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Autor: Franquiéle Bonilha da Silva
Orientador: Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

A acécia-negra é uma das principais espécies florestais cultivadas no estado do Rio
Grande do Sul. Por isso, a adocéo de tecnologias, como € o caso da inoculacéo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, pode ser uma estratégia eficaz
e sustentavel para producdo de mudas, tanto de origem seminal quanto clonal.
Nesse contexto, foram isoladas bactérias do solo rizosférico de acécia-negra,
diretamente dos plantios, nos municipios de Jaguardo e Cristal/RS. Os isolados
foram avaliados quanto a capacidade de produzir auxinas equivalentes aos acido
indol-acético (AlA), acido aminociclopropano carboxilico (ACC) desaminase e acido
cianidrico (HCN) e caracterizados genotipicamente. Também foram avaliados
guanto a capacidade de tolerar condicGes de estresse como diferentes faixas de
pH, temperaturas, estresse hidrico e salinidade e entdo avaliados quanto a
capacidade de promover a germinacdo de sementes de acacia-negra e capim-
sudao sob condi¢des de estresse. Também foi realizada uma meta-analise, para
avaliar o efeito da coinoculacdo no crescimento de plantas leguminosas a nivel
mundial, a partir de 122 publicacfes, distribuidas em 32 paises. Além disso, 0s
isolados produtores de AIA e ACC desaminase foram avaliados quanto a
capacidade de colonizar o tecido e no enraizamento em microestacas de acacia-
negra, bem como quanto a capacidade de promover o crescimento de mudas
seminais, tanto em inoculacéo, quanto em coinoculacéo com a estirpe SEMIA 6163.
Dos 32 isolados avaliados, 14 foram capazes de produzir AIA em meio de cultura,
sendo os isolados 21N, 33N, 52K, 77J e 81L selecionados quanto aos demais
mecanismos. Os isolados 21N e 33N foram classificados como Bacillus megaterium
e 0s demais como Pseudomonas sp. O isolado 81L foi capaz de promover o
crescimento da radicula de acacia-negra em pH 5 e favorece a germinacédo de
capim-sudéao sob estresse hidrico (-0,15 MPa) e em 35°C. A meta-analise revelou
que a coinoculacdo é mais eficiente que a inoculagéo, independente da leguminosa,
da rizobactéria coinoculada, da condicdo ambiental (presenca de estresse e
condicao biogeoquimica do solo), exceto quando o carbono organico do solo é
maior que 1%. O isolado 52K foi capaz de colonizar o rizoplano de acacia-negra e
foi eficiente no desenvolvimento de microestacas e de mudas seminais em casa de
vegetacdo. Ja na coinoculagdo, o isolado 33N foi 0 organismo que apresentou
sinergia na inoculagdo composta. A inoculagdo de rizobactérias isoladas
diretamente do microbioma rizosférico de acéacia-negra € benéfica, sendo que ha
uma especificidade quanto a condicéo e tipo de cultivo.

(MTese de Doutorado em Ciéncia do Solo — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS. (135p.) —
May, 2022. O presente estudo realizado com o apoio da Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq).
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SELECTION OF BACTERIA FROM THE BLACK ACACIA RHIZOSPHERIC
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Author: Franquiele Bonilha da Silva
Advisor: Enilson Luiz Saccol de S&

ABSTRACT

The black wattle is one of the main forest species cultivated in Rio Grande do Sul
state (BR). Therefore, the adoption of clean technologies, such as the inoculation of
plant growth-promoting bacteria, can be an effective and sustainable strategy for the
seedling’s production, both of seminal and clonal origin. In this context, bacteria were
isolated from the rhizospheric soil of black wattle, directly from the plantations, in
Jaguarao and Cristal, cities of Rio Grande do Sul state. The isolates were evaluated
for their ability to produce auxins equivalent to indole acetic acid (IAA),
aminocyclopropane carboxylic acid (ACC) deaminase, and hydrocyanic acid (HCN)
and genotypically characterized. They were also evaluated for the ability to tolerate
stress conditions such as different pH ranges, temperatures, water stress, and
salinity and then evaluated for the ability to promote the germination of black wattle
and Sudan grass seeds under stress conditions. A meta-analysis was also carried
out to evaluate the effect of co-inoculation on the growth of leguminous plants
worldwide, based on 122 publications, distributed in 32 countries. In addition, AIA
and ACC deaminase-producing isolates were evaluated for their ability to colonize
tissue and root in black wattle micro cuttings, as well as their ability to promote the
growth of seminal seedlings, both in inoculation and co-inoculation. with the strain
SEMIA 6163. Of the 32 isolates evaluated, 14 were able to produce AlA in a culture
medium, and the isolates 21N, 33N, 52K, 77J, and 81L were selected for the other
mechanisms. Isolates 21N and 33N were classified as Bacillus megaterium and the
others as Pseudomonas sp. Isolate 81L was able to promote black wattle rootlet
growth at pH 5 and favored Sudan grass germination under water stress (-0.15 MPa)
and at 35°C. The meta-analysis revealed that co-inoculation is more efficient than
inoculation, regardless of the legume, the co-inoculated rhizobacteria, the
environmental condition (presence of stress and soil biogeochemical condition),
except when soil organic carbon is greater than 1%. The 52K isolate was able to
colonize the black wattle rhizoplane and was efficient in the development of micro
cuttings and seedlings in a greenhouse. In the co-inoculation, the 33N isolate was
the organism that presented synergy in the composite inoculation. The inoculation
of rhizobacteria isolated directly from the rhizospheric microbiome of black wattle is
beneficial, and there is a specificity regarding the condition and cultivation mode.

(MDoctoral Thesis in Soil Science — Soil Science Graduate Program, Agronomy Faculty, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS. (135p.) — May, 2022. This study was sponsored by
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ).
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CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL

A acécia-negra € uma leguminosa arbdOrea originaria da Oceania, que foi
introduzida no Brasil na segunda década do século XX. Atualmente, sua madeira é
utilizada para producéo de energia, celulose e papel, enquanto da casca se extrai 0
tanino, que tem sido utilizado principalmente para tratamento de &agua
(SKORONSKI et al., 2014), como também na indUstria farmacéutica e téxtil (MORA,
2002; OLIVEIRA, 1968).

Por ser uma das principais espécies florestais cultivadas na regido sul do
Brasil (com relevancia comercial apenas no Rio Grande do Sul), a acacia-negra
desempenha um importante papel socioeconémico devido a geracdo de empregos
diretos e indiretos. Além disso, essa espécie é amplamente utilizada em sistemas
agrossilvipastoris, com o plantio de culturas agricolas nos primeiros anos, e
introducdo de gado apo6s o fechamento do dossel.

Nos ultimos anos, tem-se cada vez mais incentivado a adocao de sistemas
de producdo agricola e florestal sustentaveis, priorizando, entre eles, o uso de
tecnologias limpas em qualquer setor. O uso de microrganismos como inoculantes,
por exemplo, tem sido uma das alternativas para a reducdo do uso de insumos
quimicos.

Em sistemas agricolas, o uso de inoculantes em escala comercial ja € uma
realidade. A inoculacdo de estirpes simbidticas capazes de fixar nitrogénio em
leguminosas, dispensa completamente o uso de fertilizantes nitrogenados, como é
0 caso de rizébios em soja. JA& em gramineas, a inoculagdo de bactérias
diazotroficas associativas € usada na promocéao de crescimento pela producéo de

substancias que estimulam o desenvolvimento radicular como também pela fixacao



bioldgica de nitrogénio que pode reduzir em média, 17% da aplicacdo de adubos
nitrogenados (MOREIRA et al., 2010).

A 282 RELARE (Reunido da Rede de Laboratérios para a Recomendacéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola) que aconteceu em junho de 2016, passou a recomendar a coinoculacéao
de rizobios e Azospirillum brasilense para as culturas de soja e feijoeiro, visando um
melhor desenvolvimento do sistema radicular e a antecipacao da infeccao da planta
pelo rizébio (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Em gramineas, estudos de
coinoculacéo de rizébios e bactérias associativas tém mostrado resultados positivos
em plantas como milho (SANTOS et al., 2016), arroz (HAHN et al., 2016; SANTOS
et al., 2019) e trigo (AFZAL; BANO, 2008).

A producéo de mudas de acéacia-negra no Brasil ainda €, na sua maioria, de
origem seminal, pois estudos visando o melhoramento genético de acacia-negra
tiveram inicio apenas na década de 80 (MORA et al., 2001; FOELKEL et al., 2008).
As empresas acacicultoras e viveiros comerciais obtém parte das sementes a partir
de APS (4rea de producdo de sementes) e PSM (pomar de sementes por muda)
(ENGEL, 2017; MORA et al., 2001). Porém, a maior parte da area plantada, ainda
€ proveniente de sementes coletadas em formigueiros, diretamente nos plantios
comerciais, sem qualquer aprimoramento genético, gerando plantios desuniformes
e com diversos problemas fitossanitarios (CHAN et al., 2015; FOELKEL, 2008).

Mais recentemente, a producdo de mudas de acacia-negra de origem clonal
vem sendo vista como uma alternativa para a obtencdo de plantios mais
homogéneos e produtivos, devido a um material genético de melhor qualidade
(ENGEL, 2017). Dentre os métodos de propagacao vegetativa, a propagacao por
estaquia e miniestaquia, sdo 0os mais utilizados na silvicultura. Esse é um dos
grandes desafios da cultura, jA que a taxa de enraizamento € de apenas 30%,
podendo chegar a 50% quando usado AIB (acido indol-butirico) sintético (SALLES,
2014, BEHLING, comunicacéo pessoal, 2016).

Diante disso, o0 uso da inoculacdo de rizobactérias promotoras de
crescimento em viveiros florestais pode favorecer o desenvolvimento de mudas,
através de multiplos mecanismos, como producédo de substancias fitorreguladoras,

disponibilizacdo de nutrientes e supressao de patégenos, como também podem agir



positivamente e de forma sinérgica quando inoculadas em conjunto aos rizébios
simbiontes em leguminosas. Sendo assim, a inoculacdo desses organismos, podem
reduzir a utilizacdo de produtos quimicos na fase de producdo de mudas, ou até
mesmo suprimir a utilizagdo, no caso de fitorreguladores sintéticos, como o AlB.

O presente trabalho apresentou como hipotese que bactérias isoladas a partir
do microbioma radicular de acacia-negra sao capazes de melhorar o
estabelecimento de mudas em viveiro por apresentarem diversos mecanismos de
promocao se crescimento de plantas. O objetivo foi selecionar bactérias do
microbioma radicular de acacia-negra (Acacia mearnsii)) que apresentam
capacidade como promotoras de crescimento vegetal, e avalia-las quanto a
capacidade de influenciar positivamente o desenvolvimento radicular de mudas,

melhorando tanto o estabelecimento de mudas seminais, quanto clonais.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Acacia mearnsii

A espécie Acacia mearnsii De Wild., ou acacia-negra, € nativa do sudeste da
Australia, especialmente na regido costeira, em declives junto aos planaltos da
regido de Sidney, no Estado de Nova Gales do Sul, até o extremo sudeste do Estado
da Austrélia do Sul e em areas de baixa e média altitude do Estado da Tasméania
(HIGA et al., 2009).

Em seu habitat natural, € uma arvore com altura entre 6 e 10 m, podendo
atingir até 15 m. Tem um caule principal, geralmente reto e dominante. Em &rvores
adultas, a casca é geralmente preto-amarronzada, dura e fissurada. A folhagem
adulta & de cor verde-escura, com brotos suavemente amarelos. As folhas séo
bipinadas, com 8 a 21 pares de pinas, cada um com 15 a 70 pares de foliolos que
medem 1,5 a 4,0 mm de comprimento por 0,5 a 0,7 mm de largura (BOLAND, 1984).

A floracdo na Australia ocorre entre outubro e dezembro, principalmente, em
novembro. Os frutos sdo legumes mais ou menos retos, compridos entre as
sementes, medindo entre 5 a 15 cm de comprimento por 4 a 8 mm de largura, e
amadurecem, de 12 a 14 meses apos a floracdo. Cada legume contém entre 1 e 14
sementes de cor negra, ovoide, de 3 a 5 mm de comprimento por 2 a 3,5 mm de
largura, que se caracterizam por apresentar um arilo terminal curto, de cor creme
(BOLAND, 1984).

A madeira apresenta alburno muito claro, cerne marrom-claro, com marcas

avermelhadas, muito dura e resistente. A textura comumente apresenta gra reversa



ou entrelacada, com durabilidade baixa a moderada. A densidade basica € de,
aproximadamente, 800 kg/m?3 (BOLAND et al., 1984).

O género Acacia, se desenvolve bem sob clima arido e semiarido, € comum
em regifes subumidas, pouco frequente em regifes Umidas e raro em florestas
tropicais (BOLAND et al., 1984). Cresce bem em solos moderadamente profundos,
bem drenados e de textura média. Apresenta sistema radicular superficial,
conferindo um bom desenvolvimento em solos rasos, mas torna-se muito suscetivel
a ventos fortes, ocorrendo o seu tombamento (MULLER, 2006).

Por se tratar de uma leguminosa, a acacia-negra € utilizada para restauracao
de areas degradadas pelos beneficios ao solo (incorporando um alto teor de matéria
organica no solo e fixando nitrogénio atmosférico), por apresentar baixo risco de
incéndio (pelo rapido processo de decomposicdo de residuos e nao formacgéo de
manta), e ainda permitir a coexisténcia de varias espécies como gramineas, devido
a boa penetracao de luz através das copas, 0 que favorece o estabelecimento da
fauna silvestre, assim como a sobrevivéncia da biota e microbiota existente no solo
(MULLER, 2006). Estima-se que a fixacdo de nitrogénio de acacia-negra fica em
torno de 200 kg/ha/ano (FRANCO; DOBEREINER, 1994). E uma pioneira de vida
curta, cobre rapidamente o terreno, ndo demonstra ser uma invasora agressiva dos
ambientes naturais no sul do Brasil, ndo rebrota de cepa ou raiz e néo inibe a
sucessdo local. Devido a essas caracteristicas, apresenta perfil ideal para
recuperacdo de ambientes degradados (CARPANEZZI, 1998).

A acécia-negra € cultivada comercialmente no Brasil, somente no estado do
Rio Grande do Sul. Os primeiros plantios comerciais foram realizados em 1928 no
Municipio de Estrela/RS, com sementes provenientes da Africa do Sul, tendo como
objetivo a utilizagdo da casca in natura em curtumes (OLIVEIRA, 1968). A instalacao
de industrias para o processamento de tanino a partir da década de quarenta,
promoveu uma expansao da acacicultura na regido da Encosta da Serra Geral até
0 Vale do Jacui, inicio da Depresséao Central (OLIVEIRA, 1968), chegando a atingir
em 2008 aproximadamente 200 mil hectares de area plantada no estado
(AGEFLOR, 2020). Mora (2002), numa revisdo sobre producdes obtidas em
diversas plantacdes no Rio Grande do Sul, cita produ¢cbes de madeira de 22,8 a
31,4 st/ha/ano e de casca, de 10,5 a 19,0 t/ha.



A acécia-negra é a principal fonte de casca para a inddstria de taninos
vegetais em nivel mundial (MORA, 2002). Da sua casca sao retirados extratos
vegetais ricos em tanantes e fendis, que origina taninos, utilizados no curtimento do
couro; condicionadores de lama, para perfuracdo de pocos de petrdleo; adesivos,
para painéis de madeira e resinas, a base fendlica. Atualmente, o principal uso para
o tanino extraido da casca é como coagulante e floculante, para tratamento de agua
e esgoto (BELTRAN-HEREDIA et al., 2010; SKORONSKI et al., 2014). Além de
gerar um lodo biodegradavel, ndo h4 a necessidade da correcdo posterior de pH
(BELTRAN-HEREDIA et al., 2010).

A madeira é usada na industria de celulose, como madeira aglomerada, e
lenha, na secagem de graos, fumo, padarias e olarias, além do uso doméstico, em
lareiras e fogdes a lenha. E, também, matéria-prima para a producédo de celulose
kraft, com rendimentos, propriedades 6ticas e fisico/mecanicas adequadas (HIGA
et al., 2009; TONIETO; STEIN, 1997).

2 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP)

A rizosfera € a zona do solo que recobre a raiz, especificamente influenciada
pelo sistema radicular (DOBBELAERE et al., 2003). Esta zona € rica em nutrientes,
guando comparada com o solo em geral devido a acumulacéo de uma variedade de
exsudatos liberados pelas plantas, tais como aminoacidos e acucares, fornecendo
uma rica fonte de energia e nutrientes para os microrganismos (GRAY; SMITH,
2005). Por esse motivo, o0 nimero de microrganismos que se encontram ao redor
das raizes de plantas, € geralmente de 10 a 100 vezes mais elevado do que no solo
nao-rizosférico, e composto de uma grande variedade, sendo as bactérias que
colonizam esse habitat chamadas de rizobactérias (SCHROTH; HANCOCK, 1982;
WELLER; THOMASHOW, 1994).

Bactérias associadas a plantas podem ser classificadas em grupos
benéficos, deletérios e neutros, com base em seus efeitos no crescimento das
plantas (DOBBELAERE et al., 2003). Bactérias benéficas de vida livre do solo s&o

geralmente referidas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas



(RPCP) (KLOEPPER et al., 1989), do inglés “plant growth-promoting rhizobacteria”
(PGPR). Independente dos mecanismos de promocao de crescimento vegetal,
RPCPs colonizam a rizosfera, o rizoplano (superficie radicular), ou até mesmo o0s
tecidos radiculares (endofiticas) (GRAY; SMITH, 2005).

Sabe-se que apenas 1 a 2% das bactérias rizosféricas promovem o
crescimento de plantas (ANTOUN; KLOEPPER, 2001). Desde modo, somente pode
se dizer que uma bactéria € uma RPCP, apds seu isolamento a partir do solo,
rizosfera, ou da propria raiz e sua reintroducgédo pela inoculagéo de plantas, seguido
de avaliacdo da sua capacidade de colonizar rizosfera e causar efeito positivo
(KLOEPPER; SCHROTH, 1978).

As RPCP podem induzir o crescimento de plantas de maneira direta ou
indireta. De forma direta, a promocéao do crescimento das plantas pode se dar tanto
pela liberacdo para a planta de compostos que séo sintetizados pela bactéria, como
os fitorménios, quanto por facilitar a absorcdo de certos nutrientes do solo pela
planta. Indiretamente, se da quando a RPCP diminui ou previne os efeitos deletérios
de um ou mais organismos fitopatogénicos, tanto pela producdo de substancias
antagonistas quanto pela inducédo de resisténcia sistémica a patdgenos (GLICK,
2012). As RPCP podem induzir o crescimento e desenvolvimento da planta,
utilizando qualquer um ou mais de um destes mecanismos. Uma RPCP que é usada
como agente de biocontrole, por exemplo, pode agir por meio de varios
mecanismos, independentemente do seu papel na promocéo de crescimento direta,
como pela producdo conhecida do fitormdénio auxina (PATTEN; GLICK, 2002),
diminuicdo dos niveis de etileno da planta (GLICK et al., 2007) ou da fixacdo de
nitrogénio associada as raizes (DOBEREINER, 1992).

As RPCP e suas interacbes com as plantas jA& sao exploradas
comercialmente e sdo uma grande promessa para a agricultura sustentavel
(PODILE; KISHORE, 2006). J4 existem pesquisas que estudam essas associacoes,
com inumeras espécies vegetais. O uso de RPCP como inoculantes para
biofertilizacdo na agricultura € uma opcao atraente para reduzir o uso de fertilizantes
quimicos (BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). Além disso, apresentam grande
adaptacdo a ambientes extremos, como em situacdes de estresse hidrico
(ARZANESH et al., 2011; RAVANBAKHSH et al., 2017), estresse salino (MAYAK et



al., 2004, SAFARI et al., 2018), altas temperaturas, ambiente aridos (MOTA et al.,
2008) e ambientes contaminados (DELL’AMICO et al., 2008), o que indica que eles
podem contribuir positivamente para a agricultura em areas com baixo potencial

agricola.

2.1 Solubilizacéo de fosfato

O fésforo (P) € um nutriente essencial para o metabolismo de plantas e
apresenta baixa disponibilidade em muitos solos agricolas. Hoje, muitos solos
agricolas tém um teor total de P elevado devido a aplicacdo de fertilizantes durante
longos periodos. Por outro lado, a maior parte deste fosforo se encontra em forma
mineral insollvel, que é lentamente disponibilizada para as plantas (RICHARDSON;
SIMPSON, 2011).

As formas insoluveis de P, tais como fosfato tricalcico (CasPOa)2, o fosfato de
aluminio (AlsPOa), fosfato de ferro (FesPOas), podem ser convertidos em P sollavel
por organismos solubilizadores que habitam diferentes ecossistemas do solo
(SHARMA et al., 2013; SONG et al., 2008). Entre as comunidades bacterianas do
solo, estirpes ectorizosféricas como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia
sp. e simbiontes como riz6bios tém sido descritos como solubilizadores de fosfato
eficazes (IGUAL et al., 2001; SONG et al., 2008).

A capacidade das bactérias da rizosfera de solubilizar fosfatos insolluveis é
atribuida a mecanismos primarios como a excrecdo de ions H+, a producdo de
acidos organicos e a biossintese de fosfatases acidas (ARCAND; SCHNEIDER,
2006; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Dentre os acidos organicos produzidos
pode-se citar acetato, lactato, malato, oxalato, succinato, citrato, gluconato, os quais
formam complexos com o ferro ou aluminio presentes nos fosfatos de ferro e
aluminio, tornando assim, o fosfato presente no solo disponivel para as plantas
(GYANESHWAR et al.,, 2002). Estes microrganismos tém a capacidade de se
desenvolver em meios com fosfato tricalcico ou materiais insoluveis semelhantes

como a Unica fonte de fosfato e ndo sé assimilam o elemento, mas também



solubilizam quantidades além das suas exigéncias nutricionais, tornando o
excedente disponivel para as plantas (CHEN et al., 2006).

Inimeros estudos jA demonstraram o efeito da inoculagdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato em plantas. Afzal e Bano (2008) inocularam uma estirpe
de rizébio, associada com uma estirpe bacteriana solubilizadora de fosfato, em
cultivo de trigo em um solo arenoso deficiente em fésforo, e verificaram um aumento
na absorcao de fésforo, sendo 30 a 40% maior quando comparado ao tratamento
que recebeu somente a aplicacao de fertilizantes. Além disso, houve um aumento
significativo no peso seco da raiz, na altura das plantas, no comprimento das

espigas, no rendimento de grados e no teor de acucar e proteina foliar.

2.2 Producéao de substancias fitorreguladoras

A producéo de fitorménios por rizobactérias promotoras de crescimento é
considerada um dos mecanismos mais importantes na promogao de crescimento
das plantas (SPAEPEN et al., 2007). Fitormdnios s&o compostos organicos que, em
concentracfes extremamente baixas influenciam o0s processos bioguimicos,
fisiologicos e morfolégicos em plantas, e a sua sintese é finamente regulada
(FUENTES-RAMIREZ; CABALLERO-MELLADO, 2006). Em termos gerais, com
base em suas estruturas quimicas e seus efeitos sobre as plantas, essas
substancias reguladoras de crescimento tém sido divididas em cinco grandes
grupos: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e um grupo chamado de inibidores,
que inclui o acido abscisico (ABA), compostos fendlicos e alcaléides (FERGUSON;
LESSENGER, 2006).

A producéo de auxinas apresenta um papel muito importante na interagao
planta/microrganismo, sendo o &cido indol-acético (AlA), o mais importante das
auxinas. O AIA é o principal responsavel pela divisdo e expansao de células,
diferenciacdo de tecidos de plantas e estimulo a rizogénese. A capacidade de
sintetizar AIA tem sido detectada em muitas rizobactérias de vida livre, bactérias
simbidticas, bem como em espécies bacterianas patogénicas (COSTACURTA,;
VANDERLEYDEN, 1995; TSAVKELOVA et al., 2006).
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Atualmente, a capacidade de sintetizar auxinas € o0 mecanismo mais bem
estudado em rizobactérias (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007;
TSAVKELOVA et al., 2006). A grande maioria das rizobactérias sintetiza AlA a partir
do precursor triptofano, devido a excrecdo de triptofano pela raiz no ambiente
rizosférico, porém, o AIA pode também ser sintetizado através de vias
independentes do triptofano, embora em quantidades inferiores (KRAVCHENKO et
al., 2004; SPAEPEN et al., 2007). A sintese de AlA por microrganismos € realizada
por uma dessas trés vias: a primeira é a via acido indol-3-pirtvico e aldeido indol-3-
acético, que € o que ocorre na maioria das bactérias, como espécies saprofitas do
género Agrobacterium e Pseudomonas e algumas estirpes pertencentes aos
géneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Azospirillum, Klebsiella e Enterobacter, a
segunda € a converséo do triptofano em aldeido indol-3-acético, que pode envolver
uma via alternativa em que se forma triptamina, que ocorre em Pseudomonas e
Azospirillum, e a terceira € através da biossintese indol-3-acetamida, que é a rota
realizada por bactérias fitopatogénicas (KHAN et al., 2014).

O AIA produzido por rizobactérias como os rizébios pode induzir a formacéo
de raizes e, consequentemente, um incremento em volume e peso seco e area da
superficial de raizes quando inoculados em nao-leguminosas (DAZZO; YANNI,
2006). A inoculagdo com bactérias produtoras de auxina podem também resultar no
aumento da formacao de raizes adventicias (RAMOS-SOLANO et al., 2010).

Estirpes produtoras de AlA sdo amplamente utilizadas em cultivos agricolas,
como promotoras de crescimento de plantas. Em um estudo com as estirpes
Azospirillum brasilense Az39 e Bradyrhizobium japonicum E109, verificou-se que
estas sdo capazes de excretar AIA em meio de cultura, a uma concentracéo
suficiente para produzir as alteracdes morfoldgicas e fisiologicas em tecidos jovens
de sementes de milho (Zea mays) e soja (Glycine max), sendo responsaveis pelo
crescimento precoce das plantulas (CASSAN et al., 2009).

Um consorcio utilizando duas estirpes, Burkholderia sp. MSSP e
Sinorhizobium meliloti PP3 conhecidas como produtoras de AlA, quando inoculadas
em guandu (Cajanus cajan) mostraram um aumento excepcional no crescimento de
mudas (PANDEY; MAHESHWARI, 2007).
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Assim como as auxinas, as citocininas influenciam na divisdo celular e
crescimento celular, como também afetam a dorméncia das sementes, floracéo,
frutificacdo e senescéncia da planta (FERGUSON; LESSENGER, 2006). A
producéo de citocininas por rizobactérias promotoras de crescimento €, no entanto,
menos expressiva em comparacdo com a producdo de auxinas (BOIERO et al.,
2007). Métodos utilizados para a deteccéo de citocinina ainda estdo em estudo e,
portanto, resultados sobre a sintese de citocinina por rizobactérias em geral, séo
escassos.

A giberelina € outro regulador de crescimento que afeta a germinacdo de
sementes (MIRANSARI; SMITH, 2009), estimula o crescimento (GOU et al., 2011)
e retarda o envelhecimento de plantas (FERGUSON; LESSENGER, 2006).

O etileno é responsével pela inibicdo do alongamento de raizes, senescéncia
e abscisdo de varios orgaos e a maturacao de frutos. Rizobactérias que produzem
a enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase podem promover o
crescimento de plantas, ja que reduzem a producado de etileno através da sintese
de seu precursor (ACC), sendo uma caracteristica de interesse em bactérias

utilizadas como promotoras de crescimento (GLICK et al., 2007).

2.3 Producdo de acido amino ciclopropano carboxilico desaminase (ACC

desaminase)

O horménio etileno, encontrado em todas as plantas superiores, € um
metabolito essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (KHALID et
al., 2006). E produzido endogenamente na planta, sendo sua producéo ativada por
diferentes processos bibticos e abibticos e é importante na inducdo de multiplas
alteracdes fisiolégicas (AHEMAD; KRIBET, 2014). Muitos aspectos do crescimento
de tecidos vegetais, como raizes, caules, folhas, flores e frutos, bem como todos os
estagios do desenvolvimento da planta sdo afetados pelo etileno (GLICK, 2014).
Varios outros processos vegetais envolvem o etileno, incluindo a nodulagédo de
rizobios em leguminosas (KHALID et al.,, 2017; NASCIMENTO et al.,, 2018),
enraizamento de estacas (Li et al., 2005; MONTERO-CALASANZ et al., 2013), bem
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como a interag&o planta-micorriza (GAMALERO et al., 2008; KHATABI; SCHAFER,
2012).

Além disso, € conhecido como o “horménio do stress”, pois sob condi¢des
como presenca de metais, produtos quimicos organicos e inorganicos,
temperaturas extremas, muita ou pouca agua, alto indice de radiacdo ultravioleta,
danos causados por inseto e nematdéides, doencas (causadas por fungos, virus e
bactérias) e ferimentos mecénicos, o nivel endégeno de etileno é significativamente
aumentado, 0 que afeta negativamente o desenvolvimento geral da planta (GLICK,
2014; GUPTA; PANDEY, 2019).

Algumas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas apresentam a
capacidade de produzir a enzima ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico)
desaminase (GLICK, 2014). A enzima ACC desaminase é responsavel pela
degradagao do ACC, tendo como produtos amdnia e a-cetobutirato (GAMALERO;
GLICK, 2015; RAGHUWANSHI; PRASAD, 2018). O ACC é precursor imediato do
etileno, sendo assim, ha uma modulagéo nos niveis de etileno na planta. Portanto,
a RPCP que produz ACC-desaminase tem o potencial de conter a producéo
excessiva de etileno induzido por situacfes de stress e seu efeito adverso associado
as plantas (GUPTA; PANDEY, 2019). Diversos trabalhos relatam o efeito da
inoculacao de rizobactérias produtoras de ACC desaminase em plantas, como uma
maior resisténcia a patogenos (GHOSH et al., 2018), stress hidrico
(RAVANBAKHSH et al., 2017), salinidade (POURBABAEE et al., 2016; SAFARI et
al., 2018), também o incremento em raiz e parte aérea das plantas, bem como,
maior absor¢do de nutrientes (SHAHAROONA et al., 2008). Em leguminosas,
quando coinoculadas com rizObios, sdo capazes de antecipar a nodulacdo
(CEDENO-GARCIA et al., 2018), modificar a arquitetura radicular, aumentar
biomassa e altura de plantas e também o nimero de ndédulos (SHAHZAD et al.,
2010).

2.4 Producéao de acido cianidrico (HCN)

Algumas rizobactérias sao capazes de produzir HCN (sigla para “hydrogen

cyanide”, em portugués, acido cianidrico), que € um metabdlito secundario volatil,
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considerado toxico ao ambiente de uma forma geral (REZZONICO et al., 2006). E
formado a partir do seu precursor, a glicina (Que € comumente encontrado em
exsudatos radiculares), através da enzima HCN sintetase, que est4 associada a
membrana plasmatica das rizobactérias produtoras de HCN (BLUMER; HAAS,
2000). Sua toxidez se da através da inibicao do citocromo C oxidase, 0 componente
final da cadeia respiratoria aerdbica, além de outras metaloenzimas essenciais
(KNOWLES, 1976; SOLOMONSON, 1981).

Devido ao seu efeito téxico, desempenha um importante papel na supressédo
de patdgenos de uma forma sinérgica com outros mecanismos, como a producao
de antibidticos, sideréforos e enzimas degradadoras de parede celular
(OLANREWAJU et al., 2017; RAMETTE et al., 2006; SIDDIQUI et al., 2006).

Estudos demonstram o efeito do HCN produzido por rizobactérias, no
controle de doencas como o0 né da raiz em tomateiro, causada pelo nematoide
Meloidogyne javanica e também da podriddo negra da raiz, em plantas de tabaco,
causada pelo nemoatdide Thielaviopsis basicota (SIDDIQUI et al., 2006; VOISARD
et al.,, 1989). Abd EI-Rahman et al. (2019) avaliaram o efeito de rizobactérias
produtoras de HCN sobre a ocorréncia isolada e conjunta de Agrobacterium
tumefaciens e Meloidogyne incognita em plantas de tomateiro e os resultados
mostraram que houve controle tanto na ocorréncia de apenas uma das
enfermidades, quando na ocorréncia concomitante delas. Também no controle de
Odontotermes obesus, um cupim subterraneo que é uma praga presente em
diversas culturas agricolas e florestais na india (DEVI et al., 2007; KUMAR et al.,
2015).

Na supresséo de fungos patogénicos, alguns trabalhos mostram que 0 uso
de pseudomonas fluorescentes produtoras de HCN, apresentaram um papel de
definitivo no controle das doencas (BLUMER; HAAS, 2000; LAVILLE et al., 1998;
MICHELSEN; STOUGAARD, 2012). No entanto, alguns resultados se mostraram
contraditorios. (NAGARAJKUMAR et al., 2004; PAL et al., 2000; REZZONICO et al.,
2006). Porém, tais discrepancias provavelmente sejam resultado de diferentes
parametros experimentais utilizados (NANDI et al., 2017).

Héa também diversos relatos que indicam que o HCN é também prejudicial ao
desenvolvimento de plantas (SIDDIQUI et al., 2006). Bakker e Schippers (1987)
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verificaram que o HCN produzido por rizobactérias causaram a inibicdo do
metabolismo energético em células da raiz de plantas de batata, assim como foi
observada a reducdo no crescimento radicular de alface (ALSTROM; BURNS,
1989). Em um trabalho com Arabidopsis thalilana, o0 HCN produzido por bactérias
do género Pseudomonas inibiu o crescimento primario das raizes devido a
supressdo de um gene responsivo a auxina (RUDRAPPA et al., 2008). Porém,
alguns trabalhos mostram que ndo h& efeito negativo direto nas plantas
hospedeiras, quando ha inoculagdo da rizobactéria especifica (simbibtica e/ou
endofitica) da planta, podendo atuar diretamente no controle de plantas daninhas
em culturas agricolas (ZELLER et al., 2007).

2.5 Producéo de sideréforos

Os sideroforos sdo compostos de baixo peso molecular que séo produzidos
e utilizados por bactérias e fungos como agentes quelantes de ferro (Fe). Estes
compostos sdo produzidos por varios tipos de bactérias, em resposta a deficiéncia
de ferro que ocorre normalmente em solos de pH neutro a alcalino, devido a baixa
solubilidade do ferro em pH elevado (SHARMA; JOHRI, 2003). Muitos processos
celulares sdo dependentes de ferro, tais como o transporte de elétrons, a reducdo
de oxigénio durante a sintese do ATP, a fotossintese e a sintese de aminoacidos
(RATLEDGE; DOVER, 2000).

Uma série de fatores ambientais modulam a sintese de sideroforos, incluindo
o pH, o teor e a forma de ions de ferro disponiveis, a presenca de outros
oligoelementos, e fontes adequadas de carbono, nitrogénio e fésforo (DUFFY;
DEFAGO, 1999). O crescimento bacteriano assim como a produc&o de sideréforos
é estimulada na presenca de sulfato de amoénio [(NH4)2SO4] e determinados
aminoacidos, no entanto, uma maior producdo de sideroforos € observada na
presenca de uréia (SAYYED et al., 2005).

A producéo de siderdéforos por rizobactérias promotoras de crescimento pode
evitar a proliferacdo de microorganismos patogénicos na rizosfera, devido a
capacidade de sequestrar o ferro na forma Fe3*, tornando-o indisponivel para esses
microrganismos (SIDDIQUI et al., 2006).
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3 Uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas em espécies

florestais

Apesar dos estudos com RPCPs terem avancado muito nos ultimos anos em
sistemas agricolas, as pesquisas voltadas para espécies florestais ainda precisam
de estudos mais aprofundados (TEIXEIRA et al., 2007). Em espécies florestais, 0
objetivo ndo € o aumento na producdo de madeira, ja que o tempo de rotacdo e
bastante longo, mas sim proporcionar a planta uma maior taxa de sobrevivéncia,
conferindo maior robustez para a muda, melhor desenvolvimento do sistema
radicular e a protecdo contra patégenos (MAFIA et al., 2007).

Teixeira et al. (2007) utilizando isolados provenientes de mudas clonais e
eucalipto, verificaram um aumento de até 110% no enraizamento de mudas e 250%
no crescimento. A maioria desses isolados pertencia aos géneros Bacillus e
Pseudomonas. A partir desse estudo e outros conduzidos pelo mesmo grupo de
pesquisa, uma parceria entre UFV e a Bio Soja Industrias Quimicas e Bioldgicas,
desenvolveu duas formulacdes (solida e liquida) para veicular isolados de
rizobactérias benéficas para a producédo de mudas clonais e eucalipto, denominado
Rizolyptus®, composto por Bacillus subtilis, criado para viabilizar o emprego desse
inoculante em larga escala (ZARPELON, 2007).

O Bacsol® também é um biofertilizante que ja é utilizado comercialmente.
Trata-se de um composto que contém uma gama de bactérias, além de outros
microorganismos classificados como rizosféricos, decompositores, nitrogenadores
e parasitas. Esses microorganismos entram em intensa multiplicacdo em contato
com a umidade do solo. O produto possui propriedades de tornar disponiveis 0s
nutrientes no solo, além de propiciar defesa contra nematoides, pragas e doencas
no solo (HOPPE et al., 2004a). Entre os microrganismos presentes no composto,
estdo os géneros Bacillus, Pseudomonas, Nitrosomonas e Nitrobacter (MONTEIRO
et al., 2017).

Hoppe et al., (2004a), em um estudo com mudas de Acacia mearnsii em

viveiro, onde se aplicou o produto Bacsol em sementes, obteve um incremento em
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altura de quase 100% em relacdo ao tratamento sem aplicacdo do produto. Em
estudo semelhante, em mudas de Pinus eliotti, 0 incremento foi superior a 40%
(HOPPE et al, 2004b). Monteiro et al. (2017), testaram o produto no
desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii, e observaram um incremento
em altura maior que 70% em relacéo ao tratamento controle, e em massa seca da

parte aérea o incremento foi de quase 180%.



CAPITULO Ill - Estudo 1: Isolamento, caracterizacio e selecéo de
bactérias do microbioma radicular de Acacia mearnsii quanto aos

mecanismos de promoc¢ao de crescimento de plantas

1 INTRODUCAO

O solo é um dos ambientes com maior riqueza e diversidade de
microrganismos que existe, principalmente nas regides proximas as raizes, o que
se deve a exsudacdo de fotoassimilados que sdo prontamente utilizados no
metabolismo microbiano (BAIS et al., 2006). Essa regido é definida como rizosfera,
que é a zona de solo que sofre influéncia das raizes (HARTMANN; ROTHBALLER;
SCHMID, 2008; HILTNER, 1904). Devido a complexidade, a rizosfera ndo apresenta
um tamanho mensuravel, mas sim um gradiente quimico, fisico e biolégico, que
muda radialmente e longitudinalmente ao redor da raiz (MCNEAR, 2013). Nesse
ambiente, as plantas tém a capacidade de moldar a comunidade microbiana
associada as raizes através dos rizodepadsitos (TIAN et al., 2020). Por esse motivo,
€ nessa regido que se encontram a maioria dos organismos associativos, que sao
benéficos as plantas, como as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP).

As RPCP sado bactérias habitantes do ambiente rizosférico, sejam elas
endofiticas (habitam internamente o tecido das plantas nos espacos intercelulares),
simbiontes (capazes de formar estruturas especificas, como os rizobios) ou de vida
livre, que sdo capazes de interagir de forma benéfica com a planta (KHAN, 2005;
OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017). Através dessa interacdo, expressam
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multiplos mecanismos de promocdo de crescimento, como aumento da
disponibilidade de nutrientes (EMAMI et al., 2020; ETESAMI; EMAMI; ALIKHANI,
2017; SANTOS et al.,, 2020; SILVA et al.,, 2020), a regulacdo de substancias
fitorreguladoras (GLICK, 2014; HAYAT et al., 2010; PACO et al., 2020), o
biocontrole de doencas e pragas pela producdo de metabdlitos e inducdo de
resisténcia sistémica (FERREIRA et al., 2020; OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA,
2017) e producédo de exopolissacarideos e outras substancias (ASHRY et al., 2021;
MORCILLO; MANZANERA, 2021; NASEEM; BANO, 2014).

Um dos pontos criticos para a utilizacdo bem-sucedida de inoculantes
microbianos, € a capacidade desses microrganismos de sobreviver, competir com
a microbiota nativa e colonizar a rizosfera da planta (NIU et al., 2018). Por esse
motivo, organismos tolerantes a condigbes ambientais extremas, como estresse
hidrico, temperaturas altas ou baixas, salinidade, diferentes faixas de pH do solo e
presenca de metais pesados, apresentam vantagens sobre os outros (GETAHUN
et al., 2020). Além de suportar ambientes extremos, a funcdo das PGPR nesse
contexto € de aumentar a tolerancia ao estresse e por consequéncia, promover o
crescimento de plantas através da expressdo dos multiplos mecanismos de
promocdo de crescimento, independente do estresse ao que a planta estiver
submetida (CHANDRA et al., 2019a; RHO et al., 2018; RUBIN; VAN GROENIGEN;
HUNGATE, 2017).

Embora a pesquisa mundial demonstre através de dados robustos que a
utilizacao de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas € uma estratégia
eficaz em cultivos agricolas, ainda ha uma lacuna quando se fala do seu uso na
silvicultura (MONTEIRO et al., 2019). Estudos em FBN, promoc¢ao de crescimento
de plantas por bactérias e fungos micorrizicos, assim como o controle bioldgico de
doencas e pragas em cultivos florestais ainda sdo pouco explorados, e seus
beneficios sdo subestimados (MONTEIRO et al., 2019; WINAGRASKI et al., 2019).
Diante disso, o0 presente estudo tem como hipotese central que bactérias do
microbioma rizosférico apresentam mecanismos de promocdo de crescimento
vegetal e sdo capazes de expressar seu potencial em diferentes condi¢cdes de

estresse abiobtico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento dos microrganismos

Amostras de solo da regido rizosférica de Acacia mearnsii foram coletadas
em duas areas de plantio da Empresa Tanac SA, localizadas nas cidades de Cristal
e Jaguardo, na regido sul do estado do Rio Grande do Sul (Apéndice 1). As &reas
de estudo encontravam-se com plantio estabelecido ha dois anos, € consistiam em
testes clonais de A. mearnsii. Antes da instalacdo do experimento, a area de
Jaguardo era composta de campo nativo. Ja na area de Cristal, a area foi convertida
de campo nativo, onde houve oito ciclos de plantio de A. mearnsii e no ano anterior
a instalagdo do experimento, foi cultivado soja. As raizes foram coletadas com o
solo aderido, em uma profundidade de até 20 cm. O solo da area de Jaguaréo é
classificado como Neossolo Regolitico Distrofico e o de Cristal, Litossolo Brunizém
(WINAGRASKI, 2018).

Para o isolamento bacteriano, amostras de 10 g de solo rizosférico foram
colocadas em frascos de Erlenmeyer com 90 mL de solucéo salina (NaCl, 0,85%)
esterilizada e agitados por 30 minutos. Apds esse periodo, foram feitas diluicdes
decimais seriadas até a diluicdo 10'°, e entdo foram retiradas aliquotas de 100 pL
de cada diluicdo que foram espalhadas em placas de petri com diferentes meios de
cultura com o auxilio de uma alca de Drigalski.

Foram utilizados cinco meios de cultura, visando o isolamento de bactérias
de diversos géneros. Os meios utilizados foram: meio King B (KING et al., 1954),
para isolamento de bactérias do género Pseudomonas; meio NFb para isolamento
de bactérias do género Azospirillum; meio JNFb, para isolamento de bactérias do
género Herbaspirilum (DOBEREINER et al., 1995); meio JMV (BALDANI;
BALDANI; DOBEREINER, 1996), para isolamento de bactérias do género
Burkholderia.

Todas as placas foram incubadas a 28°C por sete dias, sendo observadas
diariamente quanto as caracteristicas de crescimento das colbnias. Visando a

viabilidade de execucdo do trabalho, todos os isolados foram submetidos a
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crescimento em meio de cultura LM, sendo apenas 0s com crescimento persistente
em LM, utilizados nas préximas etapas. Coloénias com caracteristicas diversas,
quanto a cor, tamanho e tempo de crescimento foram purificadas por inoculacdes
sucessivas em placas com meio LM. Apds a obtencéo de col6nias homogéneas e
com caracteristicas persistentes, o0s isolados foram transferidos para tubos
contendo meio LM inclinado, incubados por 4 a 7 dias a 28°C e armazenados sob

refrigeracao.

2.2 Quantificacdo da producéo de auxinas equivalentes ao Acido Indol-acético
(AIA)

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de produzir &cido indol-
acético em meio de cultura sem e com adicdo de triptofano, conforme metodologia
descrita por Asghar et al., 2002, adaptada (SILVA et al., 2020).

Para isso, cada um dos isolados foi inoculado em frascos de Erlenmeyer de
200 mL, contendo 80 mL de caldo LM com adicédo de 50 mg.L! de triptofano. Os
isolados foram incubados sob temperatura de 28°C e agitacado de 120 rpm por 72
horas.

Apos o periodo de incubacéo, 2 mL do caldo foram transferidos para tubos
de micro centrifuga, do tipo eppendorf e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos.
Foi retirada uma aliquota de 1,5 mL do sobrenadante de cada um dos isolados, a
qual foi adicionado 1 mL de solugéo de Salkowski (20 g.L* de FeClz.6H20 e 421
mL.Lt de HCIO4 35%) e entdo manteve-se protegida da luz por 30 minutos, tempo
necessario para que ocorra a reacao de oxidacao.

Os isolados que apresentaram mudanca na coloragdo do meio pararosa, sdo
considerados produtores de AlA.

Os isolados bacterianos que apresentaram capacidade de produzir AIA foram
entdo submetidos a uma avaliagdo quantitativa em meio de cultura, com ou sem
adicdo de triptofano. Para isso, os isolados foram submetidos aos mesmos

procedimentos ja citados. Porém, apdés serem mantidos protegidos da
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luminosidade, foi realizada a quantificacdo de AlA, utilizando-se espectrofotdmetro
Biospectro (modelo SP220), sob um comprimento de onda de 530 nm.

A concentragéo de AlA das amostras foi calculada comparando-se as leituras
com uma curva padrdo que foi calculada com concentragdes conhecidas de AlIA
sintético (0,5, 3, 9, 13, 17 e 25 pL mL™?). Os dados obtidos foram submetidos a

analise de variancia e teste de comparacao de médias (Tukey, 5%).

2.3 Producdo de &cido cianidrico

Para a avaliagdo quanto a producado de HCN (sigla para o termo “hydrogen
cyanide” em inglés, ou acido cianidrico), os isolados foram inoculados em meio King
B suplementado com 0,4% (p/v) de glicina. Um disco de papel filtro Whatman, de
formato circular, com as mesmas dimensdes da tampa de uma placa de Petri foi
saturado com solucdo de acido picrico alcalino (Na2COs a 2% em &cido picrico a
0,5%) e entdo colocado nas tampas das placas de Petri inoculadas com os isolados.
O crescimento dos isolados foi monitorado por 72 horas, onde se observou a
capacidade de produzir HCN. Por se tratar de um géas, a reacdo causa a mudanca
na coloracao do papel filtro de amarela para marrom avermelhada, indicando que
ha a producéo de HCN pelo isolado (MILLAR; HIGGINS, 1970).

2.4 Producao da enzima ACC Desaminase

Para estimativa da producdo de aminociclopropano carboxilato (ACC)
desaminase foi utilizado o método descrito por Gupta e Pandey (2019), onde a
capacidade de crescimento dos isolados, em presenca de ACC como Unica fonte
de nitrogénio foi verificada em placas.

Para isso, foi utilizado um meio minimo, com adi¢éo de 1-aminociclopropano-
1-carboxilato (ACC) como unica fonte de N (GLICK, 1995), com a seguinte
composicdo: 4 g de KH2PO4, 10 mg de HsBO4, 6 g de Na2HPO4, 10 mg de
MnS04.7H20, 0,2 g de MgS04.7H20, 70 mg de ZnSO4, 1 mg de FeS0O4.7H20, 50
mg de CuSOa, 2 g de glicose, 10 mg de MoOgs, 2 g de acido glucénico, 2 g de &cido
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citrico, 3 mM de ACC, 15 g de agar e 1 L de agua destilada. Foram feitas quatro
repeticdes para cada isolado. As placas foram incubadas por 72 horas a 28°C e os
iIsolados que cresceram, reinoculados em novas placas com o mesmo meio de
cultura e incubadas novamente, sendo considerados produtores de ACC
desaminase, todos os isolados que foram capazes de crescer no meio de cultura ao

final do periodo.

2.5 Avaliagdo da capacidade dos isolados em tolerar diferentes temperaturas,

faixas de pH, salinidade e déficit hidrico

Os isolados que apresentaram caracteristicas de interesse como promotores
de crescimento de plantas foram testados quanto a capacidade de crescer em
condicdes de estresse, como diferentes temperaturas, pH, niveis de salinidade e de
déficit hidrico em meio de cultura.

2.5.1 Tolerancia a diferentes temperaturas

Para avaliar a capacidade de crescer em diferentes temperaturas, o0s
isolados foram submetidos a crescimento em caldo LM para a avaliagdo quanto a
capacidade de crescer na temperatura considerada controle de 28°C e a cada 4°C

tanto para mais quanto para menos.

2.5.2 Tolerancia a diferentes faixas de pH

Para avaliar a tolerancia a diferentes faixas de pH, foram submetidos a
crescimento a cada 0,5, a partir do pH considerado controle (6,5), tanto para mais,
guanto para menos. O caldo LM foi utilizado para crescimento dos isolados e para

ajuste de pH a faixa desejada, foi utilizado NaOH e HCI, ambos 1M.

2.5.3 Tolerancia a salinidade
Para tolerancia a salinidade, foi adicionado NaCl ao caldo LM em intervalos

de 0,1M. O caldo sem adicao de NaCl foi considerado o tratamento controle.
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2.5.4 Tolerancia a déficit hidrico

Para a tolerancia a déficit hidrico, foi adicionado ao caldo LM, concentracdes
conhecidas de PEG6000, para que obtivesse as condi¢cdes de potencial hidrico de
-0,15, -0,49, -0,73 e -1,2 MPa (ASHRY et al., 2021; KAUFMANN; MICHEL, 1973).

O caldo sem adicdo de PEG6000 foi utilizado como tratamento controle.

2.6 Efeito dainoculacdo sobre agerminacédo de ac4cia-negra (Acacia mearnsii)
e capim-sudao (Sorghum sudanense) em diferentes temperaturas, faixas de

pH, salinidade e déficit hidrico

Para avaliacdo do efeito da inoculacdo dos isolados sob a germinacéo de
acacia-negra e capim-sudao em condicfes de estresse, foram realizados testes de
germinacao em placas de petri.

O inoculo foi preparado em frascos de vidro, contendo 15 mL meio de cultura
LM liquido, incubados por 72 horas em incubador orbital, a 28°C e 120 rpm.

As sementes de acacia-negra foram gentiimente cedidas pelo viveiro da
empresa Tanac SA, sendo que ja haviam passado pelo processo de quebra de
dorméncia (imersdo em agua a 80°C, por uma hora). As sementes de capim-sudao
foram doadas pelo IRGA (Instituto Riograndense do Arroz). Ambas foram
desinfestadas (30 segundos em alcool 70%, 2 minutos em hipoclorito de sodio 2%
e cinto lavagens sucessivas em agua destilada estéril) e colocadas em placas de
petri com papel filtro previamente esterilizadas. Foram realizadas trés repeti¢coes
com 20 sementes por repeticdo (considerando cada placa, uma das repeticoes).
Cada placa recebeu 3 mL de agua destilada esterilizada, e foi inoculado 1 mL do
inéculo, com concentracdo média de 8,9.10° UFC.mL™2. Além disso, foi conduzido
um tratamento controle com adi¢do de 1 mL de meio de cultura LM esterilizado.

Para avaliacdo da germinacdo, foram utilizados como parametros o
percentual de germinagao, a velocidade de germinacdo acumulada (VGA) e o

comprimento da radicula. A VGA foi calculada da seguinte maneira:

VGA = N1/1 + N2/2 + N3/3 + ... Nn/n
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Onde N1, N2, N3 e Nn séo os numeros acumulados de sementes germinadas
ao longo dos dias 1, 2, 3 e n dias (CHIAPUSIO et al., 1997).

Todos os resultados foram submetidos a avaliacdo de homoscedasticidade
e normalidade, pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando
atendido os pressupostos, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de média de Tukey (5%) em uma analise bifatorial, onde o fator 1
€ a inoculagdo (21N, 33N, 52K, 77J, 81L e controle) e o fator 2 o estresse abibtico
(dois niveis de estresse e o controle, para cada um dos quatro tipos de estresse).

Sendo o modelo estatistico descrito abaixo:

Yik = 1 + Ai + Bj + ABjj + ek

Onde: p = média geral do experimento; A = Inoculacédo (i=1, 2, 3, 4, 5, 6); B =

Estresse abidtico (j = 1, 2, 3); repeticbes (k = 1, 2, 3) e, e = erro experimental.

2.7 Caracterizacao genotipica

Os isolados bacterianos que apresentaram caracteristicas de interesse foram
destinados a caracterizacdo genotipica. Para isso, o DNA foi extraido utilizando-se
o Kit Wizard® (Promega Corporation), conforme instru¢cdes do fabricante. Apés
extracdo, o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop ThermoScientific
modelo 2000) com a determinacdo da absorbancia a A260 nm e A280 nm. A
concentracdo do DNA foi ajustada no intervalo 0-50 ng/pL utilizando-se agua
ultrapura.

A regido que codifica a porcdo 16S rRNA dos isolados 21N e 33N foi
amplificada com o kit para PCR (sigla para “Polymerase Chain Reaction”, em
portugués Reacdo da Cadeia Polimerase) GoTag® Master Mix (Promega
Corporation), usando-se os oligonucleotideos 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG)
e 1492R (GCYTACCTTGTTACGACTT) (STROSCHEIN et al., 2011). Durante a

reacao, os ciclos empregados foram: um ciclo inicial a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos
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gue intercalam desnaturacao a 94°C por 15 segundos, 30 segundos de anelamento
a 55°C, e extensao a 68°C por 1 minuto e um ciclo de extenséo final a 68°C por 8
minutos. Para os isolados 52K, 77J e 81L, foi amplificada a regido gyrB
(YAMAMOTO; HARAYAMA, 1995). Foram usados os iniciadores gyrB1 e gyrB2R.
O mix de PCR continha 2,0 uL de DNA gendmico, 0,60 uL de cada iniciador (1 uM),
4,30 uL de agua ultrapura estéril, 7,50 yL de GoTag® Colorless Master Mix. O
programa de amplificagéo consistiu em 94 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos
de 94 °C por 30 segundos, 59 °C por 45 segundos e 72 °C por 45 segundos, com
extensao final de 72 °C por 7 minutos.

Os produtos da PCR para os genes gyrB e 16S foram purificados utilizando
0 ReliaPrepTM DNA Clean-Up and Concentration System (Promega, Madison,
EUA) e foram sequenciados pelo método de eletroforese por capilaridade, em
sequenciador modelo AB-3500 (Apllied Biosystems). As sequéncias obtidas foram
editadas no programa BioEdit 7.0.5.3 e as sequéncias de consenso foram
analisadas por meio do software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA
7) (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), construido com o algoritmo ClustalW e
comparadas no banco de dados NCBI GenBank. A similaridade da sequéncia de
nucleotideos do isolado foi calculada utilizando-se a ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool).
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3 RESULTADOS

3.1 Isolamento de bactérias rizosféricas

Foram obtidos 106 isolados bacterianos, sendo 54 isolados do solo
proveniente do plantio localizada no municipio de Jaguardo e 52 isolados do solo
de Cristal. Apenas 32 foram capazes de crescer em meio de cultivo LM apos
sucessivos reisolamentos, sendo estas selecionadas para a realizagao dos demais

testes (Apéndice 1).

3.2 Caracterizacdo dos isolados quanto a producao de AlA, producdo de ACC

desaminase e producéo de HCN

Quando os isolados bacterianos foram avaliados qualitativamente quanto a
capacidade de produzir AIA em meio de cultura com triptofano, 14 foram positivos
para o teste (Tabela 1). Estes 14 e a estirpe SEMIA6163 foram entdo avaliados
quanto a producédo de AIA sem e com adicdo de triptofano.

Quando avaliados quanto a producéo de AIA sem adicado de triptofano, todos
apresentaram uma baixa producéo (Tabela 1). A SEMIA6163 apresentou a menor
producdo de AIA (0,41 ug mL1), e entre os isolados, os valores variaram entre 0,66
(isolado 79J) a 1,32 ug mL* (isolado 53K).

Quando avaliados com adicéo de triptofano ao meio, houve um aumento na
producdo de AlA, que variou de 23,3 (isolado 78J) a 167,4 ug mL* (isolado 98L). A
SEMIA6163 nao foi tdo responsiva quanto os isolados a adicdo de triptofano ao

meio, tendo uma producéo de 1,2 ug mL* (Tabela 1).
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Tabela 1 — Avaliacdo da producdo de auxinas semelhantes ao AIA em meio de
cultura sem adicao de triptofano (AIA ST) e com adicao de triptofano (AIA CT), e da
producdo de ACC desaminase e de HCN por bactérias isoladas do microbioma
radicular de plantas de acacia-negra.

AlIA ST AIACT ACC HCN
Isolado
ug mL-1

10N 0,84 ef? 91,46 de + +
21N 1,23 b 149,41 b + -
24N 1,07 c 62,53 g - -
33N 1,10c 33,22 hi + -
52K 0,83 f 59,55¢ + +
53K 1,32a 67,76 g - -
77 0,70¢g 66,33 g +

78J 0,73 g 23,38 i -

79J 0,66 g 107,97 ¢ + -
80N 0,84 ef 98,88 cd + +
86L 0,82f 85,17 ef - -
90L 0,91 de 37,60 h - -
91L 0,88 ef 167,42 a + -
98L 0,96 d 77,89 f - -
SEMIA6163 0,41 h 1,16 - -

1 Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de médias de
Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 1%.

Os 14 isolados e a SEMIA6163 foram testados quanto a producdo de ACC
desaminase, sendo que os isolados 10N, 21N, 33N, 52K, 77J, 79J, 80n e 91L foram
capazes de crescer repetidamente em meio de cultura contendo ACC como Unica
fonte de nitrogénio (Tabela 1). Quanto a producdo de HCN em meio de cultura,
apenas os isolados 10N, 52K, 77J, 78J, 80N apresentaram esta caracteristica

(Tabela 1, Figura 1).
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Figura 1 — Producdo de HCN por bactérias isoladas do microbioma radicular de
acacia-negra. A — Meio de cultura ndo inoculado. B — SEMIA 6163, ndo produtora
de HCN. C — Isolado 80N, produtor de HCN. D — Isolado 52K, produtor de HCN.

3.3 Avaliacdo do crescimento de rizobactérias do microbioma radicular de

acacia-negra em diferentes condi¢cdes de estresse abidtico

Os isolados 21N, 33N, 52K, 77J e 81L foram selecionados para serem
testados nos demais testes de promocdo de crescimento, devido suas
caracteristicas como potenciais promotores de crescimento de planta (Tabela 2).
Foram selecionados dois isolados capazes de produzir AIA e ACC desaminase e
que nao produzem HCN (21N e 33N); dois isolados que produzem AIA, ACC
desaminase e HCN (52K e 77J); e um que produz apenas HCN (81L).
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Tabela 2 — Isolados bacterianos provenientes do microbioma radicular de acacia-
negra, selecionados para avaliacdo com promotores de crescimento de plantas.

Isolado AlA ACC HCN
21N + + -
33N + + -
52K + + +
77J + + +
81L - - +

Os isolados foram capazes de suportar diferentes faixas de estresse abiotico
(Tabela 3). Quanto a salinidade, os niveis variaram de 0,6 a 1 M de NaCl em meio
de cultura, sendo que o isolado 77J foi 0 mais tolerante, crescendo em meio de
cultura com adicdo de 1M de NaCl (58,44 g L de meio de cultura). A temperatura
suportada pelos isolados foi de 12 até 44°C, sendo que os isolados 52K, 77J e 81L
cresceram em temperatura de 12°C e os isolados 21N, 33N e 81L, foram capazes
de crescer em até 44°C. Em relacdo ao pH, nenhum isolado foi capaz de crescer
abaixo do pH 5, mas demonstraram tolerar niveis mais altos de pH, como os
isolados 33N, 52K e 77J, que cresceram em meio de cultura com pH 11. Em relacdo
ao estresse hidrico, os isolados foram capazes de suportar de -0,73 a -1,2 MPa,
sendo que o mais tolerante foi o isolado 33N, que suportou um potencial hidrico de
-1,2 MPa.

Tabela 3 — Nivel de tolerancia dos isolados a diferentes condi¢cbes de estresse
abiotico

lsolado NaCl Temperatura pH Pﬁit(jen(c::)al
M °C MPa
21N 0,6 20a 44 5a9 -0,73
33N 0,6 20a 44 5a1l -1,2
52K 0,8 12a 36 5all -0,73
77] 1 12a 36 5all -0,73

81L 0,6 12 a 44 5a9 -0,73
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3.4 Avaliacdo da capacidade de germinacdo de sementes de acacia-negra e
capim-sudao submetidas diferentes condi¢cdes de temperatura, pH, salinidade
e estresse hidrico e inoculadas com bactérias do microbioma radicular de

acacia-negra

3.4.1 Germinacao de acacia-negra

Os resultados do efeito da inoculacdo dos isolados sobre a germinacao de
sementes de acacia-negra em condicdes de estresse abidtico estdo apresentados
nas tabelas 4 a 7. Nas diferentes condicbes de pH, ndo houve diferenca nos
tratamentos inoculados e nos diferentes pH, tanto no percentual de germinag&do com
meédia 84%, quanto na VGA com valor médio de 23% (Tabela 4). No comprimento
radicular houve interacdo entre o inoculo e o pH. Em pH 5,0, o tratamento inoculado
com o isolado 81L apresentou maior comprimento de radicula quando comparado
com o controle sem inoculagcéo. No tratamento inoculado com 33N em pH 5,0, o
comprimento radicular foi menor quando comparado aos demais valores de pH (6,5
e 9,0).

Ndo houve interacdo no efeito da inoculagdo e do potencial hidrico em
nenhum dos parametros avaliados, mas foi possivel observar efeito principal no
fator potencial hidrico (diferencas entre as médias finais de potencial hidrico,
independente da inoculagéo) (Tabela 5). Principalmente no menor potencial (-0,49
MPa), que diminuiu germinagcdo, VGA e comprimento de radicula,
independentemente do tratamento. Essa reducdo também foi observada no
potencial hidrico de -0,15 Mpa na germinacéo e VGA.

Os niveis de salinidade (NaCl 0,1 e 0,2 M) afetaram negativamente o
percentual de germinagéo e a VGA, independente da inoculacdo (Tabela 6). No
comprimento de radicula, houve interacdo entre os fatores, onde observou-se que
o controle e a inoculagdo com 21N, 52K e 81L diminuiram o crescimento radicular
apenas com 0,2 M de NaCl. J4, os inoculados com os isolados 33N e 77J
diminuiram o crescimento radicular a partir de 0,1 M de NaCl, sendo esse efeito
mais expressivo com 0,2 M de NaCl. No ambiente com 0,1 M de NacCl, a inoculagéo

com 77J levou a um menor comprimento de radicula em comparagéao ao controle.
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Tabela 4 — Efeito da inoculacéo dos isolados bacterianos estudados na germinacgao
de sementes de acécia-negra em diferentes condicdes de pH

Tratamento

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

77J

81L
Controle
Média

pH
50 6,5 9,0 Média
Germinacao

_________________ - 0p -
90 88 85 88
87 90 87 88
85 83 80 83
83 85 77 82
82 73 83 79
85 85 92 87
85 84 84 84

Velocidade de germinacdo acumulada

28 25 22 25
24 25 24 24
21 21 21 21
20 24 22 22
21 21 26 23
25 25 25 25
23 24 23 23
Comprimento de raiz

S mm
35 ab? 34 ab 35 35
29 Bb 40 Aa 39A 36
29b 28b 33 30
36 ab 40 a 34 37
44 a 38 ab 37 40
30b 3lab 33 31
34 35 35 35

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e meédias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras
indica que nao houve diferenca estatistica.
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Tabela 5 — Efeito da inoculacéo dos isolados bacterianos estudados na germinacgao
de sementes de acéacia-negra em diferentes condicdes de potencial hidrico

Tratamento MPa
0 -0,15 -0,49 Média
Germinacao

_________________ - 0p -
21N 88 47 0 45
33N 90 42 5 46
52K 83 35 7 42
77J 85 40 0 42
81L 73 43 0 39
Controle 85 33 0 39
Média 84 Al 40 B 2C 42

Velocidade de germinacdo acumulada
21N 25 12 0 12
33N 25 10 1 12
52K 21 9 2 11
77J 24 9 0 11
81L 21 9 0 10
Controle 25 9 0 11
Média 24 A 10B 1C 11
Comprimento de raiz

e mm
21N 34 35 0 23
33N 40 37 10 29
52K 28 36 12 25
77J 40 32 0 24
81L 38 34 0 24
Controle 31 35 0 22
Média 35A 35A 4B 25

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse),
ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A
auséncia de letras indica que n@o houve diferenga estatistica.
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Tabela 6 — Efeito da inoculacéo dos isolados bacterianos estudados na germinacgao

de sementes de acécia-negra em diferentes condicdes de salinidade

Tratamento

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

77J

81L
Controle
Média

M
0 0,1 0,2 Média
Germinacao
_________________ - 0p -
88 88 37 71at
90 72 22 61 ab
83 62 23 56 ab
85 78 27 63 ab
73 60 25 53 b
85 78 23 62 ab
84 A 73 B 26 C 61
Velocidade de germinacdo acumulada
25 21 9 19a
25 16 6 16 ab
21 15 5 14 b
24 17 7 16 ab
21 13 5 13b
25 15 7 16 ab
24 A 16 B 7C 16
Comprimento de raiz
e mm
34 A 32 Aab 7B 24
40 A 28 Bab 5C 25
28 A 28 Aab 7B 21
40 A 21 Bb 8C 23
38 A 28 Aab 9B 25
31A 33 Aa 8B 24
35 28 7 24

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e meédias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras

indica que nao houve diferenca estatistica.

O aumento da temperatura influenciou negativamente, todos os parametros

de germinacédo, independentemente da inoculacéo (Tabela 7). O percentual de

germinacao so foi afetado quando a temperatura chegou a 40°C, diferente da VGA

e do comprimento da radicula, que tiveram efeito negativo ja a 35°C. Nao houve

diferenca da inoculacdo no efeito principal, em nenhum dos parametros de

germinacao.
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Tabela 7 — Efeito da inoculacdo dos isolados bacterianos estudados na germinacgéo
de sementes de acécia-negra em diferentes condi¢fes de temperatura

Tratamento c
25 35 40 Média
Germinacao

_________________ - 0p -
21N 88 77 5 57
33N 90 78 13 61
52K 83 80 10 58
77J 85 83 13 61
81L 73 77 7 52
Controle 85 77 17 59
Média 84 A* 79 A 11B 58

Velocidade de germinacdo acumulada
21N 25 14 1 13
33N 25 12 3 13
52K 21 16 1 13
77J 24 16 2 14
81L 21 14 1 12
Controle 25 12 2 13
Média 24 A 14 B 2C 13
Comprimento de raiz

e mm
21N 34 8 1 15
33N 40 6 2 16
52K 28 8 3 13
77J 40 7 2 17
81L 38 7 1 15
Controle 31 7 1 13
Média 35A 7B 2C 15

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse),
ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A
auséncia de letras indica que n@o houve diferenga estatistica.

3.4.2 Germinagéo de capim-sudao

Os efeitos da inoculacdo em diferentes niveis de pH na germinacdo de
sementes de capim-sudéao estéo apresentados na tabela 8. Nao houve diferenca da
inoculacdo em relag@o ao controle em nenhum dos parametros de germinagéo. Ja
os diferentes niveis de pH afetaram a germinacdo. Quando o pH foi alterado para
5,0 e 9,0, houve uma reducéao, tanto no percentual de germinacao, quanto na VGA.

J& o comprimento da radicula foi maior, tanto em pH 5,0, quanto em pH 9,0.
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Tabela 8 — Efeito da inoculacéo dos isolados bacterianos estudados na germinacao
de sementes de capim-sudao em diferentes condi¢ces de pH

pH
Tratamento 5,0 6,5 9,0 Média
Germinacdao
_________________ - 0p -
21N 47 60 45 51 at
33N 28 55 38 41 ab
52K 38 38 20 32b
77 28 20 33 27b
81L 28 43 38 37 ab
Controle 30 50 27 36 ab
Média 33B 44 A 34B 37
Velocidade de germinacdo acumulada
21N 11 14 11 12
33N 7 12 9 9
52K 7 9 5 7
77 7 5 7 6
81L 7 10 9 9
Controle 7 11 6 8
Média 7B 10 A 8 AB 9
Comprimento de raiz
o mm ——— J—
21N 84 55 95 78
33N 107 50 85 81
52K 87 59 104 83
77 68 44 97 70
81L 113 63 93 90
Controle 90 54 89 78
Média 91A 54 B 94 A 80

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras
indica que ndo houve diferenca estatistica.

Houve interacéo entre os fatores na avaliacdo da germinacéo sob inoculacao
em diferentes potenciais hidricos (no percentual de germinacdo e na VGA) (Tabela
9). O percentual de germinacao foi reduzido em -0,15 Mpa e nao houve germinagéao
em -0,49 MPa no tratamento controle. Na inoculacdo com 21N, 33N e 52K, o
percentual de germinacéo foi reduzido ja em -0,15 MPa e manteve-se em -0,49
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MPa. Quando inoculado com 77J e 81L, o percentual de germinacéo so foi reduzido
em -0,49MPa. Apesar disso, o percentual de germinacéo do tratamento inoculado
com 77J, foimenor quando comparado ao controle em 0 MPa. O tratamento controle
e o inoculado com 81L causaram uma reducéo na VGA em -0,15 MPa, chegando a
zero em -0,49 MPa. A VGA nos tratamentos inoculados com 21N, 33N e 52K foi
reduzida em -0,15 MPa em relac&o a condicdo em estresse, 0 mesmo ocorreu em
-0,49 MPa. Quanto ao efeito da inoculagédo em relagdo ao controle, o tratamento
inoculado com 77J apresentou menor VGA em relacdo ao controle em 0 MPa. Ja
em -0,15 MPa, o tratamento inoculado com 21N causou uma reducdo na VGA em
relacdo ao controle, enquanto o 81L causou um aumento na VGA. No comprimento
da radicula, houve efeito principal nos niveis de potencial hidrico, sendo que quanto
menor o potencial hidrico, menor o comprimento da radicula.

Sob diferentes niveis de salinidade (NaCl), houve interacéo entre fatores no
percentual de germinacdo e na VGA (Tabela 10). No tratamento controle e na
inoculacdo com 81L, houve uma reducao do percentual de germinacdo em 0,2 M
de NaCl. J4 quando inoculados com 21N e 33N, houve uma reducédo no percentual
de germinacdo com 0,1 M de NaCl. A inoculacdo com 77J reduziu o percentual de
germinacao em relacdo ao controle, tanto em 0,1 M, quanto em 0,2 M de NaCl. A
VGA foi afetada pela salinidade independente do nivel, sendo mais evidente no
tratamento controle. A inoculagdo com 77J reduziu a VGA em relagédo ao tratamento
controle em 0 e 0,1 M de NaCl. A salinidade reduziu o comprimento de radicula em

0,2 M de NaCl e a inoculacado ndo apresentou efeito sob esse atributo.
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Tabela 9 — Efeito da inoculacéo dos isolados bacterianos estudados na germinacgéo
de sementes de capim-suddo em diferentes condicdes de potencial hidrico

Tratamento MPa
0 -0,15 -0,49 Média
Germinagao

................. - 9% -
21N 60 Aal 8 Bb 10B 26
33N 55 Aab 13 Bab 5B 24
52K 38 Ab 10 Bb 3B 17
773 20 Ac 18 Aab 3B 14
81L 43 Aab 30 Aa 0B 24
Controle 50 Aab 25 Bab 0C 25
Média 44 18 4 22

Velocidade de germinacdo acumulada
21N 14 Aa 1Bc 2B 6
33N 12 Aab 3 Babc 1B 5
52K 9 Ab 2 Bbc 1B 4
773 5Ac 3 ABabc 1B 3
81L 10 Ab 6 Ba oC 5
Controle 11 Aab 5Bb oC 6
Média 10 3 1 5
Comprimento de raiz

e mm
21N 55 14 5 25
33N 50 26 3 27
52K 59 21 2 27
77J 44 31 2 26
81L 63 29 0 31
Controle 54 25 0 26
Média 54 A 24 B 2C 27

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e meédias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras
indica que nao houve diferenca estatistica.
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Tabela 10 — Efeito da inoculacdo dos isolados bacterianos estudados na

germinacdo de sementes de capim-sudédo em diferentes condi¢cdes de salinidade

Tratamento

21N
33N

52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N

33N
52K

77J

81L
Controle
Média

M
0 0,1 0,2 Média
Germinacao
_________________ - 0p -
60 Aal 23 Bab 7B 30
55 Aa 23 Bab 7B 28
38 Aab 23 ABab 5B 22
20 b 7b 7 11
43 Aa 28 Aab 8B 27
50 Aa 40 Aa 5B 32
44 24 6 25
Velocidade de germinacdo acumulada
14 Aa 4 Bab 1B 6
12 Aab 4 Bab 1B 6
9 Ab 4 Bab 1B 5
5Ac 1Bb 1B 2
10 Aab 4 Bab 1B 5
11 Aab 7 Ba 1C 6
10 4 1 5
Comprimento de raiz
e mm
55 38 10 34
50 52 5 36
59 59 9 42
44 30 13 29
63 63 15 47
54 48 5 36
54 A 48 A 10B 37

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e meédias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras

indica que nao houve diferenca estatistica.

Houve interacdo entre os fatores em todos os atributos de germinacao, nas

diferentes temperaturas (Tabela 11). O tratamento controle e os inoculados com

33N e 81L tiveram o percentual de germinacao reduzidos em 35°C, assim como em

40°C. A inoculacdo com 21N reduziu a germinacdo em 35°C e em 40°C. A

inoculacdo com 52K manteve o percentual de germinacédo em 35°C, sendo reduzido

em 40°C. A inoculagcdo com 77J aumentou o percentual de germinacdo em 35°C.
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Ja em 25°C a inoculacdo com 77J reduziu o percentual de germinacédo em relacéo
ao controle. A VGA do tratamento controle e do inoculado com 81L foi reduzida em
35°C, ja os tratamentos inoculados com 21N e 52K foi reduzida apenas em 40°C. A
VGA do tratamento inoculado com 77J foi aumentada em 35°C e reduzida
novamente em 40°C. A inoculacdo com 77J em 25°C reduziu a VGA em relacdo ao
tratamento controle. Aos 35°C o comprimento da radicula foi maior em todos o0s
tratamentos quando comparado aos 25°C e quando submetidas a 40°C, houve uma
reducdo no comprimento em relacdo as outras temperaturas. O tratamento
inoculado com 81L teve maior comprimento de radicula em comparacdo com o

tratamento controle em 35°C.

3.5 Caracterizacdo genotipica

As sequéncias do gene 16S dos isolados 21N e 33N apresentaram 100% de
cobertura e 100% de identidade com sequéncias da mesma regido da espécie
Bacillus megaterium (numeros de acesso MT525296.1 e MT487648.1,
respectivamente, depositadas no banco de dados de nucleotideos - GenBank
(NCBI)). As sequéncias do gene gyrB dos isolados 52K, 77K e 81L apresentaram
similaridade com sequéncias da mesma regido de varias espécies do género

Pseudomonas.
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Tabela 11 — Efeito da inoculacdo dos isolados bacterianos estudados na
germinacao de sementes de capim-sudao em diferentes condi¢cdes de temperatura

Tratamento

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

773

81L
Controle
Média

21N
33N
52K

77J

81L
Controle
Média

°C
25 35 40 Média
Germinacao

_________________ - 0p -
60 Aal 37 Bab 15C 37
55 Aa 30 Bab 22B 36
38 Aab 32 Aab 10B 27
20 Bb 43 Aa 8B 24
43 Aab 17 Bb 5B 22
50 Aa 22 Bab 18 B 30

44 30 13 29

Velocidade de germinacdo acumulada

14 Aa 9 Aab 3B 9
12 Aa 8 ABab 4B 8
9 Aab 8 Aab 2B 7
5Bb 10 Aa 2B 6
10 Aa 5Bb 1B 5
11 Aa 6 Bab 4B 7
10 8 3 7
Comprimento de raiz
S mm
55 B 103 Ab 6C 55
50 B 85 Ab 11C 49
59 B 104 Ab 7C 57
44 B 116 Ab 8C 56
63 B 167 Aa 15C 82
54 B 92 Ab 5C 51
54 111 9 58

L Analise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna (fator inoculacao)
e meédias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (fator estresse), ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%. A auséncia de letras

indica que nao houve diferenca estatistica.
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4 DISCUSSAO

Dos 32 isolados bacterianos estudados neste trabalho, 14 foram capazes de
produzir AlA, sendo que a adi¢ao de triptofano aumentou a producédo em todos os
isolados. O AIA é um dos principais fitormdnios responsaveis pelo enraizamento de
plantas e enlongamento radicular, emissdo de raizes secundéarias e pelos
radiculares (GROBELAK et al., 2015). Tanto é produzido de forma endogena pela
planta, quanto pode ser produzido de forma exdégena por microrganismos presentes
no solo, principalmente na zona radicular das plantas e também por microrganismos
endofiticos.

A producdo de AIA é feita por diversas rotas metabdlicas, sendo a do
triptofano, a mais comum em bactérias rizosféricas (HASSAN; BANO, 2015;
SPAEPEN et al., 2007). A estirpe SEMIA 6163 produziu 0,4 e 1,2 ug mL™* (sem e
com adicdo de triptofano, respectivamente), que foram valores muito inferiores
comparando-se com a producao obtida com os demais isolados, principalmente no
meio com adicdo de triptofano. Valores similares também foram observados em
estudo que quantificou a producéo de AIA com adicao de triptofano por rizébios de
acacia-negra (1,2 a 3,3 pg mL?), os quais foram avaliados na germinacdo de
sementes de alface (SCHLINDWEIN et al., 2008).

Os demais isolados produziram uma baixa quantidade de AIA sem adicéo de
triptofano. Porém, quando adicionado triptofano, as quantidades de AIA
aumentaram de 32 a 190 vezes em relacdo ao meio sem triptofano. Segundo
Spaepen et al. (2007), a producéo de AlA por vias independentes do triptofano séo
em menores gquantidades do que na via dependente. Bal et al. (2013), em estudo
avaliando a producédo de AIA por bactérias isoladas da regido rizosférica do arroz,
também observaram um aumento consideravel (na ordem de 100-200 ug mLt) na
producdo de AIA quando adicionado triptofano ao meio de cultura, e quando
inoculados em plantas de arroz, pode-se observar uma correlagéo positiva entre a
producéo de AIA e o comprimento radicular em condi¢des controladas.

O AIA, assim como outros fitormonios, € capaz de estimular o crescimento

de plantas em uma pequena faixa de concentracdo, que pode variar entre plantas,
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sendo que a partir de uma certa concentracao é pontecialmente téxico (BISWAS et
al., 2000). A concentracao de triptofano presente no solo da rizosfera é bem menor
do que a adicionada a meios de cultura como do presente trabalho, pois é
dependente da exsudacdo pelas raizes, o que faz com que a producédo de AlA
ocorra huma concentragdo bem menor do que se obtém in vitro, reduzindo o
potencial efeito toxico para a planta (KRAVCHENKO et al., 2004; OLANREWAJU et
al., 2017).

O cultivo de acacia-negra, além de ser feito em monocultura, pode também
ser conduzido em sistemas mistos, como em consorcio com culturas agricolas ou
em sistemas silvipastoris. Nesse contexto, o capim-sudéao foi utilizado como modelo
para avaliacdo da inoculagdo com isolados de acéacia-negra, em condi¢cdes de
estresse. Os sistemas mistos podem ser uma alternativa viavel para gerar renda
extra (como a producdo pecuaria, por exemplo) dentro de um curto periodo,
reduzindo os custos gerais de producéo de produtos florestais (MONTEIRO et al.,
2019). Além disso, sao sistemas mais sustentaveis, visto que a produtividade é
resultado da interacdo entre componentes florestais, agricolas e pecuarios na
mesma area e a0 mesmo tempo.

Considerando a utilizacdo de sistemas silvipastoris, a implantacdo de
pastagens adequadas ao clima e que sejam uma boa fonte nutricional para o gado
€ de grande importancia. O capim-sudao vem ganhando espaco no cultivo de
pastagens para alimentacdo animal, devido a facilidade de -cultivo, rapido
estabelecimento e crescimento, alto valor nutricional e alta oferta de forragem (LIMA
et al., 2017). Porém, a exposicdo a altas temperaturas e baixa pluviosidade,
caracteristicas comuns no verdo do sul do Brasil, podem afetar o seu potencial
produtivo (SIMILI et al., 2011). Por esse motivo, o uso de estratégias como a
utilizacdo de inoculantes microbianos, que apresentam potencial para minimizar
esses impactos, sdo uma boa alternativa. Dentre os isolados bacterianos obtidos da
regido rizosférica de acéacia-negra, o isolado 81L se destacou em relacdo aos
demais nas avaliagées de germinacéo sob inoculacédo em condi¢cdes de estresse,
pois aumentou o comprimento de radicula de acacia-negra em pH 5 e em capim-
suddo aumentou a VGA em estresse hidrico (-0,15 MPa) e a VGA e comprimento

de radicula em 35°C. O isolado 81L apresentou capacidade de produzir apenas
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HCN, mas nao foi capaz de produzir AIA e ACC desaminase. Isso sugere, que 0s
mecanismos utilizados pelo isolado para promover o crescimento de plantas e
tolerar condicdes de estresse sejam outros.

O HCN é relatado tanto como supressor de patégenos, como também por
afetar negativamente o desenvolvimento de plantas (SIDDIQUI et al., 2006). Por
esse motivo, foram selecionados trés isolados produtores de HCN (52K, 77J e 81L)
e dois n&do produtores (21N e 33N) para avaliagéo da interagdo com plantas, para
que se pudesse avaliar o potencial efeito tdéxico. Os resultados obtidos mostram que
os isolados podem néao ter produzido HCN nas condi¢cdes de cultivo, ou que se
produzido pelos isolados bacterianos, o HCN ndo causou toxidez as plantulas de
acacia-negra e de capim-suddo em cultivo in vitro, em especial o isolado 81L, que
apresentou efeito benéfico a germinacéo, tanto de acécia-negra quanto de capim-
sudao.

Além disso, ndo houve aumento nos parametros de germinacdo das
sementes de acacia-negra nos tratamentos inoculados em relacéo ao controle sob
estresse hidrico. Porém, em -0,49 MPa os tratamentos inoculados com 33N e 52K
foram os tratamentos em que houve germinacdo (5 e 7%, respectivamente),
diferente do que ocorreu no tratamento controle e inoculados com 21N, 77K e 81L.
Um dos mecanismos que pode explicar tal efeito, € a producdo de
exopolissacarideos (EPS), que pode ser mais expressiva nesses isolados. Os EPS
sdo substancias excretadas pelas células de algumas bactérias, formadas por
longas cadeias de agucar, como glicose, galactose e ramnose em varias porcées
(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). Esses EPS sao produzidos principalmente em
resposta a estresses fisioldégicos, como seca, salinidade e altas temperaturas, e séo
fundamentais para a sobrevivéncia dessas bactérias nesses ambientes. Em
condi¢cbes de seca, os EPS sao capazes de criar um microambiente hidratado ao
redor da célula, reduzindo a desidratacdo e auxiliando na manutencgéo da atividade
metabdlica bacteriana (MORCILLO; MANZANERA, 2021). Isolados bacterianos do
género Bacillus, produtores de EPS e resistentes a seca, foram testados na
germinacdo de sementes de milho sensiveis a seca (ASHRY et al.,, 2021). Os

autores observaram que o percentual de germinacdo, o comprimento total de
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plantulas e o indice de vigor foram maiores quando houve inoculagdo combinada
dos isolados.

Os resultados deste estudo mostraram que os isolados 21N e 33N, que foram
identificados como pertencentes a espécie Bacillus megaterium, sdo produtores de
AIA e ACC desaminase, porém nao apresentaram efeito positivo no
desenvolvimento inicial de plantas de acacia-negra e capim-suddo em condicdes
normais e de estresse. Porém, outros mecanismos como a solubilizacdo de
nutrientes devem ser testados. Resultados obtidos em trabalho com inoculacéo de
estirpes solubilizadoras de fosfatos, B. megaterium B119, testado em conjunto com
B. subtilis B2084, no cultivo de milho em diferentes estados do Brasil foram positivos
(PAIVA et al., 2020). Os autores observaram, que a utilizacdo do inoculante
aumentou a produtividade de grdos em 8,9%, em média. Quando avaliado o
desempenho no cultivo de soja, o ganho médio foi de 4,3 sacas ha! em relagdo a
nao adicdo do inoculante (OLIVEIRA et al., 2020). A partir desses estudos
conduzidos pela Embrapa Sorgo e Milho, foi desenvolvido o primeiro inoculante para
solubilizacdo de fosforo do Brasil. Os resultados com os isolados bacterianos
estudados mostram que existe grande potencial biotecnolégico a ser explorado,
incluindo a capacidade de solubilizacdo de nutrientes e de controle biologico,
caracteristicas comumente encontradas em bactérias dos géneros Bacillus e

Pseudomonas.
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5 CONCLUSOES

Os isolados bacterianos obtidos do microbioma rizosférico de acacia-negra
apresentam mecanismos desejaveis como promotores de crescimento de plantas,
como producdo de AIA, ACC desaminase e HCN. Além disso, demonstram ser
tolerantes a diferentes condicbes de salinidade, de seca, temperaturas altas e
ambientes acidos. A andlise genética dos isolados 21N e 33N mostra que
pertencem a espécie Bacillus megaterium e os isolados 52K, 77J e 81L pertencem
ao género Pseudomonas spp.. O isolado 77J, é deletério a germinacdo de acacia-
negra em 0,1 M de salinidade, pois reduz o comprimento de radicula. Também é
prejudicial ao desenvolvimento de capim-suddo em condi¢cdes normais, reduzindo
o percentual de germinacéo e a velocidade de germinacao acumulada. Além disso,
reduz o percentual de germinacdo e a velocidade de germinagdo acumulada na
presenca de 0,1 M de NaCl. O isolado bacteriano 81L, promove o desenvolvimento
da radicula de acacia-negra em pH 5, da velocidade de germinacdo acumulada de
capim-suddo em potencial hidrico de -0,15 MPa e também a velocidade de
germinacdo e o comprimento da radicula em 35°C. O isolado bacteriano 81L
apresenta interacdo positiva com acacia-negra e capim-sudao e pode ser uma boa
alternativa como inoculante em sistemas silvipastoris como consorcio de acacia-
negra e capim-suddao. O mesmo ndo produz AIA e nem ACC desaminase,
demonstrando que os mecanismos utilizados como promotor de crescimento de

plantas s&o outros.
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CAPITULO IV - Estudo 2: Resposta de leguminosas a
coinoculacao de rizobactérias promotoras de crescimento de

plantas e rizObios: uma meta-analise

1 INTRODUCAO

As plantas leguminosas sdo mundialmente conhecidas pelo importante papel
gue desempenham. Tanto no ecossistema nhatural, no caso das nativas, como em
cultivos agricolas, as leguminosas auxiliam no aporte de nitrogénio ao solo, via
residuo de baixa relacdo C/N e exsudacao de nitrogénio via nédulo (BAYER et al.,
2000; CHINTALA et al.,, 2013). Sdo amplamente utilizadas para alimentag&o
humana e animal, fornecendo proteinas de alto valor bioldgico, carboidratos
complexos, fibras, gorduras insaturadas, vitaminas e minerais, essenciais para uma
dieta equilibrada (CAKIR et al., 2019). Por sua riqueza nutricional, facilidade de
producdo e baixo custo devido ao uso de inoculantes, as leguminosas séao
consideradas a segunda classe alimentar mais importante depois dos cereais
(MAPHOSA,; JIDEANI, 2017). A producéo de alimentos de forma sustentavel € cada
vez mais importante, no contexto da seguranca alimentar mundial. Pois devido ao
cenario atual que inclui a pandemia global de Covid-19, conflitos armados em
regides pobres do globo e as mudancas climaticas, o Global Hunger Index (GHI)
aponta para um aumento no numero de paises em situacdo severa de fome em
relacdo aos ultimos anos (VON GREBMER et al., 2021).

Diante disso, 0 uso da biotecnologia por meio do emprego de inoculantes

microbianos que reduzem a necessidade de insumos quimicos para a producéo de
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alimentos é uma estratégia que estd em constante evolucdo, principalmente no
cultivo de leguminosas (GARCIA et al., 2021; SANTOS; NOGUEIRA et al., 2019).
No ciclo do nitrogénio, cerca de 60% é originario de processos biologicos, sendo
que quase metade da demanda de N na agricultura mundial é fornecida via simbiose
entre rizébios e leguminosas, através da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN).
Sabe-se que a FBN em leguminosas € o fenbmeno simbiético entre plantas e
microrganismos mais bem estudado. A soja (Glycine max), é a leguminosa de maior
importancia econdmica no mundo, pois é produzida com a utilizagdo de inoculantes
compostos por rizébios simbiontes do género Bradyrhizobium (HUNGRIA;
MENDES, 2015). A planta € o melhor exemplo desse sucesso, pois seus simbiontes
fornecem o nitrogénio requerido para que a soja atinja altas produtividades, sem
gue haja a necessidade da adicdo de N na forma mineral (MORETTI et al., 2020).
No Brasil, além de fornecer até 300kg ha de nitrogénio via FBN, esses rizébios
também permitem que o cultivo de soja forneca até 30kg ha! de N ao solo, via
residuos vegetais (HUNGRIA; MENDES, 2015; MORETTI et al., 2020).

Além dos rizdbios, outros organismos habitantes do solo agem ativamente
para o desenvolvimento de plantas, como as rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCP). Essas bactérias, assim como os rizébios,
interagem com as plantas em uma relacdo comensal, sendo benéficas as plantas
através da disponibilizacao de nutrientes, da producéo e regulagcédo de substancias
fitorreguladoras e controle bioloégico de doencas e pragas. Estudos tem
demonstrado que a inoculagdo com RPCP pode também reduzir os efeitos de
estresses bibticos e abidticos em plantas, como seca (CHANDRA et al., 2019a,
2019b; RUBIN et al., 2017) salinidade (KUMAWAT et al., 2021), temperaturas
extremas (FERNANDEZ et al., 2012a, 2012b), presenca de metais pesados
(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021; JIAN et al., 2019) e ocorréncia de doencas
(FERREIRA et al., 2020). Por esse motivo, o uso de inoculantes a base de RPCP é
uma abordagem amplamente aceita e utilizada no mundo inteiro em cultivos
agricolas (GUPTA; PANDEY, 2019), e estudos sobre o tema vem ganhando forca
nos ultimos anos, o que torna a técnica de baixo custo e cada vez mais aplicavel na

agricultura.
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O uso conjunto de rizobios e RPCP no cultivo de leguminosas é estudado
desde a década de 1990 (FREITAS et al., 1993; GUPTA et al., 1998; REQUENA et
al., 1997). Ao longo desses anos, trabalhos vem demonstrando que 0s mecanismos
presentes nas RPCP como a regulagéo de hormoénios, sdo capazes de potencializar
o efeito do rizébio na planta hospedeira, havendo antecipacdo da nodulacdo
(CEDENO-GARCIA et al., 2018), aumento no nimero de nédulos, respondendo
assim, em uma maior biomassa vegetal e producdo de grédos (HUNGRIA et al.,
2010; HUNGRIA et al., 2013). No Brasil, esses resultados levaram a adocdo da
pratica da coinoculacdo em soja em mais de 25% da area cultivada com a planta
(GARCIA et al., 2021; SANTOS et al., 2019).

Embora estudos avaliando espécies de plantas e bactérias de forma local e
isolada demonstrem o efeito positivo da coinoculacdo em leguminosas, pouco se
sabe sobre o assunto em uma escala global. Meta-andlises recentes confirmam o
efeito positivo da coinoculacédo em soja (BARBOSA et al., 2021; ZEFFA et al., 2020),
onde é possivel notar efeitos como um aumento no niumero e biomassa de nédulos,
e de biomassa de raiz e parte aérea (ZEFFA et al., 2020) e quando avaliado
especificamente a coinoculacdo com Azospirillum brasilense, ha também um
incremento em N, tanto nos graos como na biomassa aérea e também o aumento
da produtividade de grédos (BARBOSA et al., 2021). Visando compreender o
sinergismo na coinoculacdo de rizobios e PGPR em leguminosas de uma forma
geral, o presente trabalho apresenta a hipotese de que a coinoculacdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) em conjunto com
rizobios, melhoram a nodulacdo e promovem o crescimento de plantas
leguminosas, independente da espécie, tanto em condi¢cdes adequadas de cultivo,

guanto em ambientes estressantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pesquisa na literatura e compilacdo de dados

As bases de dados selecionadas para a busca foram o Google Scholar, a
Web of Science e a Scopus. Apos testes realizados, os termos de busca que
encontraram os resultados mais robustos e precisos foram: “PGPR” ou “endophytic”
ou “rhizobacteria” e “co-inoculation”, todos na lingua inglesa. Os critérios de
exclusao utilizados ao longo da coleta de dados foram: 1) publicacéo que néo fosse
na forma de artigo publicado em periddico cientifico; 2) estudo com plantas ndo
leguminosas; 3) estudo sem inoculacéo simples com rizobio; 4) estudo envolvendo
fungos e micorrizas; 5) estudo que ndo contivesse pelo menos duas das variaveis
avaliadas. Apdés uma exaustiva busca, foram selecionadas 122 publicacbes
(Apéndice 2), distribuidas entre 32 paises (Figura 2) (AAMIR et al., 2013; AFZAL et
al., 2010; AHMAD et al., 2013; AHMAD et al.,, 2016; ALEMNEH et al., 2021;
ARAUJO et al., 2021; ATIENO et al., 2012; BECHTAOUI et al., 2019; BENJELLOUN
et al., 2021; BESSADOK et al., 2020; BETTIOL et al., 2020; BHATTACHARJYA;
CHANDRA, 2013; CASSAN et al., 2009; CEDENO-GARCIA et al., 2018; CEREZINI
et al.,, 2016; CHIBEBA et al., 2020; CHINNASWAMY et al., 2018; SOUZA;
FERREIRA, 2017; DUTTA et al.,, 2014, EGAMBERDIEVA et al.,, 2016, 2017a,
2017b; EGAMBERDIEVA et al., 2016; FAGOTTI et al., 2019; FERREIRA et al.,
2020, 2018; FIGUEIREDO et al., 2008; FIGUEREDO et al., 2017; FILIPINI et al.,
2021; FOX et al., 2011; FREITAS et al., 1993; GABRE et al., 2020; GALINDO et al.,
2021; GARCIA et al., 2021; GUPTA et al., 1998; HAKIM et al., 2020; HUNGRIA et
al., 2013, 2015; ILANGUMARAN et al., 2021; IQBAL et al., 2012; JABBOROVA et
al., 2020, 2021, 2018; JESUS et al., 2018; JIAN et al., 2019; JU et al., 2019, 2020;
KAUR et al., 2015; KHALIFA; ALMALKI, 2015; KHANNA; SHARMA, 2011; KORIR
et al., 2017; KUMAWAT et al., 2019b, 2019a, 2021; KUZMICHEVA et al., 2017; LE
et al., 2016; LEITE et al., 2022; MARINKOVIC et al., 2018; MASCIARELLI et al.,
2017; LUNA, 2014; MATSE et al., 2020; MIRZA et al., 2007; MISHRA et al., 2010;
MISHRA et al., 2009, 2014; MOREL et al., 2015; MORETTI et al., 2020; NAGPAL
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etal., 2021; NASCIMENTO et al., 2019; NIMNOI et al., 2014; OLIVEIRA-LONGATTI
etal., 2013; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2015; PACO et al., 2020; PAN et al., 2002;
PASTOR-BUEIS et al.,, 2021; QURESHI et al., 2011; REQUENA et al., 1997;
RONDINA et al., 2020; ROSIER et al., 2021; SAFRONOVA et al., 2012; SAIDI et
al., 2021; SAINI et al., 2015; SALEM et al., 2012; SAMAVAT et al., 2012; SANCHEZ
et al., 2014; SEYED SHARIFI, 2016; SHAHAROONA; ARSHAD; ZAHIR, 2006;
SHAHZAD et al., 2014; SHEHATA et al., 2012; SIBPONKRUNG et al., 2020; SILVA
et al., 2019; SINGH; SINGH et al., 2016; SOLANS et al., 2009; STAJKOVIC et al.,
2009; STAJKOVIC et al., 2011; STAR et al., 2012; STEINER et al., 2020b, 2020a;
STEINER et al., 2019; SULEWSKA et al., 2019; TAVARES et al., 2018; TONELLI et
al., 2017; TOUKABRI et al.,, 2021; TU et al., 2021; VALVERDE et al., 2006;
VARGAS-DIAZ et al., 2019; VERMA et al., 2013; VERMA et al., 2010, 2012;
VICARIO et al., 2016; VIEIRA et al., 2021; VIJAYABHARATHI et al., 2018; VO et
al., 2021; WANI et al., 2007; YADAV; VERMA, 2014; YADEGARI et al., 2008;
YADEGARI; RAHMANI, 2010; YASMEEN; BANO, 2014; ZHAO et al., 2011, 2013).

Foram extraidas informacéo gerais sobre a conducédo da pesquisa e valores
de média (X), desvio padrédo (SD) e numero de repeticbes (n) usadas para compor
os valores de X para atributos determinados nas plantas (massa seca da raiz,
massa seca de nédulos, numero de nddulos, massa seca da parte aérea, teor de N
na parte aérea e produtividade de graos). Em estudos que reportaram apenas o
coeficiente de variacdo (CV%), utilizou-se a equacéao (1) para obtencdo dos valores

de SD:

_ CV%
SD = ==X (1)
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Numero de publicacées

5 6 7 1" 24 28

Figura 2 — Numero de publicacbes em cada pais que apresentou estudo sobre
coinoculacéo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas e rizobio em
leguminosas.

Para estudos que nao reportaram informacdes de variabilidade dos dados,
calculou-se o CV% médio para os tratamentos controle e experimental utilizando-
se SD dos dados e equacdo 2, depois aplicando-se na equacdo 1 os valores
obtidos.

CV% = 2100 ()
Todos os dados foram extraidos e compilados em planilha Excel®. Quando

os dados estavam disponiveis apenas em figuras foi utilizado o software Plot

Digitizer (versdo 2.6.6) para a extracao de dados.

2.2 Variaveis moderadoras

As variaveis moderadoras foram: condicao experimental (casa de vegetacao
ou campo); espécie de leguminosa; género da RPCP; género de rizébio; presenca
ou nao de stress; atributos de solo. Para os sub-grupos das variaveis moderadoras,
foi realizada a analise apenas naqueles que apresentam n>10.

Os experimentos foram conduzidos em condicbes de campo e casa de

vegetacao, portanto, essas duas condi¢bes experimentais foram utilizadas como
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variaveis moderadoras. Considerando-se que essa é uma caracteristica importante
do experimento e que pode afetar os resultados, todas as analises das demais
varidveis moderadoras foram realizadas separadamente para condi¢cées de campo
e casa de vegetacao.

Com relacao as espécies de leguminosas, foram analisadas como subgrupos
as espécies grao-de-bico (Cicer arietinum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.), feifjdo-mungo (Vigna radiata L.) e alfafa (Medicago
sativa L.).

Foi possivel analisar os seguintes géneros de RPCP: Azospirillum spp.;
Bacillus spp.; Pseudomonas spp.; Serratia spp.; Enterobacter spp. e Streptomyces
spp. Enquanto para os géneros de rizobio foram analisados Bradyrhizobium spp.,
Mesorhizobium spp., Rhizobium spp. e Sinorhizobium spp.

Para avaliar condicbes de estresse foram utilizados apenas estudos
realizados em casa de vegetacao, pois poucos estudos foram avaliados em campo,
repercutindo em baixo numero de comparagfes (n<10). Assim, foram analisadas
condicdes de estresse hidrico, salino, metais pesados e doencas.

O efeito do solo na eficiéncia da coinoculag¢édo foi avaliado por meio de
atributos quimicos do solo, sendo: acidez do solo — pH <7 e pH > 7; teor de carbono
organico — C < 1% e C > 1%; nitrogénio total - N < 0,6% e N > 0,6%.

2.3 Meta-analise

A magnitude do efeito da coinoculagédo foi calculada usando o logaritmo
natural da raz&o de resposta (InRR; equacgéo 3) como effect size (HEDGES et al.,
1999):

INRR = In3* (3)

C

onde Xe e Xc sdo os valores de média para os tratamentos experimental e

controle, respectivamente. A variancia (v) foi calculada como:

SDZ SD2 4
; ; (4)
neXg neXe

onde SDe, ne, SDc € nc representam o desvio padrdo e o numero de

repeticbes para os tratamentos experimental (coinoculacao) e controle (inoculacao
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apenas com rizobio), respectivamente. A variancia da razao de resposta foi utilizada
para se obter os valores de razdo de resposta e 95% do intervalo de confianca (IC).
O efeito da coinoculacédo nas leguminosas foi considerado significante quando os
valores de 95% IC da razao de resposta ndo sobrepbem o zero. A razao de resposta
média e os valores de IC foram calculados usando random-effects method com
restricted maximum likelihood estimation. Visando facilitar a interpretacdo dos
resultados, a razédo de resposta e o IC dos tratamentos foram transformados
(BARBOSA et al., 2021):

%mudanga = (e'™fR — 1)x100 (5)

Os efeitos do viés de publicacdo e a robustez da meta-analise foram
avaliados utilizando-se o teste fail-safe N. Para valores maiores que 5n+10 (n é
namero de observacdes na analise) o resultado da meta-andlise foi considerado
robusto (ROSENBERG, 2005). As andlises foram realizadas com o software
OpenMEE (WALLACE et al., 2017).
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3 RESULTADOS

A andlise geral do efeito da coinoculagcédo em leguminosas mostrou que houve
efeito positivo em relacdo a inoculacao simples, tanto em casa de vegetagcao, como
também em campo (Fig. 3a). Em casa de vegetacao, houve um incremento de 9-
17% na massa seca de nodulos, 15-25% no numero de nodulos, 21-33% na massa
seca de raiz, 16-24% na massa seca da parte aérea e 34-56% no N total da parte
aérea. Em estudos de campo, houve um incremento de 10-18% na massa seca de
noédulos, 13-24% no numero de nédulos, 11-17% na massa seca de raiz, 12-19%
na massa seca da parte aérea, 5-12% no N total da parte aérea e 8-28% na
produtividade de gréos. A correlagdo de Pearson entre os valores de effect size
foram significativas para todos os atributos de plantas cultivadas a campo (Fig. 3b),
exceto quando comparado o N da parte aérea com a massa seca de raiz. Ja em
casa de vegetacao, todos os atributos tiveram correlagcdes positivas e significativas
(Fig. 3c).

Quando avaliado o efeito da coinoculagdo nas diferentes leguminosas,
verificou-se que todas tiveram efeito positivo (Fig. 4). A produtividade de gréos foi
aumentada com a coinoculacdo em 14-54% em feijdo, 11-26% em gréao-de-bico e
0-4% em soja. Em todas as leguminosas, houve um incremento em massa seca
guando avaliadas em casa de vegetacdo e em experimentos de campo, o efeito foi

positivo em feijdo-comum (11-21%) e grao-de-bico (19-44%).
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Rendimento de graos (291/-) —— (a)
N parte aérea (98/223) s & ——
MS parte aérea (252/480) @@ % Lavaura
MS raizes (116/359) o —@—i @ Casadevgetucao
Numero de nédulos (232/426) HO®—
MS nédulos (208/262) -+

0 10 20 30 40 50 60 70
Efeito da co-inoculagéo (%)

(b) Lavoura (c) Casa de vegetagao
Nimero de MS MS N Rendimento Numero de MS MS N
nédulos nédulos | parte aérea | parte aérea| de gréos nédulos nédulos |parte aérea |parte aérea
0512 0.25* 0.54** 0.18Ns 0.54** MS raizes 0275 0.15* 0.74** 0172 MS raizes
- = e + | Numero de . e . Numero de
0.51 0.39 0.39 0.51 RIS 0.59 0.37 0.39 radules
0.26** 0.40** 0.29** | MS nédulos 0.33** 0.36** | MS nddulos
o o MS - MS
0.82 048 parte aérea 0.84 parte aérea
0.44** N )
parte aérea

Figura 3 — Efeito geral da coinoculagdo com rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas e rizobio sobre o rendimento de graos, matéria seca de raiz
e parte aérea, teor de N na parte aérea e nodulacdo (niumero e matéria seca de
nodulos) de leguminosas (a) e coeficientes de correlacdo de Pearson entre os
valores de effect size dos atributos avaliados nas plantas no campo (b) e em casa
de vegetacao (c). Para o efeito da coinoculagéo os valores sdo as médias + 95% do
intervalo de confianca, sendo que o nimero de comparacgdes utilizadas na analise
de cada atributo da planta é apresentado entre parénteses (campo/casa de
vegetacado). Para as correla¢des os simbolos *, ** e ns indicam significancia: p<0,05,
p<0,01 e nao significativo, respectivamente. MS = Matéria seca.

Em relacdo ao nitrogénio da parte aérea, observou-se aumento em feijao-
mungo de 19-79% e em soja de 7-11% em plantas cultivadas em casa de vegetacéo
e em feijdo-comum em 6-16% e gréo de bico em 9-12% na condicdo de campo. Na
massa seca de raiz, todas as leguminosas responderam positivamente a
coinoculagéo, tanto em casa de vegetacdo quanto a campo. O numero de nodulos
radiculares aumentou em plantas em casa de vegetacao em alfafa (8-24%), feijao-
comum (13-41%), grao-de-bico (11-27%) e soja (17-37%), e em campo, 0 NN
aumentou em todos as plantas avaliadas. No atributo massa seca de nédulos, em

casa de vegetacao o efeito foi positivo em alfafa (13-45%), gréo-de-bico (10-20%)
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e soja (4-22%), jA em experimento de campo houve um incremento em feijao-
comum (10-32%) e grao-de-bico (11-18%).

Rendimento de graos

Alfafa (-/56) ——
Feijao-comum (134/-) —i— Feijdo-comum (44/72) a2
Grao-de-bico (54/-) —@— Grao-de-bico (33/75) ——@®—
Feijao-mungo (-/50) —_——
Soja (69/-) @ Soja (18/76) +HO—+—@—
MS parte aérea Numero de nédulos
Alfafa (-/63) ——i Alfafa (-/55) —o—i
Feijao-comum (131/94) Ho0— Feijao-comum (79/89) H@—@—
Gréo-de-bico (39/79) HOH—@— Grao-de-bico (54/72) —@—+@—
Feijao-mungo (-/109) —@— Feijao-mungo (-/73) ——i
Soja (48/89) @ —@— Soja (64/94) o —e—
N parte aérea MS nédulos
Alfafa (-/25) —e——
Feijao-comum (41/39) — @+ Feijao-comum (79/61) e @
Grao-de-bico (14/-) @ Grao-de-bico (44/87) H@H
Feijao-mungo (-/94) —_—— Feijao-mungo (-/17) ——
Soja (42/58) Bt Soja (59/60) T-'—O—'
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® Lavoura @ Casa de vegetagao

Efeito da co-inoculagdo (%)
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Figura 4 — Efeito da coinoculacdo com rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas e rizébio sobre rendimento de grdos, matéria seca de raiz e parte aérea,
teor de N na parte aérea e nodulacdo (nimero e matéria seca de nédulos) de
leguminosas. Para o efeito da coinoculagdo os valores sdo as médias + 95% do
intervalo de confianca, sendo que o nimero de comparacgdes utilizada na analise de
cada atributo da planta é apresentado entre parénteses (campo/casa de
vegetacao). MS = Matéria seca.

Quando avaliado o efeito das PGPR coinoculadas, diazotréficos do género
Azospirillum aumentaram a massa seca da parte aérea (2-10%), da raiz (0,5-6%) e
0 numero de nodulos (1-21%) em casa de vegetacdo. Em campo estes
microrganismos foram capazes de aumentar todos os atributos de planta
(produtividade de grdos, massa seca de parte aérea, nitrogénio da parte aérea,
massa seca de raiz, massa seca de nédulos, nimero de nédulos) (Fig. 5). Bactérias
do género Bacillus inoculadas em plantas em casa de vegetacdo causaram efeito
positivo na massa seca (10-24%), no teor de N da parte aérea (45-75%), massa
seca da raiz (24-65%) e numero (10-29%) e massa seca de nédulos (9-22%). Em
campo, bactérias do género Bacillus aumentaram a produtividade de graos (3-25%),
massa seca (2-7%) e N da parte aérea (2-26%), massa seca de raiz (3-15%) e

namero de nodulos (8-50%). Leguminosas coinoculadas com Pseudomonas
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tiveram incremento em todos os atributos avaliados, tanto em casa de vegetacao
guanto a campo. A coinoculacdo com Enterobacter aumentou massa seca (1-31%)
e 0 N (27-97%) da parte aérea e a massa seca da raiz (5-45%) em casa de
vegetacdo. O género Serratia aumentou a massa seca da parte aérea (10-15%) e
da raiz (7-13%) e o numero (5-22%) e a massa seca de nodulos (1-13%) em
experimentos de campo. A coinoculacdo com Streptomyces € capaz de aumentar a
massa seca de raiz (0,5-21%) e parte aérea (6-17%) e a massa seca de nddulos
(0,5-16%) quando comparada com a inoculacéo simples, em casa de vegetacao.

@ Lavoura @ Casa de vegetacdo ® Lavoura @ Casa de vegetacao

Rendimento de graos

MS raizes

Azospirillum spp. (136/-) @ Azospirillum spp. (40/15) @
Bacillus spp. (24/-) { | —@— Bacillus spp. (17/83) ———
Pseudomonas spp. (87/-) o Pseudomonas spp. (24/87) 90—
Enterobacter spp. (-/38) ——
Serratia spp. (12/-) { 1@+ Serratia spp. (12/-) @
Streptomyces spp. (-/40) —@—
MS parte aérea Numero de nédulos
Azospirillum spp. (114/17) | |8~ Azospirillum spp. (99/17) -o-@—
Bacillus spp. (20/128) O Bacillus spp. (20/98) H——@——
Pseudomonas spp. (70/104) H—@—+ Pseudomonas spp. (63/114) —H— @+
Enterobacter spp. (-/53) { |——@—— Enterobacter spp. (-/41){ ———@—
Serratia spp. (12/-) Ll Serratia spp. (12/-) —o—
Streptomyces spp. (-/40) o Streptomyces spp. (-/25) —@—
N parte aérea MS nédulos
Azospirillum spp. (54/-) 1 |-@- Azospirillum spp. (98/20) - —
Bacillus spp. (11/84) 1 |—@— — Bacillus spp. (14/40) - @-+—@—
Pseudomonas spp. (21/60) o+ @— Pseudomonas spp. (57/59) ——@—
Enterobacter spp. (-/30) ® Enterobacter spp. (-/18) —T—
Serratia spp. (12/-) —@—
Streptomyces spp. (-/39) —&—i
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Efeito da co-inoculagdo (%)

Figura 5 — Efeito da coinoculacdo com rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCP) e rizébios sobre o rendimento de graos, matéria seca de raiz e parte
aérea, teor de N na parte aérea e nodulacdo (nUmero e matéria seca de nodulos)
em funcéo do tipo de RPCP. Para o efeito da coinoculacéo os valores sao as médias
+ 95% do intervalo de confianca, sendo que o nimero de comparac¢des utilizadas
na analise de cada atributo da planta é apresentado entre parénteses (campo/casa
de vegetacdo). MS = Matéria seca.

-20-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
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A resposta das plantas aos rizobios na coinoculagédo também foi avaliada
(Fig. 6). Houve uma resposta positiva aos rizobios na coinoculagdo em todos os
atributos de planta, com excecdo do N foliar de plantas coinoculadas com

Sinorhizobium, que né&o diferiu na inoculagéo simples.
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Figura 6 — Efeito da coinoculagcéo com rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas e rizébio sobre o rendimento de grdos, matéria seca de raiz e parte aérea,
teor de N na parte aérea e nodulacdo (nUmero e matéria seca de nodulos) em
funcao do tipo de rizobio. Para o efeito da coinoculagéo os valores sdo as médias +
95% do intervalo de confianga, sendo que o numero de comparagdes utilizadas na
analise de cada atributo da planta é apresentado entre parénteses (campo/casa de
vegetacdo). MS = Matéria seca.

O efeito da coinoculacdo em condicbes de estresse demonstrou que a
utilizacdo em conjunto de rizébios e PGPR apresenta um efeito positivo quando
comparado com a inoculagéo simples com rizébios em casa e vegetacédo (Fig. 7).
Em condi¢cBes normais (sem estresse), todos os atributos de planta foram afetados
positivamente com a coinoculacdo. Nas avaliacbes em condicbes de plantas
submetidas a patdgenos, a coinoculacdo aumentou a massa seca da parte aérea
(4-40%), o numero (23-57%) e a massa seca de nédulos (2-35%). A coinoculacéo
também aumentou a massa seca da parte aérea (3-19%) e de raiz (2-17%), e dos
nodulos (1-29%) de plantas em condi¢cdes de seca, e a massa seca da parte aérea
(4-18%), da raiz (2-16%) e o numero de nodulos (2-22%) de plantas cultivadas em
presenca de metais pesados. Quando as plantas sao cultivadas com salinidade, a
coinoculagdo aumenta todos os atributos, sendo que é a condi¢do de estresse que
apresenta a melhor reposta a coinoculagéo (aumento médio de 37% nos atributos

de planta), em comparagdo com a inoculagéo simples.
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Figura 7 — Efeito da coinoculacdo com rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas e rizébio sobre matéria seca de raiz e parte aérea e nodulacdo (nimero e
matéria seca de nédulos) em funcdo do tipo de estresse para experimentos
conduzidos em casa de vegetacdo. Para o efeito da coinoculagéo os valores sdo as
médias + 95% do intervalo de confian¢a, sendo que o nimero de comparacées
utilizadas na andlise de cada atributo da planta € apresentado entre parénteses. MS
= Matéria seca.

No efeito da coinoculacédo em funcado dos atributos quimicos, a coinoculacao
foi positiva para o crescimento de leguminosas independente da condi¢cdo quimica
do solo, seja em casa de vegetac¢do ou em campo (Fig. 8). Em relacdo ao C organico
do solo, o N da parte aérea teve incremento com a coinocula¢do, quando o C
organico foi <1%, diferente do que ocorre quando foi >1%. Também se observa
incremento com a coinoculacdo em massa seca de parte aérea e produtividade de

graos quando o C organico foi <1%.
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Figura 8 — Efeito da coinoculacdo com rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas e rizébio sobre rendimento de grdos, matéria seca de raiz e parte aérea,
teor de N na parte aérea e nodulacdo (nUmero e matéria seca de ndédulos) em
funcdo de atributos biogeoquimicos do solo. Para o efeito da coinoculacdo os
valores sdo as médias + 95% do intervalo de confianca, sendo que o niumero de
comparacdes utilizada na analise de cada atributo da planta é apresentado entre
parénteses. Circulo vermelho indica experimento de campo; circulo azul indica
experimento em casa de vegetacdo. MS = Matéria seca.
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4 DISCUSSAO

A coinoculagéo de rizobios e rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCP) em leguminosas mostrou-se uma estratégia capaz de aumentar
todos os atributos de plantas, tanto em estudos de campo, como em casa de
vegetacao (Fig. 3a). Com relacdo a resposta das plantas ao efeito da inoculacéo
com RPCP, observou-se incremento na nodulacdo (nUmero e massa seca de
nodulos), massa seca de raiz e parte aérea, teor de N na parte aérea, assim como
no rendimento de gréos. Essa resposta foi observada com variacbes entre os
experimentos a campo e em casa de vegetacdo provavelmente causadas por
diversos fatores que os diferenciam como, por exemplo, a espécie da planta, o tipo
de substrato/solo, tamanho do vaso, densidade de semeadura, histérico da area de
cultivo.

As RPCP sao bactérias do solo que interagem positivamente com a planta,
podendo colonizar as raizes de forma rizosférica (incluindo o rizoplano), endofitica
ou simbidtica (KHAN, 2005; OLANREWAJU et al.,, 2017). Através dos seus
mecanismos, sdo capazes de disponibilizar nutrientes (via fixacdo biolégica de N,
solubilizacédo de P, K e Zn, etc) (EMAMI et al., 2020; ETESAMI et al., 2017; SANTOS
et al., 2020), de produzir substancias fitorreguladoras (como auxinas, giberelinas,
citocininas e ACC desaminase) (GLICK, 2014; MACHADO et al., 2016; SILVA et al.,
2020) e de proteger a planta contra patégenos e doencas (via inducéo de resisténcia
sistémica e producdo de metabdlitos, como os siderdforos por exemplo)
(FERREIRA et al., 2020; OLANREWAJU et al.,, 2017). Por esse motivo, séo
amplamente utilizadas ao redor do mundo como promotoras de crescimento em
diferentes grupos de plantas. Além disso, tem sido demonstrado que também séo
capazes de aumentar a resisténcia da planta a situacdes adversas como estresse
hidrico, salinidade, temperaturas extremas e presenca de metais pesados no solo
(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021; RHO et al., 2018; RUBIN et al., 2017).

A correlagéo do entre os valores de effect size dos atributos de planta, foi
positiva em todas as combinacdes, tanto em casa de vegetacdo como a campo (Fig.
3b, 3c). Em casa de vegetacéo, o N da parte aérea é fortemente correlacionado com

a massa seca da parte aérea e da raiz, assim como a massa seca da parte aérea
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com a massa seca de raiz e o numero de ndédulos com a massa seca de nodulos
(r>0,5, p<0,01). J4 no campo, o N da parte aérea tem correlacdo positiva com a
massa seca da parte aérea (r = 0,82, p<0,01), mas ndo se observou relacao
significativa com a massa seca da raiz (r = 0,18, p = ns).

4.1 A coinoculacéo é eficiente em leguminosas, independente da espécie.

Os dados mostram que todas as espécies sdo beneficiadas pela
coinoculagdo em nivel semelhante, ja que de forma geral ha uma sobreposicao do
IC, tanto em casa de vegetacdo como em campo (Fig. 4). Estudos anteriores
realizados com soja, em forma de meta-analises ja indicavam o efeito benéfico da
coinoculacédo (BARBOSA et al., 2021; ZEFFA et al., 2020). Nosso estudo com dados
obtidos com outras espécies de leguminosas demonstra que a coinoculacdo
produziu melhor resposta quando comparadas com a soja. Por exemplo, o efeito na
produtividade de grdos em grao-de-bico (aumento de 22%) e feijdo comum
(aumento de 38%) sdo mais pronunciados que em soja (aumento de 3%). Isso
ocorre, porque a soja é a leguminosa de maior importancia agricola e econémica no
mundo. Por esse motivo, 0s principais avanc¢os em eficiéncia do uso de inoculantes
rizobianos foram alcancados na cultura da soja. Isso levou a um alto nivel de
eficiéncia a partir do uso de inoculantes, onde a taxa de FBN pode chegar a 337 kg
ha' (SALVAGIOTTI et al.,, 2008), levando a cultura da soja a alcancar altas
produtividades sem o uso de fertilizantes nitrogenados.

Uma meta-andlise que avaliou o efeito da coinoculacdo de diversas PGPR
em soja, verificou que em estudos de campo, a coinoculacdo ndo foi capaz de
aumentar a massa seca de raiz e de nédulos, N da parte aérea e produtividade, por
outro lado, aumentou o nimero de nodulos, massa seca da parte aérea (ZEFFA et
al., 2020). Esses resultados concordam em parte com 0S Nossos, pois verificamos
gue a soja responde bem a coinoculagédo quando avaliados produtividade de graos,
massa seca da raiz e numero de nddulos, e que a massa seca de parte aérea e de
nédulos e o N da parte aérea ndo diferem do tratamento com inoculagdo simples

em ensaios de campo (Fig. 4).
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A alfafa respondeu a coinoculagcédo em todos os atributos de plantas em casa
de vegetacao (Fig. 4). Esse achado é importante, dada a relevancia da leguminosa,
cultivada em mais de 80 paises, e que é uma forrageira de alta qualidade para
alimentagao animal (LE et al., 2016; RADOVIC et al., 2009).

A coinoculacdo a campo em feijdo-comum, levou a um incremento tanto nos
atributos de parte aérea, quanto de raiz, e isso refletiu em um aumento de
produtividade de gréos de 38% em relacdo a inoculagao simples (Fig. 4). Diferente
da soja, para o feijdo-comum a inoculacdo ndo é capaz de suprir totalmente a
necessidade de N, sendo necesséaria a utilizacdo de parte da adubacao nitrogenada
no momento da implantacdo da cultura (SANTOS et al., 2019). Porém, dependendo
da quantidade, o efeito pode se tornar prejudicial, afetando a nodulacdo da planta e
a consequente reducao da produtividade (HUNGRIA et al., 2003). Dessa forma,
nossos resultados mostram que a coinoculacdo é uma excelente opcdo para
aumentar a produtividade de feijao-comum.

Assim como o feijdo-comum, o grao-de-bico foi favorecido pela coinoculacao.
Todos os atributos de planta tiveram incremento em relagdo a inoculagéo simples
(Fig. 4). O grao-de-bico € uma excelente fonte proteica, o que a leva a ser a terceira
leguminosa mais produzida no mundo (OLIVEIRA et al., 2017; VO et al., 2021).
Porém, estudos envolvendo a selecao de rizébios mais eficientes na FBN ainda
devem ser conduzidos, pois a taxa de fixacdo é de 70kg de N ha, o que ndo é
suficiente para suprir a demanda da planta por N. Além disso, é cultivada
principalmente e em regifes semiaridas, onde ha uma grande propensao a estresse
hidrico e condi¢cBes climéticas extremas, o que afeta drasticamente a capacidade
dos rizébios em se estabelecer e fixar nitrogénio (BENJELLOUN et al., 2021;
NASCIMENTO et al., 2012). Os resultados do presente trabalho demonstram a
importancia de mais estudos, pois a coinoculacéo € capaz de aumentar o N da arte
aérea e a produtividade de graos.

No cultivo de feijdo-mungo em casa de vegetacdo, ndo houve diferenca
significativa no numero e massa seca de nodulos, mesmo assim o N foliar e a massa
seca da raiz tiveram um incremento de 49% e na massa seca de parte aérea, um
incremento de 15% quando coinoculado com RPCP (Fig. 4). Esses resultados

indicam um efeito direto na promocé&o de crescimento. Ou seja, a coinoculacdo néo
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interfere na simbiose entre rizébio e planta, mas é capaz de favorecer o
desenvolvimento radicular e consequentemente o desenvolvimento da parte aérea

e aquisicdo de N pela planta.

4.2 O efeito da inoculacdo de rizobios e rizobactérias promotoras de

crescimento de plantas e o sinergismo entre eles.

A coinoculacdo com as RPCP estudadas causaram em geral, efeito positivo
no desenvolvimento de leguminosas (Fig. 3). Azospirillum e Pseudomonas, foram
capazes de aumentar todos os atributos de planta em relagdo a inoculacao simples
com rizébios, em ambas as condi¢des experimentais. De maneira geral, estirpes de
Pseudomonas seguidas de Bacillus foram as mais eficientes em promover o
crescimento de plantas leguminosas. Para o sucesso de uma RPCP como
promotora de crescimento, além dos mecanismos como producéo de substancias
reguladoras de crescimento, disponibilizacdo de nutrientes e controle biolégico, ela
deve ser capaz de sobreviver e se estabelecer no ambiente apés a inoculacao, onde
irh competir por espaco e substrato com a microbiota autéctone (CHAUHAN et al.,
2015). Pseudomonas e Bacillus sdo os géneros microbianos mais bem estudados
como promotores de crescimento de planta, juntamente com o género Azospirillum,
que tem sido utilizado no cultivo de diversas espécies de gramineas (ARZANESH
etal., 2011; HAHN et al., 2013; HUNGRIA et al., 2010; SANTOS et al., 2019, 2020).
Os nossos dados mostraram a partir do nimero de publica¢des, que também sdo
0S géneros mais explorados em estudos de coinoculacdo em leguminosas, e
confirmam o sucesso no sinergismo entre rizébio e PGPR.

Bactérias do género Serratia ndo aumentam a produtividade de gréaos de
leguminosas, porém apresentam efeito positivo na producdo de massa seca de
parte aérea (aumento de 14%), assim como o género Streptomyces (aumento de
13%) (Fig. 5). A biomassa vegetal € o principal produto no cultivo de plantas
forrageiras, principalmente para alimentacdo animal. Logo, 0 uso de métodos
capazes de aumentar o seu rendimento de forma econdmica e ecologicamente
eficiente, como é o caso da utilizacdo de inoculantes microbianos, sdo cada vez

mais empregados na forragicultura, juntamente com o consorcio de plantas e a
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diversificacdo via rotacdo (HUNGRIA et al.,, 2021). Pesquisas anteriores
demonstram essas estratégias, aléem de aumentar o rendimento produtivo, sdo
capazes de melhorar a qualidade da forragem (FINGER; BUCHMANN, 2015;
HUNGRIA et al., 2021; SCHAUB et al., 2020).

Devido ao numero de dados, a coinoculacdo com Enterobacter foi avaliada
apenas em casa de vegetacao. Os resultados mostraram que nao houve efeito nos
atributos relacionados a simbiose, mas a coinoculagdo com Enterobacter foi capaz
de aumentar a biomassa da parte aérea e da raiz, assim como o N da parte aérea
(Fig. 5). Benjelloun et al. (2021), demonstraram que o efeito a campo € ainda mais
expressivo. Eles avaliaram a coinoculacdo de Mesorhizobium ciceri com Bacillus
sp. e Enterobacter aerogenes em gréo-de-bico em um experimento de campo e
verificaram que a combinag&o de M. ciceri e E. aerogenes foi capaz de aumentar
em mais de 270% a nodulacdo, 192% o peso seco da parte aérea e 242% o
rendimento de grdos de gréo-de-bico em relacdo a inoculacdo simples
(BENJELLOUN et al., 2021).

Avaliando como o efeito rizébios influenciam na coinoculagdo, obtivemos
resultados positivos (Fig. 6). A coinocula¢do nos tratamentos inoculados com
Bradyrhizobium e Mesorhizobium foi capaz de aumentar em 67% e 65% o N foliar
em casa de vegetacao, ja em campo, esse efeito foi menos expressivo: 5% e 10%,
respectivamente. E comum que haja essa diferenca no tamanho do efeito, pois em
casa de vegetacdo ha menos interferéncia de fatores externos, como eventos
climaticos adversos e a propria interacdo com a microbiota nativa (RUBIN et al.,
2017), sendo uma estratégia importante para se avaliar como o rizébio e a RPCP
interagem entre si em estudos de coinoculagéo.

Em relacdo ao rendimento de graos, a coinoculagdo com 0s géneros
Mesorhizobium e Rhizobium responderam melhor em comparacéo a coinoculacao
com o género Bradyrhizobium (Fig. 6). Isso é coerente com os demais dados do
trabalho, pois o género Bradyrhizobium é principalmente utilizado no cultivo de soja,
gue foi a planta menos responsiva a coinoculacdo, comparando com as demais (Fig.
4).
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4.3 Os fatores ambientais influenciando a coinoculacgéo.

Devido ao valor de n, apenas os dados de cultivos em casa de vegetacao
foram avaliados para as condi¢cdes de estresse (Fig. 7). Apesar disso, os dados
demonstram que a coinoculacdo com RPCP é capaz de atenuar condi¢cdes
desfavoraveis para o cultivo de plantas (doencas, seca, presenca de metais
pesados e salinidade), pois ha um incremento nos atributos de plantas em todas as
condicbes. Em uma meta-analise, Rho et al. (2018) demonstraram que organismos
endofiticos sdo capazes de atenuar efeitos estressantes, independente da planta e
do tipo de estresse causado. Devido aos multiplos mecanismos de promocéo de
crescimento de plantas expressados pelas RPCP, elas sdo capazes atenuar
situacdes potencialmente estressantes para as plantas.

Em condi¢Bes de doenca, além de atenuar o efeito negativo de patégenos, a
coinoculacéo é capaz de causar um incremento em massa seca de parte aérea e
namero e massa seca de nédulos (Fig. 7). A massa seca de raiz foi o Unico atributo
de planta que ndo apresentou incremento em relacdo a inoculacdo simples sob
doenca. Isso é explicavel, pois um dos mecanismos utilizados pelas PGPR para a
supressao de organismos patogénicos € a producdo de HCN. Esse gas, além de
ser toxico para os patdégenos, também é relatado na literatura como potencialmente
toxico para o desenvolvimento radicular (NADEEM et al., 2014; RUDRAPPA et al.,
2008; SIDDIQUI et al., 2006). Além disso, quando ha a producdo de auxinas pelas
PGPR além da demanda requerida pela planta, seu efeito pode ser deletério,
inibindo a diviséo e elongacéo celular nas raizes (BISWAS et al., 2000; NADEEM et
al., 2014).

Rubin et al. (2017), avaliaram o efeito de RPCP em condi¢des de seca em
diferentes grupos funcionais de plantas e o resultado foi positivo, incluindo em
plantas leguminosas. No presente trabalho, em condi¢ces de seca, a massa seca
da parte aérea, da raiz e de nddulos foi aumentada em relagcdo ao tratamento ndo
inoculado (Fig. 7). A utilizacdo de RPCP em condic¢des de seca favorece a producéo
de massa seca, pois ha a producdo de substancias como os exo-polissacarideos
(EPS), que séo responsaveis por aumentar a capacidade de retencdo de agua no
solo na regido rizosférica (NASEEM; BANO, 2014; TIMMUSK et al., 2014). Por esse
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motivo, o desenvolvimento da planta é favorecido pelos multiplos mecanismos de
promocao de crescimento, mesmo que haja déficit hidrico (TITTABUTR et al., 2013;
VURUKONDA et al., 2016).

A salinidade é a condi¢do que apresenta a melhor resposta a coinoculacéo
(Fig. 7). Provavelmente, a inoculacdo conjunta de rizébios e PGPR, além de
promover o crescimento de forma direta pelos mecanismos de promocao de
crescimento, melhora a relagédo simbiética entre rizébio e leguminosa e a atividade
enzimatica na regido rizosférica (KUMAWAT et al., 2021). Além disso, o principal
mecanismo utilizado pelas PGPR na inducéo de resisténcia a salinidade é a reducéo
da producado endogena de etileno pela planta. Isso ocorreria porque essas bactérias
produzem ACC desaminase, que degrada o ACC a amdnia e alfa-cetobutirato,
interrompendo a producéo de etileno (GLICK, 2014). Esse hormonio é conhecido
como o “hormdnio do estresse”, sendo responsavel pela senescéncia da planta. O
efeito positivo demonstrado no presente trabalho é uma importante evidéncia, ja
gue a salinidade afeta mais de 100 milhdes de hectares ao redor do mundo, o que
equivale a 20% das terras cultivaveis (GUPTA; PANDEY, 2019), causados por altas
temperaturas, falta de agua, agua de irrigacao salina ou um mal manejo de irrigacao
(PLAUT et al., 2013).

Na coinoculacdo em presenca de metais pesados, todos os atributos de
planta tiveram incremento em relacdo a inoculacdo simples (Fig. 7), diferente do
que foi relatado por Franco-Franklin et al. (2021), em uma meta-analise que avaliou
o efeito de bactérias endofiticas em plantas expostas a metais pesados. Os autores
sugerem que os beneficios podem ser especificos para alguns hospedeiros e
também sdo dependentes do nivel de estresse ao que a planta é submetida
(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021). Na presenca de metais pesados hd uma maior
producéo de nodulos pela planta, porém a massa seca desses nodulos permanece
igual ao tratamento com inoculagéo simples. O etileno é um dos principais inibidores
de nodulacdo em leguminosas (YUHASHI et al., 2000). Por esse motivo, a
coinoculacéo favorece a producdo de nodulos através da producdo de ACC
desaminase pelas PGPR, pois interrompe a produgédo excessiva de etileno que
ocorre devido a exposicdo ao metal pesado (NASCIMENTO et al., 2016;
SUBRAMANIAN et al., 2015).
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Em relac&o aos atributos quimicos de solo, de uma forma geral, ha um efeito
positivo da coinoculacéo, independente da condi¢do a que as plantas séo expostas
(Fig. 8). O pH do solo é um fator determinante para estruturacdo da comunidade
microbiana do solo, pois apesar da grande maioria dos organismos do solo
apresentarem o pH 6timo entre 5,5 e 6,5, ha uma selecéo dos organismos tolerantes
em funcao da faixa de pH em que se encontram (MSIMBIRA; SMITH, 2020). Além
disso, & medida que se diferenciam as faixas de pH, sédo alterados muitos outros
fatores bioquimicos do solo, que tornam praticamente impossivel de se analisar o
efeito do pH isoladamente (ROUSK et al., 2009). No presente estudo, a
coinoculacéo foi benéfica independente da faixa de pH, mas na produtividade de
graos o efeito foi mais pronunciado em pH>7 (Fig. 8). O principal efeito da
alcalinidade do solo para a as plantas é a baixa disponibilidade da maioria dos
micronutrientes, assim como o P, que € precipitado em forma de fosfatos de calcio
(RASHID; RYAN, 2004). A grande maioria dos solos alcalinos se encontram em
regides aridas do mundo, que ocorrem em decorréncia do acimulo de carbonatos
e bicarbonatos, devido a insuficiéncia de precipitacdo para lixiviar esses sais. Sendo
assim, a alcalinidade é um efeito secundario da seca (MSIMBIRA; SMITH, 2020).
Nesse caso, nossos resultados mostram que a utilizacao da coinoculacédo pode ser
uma alternativa para cultivo de plantas em regides aridas, ja que fornece além da
resisténcia ao estresse hidrico, um melhor desempenho no crescimento relacionado
também a alcalinidade que ocorre em decorréncia da falta de 4gua. Uma hipétese
para a maior produtividade em pH>7, é que essas bactérias resistentes a
alcalinidade expressam sua capacidade como promotoras de crescimento de
plantas e com isso, disponibilizam nutrientes via solubilizagdo, como por exemplo
P, Zn, e Fe, que sdo os nutrientes que tem a disponibilidade para as plantas afetada
em solos alcalinos.

No geral, independente do modo de cultivo, as maiores respostas da planta
foram observadas em solos com baixo teor de C orgénico (COS), principalmente
namero de noédulos e rendimento de graos (Fig. 8). Diferente do relatado por
Barbosa et al. (2021), na meta-analise sobre coinoculagdo em soja, que nao
encontrou diferengca em produtividade de grdos em funcdo do teor de carbono

organico do solo. O COS é considerado um dos principais indicativos de qualidade



69

do solo. Pode afetar propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo e tem um
importante papel nas funcdes de solos agricolas, como ciclagem de nutrientes,
formacdo de agregados, retencdo de 4gua e substrato para a manutencdo da
biodiversidade (BONGIORNO et al., 2019; BUNEMANN et al., 2018). A interac&o
planta-microrganismo pode impactar consideravelmente a dinamica da MOS na
rizosfera. Inclusive no “efeito priming” da rizosfera, que esta relacionado com a
atividade das raizes e também a acdo dos microrganismos decompondo
rizodepositos e o carbono prontamente disponivel da MOS (HAMER;
MARSCHNER, 2005; HUO et al., 2017).

Em relacdo ao N total do solo, a coinoculacao foi benéfica para os atributos
de planta, tanto no campo quanto em casa de vegetacdo (Fig. 8). Em casa de
vegetacdo, houve uma melhor resposta no nimero de nddulos e massa seca de
raiz, quando o N total foi <0,6%, diferente do que ocorreu no campo. Uma hipétese
para isso € de que a campo, 0s rizobios inoculados nem sempre conseguem
expressar seu potencial simbi6tico devido a competicdo que ocorre com a
microbiota nativa presente no solo, resultando em uma baixa eficiéncia na fixagdo
de N2 (HAN et al., 2020; MENDOZA-SUAREZ et al., 2021).

De uma forma geral, os resultados comprovam que a combinacéo de rizébios
e outras bactérias rizosféricas sdo altamente eficientes para a promocao de
crescimento de plantas e reducdo da utilizacdo de insumos quimicos, que séo
ambiental e economicamente onerosos. Além disso, a coinoculacdo é uma
estratégia eficiente para situacfes ambientalmente desfavoraveis, a qual oferece
protecdo para a planta, como também é capaz de oferecer um incremento produtivo
em biomassa e gréos. Algumas lacunas do conhecimento sobre o assunto ainda
precisam ser preenchidas, como 0os mecanismos bioquimicos e moleculares da
interacao tripla entre planta, rizobio e PGPR, bem como avaliar interacdes com a

microbiota autéctone, sejam elas positivas ou negativas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostram que em termos gerais, a coinoculacdo € mais
eficiente que a inoculacdo, sendo que o efeito em casa de vegetacdo é maior que
em campo. Todas as leguminosas séo beneficiadas pela pratica da coinoculagéo,
sendo a soja a leguminosa menos responsiva a préatica. Em relacdo a rizobactéria
utilizada na coinoculacao, todos os géneros bacterianos avaliados foram benéficos.
A coinoculacéo € mais eficiente que a inoculacdo em condicdes de estresse como
presenca de doenca, condicbes de seca, na presenca de metais pesados e
principalmente em condi¢6es de salinidade. Além disso, os resultados mostram que
independente da condicdo biogeoquimica do solo ou substrato, a coinoculacao é

mais eficiente.
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CAPITULO V - Estudo 3: Efeito da inoculagéo e coinoculacdo de
bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase no

desenvolvimento de mudas Acacia mearnsii

1 INTRODUCAO

A é&rea de floresta plantada do estado do Rio Grande do Sul representa
atualmente 11% da silvicultura do pais, sendo responsavel por 18% da éarea
plantada do pais de pinus (Pinus spp.), 9% de eucalipto (Eucalyptus spp.) e 100%
da area plantada de acacia-negra (Acacia mearnsii) (AGEFLOR, 2020). A acécia-
negra € uma leguminosa originaria da Austrdlia e foi introduzida no estado no ano
de 1918 (HIGA et al., 2009). Desde entao, é cultivada para trés grandes finalidades:
extracdo de tanino da casca e da madeira, producdo de carvao e cavacos para
celulose (HIGA et al., 2009; MORA, 2002). A area cultivada era de 75,9 mil hectares
em 2020, mas ja chegou a mais de 200 mil hectares no ano de 2008 (AGEFLOR,
2020).

A producao de mudas de acacia-negra no Brasil ainda € na sua maioria, feita
a partir de sementes, pois estudos visando o melhoramento genético de acéacia-
negra tiveram inicio apenas na década de 1980 (FOELKEL, 2008; MORA et al.,
2001). Atualmente, empresas e viveiros comerciais obtém parte das sementes a
partir de APS (area de producédo de sementes) e PSM (pomar de sementes por
muda) (ENGEL, 2017; MORA et al., 2001). Porém, boa parte da area plantada ainda

€ proveniente de sementes coletadas em formigueiros, diretamente nos plantios,
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gerando desuniformidade e diversos problemas fitossanitarios (CHAN et al., 2015;
FOELKEL, 2008).

Mais recentemente, a producédo de mudas de acécia-negra de origem clonal,
vem sendo vista como uma alternativa para a obtengdo de plantios mais
homogéneos e produtivos, devido a um material genético de melhor qualidade
(ENGEL, 2017). Dentre os métodos de propagacao vegetativa, a propaga¢cao por
estaquia e miniestaquia, sdo os mais utilizados na silvicultura. Um dos principais
entraves para a que se estabeleca a utilizacdo da propagacao clonal em acacia-
negra, € o baixo percentual de enraizamento, ja que varia de 30 a 50% quando
utilizada a auxina sintética AIB (acido indol-butirico) (ENGEL, 2017; SALLES, 2014).

As auxinas sdo uma das principais classes de horménios envolvidos na
rizogénese de plantas, e por esse motivo, estdo entre as mais bem estudadas na
propagacao assexuada, tanto as de origem enddgena quanto as de origem exogena
(COSTA et al.,, 2013). Outro horménio com importante papel em propagacao
vegetativa, € o etileno, ndo sé por estar ligado a biossintese e transporte de auxina,
mas também pelo efeito negativo que pode causar de forma direta (QIN et al., 2019).
Isso acontece, pois 0 estresse causado devido ao corte do material a ser propagado,
desencadeia a producdo exacerbada de etileno enddgeno, o que influencia
negativamente, tanto na multiplicacdo quando no alongamento de raizes (COSTA
et al., 2013). Além disso, o etileno pode estimular uma superproducdo de auxina,
gue em concentracdes altas, também pode suprimir a rizogénese (BISWAS et al.,
2000).

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sdo amplamente
estudadas devido ao seu papel do desenvolvimento vegetal, tanto no crescimento
radicular, quanto de parte aérea (biomassa, forragem, graos, etc) (GROVER et al.,
2021). Dentre os principais mecanismos ligados a promocao de crescimento de
plantas por rizobactérias, a producdo de horménios € um dos mais importantes e a
producado de AIA é um dos mais estudados. A inoculacdo com bactérias produtoras
de AIA é capaz de estimular o crescimento radicular, modificar a arquitetura das
raizes, aumentar a biomassa e consequentemente, aumentar a produtividade das
culturas agricolas (ARKHIPOVA et al., 2019; SANTOS et al., 2019, 2020). Em

leguminosas, a coinoculacao com bactérias produtoras de AIA aumenta a producao
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de nddulos na planta e antecipa a nodulacao, resultando em um maior rendimento
de graos (CAMERINI et al., 2008; GROVER et al., 2021; MISHRA et al., 2010).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdo também
conhecidas pela regulacdo da produgéo do etileno (hormonio produzido em excesso
em condicOes de estresse), pela atividade da enzima ACC (amino-ciclopropano
carboxilico) desaminase, que é capaz de degradar o seu precursor imediato (0 ACC)
(GAMALERO; GLICK, 2015). Além de auxiliar a planta a tolerar condigbes de
estresse, bactérias produtoras de ACC desaminase também aumentam a producéo
de nddulos em algumas leguminosas, além de favorecer o alongamento radicular e
absorcéo de nutrientes (CEDENO-GARCIA et al., 2018; CONFORTE et al., 2010).

Muito se sabe sobre a importancia da utilizacado de inoculantes a base de
RPCP para o aumento da produtividade de culturas agricolas ao redor do mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento (GROVER et al., 2021). Porém,
guando se fala em silvicultura, o conhecimento ainda € muito limitado e se encontra
em fase exploratéria (MONTEIRO et al., 2019). Diante disso, o0 presente estudo
apresenta duas hipoteses. A primeira, que bactérias isoladas do microbioma
radicular de acacia-negra que apresentam capacidade de produzir AIA e ACC
desaminase, influenciam positivamente na morfogénese radicular de microestacas
de acacia-negra. A segunda hipétese, que a inoculacdo e a coinoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas do sistema rizosférico em
conjunto com rizobios eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio promovem o

crescimento de mudas seminais de acacia-negra.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Interacéo de bactérias isoladas no microbiomarizosférico de acacia negra,

com plantulas da mesma espécie

Sementes escarificadas fornecidas pela empresa Tanac SA foram
desinfestadas (alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 2% por dois
minutos e cinco lavagens sucessivas com agua destilada estéril) e pré-germinadas
em papel filtro em temperatura ambiente, com agua esterilizada. Em seguida, as
sementes germinadas e saudaveis foram colocadas em tubos de ensaio de 25 cm
de comprimento e 2,4 cm de diametro, contendo meio de cultura de tecidos MS,
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) diluido a 75% da concentracéo de sais, com adicdo
de 7,5 g de &gar (previamente esterilizado em autoclave).

Os isolados bacterianos selecionados utilizados foram: 21N, 33N, 52K, 77J
e 81L, conforme descrito no capitulo 2. Em cada tubo, foi inoculado 1 mL de
suspensao bacteriana contendo concentracao conhecida de células, ajustada para
1,4.10" UFC mL! em média. Além dos tratamentos inoculados, foi conduzido um
tratamento controle sem inoculacéo.

Os tubos foram dispostos em um lampadario com fotoperiodo de 12 horas,
com lampadas de LED especificas para cultivo protegido em temperatura ambiente.
O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeticdes. O crescimento das plantas foi acompanhado por um periodo de 45 dias.
Apés esse periodo, as plantas foram retiradas dos tubos e determinados os
parametros morfolégicos das plantas, como nimero de segmentos nodais, altura,
comprimento da raiz principal, comprimento total de raizes e niumero de raizes

secundarias.

2.1.1 Avaliacéo da capacidade de colonizacdo em plantas de Acacia mearnsii
Os isolados também foram avaliados quanto a capacidade de colonizar a

rizosfera pela técnica de Rep-PCR, conforme Reyes-Castillo et al. (2019). Para isso,



75

fragmentos de raizes e parte aérea foram utilizados, apos avaliacdo dos parametros
morfologicos.

Para avaliar a capacidade de colonizacdo endofitica dos isolados, os
fragmentos de planta foram desinfestados superficialmente pela imersdo em élcool
70% por 30 segundos, seguido de imersdao em hipoclorito de sédio (2,0%) por 60
segundos e apods, sete lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Apés,
foram fracionados em pedacgos menores, dispostos em placas de Petri contendo
meio LM e incubados por 72 horas a 28°C. J4 para avaliar a capacidade de
colonizacdo superficial, os fragmentos foram apenas lavados em agua destilada
esterilizada, fracionados e dispostos em placas de Petri contendo meio LM e
incubados por 72 horas a 28°C.

As colonias bacterianas desenvolvidas a partir dos fragmentos foram
reinoculadas em novas placas e sujeitas as mesmas condi¢cdes de crescimento
mencionadas acima. Cada tratamento foi conduzido em triplicata para analise
molecular. O DNA foi extraido utilizando-se o Kit Wizard® (Promega Corporation),
conforme instru¢des do fabricante. Também foram extraidos os DNAs dos isolados
utilizados no experimento, a partir das culturas puras do banco de isolados, como
tratamento controle.

Os DNAs genbmicos das amostras foram caracterizados pela técnica de
Rep-PCR que amplifica regides conservadas e repetitivas do DNA cromossomico
(VERSALOVIC et al., 1994). O primer utilizado nas reacdes foi o BOX A1R (5'-CTA
CAA CGG GCT GAC GGC GAC G-3") e a amplificacao foi realizada com o kit para
PCR GoTag® Master Mix (Promega Corporation), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Durante a reacgao, os ciclos empregados foram: um ciclo inicial a 95°C
por 7 minutos, 40 ciclos que intercalam desnaturacéo a 94°C por 1 minuto, 1 minuto
de anelamento a 53°C, e extensédo a 65°C por 8 minutos e um ciclo de extensao
final a 65°C por 16 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%, em cuba horizontal com tampéao TBE 0,5X. Como padrdo de peso
molecular foi utilizado o 1kb DNA Ladder (Promega Corporation). A visualizagéo dos
fragmentos foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta e documentada por

imagem.
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2.2 Avaliacéao do enraizamento de microestacas de acacia-negra, submetidas
a inoculacdo de bactérias isoladas do microbioma rizosférico da mesma

espécie

Os isolados 21N, 33N e 52K, produtores de AIA e ACC desaminase foram
avaliados quanto ao potencial de enraizamento de microestacas in vitro.

Sementes escarificadas fornecidas pela empresa Tanac SA, foram
desinfestadas e germinadas em frascos estéreis contendo algoddo embebido em
solugcdo mineral MS 50% (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Um més apds a
germinacdo, o0s epicotilos foram cortados, contendo duas gemas cada, e
transferidos para frascos, contendo 40 mL de meio de cultura MS diluido a 75% e
adicdo de 7,59 de &gar, com pH ajustado para 5,8 (QUOIRIN et al., 2001). Cada
frasco recebeu um explante.

A inoculacdo com os isolados foi realizada utilizando-se uma aliquota de 0,2
mL do inéculo por frasco, com concentracéo celular conhecida de 2,1 108 UFC mL"
1. O in6culo constituiu-se de uma suspensédo contendo o isolado e solugéo salina
(NaCl 0,85%).

O experimento foi conduzido durante 60 dias. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢ces, constituidos por 10 frascos cada.
Além dos tratamentos inoculados, também foi conduzido um tratamento controle
sem inoculagéo.

As avaliacdes foram realizadas apos 60 dias, quando foram avaliados o0s
percentuais de sobrevivéncia, enraizamento, brotamento e comprimento total de
raizes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de
comparacao de meédias (Tukey, 5%) e teste t (5%), nas analises que constituiam

dois tratamentos.
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2.3 Avaliacédo da eficiéncia simbiotica de rizobios de Acacia mearnsii

Foram avaliados quanto a eficiéncia simbidtica as estirpes recomendadas
para a cultura (SEMIA 6163 e SEMIA 6150) além da SEMIA 6390 recomendada
para Acacia decurrens, obtidas da colecdo de estirpes SEMIA (Secdo de
Microbiologia Agricola), da extinta Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(FEPAGRO), atual Departamento de Diagndstico e Pesquisa Agropecuaria (DDPA),
da Secretaria Estadual da Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural do estado
do Rio Grande do Sul.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre/RS, no
periodo de abril a julho de 2018, totalizando 90 dias. Foram utilizados vasos
“Leonard” (VINCENT, 1970) contendo uma mistura composta por vermiculita e areia
na proporcao de 2:1, no compartimento superior e solugéo nutritiva especifica para
acdcia, calculada com base na solucdo nutritiva com produtos comerciais utilizada
no viveiro da empresa Tanac SA (Apéndice 3), sem adicdo de nitrogénio no
compartimento inferior. Os vasos foram previamente esterilizados em autoclave
durante duas horas a 120°C. Em cada vaso foram semeadas quatro sementes de
acacia-negra, desinfestadas (conforme descrito no item 5.2.1) e pré-germinadas em
papel filtro em estufa a 28° C. Posteriormente foi feito o desbaste, deixando apenas
duas plantas por vaso.

A inoculacéo dos isolados foi realizada utilizando-se uma aliquota de 2 mL
do inéculo por vaso, em uma concentragdo celular média de 5.108 UFC mL?. O
in6culo constitui-se de uma suspensao contendo o isolado e solucédo salina (NaCl a
0,85%).

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 15
repeticbes por tratamento. Além dos tratamentos inoculados, também foram
conduzidos dois tratamentos controles sem inoculo: sendo um sem adi¢cdo de
nitrogénio e outro com adi¢do de nitrogénio (NH4NOs3) via solu¢do nutritiva, com

dosagem equivalente a recomendacdo para a cultura (equivalente a 40 kg ha* de
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N) (SBCS, 2016). A solucao nutritiva foi renovada duas vezes por semana durante
todo o experimento.

Ao final do experimento, foram avaliados o didmetro do colo e comprimento
da haste principal. A raiz foi separada da parte aérea e entéo, os nédulos radiculares
foram destacados e contados. Apds isso, as amostras foram acondicionadas em
sacos de papel e secas em estufa a 65°C com ventilacado forgcada durante cinco
dias. Apés a secagem, foram medidas a producdo de matéria seca da parte aérea,
massa seca dos nédulos e massa seca da raiz.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de
comparacdo de médias (Tukey, 5%). O isolado com melhor desempenho, foi
selecionado para o estudo de coinoculacdo com as bactérias isoladas do

microbioma rizosférico de acacia-negra.

2.4 Efeito dainoculacéo e coinoculacéo derizébios e bactérias promotoras de

crescimento em mudas de Acacia mearnsii

Foram conduzidos dois experimentos, um para avaliar o efeito da inoculacao
dos isolados na promocdo de crescimento de mudas de acacia-negra e outro
visando avaliar o efeito da coinoculacdo dos isolados em conjunto com a estirpe
SEMIA 6163.

Ambos o0s experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo do
Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto
Alegre/RS. Foram utilizados vasos “Leonard” (VINCENT, 1970) contendo uma
mistura composta por vermiculita e areia na proporcédo de 2:1, no compartimento
superior e solugéo nutritiva para acacia, sem adigdo de nitrogénio no compartimento
inferior. Os vasos com substrato foram previamente esterilizados em autoclave
durante duas horas a 120°C. Em cada vaso foram semeadas quatro sementes de
acacia-negra, desinfestadas e pré-germinadas em papel filtro em estufa a 28° C.

A inoculag&o dos isolados, foi realizada utilizando-se uma aliquota de 2 mL

do inoculo de rizobio e 1 mL do in6culo de rizobactéria por vaso, ambos em uma
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concentracdo celular média de 7,5.10° UFC. O inéculo foi composto por uma
suspensao contendo o isolado e solucao salina (NaCl 0,85%).

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticoes
por tratamento no experimento de inoculacdo e 10 repeticdes por tratamento no
experimento de coinoculagcédo. Para o experimento de inoculacéo, todos receberam
adicéo de nitrogénio (NH4NOs3) via solugéo nutritiva duas vezes por semana, com
dosagem equivalente a recomendacéo para a cultura (equivalente a 40 kg ha* de
N) (CQFS, 2016) e foi conduzido um tratamento controle com N e sem inoculacao.
No experimento de coinoculacdo, ndo houve adubacdo nitrogenada e um
tratamento sem inoculacdo e sem adicao de N foi conduzido. A solu¢do nutritiva da
base do vaso Leonard foi renovada semanalmente durante todo o experimento.

Ao final do experimento, foram avaliados o diametro do colo, o comprimento
da haste principal e o numero de folhas. Na raiz, os nédulos radiculares foram
destacados e contados. Apés isso, as amostras foram acondicionadas em sacos de
papel e secos em estufa a 65°C, com ventilagdo forcada durante cinco dias. Apés a
secagem, foram medidas a producdo de matéria seca da parte aérea, massa seca
dos nodulos e massa seca da raiz.

Os dados obtidos foram submetidos a avaliacdo de homoscedasticidade e
normalidade, pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando
atendido os pressupostos, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste de média de Tukey (5%).
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3 RESULTADOS

3.1 Interacédo de bactérias isoladas no microbiomarizosférico de acacia-negra,

com plantulas da mesma espécie

O resultado da inoculacdo das bactérias do microbioma rizosférico sob o
crescimento de plantulas seminais de acacia-negra, sdo apresentados na tabela 12.
Houve diferenca significativa no numero de segmentos nodais, sendo o tratamento
inoculado com 77J, o com menor nimero de segmentos nodais e o0 tratamento
inoculado com 21N, o com maior numero. Nos demais parametros, ndo foram

observadas diferencas.

Tabela 12 — Atributos de plantas de acacia-negra cultivadas in vitro, inoculadas com
bactérias isoladas do microbioma radicular de plantas da mesma espécie.

NSN? Altura CRP? CTR3 NRS*
Isolado
______ cm

21N 5,15 5,88 10,4 ab’ 33,0 ab 25,5a
33N 4.9 5,5 11,3 ab 37,0a 23,5 ab
52K 4.8 6,5 126 a 47,2 a 22,5 ab
773 3,8 47 59b 13,8b 12,7b
81L 4.0 5,4 6,0b 26,6 ab 18,8 ab
Controle 4,7 6,2 10,4 ab 33,4 ab 20,0 ab
P 0,044 0,48 0,005 0,003 0,033
FouH 11,200 4,497 4,924 5,400 3,136

I Namero de segmentos nodais; 2 Comprimento da raiz principal; 3 Comprimento total de raizes; 4
NUmero de raizes secundarias; 5¢ Atributos avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
por ndo atenderem os pressupostos da ANOVA, sendo que para NSN apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos a 5% de probabilidade de erro e para Altura, nao houve diferenga
significativa; ” Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste
de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 5%.

Quando avaliada a capacidade de interacdo das bactérias, observou-se que
os isolados 21N e 33N nado foram capazes de colonizar plantulas de acacia-negra,
tanto no rizoplano quanto endofiticamente (Figura 9). O isolado 52K néo
apresentaram capacidade endofitica em plantulas de acéacia-negra, mas foi capaz
de habitar o rizoplano. Os isolados 77J e 81L apresentaram capacidade de colonizar

as plantulas no rizoplano e endofiticamente.
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Figura 9 — Avaliacdo da capacidade endofitica e rizosférica de bactérias isoladas
do microbioma rizosférico de acéacia-negra, em plantulas de origem seminal
cultivadas in vitro. pb: pares de base; End.: Endofitico; Riz.: Rizosférico.

3.2 Avaliacdo do enraizamento de microestacas de acacia-negra, submetidas
a inoculacdo de bactérias isoladas do microbioma rizosférico da mesma

espécie

Quando avaliada a capacidade de enraizamento de microestacas de acacia-
negra, a inoculagdo com o isolado 33N foi deletéria a sobrevivéncia das
microestacas (Figura 10a). A inoculacdo com os isolados 21N e 33N foi prejudicial
aos demais parametros, pois ndo ouve enraizamento (Figura 10b) e brotamento
(Figura 10c). A inoculacdo com o isolado 52K apesar de promover o0 enraizamento,
nao apresentou diferenca do controle (Figura 10b), mas tanto na presenca de novas
brotacbes (Figura 10c), quando no comprimento total de raizes (Figura 10d), a
inoculacdo com 52K foi superior ao tratamento controle.
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Figura 10 — Efeito da inoculacéo de bactérias produtoras de AlA e ACC desaminase
isoladas do microbioma rizosférico de acacia-negra no enraizamento de
microestacas de acacia-negra. a: Sobrevivéncia (%), médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (F = 25, p <0,001). b: Enraizamento
(%), ns = néo ouve diferenca significativa pelo teste t (p = 0,07). c: Presenca de
novas brotacdes (%), * = a diferenca foi significativa pelo teste t (p = 0,03). d:
Comprimento total de raizes (cm), * = a diferenca foi significativa pelo teste t (p =
0,02).

3.3 Avaliacéo da eficiéncia simbiotica de rizobios de Acacia mearnsii

O tratamento N+ foi o mais eficiente, quando comparado com os demais
tratamentos, em todos os atributos de planta (Tabela 13). O diametro do colo das
mudas de acacia-negra inoculadas com as estirpes foi semelhante ao do tratamento
controle N- e inferior ao do tratamento controle N+. Quando avaliada a altura das
mudas, aquelas inoculadas com as estirpes SEMIA 6163 e a SEMIA 6150 foram
superiores a SEMIA 6390 e ao controle N-, porém foram inferiores ao tratamento
controle N+.
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Tabela 13 — Eficiéncia simbidtica de SEMIAs em plantas de acacia-negra, cultivadas
em casa de vegetacao por 90 dias

Tratamento DC! Altura MSPA? MSR3  MSN#* NN
Mm Cm = e mg -----------

N+ 2,0 a8 113 a 621,9a 240,0a - -
SEMIA 6163 11b 75b 194,7 b 459 Db 22,3 26
SEMIA 6150 11b 75b 109,8bc 455D 16,7 31
SEMIA 6390 10b 55¢ 39,0c 426 Db 0 0
N- 0,7b 56¢C 34,6 c 253b - -
P <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 0,002 0,027
F 10,226 45,800 77,867 69,031

1 DC - Diametro do colo; 2 MSPA — massa seca da parte aérea; 3 MSR — massa seca da raiz;

4 MSN — massa seca dos nédulos; > NN — Numero de nddulos; ¢ Médias seguidas pela mesma letra
na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de
erro de 1%; **Diferenca significativa a 1%, pelo teste T; *Diferenca significativa a 5%, pelo teste T.

A massa seca da parte aérea das mudas foi 0 que apresentou maior
variabilidade entre os tratamentos. Sendo que o melhor tratamento foi o controle
N+, seguido do tratamento inoculado com a SEMIA 6163, que foi igual ao tratamento
inoculado com a SEMIA 6150, sendo que este ultimo ndo diferiu do inoculado com
a SEMIA 6390 e o tratamento controle N-. Na massa seca da raiz, o tratamento
controle N+ foi o mais eficiente, sendo que os tratamentos SEMIA 6163, SEMIA
6150 e SEMIA 6390, ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle N
(Tabela 13).

Quanto aos nodulos, o tratamento inoculado com SEMIA 6163 teve maior
massa seca que o inoculado com SEMIA 6150, mas quando avaliado o numero de
nodulos, o tratamento SEMIA 6150 foi superior ao inoculado com SEMIA 6163. O
tratamento inoculado com a SEMIA 6390 néao foi capaz de formar n6dulos em raizes
de mudas de acacia-negra, apenas pequenas protuberancias que demonstravam a
iniciacdo da nodulacéo, porém sem ter avancado desta etapa.

Devido ao desempenho, a SEMIA 6163 foi a estirpe selecionada para o teste
de coinoculacdo em casa de vegetacdo, com as bactérias isoladas do microbioma

rizosférico de acacia-negra.
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3.4 Promocéao de crescimento de mudas de acacia-negra pela inoculacéao de
bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase isoladas do microbioma

rizosférico de plantas da mesma epécie

A altura foi o Unico atributo de planta em que a inoculacédo dos isolados
bacterianos causou influéncia (Tabela 14). O tratamento inoculado com o isolado
52K apresentou maior altura de planta em relacdo ao controle. Os demais isolados
nao apresentaram efeito significativo nos atributos de planta, quando comparados

ao controle.

Tabela 14 — Efeito da inoculac&o de bactérias do microbioma rizosférico de acacia-
negra no crescimento de mudas de acacia-negra, cultivadas em casa de vegetacdo
por 120 dias

NSN? Altura DC? MSPA3 MSR*
Tratamento
Cm Mm G

21N 18 42,00b° 3,5 3,423 1,239
33N 17 456 b 3,8 3,117 1,230
52K 18 49,8 a 3,9 3,298 1,437
Controle 17 42,1b 3,5 3,119 1,264
P 0,195 0,0038 0,296 0,677 0,401
F 1,691 5,774 1,302 0,513 1,018

1 NSN — nimero de seguimentos nodais; 2 DC — Diametro do colo; 3 MSPA — massa seca da parte
aérea; ® MSR — massa seca da raiz; > Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 1%;

3.5 Promocdo de crescimento de mudas de acacia-negra pela coinoculacao
de bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase isoladas do microbioma

rizosférico dda mesma espécie, em conjunto com a SEMIA6163

Na avaliagao da coinoculacdo em casa de vegetacéo, apenas a coinoculacao
com o isolado 33N apresentou diferenca no atributo massa seca da parte aérea, em
relacdo ao tratamento controle (somente com a SEMIA 6163) (Tabela 15). Nos

demais atributos ndo houve diferenga significativa.
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Tabela 15 — Efeito da coinoculacdo de bactérias do microbioma rizosférico de
acacia-negra e SEMIA 6163 no crescimento de mudas de acacia-negra, cultivadas
em casa de vegetacao por 120 dias

NSN! Altura DC? MSPA® MSR* MSN°® NN¢ MPN

Tratamento
_____ cm --—-- N mg nod™*

S6163 + 21N 14 33,5 30 1,963b® 0,671 0,145 153 1,276
S6163 + 33N 15 34,4 30 2161la 0,761 0,183 149 1,356
S6163 + 52K 15 34,1 31 2082b 0695 0,197 165 1,301

S6163 15 33,1 29 1,720b 0,577 0,188 158 1,261
p 0,856 0,944 0,543 0,083 0,144 0,176 0,968 0,991
F 0,257 0,127 0,730 2,471 1,958 1,767 0,085 0,035

1 NSN — nimero de seguimentos nodais; 2 DC — Diametro do colo; 3 MSPA — massa seca da parte
aérea; * MSR — massa seca da raiz; > MSN — massa seca de nédulos; ¢ NN — nimero de nédulos; *
MPN — massa por nédulo; 8 Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de médias de Tukey, ao nivel de probabilidade de erro de 10%;
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4 DISCUSSAO

4.1 Influéncia do nivel de interacdo bacteriana na rizosfera e o seu efeito na

micropropagacéao

Para classificar bactérias de solo rizosférico como rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas, além de apresentar caracteristicas de interesse, como
0s mecanismos de promocao de crescimento de plantas, essas bactérias devem
interagir e causar algum efeito positivo ao desenvolvimento das mesmas através da
expressdo desses mecanismos (KHAN et al.,, 2020). Ao avaliar a interacdo das
bactérias isoladas do microbioma rizosférico de acéacia-negra em plantulas da
mesma espécie, houve uma grande variabilidade nos dados, ndo havendo diferenca
na maioria dos atributos (Tabela 12). O unico atributo de planta que apresentou
diferenca estatistica, foi o nUmero de segmentos nodais, em que a inoculagdo com
o isolado 21N apresentou 0 maior nimero de segmentos nodais e a inoculagdo com
o isolado 77J, apresentou 0 menor nimero de segmentos nodais, sendo inferior ao
tratamento controle, logo apresentando efeito deletério, assim como a inoculagéo
com o isolado 81L.

Sabe-se que tantos as bactérias endofiticas quanto as rizosféricas podem
interagir positivamente com o desenvolvimento de plantas, jA que o microbioma
rizosférico € modulado pelas plantas, que recrutam bactérias capazes de resistir a
diferentes condi¢des de estresse ambiental e que sdo capazes de causar algum
efeito benéfico ao seu desenvolvimento (ABEDINZADEH et al., 2019). Diferente
disso, os isolados 77J e 81L foram os que apresentaram capacidade de colonizar a
planta tanto de forma endofitica quanto no rizoplano (Figura 9), porém nao foram
benéficos ao desenvolvimento das plantulas de acécia-negra (Tabela 12). O isolado
52K nao foi capaz de colonizar a planta endofiticamente, mas apresentou
capacidade de colonizar o rizoplano. Apesar de ndo haver diferenca significativa em
relacdo ao tratamento controle, a inoculacdo com o isolado 52K apresentou um

incremento nos atributos de raiz como o aumento do comprimento da raiz principal
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(incremento de 17%) e do comprimento total de raizes (incremento de 29%) (Tabela
12).

A capacidade de enraizamento de microestacas foi avaliada pela inoculagéao
dos isolados 21N, 33N e 52K, que além de apresentarem as caracteristicas
desejaveis como promotores de crescimento e enraizamento (producéo de AlA e
ACC desaminase), ndo apresentaram efeito negativo em nenhum dos atributos de
plantas, quando avaliada a interagcdo com plantulas seminais (Tabela 12). Apesar
disso, os isolados 21N e 33N foram prejudiciais ao desenvolvimento das
microestacas de acacia-negra (Figura 10). A inoculacdo com 33N afetou
negativamente a sobrevivéncia, sendo o Unico tratamento em que houve morte de
microestacas (Figura 10a).

N&o houve enraizamento nos tratamentos inoculados com os isolados 21N e
33N (Figura 10b). Muitos fatores podem ter influenciado nesse efeito negativo. Um
deles, € que esses isolados apresentam maior producdo de AlA que o isolado 52K
(Tabela 1), o que pode ter causado um efeito inibitério ao enraizamento. Segundo
Kerbauy (2019), a quantidade de auxina requerida para o enraizamento é variavel
de acordo com a fase organogenética. Na fase de indugcdo, a concentracdo
requerida de auxina é alta, pois ela age na sinalizac&o da iniciacéo e divisdo celular
para a formacdo meristematica. Apés a formacao do primérdio radicular, a alta
concentragdo de AlIA se torna inibitdria, sendo ela reduzida substancialmente pela
enzima AlA-oxidase, trazendo a concentracdo de AIA enddgeno, para a faixa
necessaria ao alongamento do primordio radicular. Por esse motivo, o AIA exdgeno
bacteriano que continua a ser produzido, pode ter causado esse efeito inibitorio ao
enraizamento (YU et al., 2017). Além disso, as microestacas inoculadas com o
isolado 21N, apesar de ndo terem enraizado, apresentaram a iniciacdo de
primordios radiculares (dados ndo mostrados), o que pode ter ocorrido devido ao
estimulo inicial do AIA bacteriano. Outro fator determinante, é o fato do isolado 52K
ter capacidade de colonizar o rizoplano de acéacia-negra enquanto os isolados 21N
e 33N, apesar de terem sido isolados do ambiente rizosférico, ndo apresentam essa
interacdo direta (Figura 9). Pelo ambiente rizosférico ser altamente competitivo,

organismos que apresentam algum nivel de colonizacéo, seja no interior do tecido
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ou na superficie da planta, apresentam vantagens na relacdo microrganismo-planta
(SANTOYO et al., 2016), o que foi confirmado no presente estudo.

A auséncia de um meristema apical ndo limitou a formacdo de raizes
adventicias em microestacas de eucalipto expostas a auxina exogena (FOGACA;
FETT-NETO, 2005). O mesmo foi observado no presente trabalho, jA que os
tratamentos controle e inoculado com 52K apresentaram enraizamento das
microestacas e a presenca de novas brotagdes. O tratamento inoculado com 52K
foi superior ao controle em relagéo a presenca de novas brotacdes (Figura 10-c) e
ao comprimento total de raizes (Figura 10-d). Um dos principais hormdnios
envolvidos na formacao de novas brotacfes € a citocinina, sendo necessaria uma
alta relacdo citocinina:auxina para que ocorra tanto 0 enraizamento quanto a
iniciacdo de novas brotacdes (GEORGE et al., 2008). Logo, uma hip6tese para o
bom desempenho do isolado 52K na formacdo de novas brotagcbes e no
comprimento de raizes é que além de produzir auxinas, 0 mesmo também
apresenta a capacidade de produzir citocininas, como ja foi relatado em diversos
géneros bacterianos (GARCIA SALAMONE et al., 2006). Esse resultado é uma
importante descoberta, jA que € a primeira vez que a utilizacdo de bactérias é
testada a nivel de micropropagacdo em espécies florestais. Anteriormente, Muniz
et al. (2013) obtiveram resultados promissores com a inoculacdo de rizébios
simbiontes de Adesmia latifolia sob o enraizamento de porta-enxertos de macieira
Marubakaido (Malus prunifolia) micropropagados, onde a inoculacdo com cepa
EEL16010B teve efeito significativo sobre a taxa de enraizamento, comprimento e
namero de raizes e biomassa fresca. lkeda et al. (2019), avaliaram o efeito da
inoculag&o de um produto comercial a base de Azospirillum brasilense (Ab-v5 e Ab-
v6) sobre o enraizamento de miniestacas de Acacia mearnsii, e observaram que os
tratamentos inoculados (com 100% e 50% da dose recomendada) né&o
apresentaram diferenca em relacdo ao tratamento controle. Os autores atribuiram
esse resultado ao tempo de exposi¢ao ao indculo, ja que as miniestacas tiveram os
cortes imersos ao inoculante por 15 minutos. Mais estudos que avaliem o efeito da
inoculagdo em miniestacas e estacas em substrato, s&o passos importantes para

elucidacéo de como essa interacdo ocorreria em ambiente ndo axénico.
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4.2 Efeito da inoculagdo e coinoculacdo na producdo de mudas de acécia-

negra

A Ultima etapa desse estudo, visou avaliar e efeito da inoculacdo e
coinoculagdo dessas rizobactérias no desenvolvimento inicial de mudas seminais
de acacia-negra em casa de vegetacdo. Para isso, realizou-se a sele¢éo da estirpe
recomendada mais eficiente para o estudo de coinoculagédo. Nesse experimento de
eficiéncia simbiotica, nenhum dos tratamentos inoculados foi tdo eficiente quanto o
tratamento controle com 100% da dose de nitrogénio. As plantas inoculadas com
SEMIA 6163 e SEMIA 6150 se mostraram superiores em altura e a SEMIA 6163 na
massa seca da parte aérea, em relacdo ao tratamento controle sem adicdo de
nitrogénio, sendo esta Ultima selecionada para o experimento de coinoculacao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Vargas et al. (2007), em
experimento visando avaliacdo da inoculacdo de rizébios em mudas de Acacia
mearnsii, onde nenhum dos tratamentos inoculados foi tdo eficiente quanto o
tratamento controle N+, nem mesmo uma das estirpes recomendadas (inclusive a
SEMIA 6163).

Assim como no experimento que avaliou a capacidade de promover o
enraizamento de microestacas, no experimento de inoculacgdo em casa de
vegetacdo, o isolado 52K foi capaz de causar efeito positivo ao desenvolvimento
das mudas seminais de acacia-negra, levando a um incremento em altura em
relacdo ao controle (Tabela 14). Monteiro et al. (2017), avaliaram a inoculagao de
um produto comercial composto por diversas RPCP (Bacillus, Pseudomonas,
Nitrobacter, Nitrossomonas e Streptomyces) para a producdo de mudas e
Eucalyptus benthamii e verificaram que o tempo em viveiro foi reduzido de 150 para
90 dias (tempo para que a muda atinja 20 cm, altura ideal de plantio da espécie a
campo). Mudas que apresentam crescimento em altura mais rapido, além de
apresentarem a vantagem de reduzir o tempo no viveiro, sdo menos afetadas por
situacdes de estresse na fase inicial da implantacdo a campo (MONTEIRO et al.,
2017). Um estudo que avaliou a influéncia de Azospirillum lipoferum no crescimento

de Myracrodruon urundeuva (que é uma arborea nativa do Cerrado e Caatinga
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brasileiros) sob estresse hidrico, mostrou que a inoculacdo aumentou o
comprimento de raizes em 30%, 0 peso seco de raizes em 50% e de parte aérea
em 34%, conferindo as plantas uma maior tolerancia a seca (OLIVEIRA et al., 2018).

Em culturas agricolas, a coinoculacdo ja € uma pratica usual. No Brasil, ha a
recomendacao para a cultura da soja, com as estirpes Ab-v5 e Ab-v6, pertencentes
a espécie Azospirillum brasilense (GARCIA et al., 2021; SANTOS et al., 2021) e em
outras culturas, apresenta resultados promissores em estudos de campo (SOUZA;
FERREIRA, 2017; FILIPINI et al., 2021; GABRE et al., 2020; LEITE et al., 2022;
ROUSK et al., 2009; STEINER et al., 2020b; STEINER et al., 2019). Neste sentido,
a coinoculacdo com bactérias isoladas do microbioma rizosférico de acacia-negra
em conjunto com a estirpe com melhor desempenho no experimento de inoculacao
foi avaliada e os resultados se mostraram diferentes do experimento de inoculacao
simples (Tabela 15). A coinoculagcdo com o isolado 52K (que apresentou bons
resultados no experimento de enraizamento de microestacas e no experimento de
mudas sob inoculac¢édo simples) néo diferiu do controle em nenhum dos atributos de
planta enquanto a coinoculacdo com 33N, isolado produtor de AIA e ACC
desaminase, aumentou a massa seca da parte aérea. Resultados semelhantes
foram encontrados por Elkoca (2010), que observaram que a inoculacdo combinada
de forma dupla ou tripla de Rhizobium, B. subtilis e B. megaterium, ndo foram
significativas na producéao de feijao, quando comparadas com a inoculacao simples.
Essa variabilidade de respostas que ocorre entre inoculacdo e coinoculagao,
ressaltam a necessidade de estudos que visem a selecao baseada em combinacdes

que apresentem um sinergismo entre rizébio e RPCP (KORIR et al., 2017).
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5 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a acao das bactérias isoladas do microbioma
rizoférico de acacia-negra como promotoras de crescimento vegetal, podem ser ou
nao capazes de colonizar o tecido da planta, tanto interna como externamente. Na
microestaquia e na inoculagéo simples em mudas seminais em casa de vegetacao,
o isolado que apresenta capacidade de colonizacédo do rizoplano, é o que causa
incremento ao desenvolvimento das plantas (isolado 52K). No entanto, quando
coinoculado, ndo expressa o mesmo potencial, sendo o isolado 33N o isolado que

apresenta sinergia na inoculacdo composta.
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CAPITULO VI - CONSIDERACOES FINAIS

A partir da bioprospeccdo de bactérias isoladas do microbioma rizosférico,
foram obtidos dois isolados da espécie Bacillus megaterium (21N e 33N) e trés
pertencentes ao género Pseudomonas (51K, 77J, 81L). Esses isolados mostraram-
se capazes de produzir AIA (21N, 33N, 52K e 77J), ACC desaminase (21N, 33N,
52K e 77J) e HCN (52K, 77J e 81L). Por esse motivo, foram selecionados para
avaliagdo do efeito, a partir da sua inoculacdo em plantas. Ao avaliar o efeito sob a
germinacdo em condicdes de estresse, o isolado 81L se mostrou eficiente em
aumentar parametros de germinacdo de acacia-negra e também de capim-sudao.

Apesar de serem isolados do microbioma rizisférico de acacia-negra, os
isolados 21N e 33N ndo foram capazes de colonizar plantulas da mesma espécie.
Enquanto o isolado 52K apresentou capacidade de colonizacdo do rizoplano e os
isolados 77J e 81L mostrara-se capazes de colonizar as plantulas tanto interna,
quanto externamente. Quando avaliada a inoculacdo em microestacas de acacia-
negra, foi obtido um importante resultado, quando verificou-se que a inoculagédo com
52K foi capaz de aumentar o percentual de microestacas com novas brotacdes e
também o comprimento total de raizes. Quando inoculado em plantas de origem
seminal em casa de vegetacao, assim como no enraizamento, isolado 52K foi capaz
de causar um incremento em altura em relacdo ao tratamento controle. Estudos em
casa de vegetacdo, que visem avaliar o efeito da inoculagdo em miniestacas e
estacas, sdo passos importantes para avaliar o efeito da inoculagéo desse isolado
in vivo.

O estudo de meta-analise, mostrou que a coinoculacdo € benéfica em

leguminosas, independente da espécie. Podendo ser uma valiosa estratégia em
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cultivos agricolas, ja que é uma ferramenta biotecnologica util para a reducédo da
utiizacdo de Iinsumos quimicos, inclusive em condicdes ambientalmente
estressantes. Quando avaliada a coinoculagdo em conjunto com a estirpe SEMIA
6163, o isolado 33N aumentou a massa seca da parte aérea em relacdo a
inoculacédo simples com a SEMIA 6163. Esses dados mostram a importancia de se
avaliar o sinergismo entre as bactérias em estudos de coinoculacado, ja que os

efeitos positivos evidenciados em estudos de inoculagao, podem ser anulados.
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APENDICE 1
Relacdo de bactérias isoladas da regido rizosférica de Acacia mearnsii

Isolado Municipio Gram  Crescimento LM Latitude Longitude
1A Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18")
2N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18")
3N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18")
AN Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
5N Jaguardo - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
6N Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
7N Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
8N Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
oN Jaguardo - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
10N Jaguardo - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
11N Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
12N Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
13N Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
14N Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
15N Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
16N Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
17N Jaguarao + - (-32°16'34")  (-53°19'19")
18N Jaguarao - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
19N Jaguarao + - (-32°16'34")  (-53°19'19")
20N Jaguarao - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
21N Jaguarao + + (-32°16'34")  (-53°19'19")
22A Jaguarao - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
23N Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
24N Jaguarao - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
25N Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
26A Jaguarao - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
27N Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
28N Cristal + - (-31°03'41")  (-52°02'18")
29N Jaguarao - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
30N Jaguaréo - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
31N Jaguaréo - + (-32°16'34")  (-53°19'19")
32N Jaguaréo - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
33N Jaguaréo + + (-32°16'34")  (-53°19'19")
34K Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
35K Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
36K Cristal - - (-31°03'41")  (-52°02'18")
37K Cristal - + (-31°03'41")  (-52°02'18")
38K Jaguardo - - (-32°16'34")  (-53°19'19")
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39K
40K
41K
42K
43K
44K
45K
46K
47K
48K
49K
50K
51K
52K
53K
54K
55k

56K
57K
58K
59K
60K
61K
62K
63K
64K
65K
66K
67K
68A
69K
70A
71K
72K
73K
74K
75K
76K
77

78J

Jaguardo
Jaguarédo
Jaguardo
Jaguarédo
Jaguarédo
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Jaguarédo
Jaguardo
Jaguarédo
Jaguardo
Jaguarédo
Jaguarédo
Cristal
Cristal
Cristal
Cristal
Jaguarédo
Jaguarédo
Jaguarédo
Jaguarédo
Cristal
Cristal
Jaguarédo
Jaguardo
Jaguardo
Jaguarédo
Cristal
Jaguarédo
Cristal
Cristal

(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-31°03'41")
(-31°03'41")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-32°16'34")
(-31°03'41")
(-32°16'34")
(-31°03'41")
(-31°03'41")

(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-53°19'19")
(-52°02'18")
(-53°19'19")
(-52°02'18")
(-52°02'18")
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79 Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18")
80J Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
81L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
82L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
83L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
84L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
85L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
86L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
87L Jaguardo - + (-32°16'34") (-53°19'19")
88L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
89L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
o0L Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18")
91L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
92L Jaguarao - - (-32°16'34") (-53°19'19")
93L Jaguarao + (-32°16'34") (-53°19'19")
94L Jaguarao - - (-32°16'34") (-53°19'19")
95L Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18")
96L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
97L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
98L Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
99M Jaguarao + - (-32°16'34") (-53°19'19")
100M Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18")
101M Cristal + (-31°03'41") (-52°02'18")
102M Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18")
103M Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
105M Jaguarao - + (-32°16'34") (-53°19'19")
106M Jaguaréo + - (-32°16'34")  (-53°19'19")
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APENDICE 2
Lista de artigos utilizados na coleta de dados da Meta-anélise
Artigo Revista Ano Autor Pais
Co-inoculation Effect of Rhizobia and Plant
Growth Promoting Rhizobacteria on Common Frontiers in
Bean Growth in a Low Phosphorus Soll Plant Science 2017 Korir et al. Kenya
Effects of co-inoculation of native Rhizobium and
Pseudomonas strains on growth parameters and European
yield of two contrasting Phaseolus vulgaris L. Journal of Soil
genotypes under Cuban soil conditions Biology 2014 Sénchezetal. Cuba
Co-inoculation integrated with P-enriched
compost improved nodulation and growth of
Chickpea (Cicer arietinum L.) under irrigated and Biology and
rainfed farming systems Fertility of Soils 2014 Shahzad etal. Pakistan
Isolation and characterization of endophytic non-
rhizobial bacteria from root nodules of alfalfa Botanica
(Medicago sativa L.) Serbica 2009 Stajkovic et al. Serbia
Romanian
Effects of soybean co-inoculation with plant Biotechnological Marinkovic et
growth promoting rhizobacteria in field trial Letters 2018 al. Serbia
Effects of coinoculation of Rhizobium with plant
growth promoting rhizobacteria on the nitrogen
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bacterial root and nodule endophytes from
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sp. as bio-enhancer and bio-fertilizer in chickpea
(Cicer arietinum L.)
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Coinoculation of Bacillus thuringeinsis-KR1
with Rhizobium leguminosarum enhances plant
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and lentil (Lens culinaris L.)

Changes in root morphological traits in soybean
co-inoculated with Bradyrhizobium spp. and
Azospirillum brasilense or treated with A.
brasilense exudates
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biochemical responses of alfalfa-soil system in
copper contaminated soil
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endophytic Streptomyces sp. on chickpea for
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A new PGPR co-inoculated with Bradyrhizobium
japonicum enhances soybean nodulation
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mungbean (Vigna radiata I.)
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Evaluation of Bean (Phaseolus vulgaris) Seeds
Inoculation with Rhizobium phaseoli and Plant
Growth Promoting Rhizobacteria on Yield and
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Chickpea (Cicer arietinum L.) as model legume
for decoding the co-existence of Pseudomonas
fluorescens and Mesorhizobium sp. as bio-
fertilizer under diverse agro-climatic zones
Sustainable production of common beans:
inoculation, co-inoculation and mineral
fertilization in early-cycle cultivars

Application of Azospirillum on seeds and leaves,
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increases growth and yield of common bean
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and Inoculation with Rhizobium Tropici and
Azospirillum Brasiliensis
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Plant growth promoting rhizobacteria with ACC
deaminase activity isolated from Mediterranean
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diversity of bacteria from Amazon pastureland Scientia Agricola 2018 Ferreiraetal. Brazil
Rhizobacteria From Root Nodules of an Frontiers in
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Effects of growth-promoting bacteria on soybean Agronomy

root activity, plant development, and yield Journal 2020 Moretti et al. Brazil
Response of field-grown soybean to co-

inoculation with the plant growth promoting
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japonicum pre-incubated with genistein Agronomy 2002 Pan et al. Canada
Response of intercropped barley and fenugreek

to mono- and co-inoculation with Sinorhizobium

meliloti F42 and Variovorax paradoxus F310 Archives of
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Promotion of Peanut Growth by Co-inoculation Journal of Plant
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Azospirillum Regulation 2015 Vicario Argentina
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Solucéo nutritiva para Acacia mearnsii

Reagente SE!? SEparall SU? Concentragao Final
gL? mL mg L?
Macronutrientes
KH2PO4 22,83 10 228,3
NHiNOs 60 10 600
MgSOa4 32,46 10 324,6
KCI 28,6 10 286
CaCl.H:0O 58,66 10 586,6
Fe EDTA 2,26 10 22,6
Micronutrientes
HsBOs3 2,86 28,6
ZnCl; 0,1 10 1
CuS04.5H20 0,04 0,4
NazMo4.4H,0 0,02 0,2

1 Solucéo estoque; 2 Solugao de uso

Preparo das solucfes estoque

No momento do preparo das solugbes, deve-se utilizar vidrarias limpas

(baldes volumétricos, béckeres, bastdes) e balanca analitica de trés casas.

As solucbes estoque dos macronutrientes sao preparadas separadamente,

para cada reagente. Para os micronutrientes, apds serem pesados, irdo compor

uma unica solucao estoque.

Preparo da solucdo de uso (para 1 L de solucéo)

Em um becker, pipetar as solugdes estoque (todas as soluc¢des estoque dos

macronutrientes e a solu¢do estoque dos micronutrientes) em 500 mL de agua

destilada. Ajustar com agua destilada o volume para 1 L. Ajustar o pH para 6,0.

Esterilizar em autoclave por 20 minutos.





