-leguminosas vem sendo estudada como

um estimulo na promocéao de crescimento.

5.8 Caracterizacdo genética dos rizobios estudados

O DNA (gene 16S) dos rizébios testados na promocdo de crescimento
UFRGS Vs6, UFRGS Vs12, UFRGS Vs16 e o UFRGS Vs30 foram amplificados e os
resultados do sequenciamento genético da regido de DNA do gene que codifica a

porcao 16S rDNA ribossomal sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Identificagdo dos rizébio testados na promocao de crescimento pela sequéncia do gene
16S rDNA obtida com o programa BLAST

Rizébios
Verossimilhanca Identidade @ (%) Fragmento ® GenBank ¥
UFRGS Vs6 Rhizobium vallis 99% 960 pb INR_116835.1
UFRGS Vs12 Rhizobium vallis 99% 954 pb INR_116835.1
UFRGS Vs16 Rhizobium vallis 99% 945 pb INR_116835.1
UFRGS Vs30 R leguminosarum. bv.phaseoli 99% 945 pb INR_113671.1

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

As sequéncias de nucleotideos dos rizobios UFRGS Vs6, UFRGS Vsl12 e
UFRGS Vsl16 quando comparadas com as sequéncias de genes existentes no
banco de dados NCBI-BLAST, foram identificados como pertencentes a espécie
Rhizobium vallis estirpe CCBAU 65647 com 99% de identidade. A sequéncia
utilizada pode ser consultada pelo nimero de acesso INR_116835.1. Esta espécie
Rhizobium vallis foi descrita recentemente e é proposta como uma nova espécie
pertencente ao género Rhizobium. (WANG et.al., 2011). A estirpe foi isolada do Vale
do Rio Vermelho, na provincia de Yunnan, China, sua planta hospedeira é o
Phaseolus vulgaris na qual forma nddulos radiculares eficazes. As coldnias
bacterianas desta espécie apresentam formato circular, elevacdo convexa, cor
perolada branca, e geralmente apresentam tamanho de 2 a 3 mm de diametro apés
trés dias de incubacéo a 28 ° C, podendo crescer na faixa de pH de 6,0 a 9,0. Séo

caracterizadas como Gram-negativas, ndo formam de esporos, aerobicas e moveis
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(WANG et.al.,, 2011). Tais caracteristicas de morfologia colonial descritas para a
espécie Rhizobium vallis sdo semelhantes as caracteristicas observadas nas
colénias dos rizébios estudados no presente trabalho.

A analise das sequéncias de nucleotideos do gene de 16S rRNA do rizobio
UFRGS Vs30 quando comparadas com as sequéncias de genes previamente
existentes na base de dados NCBI — BLAST, indicam que o mesmo pertence a
espécie Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, com 99% de identidade com a
sequéncia depositada no GenBank com o numero de acesso INR_113671.1. Esta
espécie é classificada como filo: Proteobacteria, classe: Alphaproteobacteria, ordem:
Rhizobiales, familia: Rhizobiaceae género: Rhizobium, espécie: Rhizobium
leguminosarum. A espécie Rhizobium leguminosarum é subdividida ainda em trés
biovares: phaseoli, trifolii e vicieae (GARRITY 2005). Considerando-se que
Rhizobium leguminosarum bv viceae é simbioticamente eficiente em ervilhaca,
poderia se esperar que 0s rizGbios caracterizados pertencessem a esta biovar
vicieae. Entretanto, isso ndo ocorreu, pois o0s isolados considerados compativeis
elou eficientes para a ervilhaca ndo foram classificados como pertencentes a essa
espécie. Anteriormente ndo havia sido descrito espécies de Rhizobium phaseoli e
Rhizobium vallis com capacidade de nodular ou até mesmo de fixar nitrogénio em
ervilhaca. Diante deste fato ha a necessidade de mais estudos para avaliar estas
interacdes entre a leguminosa ervilhaca e as diferentes espécies de rizobios.

A classificacdo taxonémica do rizébio foi inicialmente baseada em sua
especificidade hospedeira, no entanto, foi demonstrado que estirpes de rizébio de
diversos grupos de homologia sdo capazes de nodular outras leguminosas e que
uma mesma leguminosa atrai geneticamente diferentes simbiontes (CROW et al.,
1981), devido a transferéncia de plasmideos e a possiveis combinacdes de material
genético (YOUNG et al., 2001; BROUGHTON 2003; WILLEMS 2006). Para melhor
entendimento da relacdo entre planta e bactéria, a identificacdo pelo método de
sequenciamento de rizdbios € de grande importancia (CHUEIRE et al.,2003;
STROSCHEIN et al.,2011; TOLEDO et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

Os rizébios testados sdo capazes de solubiliza fosfato tricalcico em meio de
cultura.

Todos os rizébios estudados no presente trabalho sdo capazes de produzir
acido indol-acético em meio de cultura sem e com adicao de triptofano.

Todos os rizébios estudados sédo capazes de nodular ervilhaca.

O rizébio UFRGS Vs30 é eficiente na simbiose com plantas de ervilhaca.

Os rizébios UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30 estimulam a germinacdo das
sementes de arroz da cultivar IRGA 424Rl e os rizébios UFRGS Vs6 e UFRGS Vs16
estimulam a germinacéo das sementes da cultivar de aveia URS Corona.

Existe diferenca na capacidade dos rizébios em promover o crescimento das
cultivares de arroz estudadas.

Os rizobios promovem acumulo de nitrogénio em plantas de arroz.

Em plantas da cultivar de aveia URS Corona, os rizébios UFRGS Vs6,
UFRGS Vs16, UFRGS Vs26 e UFRGS Vs30 aumentam a massa seca da parte
aérea e da raiz.

Os isolados identificados pelo sequenciamento do fragmento do 16S
pertencem ao género Rhizobium.

O Rhizobium vallis foi identificado pela primeira vez em solos do Rio Grande
do Sul.

Rizébios séo capazes de nodular diferentes leguminosas e uma mesma

leguminosa pode atrair geneticamente diferentes simbiontes.
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8 APENDICES

APENDICE I: MEIO LEVEDURA MANITOL SOLIDO (LM) (VINCENT, 1970)

Composicao Concentracéo (gL?)
Manitol 10
K2HPO4 ) 0,5
MgSOa . 7H20 ©) 0,2
NaCl 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 solucéo 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.
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APENDICE II: SOLUCAO NUTRITIVA DE SARRUGE (1975).

Composicao Para 1L (sol. estoque) Para 1 litro de meio
o KH2PO4 1M (136,19) 1mL
Q MgSOs . 1M (246,49) 2mL
& 7H20
5 caCl 1M (111,1g) 5mL
S KCI 1M (74,60) 5mL
3 NH4NO3 1M (80g) 1mL
= Fe EDTA 1M 10mL
" H3BOs3 2,869 1mL
£ ZnClz 0,19 1mL
2 CuSOs . 0,049 1mL
= 5H20 =)
5 NazMoOa . 0,029 1mL
= 4H20

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

e Preparar as solucdes estogue de macro e micronutrientes;
e Juntar os itens, exceto NH4sNOs, que deve ser autoclavado separadamente;
e Autoclavar a 121°C por 15min;

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

SOLUCAO ESTOQUE DE FERRO EDTA

Composicao Para 1L solucdo estoque
Na EDTA (titriplex Il — CioH14N2Na20s . 2H20) 3,729

FeSO4 . 2H20 3,78¢g

Agua destilada 1L

e Dissolver o Na EDTA e 0 FeSO4 . 2H20 em 900 mL de agua;
e Aquecer até 80°C até dissolver totalmente;

e Completar o volume com agua.



