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'RESUMO

A leguminosa Adesmia latifolia encontrada nos campos do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina apresenta alta qualidade forrageira e pode ser utilizada em
programas de melhoramento de campos nativos. Essa espécie apresenta
simbiose com rizébios do solo. Tais rizébios podem ser utilizados na promog¢ao
do crescimento de A. latifolia e outras espécies vegetais. Assim, 0os objetivos
deste trabalho foram estudar e selecionar rizobios nativos, isolados de A.
latifolia, para a promog¢ao de crescimento de plantas de espécies de Adesmia e
do porta-enxerto micropropagado de macieira cv Marubakaido (Malus prunifolia
Bork). Para atingir estes objetivos foram realizados trés estudos. O primeiro
estudo avaliou a promocdo de crescimento em espécies de Adesmia por
rizobios produtores de acido indolacético. O segundo estudo caracterizou e
avaliou a eficiéncia simbidtica dos rizdbios de A. latifolia. O terceiro avaliou a
utilizagdo dos rizébios de A. latifolia para o0 enraizamento in vitro e a
aclimatizacao do porta-enxerto micropropagado de macieira cv. Marubakaido.
Os resultados do primeiro estudo mostraram que os isolados apresentaram
variacdo na producado de AIA. A promoc¢ao do crescimento vegetal variou nas
diferentes espécies de Adesmia. No segundo estudo os resultados revelaram
que os isolados testados apresentaram caracteristicas fenotipicas dos géneros
Mesorhizobium e Rhizobium. Esses resultados demonstraram que os isolados
EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810 induziram uma maior producao
de massa seca da parte aérea de A. latifolia. Tais isolados foram
caracterizados geneticamente como Mesorhizobium sp. No terceiro estudo
observou-se que o isolado EEL16010B induziu o maior crescimento no
enraizamento in vitro do porta-enxerto micropropagado de macieira cv.
Marubakaido. Os rizobios produtores de AIA isolados de A. latifolia podem
promover o crescimento em plantulas outras espécies do mesmo género. Foi
testado a viabilidade do uso da utilizagdo de caldo contendo AlA produzido pelo
rizobio EEL16010B em substituicao ao AlA sintético no enraizamento in vitro do
porta enxerto de macieira cv. Marubakaido.

! Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude-
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (85 p) Janeiro, 2011. Trabalho
realizado com o apoio financeiro da Epagri e da EMBRAPA.
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2ABSTRACT

The legume A. latifolia found in the fields of Rio Grande do Sul and Santa
Catarina has a high nutritional quality and can be used in breeding programs of
native grasslands. This species presents a symbiosis with rhizobia soil. These
rhizobia may be used in promoting the growth of A. latifolia and other species.
The objectives of this study were selected and rhizobia isolated from A. latifolia
promotion for plant growth Adesmia species and rootstock cv Marubakaido
micropropagated apple (Malus prunifolia Bork). To achieve these objectives
were conducted three studies. The first study evaluated the promotion of growth
by rhizobacteria species Adesmia nodules producing IAA. The second study
characterized and evaluated the efficiency of symbiotic rhizobia from A. latifolia.
The third study examined the use of rhizobia of A. latifolia for in vitro rooting and
acclimatization of micropropagated rootstock of apple cv. Marubakaido. The
results of the first study showed that the isolates showed variation in the
production of IAA. The promotion of growth varied in different species of
Adesmia. In the second study the results showed that the isolates tested
showed phenotypic characteristics of the genera Mesorhizobium and Rhizobium
and that these results showed that the isolates EEL47310, EEL45910,
EEL37910, EEL45810 and were more effective in inducing the production of dry
matter of aerial part of A. latifolia. These isolates were genetically characterized
as Mesorhizobium. In the third study showed that the strain EEL16010B
induced the highest growth in vitro rooting of micropropagated rootstock of
apple cv. Marubakaido. The producers of IAA rhizobia isolated from A. latifolia
can promote the growth of seedlings of other species of this genus. It is feasible
to use broth containing IAA produced by rhizobia strain EEL16010B to replace
synthetic IAA in vitro rooting of apple rootstock cv. Marubakaido

? Doctoral thesis in Agricultural Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude- Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (85 p) Janeiro, 2011. Work performed with
financial support from Epagri and EMBRAPA.
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1. INTRODUCAO GERAL

A leguminosa Adesmia latifolia, espécie nativa dos campos do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina apresenta alta qualidade forrageira e pode ser
utilizada em programas de melhoramento de campos nativos explorados com
pecuaria. Essa espécie apresenta simbiose com rizobios do solo. Nesse
mutualismo as bactérias fornecem o nitrogénio a leguminosa apds 0 processo
de fixacdo biolégica. Em contrapartida a planta fornece carbono para o
desenvolvimento bacteriano.

Os rizébios sdo utilizados ha mais de um século para promover o
crescimento em diversas culturas agricolas para alimentagdo humana e animal
como a soja, feijao, trevos e cornichées. Essas leguminosas utilizam o
potencial dos rizébios como biofertilizantes. O uso da inoculagdo com rizébios,
recomendados para cada planta, tem despertado cada vez mais atencédo dos
agricultores, pois reduz consideravelmente os custos de producédo devido a
reducdo e, até mesmo, a suspensao da aplicacdo de adubacao nitrogenada.
Outra grande vantagem da fixacao biolégica de nitrogénio esta relacionada
com a questdo ambiental. A redugdo da aplicacdo de nitrogénio no solo
também diminui a poluicdo dos recursos hidricos, principalmente com nitrato.
Além disso, a fabricacdo de fertilizantes nitrogenados industriais é
energeticamente muito dispendiosa, pois depende da queima de combustiveis
fosseis, para a obtencao de niveis elevados de presséo e temperatura.

O nitrogénio atmosférico fixado pelas bactérias, apos ser translocado
pela planta hospedeira, fara parte de aminoacidos, proteinas e outros

compostos nitrogenados dos vegetais e, uma vez consumido pelos herbivoros,



seguira na cadeia tréfica. A producdo animal é, de forma indireta, beneficiada
pela acdo dos microorganismos diazotroficos, entre os quais se destacam os
rizobios. Leguminosas forrageiras sdo importantes fontes de proteinas para os
animais, e o nitrogénio destas plantas pode ser totalmente oriundo da fixacdo
biolégica, ao invés de aplicacdes de fertilizantes.

Na ultima década, em diferentes partes do mundo, surgiram alguns
estudos mostrando que os rizdbios podem também se associar com plantas de
outras familias, como as gramineas e algumas espécies arboreas. Neste tipo
de associacdo, muitas vezes endofitica, ndo ha formagdo de ndédulos nem
ocorre a fixagao de nitrogénio, entretanto, outros mecanismos de promogao de
crescimento permitem que a planta seja estimulada por estas bactérias. Os
rizobios sdo capazes de se desenvolver na rizosfera da graminea, penetrando
por fissuras radiculares, colonizando o interior da raiz e até mesmo, ascender
para a parte aérea das plantas. No interior dos tecidos vegetais, estas
bactérias secretam reguladores de crescimento vegetal, do tipo auxinas, que
estimulam o crescimento de raizes, caules e folhas. Em consequéncia deste
aumento de vigor da planta, sado verificados aumentos nas taxas de absorcao
de nutrientes, na fotossintese e no rendimento de gréos.

Atualmente, os rizébios também comecaram a ser utilizados como
fitoestimulantes em culturas como arroz irrigado com e trigo no continente
africano. No entanto o potencial dos rizdbios de leguminosas nativas na
promog¢ao do crescimento foi pouco explorado. Os mecanismos bacterianos
que estimulam o crescimento vegetal, como a producdo de horménios,

precisam ser mais bem estudados. Necessita-se saber quais e em que



proporcoes estas substancias sdo produzidas e como atuam no metabolismo
vegetal.

No sul do Brasil, os rizébios de Adesmia latifolia ainda nado foram
estudados suficientemente quanto a sua capacidade de promover o
crescimento vegetal como biofertilizantes e fitoestimulantes. Assim, os
trabalhos foram conduzidos sob a hipétese de que os rizébios isolados de A.
latifolia promovem o crescimento vegetal em outras espécies de Adesmia. E
que o acido indolacético (AlA) produzido por estes rizdbios pode ser utilizado
como substituto no enraizamento e aclimatizagdo de macieira.

Deste modo, a fim de comprovar esta hipdtese foram realizados trés
estudos com objetivos de avaliar e selecionar rizobios nativos isolados de A.
latifolia quanto a promocao do crescimento de quatro espécies de Adesmia
(Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis e A. tristis) e avaliar o uso
de rizoébios produtores de &acido indol acético(AlA) em substituicido ao AlA
sintético no enraizamento e na aclimatizagdo do porta-enxerto micropropagado

de macieira cv Marubakaido (Malus prunifolia Bork).
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Promocao de crescimento vegetal por rizobios
Aleksander Westphal Muniz, Joao Américo Wordell Filho e Enilson Luiz Saccol

de Sa

Os rizdbios sdo bactérias gram negativas pertencentes a divisao
Proteobacteria. Essa divisdo apresenta duas classes: alfa e beta. Os géneros
de rizébio encontrados na classe alfa sao: Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Rhizobium,  Sinorhizobium, Devosia,
Methylobacterium, Ochrobactrum e Phyllobacterium. Os géneros da classe
beta sdao Burkholderia e Cuproavidus (Zakhia & De Lajudie, 2001; Willens,
2006). Essas bactérias estabelecem simbiose e promovem o crescimento de
leguminosas. No entanto, os rizdbios podem promover o crescimento de outras
espécies vegetais como milho, trigo e arroz (Rothballer et al., 2009).

A promocao do crescimento vegetal por rizobios pode ocorrer por trés
mecanismos: biofertilizacdo, fitoestimulacdo e controle biol6gico. A
biofertilizacdo consiste na atuagdo dos microrganismos como fertilizante e visa
melhorar o estado nutricional da planta hospedeira (Vessey, 2003). A
fitoestimulacdo consiste na producdo de substdncias que induzem ao
crescimento vegetal na auséncia de patdégenos. O controle biol6gico consiste
na supressao de patégenos vegetais pela presenca de rizébios.

A seguir sdo abordados os mecanismos de promog¢ao de crescimento

vegetal por rizébios em espécies de leguminosas e ndo leguminosas.

Promocao de crescimento vegetal por rizobios em espécies de

leguminosas



O mecanismo de biofertilizacado utilizado por rizébios em leguminosas
denomina-se fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). A FBN é resultante da
simbiose rizdbio-leguminosa, que ocorre da seguinte maneira: o rizébio invade
o tecido vegetal por meio de mecanismos de infecgdo, que resultam em
nddulos. Os nddulos permitem que o rizébio sobreviva dentro do hospedeiro
sob a forma de bacteridides, onde fixam nitrogénio gasoso sob a forma de
amodnia para fornecer a planta hospedeira. Por sua vez, a planta hospedeira
fornece aminoacidos e carbono a bactéria (Heath & Tiffin, 2009). Na agricultura
a FBN permitiu a diminuicdo drastica da adubacao nitrogenada, especialmente
na cultura da soja no Brasil, onde 90 % da &rea cultivada utilizam inoculantes
com rizébios (Hungria et al., 2005).

A fitoestimulacao de rizébios foi observada na cultura do feijao, onde a
presenca de citocinas provocou alteragbes na arquitetura radicular e na
formacdo de nddulos (Puppo & Rigaud, 1978). Camerini et al. (2008)
observaram que a producéo bacteriana de auxinas promoveu o crescimento de
Vigna hirsuta através da diminuicdo da senescéncia vegetal e bacteriana
durante o processo de desenvolvimento dos nddulos. A producdo de auxinas
por alguns isolados de Sinorhizobium meliloti induziram o crescimento vegetal
de Medicago trunculata através do aumento da resisténcia a altos teores de
salinidade (Bianco & Defez, 2009).

O controle biolégico por rizébios foi observado em Vicia faba, onde a
bacterizacdo das sementes permitiu a inducdo de resisténcia sistémica ao
virus do mosaico amarelo (2006). A utilizacdo de sementes tratadas com

rizbbios também permitiu o controle da murcha bacteriana e podridao radicular



causadas por Curtobacterium e Fusarium na cultura do feijao, respectivamente
(Dar et al., 1997; Huang et al., 2007%). O tratamento de sementes com rizébio
também permitiu o controle de tombamento de mudas causado por Pythium
nas culturas de ervilha e lentilha (Huang et al., 2007°).E ainda, a utilizacdo de
sementes inoculadas permitiu o controle da podriddao radicular causada por

Phytophthora clandestina em trevo subterrédneo (Simpfendorfer et al., 1999).

Promocao de crescimento vegetal por rizobios em espécies nao
leguminosas

A fitoestimulacdo pode ser observada na producgao de acido indolacético
(AlA) por rizébios na cultura de alface, onde ocorreram incrementos no vigor e
germinacao das sementes (Schlindwein et al., 2008). A producao de AIA por
rizbbios também proporcionou aumento no crescimento vegetal na cultura do
arroz (Chi et al., 2005). Na cultura do algodao, a producao de AlA por rizébios
aumentou a absorcdo de nutrientes do solo (Hafeez et al., 2004). Outro
exemplo de fitoestimulacdo é a producao de giberilina por rizébios na cultura
do arroz, resultando em aumento no crescimento radicular e producao de
graos (Yanni et al., 2001).

O controle biolégico por rizébios foi eficiente na cultura do girassol,
constatado pela inibicdo do crescimento dos patégenos Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani e Fusarium solani (Ehteshamul-Haque &

Ghaffar, 1993).

Promocao de crescimento por rizobios em espécies de leguminosas

forrageiras e nao leguminosas no sul do Brasil



A pesquisa com rizébios em leguminosas forrageiras no sul do Brasil
concentrou-se em espécies exbdticas como os trevos e cornichdes. Nesses
trabalhos foram selecionados isolados eficientes na promocgao de crescimento
vegetal em diferentes condicées de solo. Nas selecdes de rizdbios para trevo
branco foram observadas a acidez e os teores de aluminio do solo
(Brose,1991; 1994). Em trevo vermelho foi determinada as melhores estirpes
para produgdo de inoculantes (Santillana et al., 1998). As espécies de
cornichdes foram selecionadas também para estresse salino (Martins, 2010).

A pesquisa com rizdbios em espécies nativas ainda é incipiente com
trabalhos restritos principalmente aos géneros de Adesmia e Desmodium. Um
dos poucos trabalhos realizados com Adesmia latifolia visava comparar a
eficiéncia simbidtica com Lotus corniculatus (Scheffer-Basso et al., 2001).
Outros trabalhos com A. latifolia foram destinados a selegcdo de estirpes
eficientes na promocéao do crescimento vegetal (Voss et al., 2000; Muniz et al.,
2009). Em Adesmia arujoi e Adesmia tristis foram estudadas a nodulacdo e
feita a selecado de isolados promotores de crescimento (Scheffer-Basso et al.,
2000; Muniz et al., 2009). O trabalho com Desmodium confirmou que o0s
rizobios autdctones apresentam baixa especificidade hospedeira (Granada,
2010).

A pesquisa com promogdo de crescimento por rizébios em nao
leguminosas encontra-se na fase inicial no sul do Brasil. Porém, o grupo de
pesquisa em interacbes mutualisticas plantas e microrganismos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul desenvolveu trabalhos de
destaque com a cultura do arroz. Destes pode-se destacar a eficiéncia de

isolados na promoc¢ao do crescimento de arroz (Osério Filho, 2009).



Utilizacao atual e perspectivas futuras do uso de rizébios como
promotores de crescimento em rizébios em leguminosas e nao
leguminosas

A utilizacdo da inoculacdo de bactérias benéficas para promover o
crescimento vegetal ocorre ha séculos. No final do século 19, os beneficios da
inocula de sementes de leguminosas com rizdbio era conhecida e tornou-se
uma pratica comum. Em seguida, no ano de 1898 os pesquisadores Nobbe e
Hiltner registraram a primeira patente para inoculagédo de leguminosas com
Rhizobium sp (Hartmann et al.,, 2009). No Brasil a cultura da soja utiliza
apenas a inoculacdo com rizébio e dispensa a fertilizacdo nitrogenada
(Hungria et al., 2005). Em todo o mundo a utilizagdo de rizébios como
promotores de crescimento concentra-se na biofertilizacdo pela fixacao
biolégica de nitrogénio.

O cenario da pesquisa com rizdbios comegou a mudar com trabalhos
com as culturas do arroz irrigado e trigo, que fazem parte das culturas
agricolas denominadas de commodities. Assim, a partir das pesquisas
realizadas com a inducdo de crescimento por fitoestimulacdo em arroz no
Egito, pode-se observar incrementos de produtividade da cultura (Yanni et al.,
2001), fato esse comprovado na cultura do trigo (Hilali et al., 2001). Isso,
permite a abertura de novas possibilidades de utilizacao de rizébios como
inoculantes em gramineas. Além disso, tais bactérias sdo conhecidas por

produzir fitormonios e podem ser utilizadas em outras espécies vegetais.
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Promocao do crescimento de espécies de Adesmia por rizobios
produtores de acido indolacético
Aleksander Westphal Muniz; Gilberto Luiz Dalagnol; Jodo Américo Wordell
Filho; Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO: As espécies de Adesmia encontradas no Rio Grande do Sul e
Santa Catarina apresentam alta qualidade forrageira e podem ser utilizadas
em programas de melhoramento de campos nativos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a promocao do crescimento em espécies de Adesmia por rizdbios
produtores de &cido indolacético (AlA). Foram utilizados sete isolados de
bactérias de nodulos de Adesmia latifolia e pertencentes a colecao de
rizobactérias da Epagri. Avaliaram-se a produg¢ao de acido indolacético in vitro
e a promogao de crescimento vegetal pelos isolados em A. latifolia, A.
psoraleoides, A. riograndensis e A. tristis. Os resultados obtidos demonstraram
uma producdo variavel de AIA pelos diferentes isolados. Os efeitos dos
isolados de rizébio na promoc¢ao do crescimento variaram devido a interacao
com as diferentes espécies de Adesmia. Rizébios produtores de AlA isolados
de uma leguminosa podem promover o crescimento em outras espécies do
mesmo género. Estes microrganismos de AlA induzem o crescimento sobre as
raizes primarias, numero de raizes secundarias, producédo de biomassa fresca
de raizes e parte aérea.

Termos de indexacéo: Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis, A.

tristis, auxinas

16



Rhizobia in Adesmia species by indol-acetic-acid production
ABSTRACT: The Adesmia species found in Rio Grande do Sul and Santa
Catarina have high nutritional quality and may be used in breeding programs of
native grasslands. The aim of this study was to evaluate the promotion in
Adesmia species by rhizobia producing indole acetic acid (IAA). We used
seven isolates of bacteria from nodules of A. latifolia of the Collection Epagri
rhizobacteria. These were analyzed for production of indole acetic acid and
promoting plant growth in A. latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis and A.
tristis. The results showed a variable production of IAA by different isolates
used. The isolates produced different effects in promoting the growth of
different species of Adesmia. The effects of rhizobia strains in promoting
growth varied depending on the interaction with the different species of
Adesmia. |AA-producing rhizobia isolated from a leguminous plant can promote
growth in other species of the same genus. IAA-
producing rhizobia induce growth by acting on the primary root, secondary root
number, fresh biomass production of roots and shoots.

Index terms: Adesmia latifolia, Adesmia psoraleoides, Adesmia riograndensis,

Adesmia tristis, auxins

Introducao

As leguminosas nativas se caracterizam por sua qualidade forrageira,
capacidade de adaptacéo e de fixagao de nitrogénio em simbiose com rizébio.
Isso lhes confere uma fungdo importante de aporte de nitrogénio ao
ecossistema e de contribuicdo na dieta de ruminantes. Nos campos nativos do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina podem ser encontradas 13 espécies de

leguminosas do género Adesmia. Essas espécies de Adesmia apresentaram
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grande potencial na producao de forragem para ruminantes e sao adaptadas a
temperaturas baixas e geadas que ocorrem na Regiao Sul (Miotto & Leitdo
Filho, 1993).

As espécies de Adesmia vém sendo estudadas quanto a seu potencial
de uso forrageiro. Dessas espécies, A. latifolia e A. tristis apresentaram niveis
consideraveis de proteina bruta e digestibilidade. A espécie A. puntacta
apresentou, junto com A. latifolia, boa particdo da biomassa nas folhas e
acumulo de forragem (Dias, 2003; Scheffer-Basso et al., 2001; Scheffer-Basso
et al., 2002). Outros trabalhos com A. latifolia e A. araujoi também foram
conduzidos para avaliar os efeitos da inoculacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio na producgédo de forragem (Scheffer-Basso et al., 2000; 2001). Em
Santa Catarina, os estudos ainda s&o incipientes em relagdo a selecao de
isolados eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio, limitados a experimentos
em condicdes in vitro e de casa de vegetacdo (Muniz et al., 20092,°)

A maioria dos estudos, como os citados acima, relaciona a promoc¢ao de
crescimento em Adesmia a fixagcdo de nitrogénio por rizobactérias. Outros
mecanismos de promocao de crescimento das plantas pelas rizobactérias,
como a producao de reguladores de crescimento do tipo auxina, ndo vem
sendo pesquisados. Sendo por esta razdo, o primeiro trabalho a investigar a
promocao de crescimento em Adesmias por rizobios produtores de acido
indolacético.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a promog¢ao do crescimento em

espécies de Adesmia por rizébios produtores de acido indolacético (AlA).
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Materiais e Métodos

Isolados de rizébios provenientes de nédulos radiculares de Adesmia
latifolia pertencentes a colecdo do Laboratério de Biotecnologia da Epagri
foram testados quanto a producao de AlA in vitro e na nodulacdo e promocao
de crescimento de Adesmia latifolia, A. psoraleoides, A. riograndensis e A.
tristis.

A avaliacao da producao da auxina AlA foi realizada de acordo com o
método colorimétrico de Asghar et al. (2002). Os isolados de rizobactérias
EEL0710, EEL1210, EEL1710A, EEL1810, EEL1910, EEL2210 e a estirpes
SEMIA6437 foram cultivados em meio de cultura AML (agar-manitol-levedura)
acrescido com triptofano (50 mg L) por 72 horas a 28°C e sob agitacdo a 120
rom. Apds esse periodo, uma aliquota de 50 pL da suspenséo bacteriana foi
adicionada em microplacas de poliestireno com 96 pocos. Em seguida, foi
adicionado o reativo de Salkovski e a suspenséao foi incubada a temperatura
ambiente por uma hora. As rea¢des que mudaram de coloragdo de amarelo
para rosa indicaram a producao de AIA. A mudanca de coloracdo ocorreu
através da oxidacado dos compostos indélicos por sais férricos. A concentracéao
de AIA dos isolados foi estimada a partir do ajuste a curva de regressao obtida
a partir da incubacdo de meio AML com quantidades conhecidas de AlA
sintético (0, 25, 50, 100 e 150 pg L™"). A concentragdo de AIA foi determinada
utiizando o comprimento de onda de 492 nm em leitora de microplacas
modelo Thermoplate. O delineamento experimental utilizado foi completamente
casualizado com 4 repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e as médias ao teste de Scott-Knott (p<0,05).
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No experimento seguinte, os isolados testados quanto a producgéo de
AlA foram inoculados em quatro espécies do género Adesmia para avaliagao
da formacao de nédulos e promocéao de crescimento vegetal. Meio de cultura
de Jensen (0,1%) (Jensen, 1942) foi preparado e acondicionado em tubos de
ensaio de 25 x 200 mm com um retangulo de papel-filtro de 15 x 25 mm.
Sementes das espécies Adesmia latifolia A. psoraleoides, A. riograndensis e A.
tristis foram desinfestadas com hipoclorito de sddio (3%) por cinco minutos sob
agitacdo de 120 rpm e postas para germinar sob papel-filtro em placas de
Petri. As sementes pré-germinadas com radicula de aproximadamente 1
centimetro foram alocadas nos tubos com meio de Jensen e inoculadas com
100 pL do caldo bacteriano crescido em meio AML sem triptofano. A avaliacdo
ocorreu 25 dias ap0s a transferéncia das plantulas para os tubos. As variaveis
analisadas foram numero de nddulos (NNOD), comprimento da raiz primaria
(CRP), numero de raizes secundarias (NRS), comprimento dos brotos (CB),
namero de folhas bifoliadas (NFB), biomassa fresca da parte aérea (BFPA) e
da raiz (BFR). O delineamento experimental utilizado foi completamente
casualizado com dois fatores e seis repeticoes. Os dados foram submetidos a

andlise de variancia e as médias ao teste Tukey (p<0,05).

Resultados e discusséao

Os isolados EEL1210 e EEL1810 produziram mais AlIA que os demais
isolados e a estirpe SEMIA6437. Ja os isolados EEL 2210, EEL1710, EEL0710
e EEL1910 produziram mais AIA que a estirpe SEMIA6437 (Figura 1). A
producdo de AIA também diferiu entre isolados de rizobios de soja com uma

variacdo entre 1,0 a 130,3 mg AIA. mL"(Chen et al., 2002). A variacdo na
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producdo de AIA também foi constatada em isolados de rizébio de acacia
negra e trevo vesiculoso utilizados na germinacdo de alface com uma
producdo entre 1,2 a 171,1 mg AIA. mL™ (Schlindwein et al, 2008).

Os isolados testados formaram nédulos apenas na espécie A.latifolia,
mas essa nodulacédo nao foi significativa (Tabelas 1). A ocorréncia de nédulos
somente nessa espécie demonstra que existe especificidade entre os isolados
e a planta hospedeira. Esse resultado diverge do encontrado no trabalho de
Mayans et al. (2006), onde foi observado que as bactérias formadoras de
ndédulos em espécies de Adesmia nao apresentaram especificidade em relacao
a planta hospedeira.

Os isolados que promoveram o maior crescimento em A. latifolia foram
EEL1710A, EEL1210 e EEL0710 (Tabela 1). Os efeitos significativos
ocorreram sobre o crescimento das raizes primarias (EEL1710A, EEL1210),
producédo da biomassa fresca de raizes e parte aérea (EEL1710A, EEL0710).
Na espécie A. psoraleoides o maior crescimento foi promovido pelos isolados
EEL1710A, EEL1810, EEL1210, e EELO710 (Tabela 2). Tais isolados atuaram
efetivamente sobre o comprimento das raizes primarias (EEL1810, EEL1210),
namero de raizes secundarias (EEL1710A, EEL1810, EEL1210, e EEL0710),
biomassa fresca da parte aérea (EEL1810, EEL1210, EEL0710). Na espécie
A. riograndensis o maior crescimento foi induzido pelos isolados EEL1710A,
EEL1810 e EEL1210 (Tabela 3). Os efeitos destes isolados foram positivos
sobre o crescimento de raizes primarias (EEL1210), numero de raizes
secundarias (EEL1810), biomassa fresca de raizes e da parte aérea
(EEL1710A). Na espécie A. tristis a indugao de crescimento foi maior com os

isolados EEL1710A, EEL1810, EEL1210, EEL1910 e EELO710 (Tabela 4). A
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inducdo ocorreu sobre o numero de raizes secundarias (EEL0710) e na
producdo da biomassa da parte aérea (EEL1710A, EEL1810, EEL1210,
EEL1910 e EEL0710).

A variagcdo nos efeitos dos isolados sobre o crescimento radicular
primario € numero de raizes secundarias ocorreu nas espécies de Adesmia,
porque depende da interacdo entre o gendétipo da planta e o microrganismo
inoculado (Dodd et al., 2010). Tal variacao foi comprovada em estudos na
cultura do arroz com inoculacdo de Azospirillum e Klebsiella, onde diferentes
concentragdes de AlA induziram o desenvolvimento de raizes laterais (Glick,
1995; El-Khavas & Adachi, 1999). Desse modo, AIA produzido por
rizobactérias pode aumentar ou diminuir a elongacgao radicular primaria como
observado em gendtipos de feijao (Remans et al., 2008). A variacdo obtida nos
efeitos dos isolados sobre a biomassa fresca de raizes também foi relatada em
trabalhos com diferentes isolados de Enterobacter utilizados em cana-de-
acucar cultivada in vitro (Mirza et al., 2001). A variagdo demonstrada na
inducdo da produgéo de biomassa fresca da parte aérea foi semelhante a de
trabalhos com Vigna radiata, onde o efeito dos isolados dos Bacillus diferiu em
sua interacdo com o hospedeiro (Ali et al., 2009a). O efeito da interacdo do
gendtipo vegetal e microbiano também afetou a produgédo da parte aérea em
trigo, onde os isolados de Pseudomonas e Bacillus obtiveram diferentes
desempenhos na cultura de trigo (Ali et al, 2009 b).

Os isolados nao promoveram nenhum efeito significativo sobre o
namero de folhas bifoliadas e comprimento de brotos nas espécies de

Adesmia.
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Conclusoées
1. Rizobios produtores de AIA isolados de nédulos de Adesmia
latifolia podem promover o crescimento de plantulas de outras
espécies do mesmo género, mesmo sem formar nédulos.
2. Rizdbios produtores de AlA estimularam o desenvolvimento das
raizes primarias, numero de raizes secundarias, producdo de
biomassa fresca de raizes e parte aérea de plantulas de

Adesmia.
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EEL1210
EEL1810
EEL2210
EEL1710A
EELO710
EEL1910
SEMIA6437

® Producgédo de auxina (ug AlA .mL-1)

Figura 1 — Produgdo de &cido indolacético de bactérias de ndédulos de A.
latifolia (médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de Scott-Knott, p<0,05).

27



| Tabela 24 — Nimero de nédulos (NNOD), comprimento da raiz principal (CRP),
namero de raizes secundarias (NRS), biomassa fresca de raizes (BFR),
biomassa fresca da parte aérea (BFPA), nimero de folhas bifoliadas (NFB) e

comprimento de brotos (CB) de Adesmia latifolia. Médias de 6 repeticoes.

Isolado NNOD CRP NRS BFR BFPA NFB CB
(mm) (mg) (mg) (mm)

EEL1710A 25ns ©648A 68A 16,0AB 505AB 48ns 39,0ns
EEL1810 1,7ns 49,2B 6,8A 12,0C 44,0BC 3,7ns 22,3ns
EEL1210 45ns 683A 57A 145BC 455B 45ns 312ns
SEMIA6437 1,7ns 53,3B 57A 56C 41,4BC 29ns 285ns
EEL2210 0,5ns 30,7D 42A 149D 34,0C 3,4ns 338ns
EEL1910 16ns 402C 3,5A 95BC 445B 4,7ns 412ns
NI** 0,0ns 428BC 3,0A 147CD 378C 15ns 325ns
EEL0710 0,5ns 272D 1.28B 176 A 53,7A 3,3ns 37,0ns

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).**Testemunha n&o inoculada. ns= nao significativo.

Tabela 2 — Numero de nédulos (NNOD), comprimento da raiz principal (CRP),
namero de raizes secundarias (NRS), biomassa fresca de raizes (BFR),
biomassa fresca da parte aérea (BFPA), nimero de folhas bifoliadas (NFB) e

comprimento de brotos

(CB) de Adesmia psoraleoides. Médias de 6

repeticoes.
Isolado NNOD CRP NRS BFR BFPA NFB CB
(mm) (mg) (mg) (mm)

EEL1710A 0,0ns 872B 158A 42D 88D 32ns 37,0ns
EEL1810 0,0ns 1035A 152A 17,3BC 382A 2,7ns 26,7ns
EEL1210 0,0ns 103,8A 140A 15,5C 412A 50ns 31,2ns
SEMIA6437 0,0ns 71,0C 578B 13,8C 21,8C 1,8ns 28,5ns
EEL2210 0,0ns 233E 23C 18,8 B 282B 19ns 33,8ns
EEL1910 0,0ns 455D 1,0C 95D 31,0B 1,2ns 41,2ns
NI** 00ns 682C 22C 21,7 A 33,0B 2,7ns 32,5ns
EELO0710 0,0ns 93,8B 10,3A 21,2 A 39,8A 3,3ns 37,0ns

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).**Testemunha n&o inoculada. ns= nao significativo.
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Tabela 3 — Numero de nédulos (NNOD), comprimento da raiz principal (CRP),
namero de raizes secundarias (NRS), biomassa fresca de raizes (BFR),
biomassa fresca da parte aérea (BFPA), nimero de folhas bifoliadas (NFB) e
comprimento de brotos (CB) de Adesmia riograndensis. Médias de 6

repeticoes.
Isolado NNOD CRP NRS BFR BFPA NFB CB
(mm) (mg) (mg) (mm)

EEL1710A 0,0ns 383CD 3,7BC 236A 46,0A 33ns 250ns
EEL1810 0,0 ns 49,3B 12,3A 16,8 B 140B 3,8ns 22,5ns
EEL1210 0,0ns 64, 7A 57B 9,8C 143B 4,0ns 21,3ns
SEMIA6437 0,0ns 40,7C 5,7B 56D 115BC 3,8ns 19,7ns
EEL2210 0,0ns 232E 0,0D 90C 10,8C 3,0ns 30,2ns
EEL1910 0,0ns 33,0D 1,5C 11,0C 13,0BC 4,6ns 29,6 ns
NI 0,0ns 43,0BC 0,0D 56D 10,0C 22ns 18,7ns
EELO710 00ns 422C 15C 119C 13,6B 3,8ns 32,5ns

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).**Testemunha n&o inoculada. ns= nao significativo.

Tabela 4 — Numero de nédulos (NNOD), comprimento da raiz principal (CRP),
namero de raizes secundarias (NRS), biomassa fresca de raizes (BFR),
biomassa fresca da parte aérea (BFPA), nimero de folhas bifoliadas (NFB) e
comprimento de brotos (CB) de Adesmia tristis. Médias de 6 repeticdes.

Isolado NNOD CRP NRS BFR BFPA NFB CB
(mm) (mg) (mg) (mm)

EEL1710A 0,0ns 68,2A 19,8 A 16,0B 195A 3,0ns 37,8ns
EEL1810 0,0ns 54,0B 15,3B 12,8C 205A 6,3ns 33,0ns
EEL1210 0,0ns 39,8D 75D 13,7B 21,0A 40ns 29,0ns
SEMIA6437 0,0ns 53,3BC 57D 56D 148B 3,8ns 33,0ns
EEL2210 0,0ns 30,5E 00D 11,2C 142B 5,0ns 36,3ns
EEL1910 0,0ns 48,2C 1,5C 14,2B 19,0A 4,5ns 33,2ns
NI** 0,0ns 68,2A 0,0D 13,3B 15,0B 3,8ns 39,0ns
EELO710 0,0ns 53,8 BC 1,5C 19,3A 20,8 A 4,7ns 40,8ns

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).**Testemunha n&o inoculada. ns= nao significativo.
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3.2. Estudo 2: Caracterizacao e eficiéncia simbidtica de isolados de
rizobios de Adesmia latifolia
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Caracterizacao e eficiéncia simbiética de isolados de rizébios de
Adesmia latifolia
Aleksander Westphal Muniz; Gilberto Luiz Dalagnol, Tiane Martin de Souza,

Joao Américo Wordell Filho e Enilson Luiz Saccol de Sa

Resumo — A leguminosa Adesmia latifolia apresenta alta qualidade nutricional
e produtividade como planta forrageira. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar fenotipica e geneticamente os isolados de rizdbios e avaliar a sua
eficiéncia simbidtica em Adesmia latifolia. A caracterizacdo fenotipica utilizou
dados referentes a morfologia e fisiologia dos isolados e das estirpes de
referéncia. A eficiéncia simbiédtica foi determinada com base na producgao de
massa seca da parte aérea, numero € massa seca de noédulos, e eficiéncia
relativa. Os isolados mais eficientes foram sequienciados geneticamente. O
dendrograma resultante da caracterizagcdo fenotipica dos 38 isolados
apresentou dois grupos com 84 % de similaridade. O grupo | continha 94,7 %
dos isolados e a estirpe SEMIA6437 recomendada para producdo de
inoculantes dessa espécie. Os isolados mais eficientes na inducao da
producdo de massa seca da parte aérea foram EEL47310, EEL45910,
EEL37910 e EEL45810. Tais isolados foram caracterizados geneticamente
como Mesorhizobium sp. A maioria dos isolados testados apresentaram
caracteristicas fenotipicas dos géneros Mesorhizobium e Rhizobium. QOs
isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810 sdo mais eficientes
que a estirpe SEMIA6437 na inducdo da producdo de massa seca da parte

aérea. Esses isolados sdo do género Mesorhizobium.
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Termos de Indexagcdo: nodulacdo, Rhizobium, Mesorhizobium, planta

forrageira

Abstract — The legume Adesmia latifolia has high nutritional qualitity and
productivity as forage. The objective of this study was to characterize
and evaluate  the symbiotic efficiency  of rhizobacteria  isolates  from
nodules of Adesmia latifolia. The phenotypic characterization was based on
morphology and  physiology data of isolates and reference
strains. The symbiotic effectiveness was based on dry matter production of
shoots, number and dry matter of nodules, and relative efficiency. The most
efficient isolates were genetically sequenced. Dendogran resulting from the
phenotypic characterization of 38 isolates forming two groups with 84 % of
similarity. Group | contained the strain SEMIA6437 recommend for inoculation
production of this species. The more efficient strains were EEL47310,
EEL45910, EEL37910 and EEL45810. These strains were genetically
characterized as Mesorhizobium. Most strains tested showed phenotypic
characteristics of Rhizobium and Mesorhizobium genera. Strains EEL47310,
EEL45910, EEL37910 and EEL45810 are more efficient in inducing shoot dry
matter production than strain SEMIA6437. These strains are Mesorhizobium.

Index terms: nodulation; Rhizobium, Mesorhizobium, forage.

Introducao
O género Adesmia é nativo da América do Sul e apresenta cerca de 230
espécies, das quais 17 sdo encontradas no Brasil. Nos campos nativos da

Regido Sul podem ser encontradas as espécies Adesmia araujoi, Adesmia
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latifolia, Adesmia puntacta e Adesmia tristis. Dentre essas destacam-se
Adesmia arujoi e Adesmia latifolia como 6étimas forrageiras (Miotto & Leitdo
Filho, 1993).

A espécie Adesmia latifolia apresenta a vantagem de ser estolonifera e
acumular maior quantidade de forragem do que as demais espécies herbaceas
do género (Scheffer-Basso et al., 2005). Além disso, essa espécie produz
forragem durante a estacao fria, possibilitando a alimentagdo animal durante
um periodo de escassez de alimento. A Adesmia latifolia também apresenta
desempenho similar a espécies exoéticas como Lotus corniculatus no que se
refere a qualidade nutricional para ruminantes (Scheffer-Basso et al., 2001).

Em plantas do género Adesmia também se verifica a simbiose com
rizobactérias diazotréficas do solo (Broughton et al., 2000). Essas bactérias
sao responsaveis pelo processo de fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), que
reduz a necessidade de nitrogénio mineral do solo e, em consequéncia, leva a
reducdo na adubacao nitrogenada no plantio de pastagens. No entanto, a
simbiose das plantas com diferentes bactérias diazotroficas autéctones do solo
pode apresentar diferentes niveis de eficiéncia na FBN. Deste modo, em
funcdo de seu potencial de utilizagdo, se faz necessaria a realizacdo de
trabalhos visando selecionar estirpes com maior capacidade para FBN em
simbiose com plantas de Adesmia, a fim de melhorar seu desempenho em
cultivos. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipica e
geneticamente os isolados de rizébios e avaliar a sua eficiéncia simbidtica em

Adesmia latifolia.
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Material e Métodos

Isolados de bactérias de nédulos provenientes do sistema radicular de
Adesmia latifolia e pertencentes a colegdo do Laboratério de Biotecnologia da
Epagri foram caracterizados fenotipicamente e avaliados quanto a sua
eficiéncia simbidtica. Os isolados mais eficientes também foram caracterizados
geneticamente. Os nédulos foram coletados de plantas de Adesmia latifolia
nos municipios de Lages, Painel, Urupema e Sao Joaquim, conforme as
coordenadas geograficas da tabela 1. As avaliagdes foram realizadas de julho
a dezembro de 2010.

A caracterizacao fenotipica utilizou dados referentes a morfologia e
fisiologia dos isolados e das estirpes de referéncia. Como estirpes de
referéncia foram utilizadas: SEMIA103 (Mesorhizobium meliloti); SEMIA658
(Methylobacterium nodulans), SEMIA2082 (Rhizobium leguminosarum),
SEMIA3424 (Mesorhizobium ciceri), SEMIA5087 (Bradyrhizobium elkanii),
SEMIA6437 (Rhizobium spp) e SEMIA6452 (Azorhizobium caulinodans).

A caracterizacao dos isolados foi efetuada em placas de petri contendo
meio 79 com vermelho congo e em meio 79 com azul de bromotimol (Hungria,
1994). As placas foram incubadas por um periodo de incubacgéo de até 16 dias
a 28 °C (Vincent, 1970). Foram feitas observacdes do diametro, forma,
elevagdo, aparéncia, bordas, transparéncia e coloracdo das colbnias;
formacao, tipo e elasticidade da goma e modificacdo do pH do meio
(HUNGRIA et al., 2001). O didmetro das colénias foi mensurado ap6s o
terceiro, quinto, sétimo e décimo dia ap6s a inoculacdo dos isolados em placas
de petri. Os aspectos fisioldégicos observados foram a capacidade de sintetizar

acido indolacético (AlA), tempo de crescimento e crescimento utilizando
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diferentes fontes de carbono. A avaliagdo da producdo da auxina AlA foi
realizada usando-se o método colorimétrico de Asghar et al. (2002). O tempo
de crescimento foi observado diariamente durante um periodo de 16 dias. A
inoculagéo para avaliagdo do crescimento em diferentes fontes de carbono foi
efetuada com um replicador para 25 isolados.

Os dados fenotipicos observados foram transformados em cdédigo
binario (0 e 1) para analise de agrupamentos. Foram consideradas 10
caracteristicas morfolégicas e quatro fisiol6gicas. As variaveis utilizadas para
avaliacdo das caracteristicas morfoloégicas foram: didmetro da colénia no
isolamento e na avaliacao do crescimento (£ 1 mm, 1-3 mm, =23 mm);forma da
colénia (puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizéide, haste); elevacao da
colénia (plana, elevada, convexa, pulvinada, protuberante); bordas da col6nia
(inteiras, onduladas, lobadas, desiguais, filamentosas, enroladas); consisténcia
da colénia (seca, aquosa, gomosa, viscosa, butirica); detalhes o&ticos da
colénia (transparente, translucido, opaco, brilhante); cor da colénia em meio 79
com vermelho congo (incolor, branco, rosado, rosa, avermelhado, vermelho);
cor da colénia em meio 79 com azul de bromotimol (incolor, branco, creme,
amarelo, rosa); producao de goma (pequena, grande). As variaveis para
avaliacdo das caracteristicas fisiolégicas foram: tempo de crescimento (rapido
= 5 dias, intermediario= 8 dias, lento= 12 dias, muito lento= 15 dias );
variagdo no didametro das colbnias (aos 3, 5, 7 e 10 dias); pH do meio (acido,
neutro, alcalino); producdo de AIA (0-13, 13-26, 26-39, >39 pg AIA .L);
utiizacdo de D-arabinose, D-frutose, D-glicose, D-maltose, D-sorbitol,

galactose, glicerol, manitol, mio-inositol e rafinose.
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Foi construido um dendrograma de agrupamento com base nas
caracteristicas avaliadas. Esse dendrograma utilizou o algoritmo UPGMA e a
matriz de similaridade com o coeficiente de Sokal & Sneath (1963). A anélise
de cluster aglomerativa hierarquica foi realizada com o auxilio do programa
estatistico XLSTAT versao 5.02 (ADDINSOFT, 2010).

A eficiéncia simbiédtica dos isolados foi avaliada nas plantas hospedeiras
de Adesmia latifolia cultivadas em vasos com areia e vermiculita estéril (2:1
v/v) e solucao nutritiva de Norris (Norris & Date, 1976). As plantas foram
cultivadas em salas climatizadas com um fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 22+2°C. Cada vaso foi regado semanalmente com 200 mL
desta solucdo nutritiva. Para a inoculacdo das plantas, as bactérias foram
multiplicadas no meio 79 liquido em tubos de ensaio de 25 x 200 mm a uma
temperatura de 28 °C sob agitacdo de 120 rpm por trés dias (Vincent, 1975).
Deste meio foi inoculado um mL por vaso contendo trés plantas germinadas
com altura aproximada de 10 cm. Os 38 isolados da colecao foram testados
com relacao a producdo de massa seca da parte aérea, numero de nodulos e
massa seca de ndédulos. O experimento foi conduzido com delineamento
completamente casualizado com quatro repeticdes e avaliado apos 45 dias de
sua implantagdo. Foram utilizados trés tratamentos como testemunhas: um
nao inoculado com adicao de nitrogénio (TESTCN), outro ndo inoculado sem
adicao de nitrogénio (TESTSN) e a estirpe SEMIA6437 recomendada para
producdo de inoculantes (BRASIL, 2009). O tratamento com nitrogénio
recebeu 700 mg.L™" de nitrato de amoénio, que foi parcelado semanalmente
(BRASIL, 2009). Os resultados obtidos foram submetidos a analise de

variancia e ao teste de separacdao de médias de Scott-Knott (Scott & Knott,
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1974). Os dados foram transformados através da funcdo Box-Cox, que utiliza
valores entre -1 e 1. A eficiéncia (E) foi determinada de acordo com a férmula
de Date e Norris (1979):

E= (MSPA tratamento inoculado/ MSPA tratamento com N) x 100

A caracterizacdo genética dos isolados mais eficientes foi realizada por
meio de sequenciamento génico. O DNA dos isolados foi obtido por meio do kit
ZR Fungal/Bacterial RNA MicroPrep™ (ZymoResearch, 2010). Os
procedimentos de extracdo de DNA foram realizados de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em seguida, o gene 16S rRNA foi amplificado da
amostras de DNA por PCR.

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene
Andlises Moleculares LTDA (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre,
RS) utilizando o seqlienciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os
DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos primers
FC27 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e R530 5"
CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3' (Gontang, 2007) e 2 uL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um
volume final de 10 uL. As reacbes de marcacdo foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma
etapa de desnaturacgéao inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C
por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Apés marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol 75% e lavagem com
etanol 60 %. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 pl de formamida,

desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados
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no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados
utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com os
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vi.mob”; BioLIMS
Project “3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeg50 POP6 50cm_cfv_1007; e
Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz”.

As sequéncias obtidas foram submetidas a consulta de similaridade de
nucleotideos por meio do programa Blastn ("Basic Local Alignment Search
Tool") (Altschul et al., 1997). Essas sequéncias foram comparadas com
sequéncias homdlogas depositadas no banco de dados publico mundial
GenBank (National Center for Biotechnology Information — (NCBI) -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Resultados e Discussao

Os isolados apresentaram variagcdo na morfologia de suas col6nias,
sendo que 5,3 % dos isolados formaram pequenas colénias (= 1 mm),
enquanto 50,0 % apresentaram colénias com didmetros entre 1 e 3 mm . E
ainda, uma grande parte com 44,7% dos isolados apresentou colénias com
didmetros > 3 mm. O diametro das colénias e a producdo de goma foram
correlacionados com a habilidade de isolados de Rhizobium spp. em fixar
simbioticamente nitrogénio, onde colbnias grandes com grande producédo de
goma foram ineficientes e colénias pequenas e com pouca producédo de goma
foram eficientes (Herridge & Rougley, 1975). Por sua vez, Fuhrmann (1990)
identificou isolados formadores de grandes colbénias e simbioticamente

eficientes em fixar nitrogénio na cultura da soja. Varios estudos indicaram que

38



a producdo de goma em rizdbios esta relacionada com a protecdo contra
estresses ambientais, capacidade de aderir a superficies e no processo de
osmoregulacado (Spaink, 2000). Outros trabalhos indicaram que a goma esta
envolvida no processo de reconhecimento da bactéria pela planta hospedeira
durante o processo de infeccao radicular (Dazzo et al., 1991; Reuhs et al.,
1998; Spaink, 2000).

A forma circular foi dominante em 84,21% dos isolados, enquanto a
elevagéo convexa foi detectada em 89,47%. Todos os isolados apresentaram
bordas inteiras com superficie lisa e aspecto brilhante. A consisténcia das
colénias foi gomosa em 71,05% dos isolados. A maioria absoluta (94,74%) dos
isolados apresentou grande produg¢do de goma. A maior producédo de goma foi
associada a isolados de rizobio de crescimento rapido (Martins et al., 1997).

O crescimento de 44,7% dos isolados foi rapida, 50% intermediaria e
5,3% lenta. A grande maioria (94,7%) dos isolados apresentou reacédo acida
em azul de bromotimol, e o restante (5,3%) apresentou reacdo neutra. O
crescimento rapido pode ser uma vantagem competitiva com outros
microrganismos na rizosfera (Martins et al., 1997).

A producdo de AIA de 39,4% dos isolados foi de 0 a 13 pug AIA.L™; de
18,4% foi de 13 a 26 pg AIA.L™; de 28,9% foi de 26 a 39 ug AIA.L" e de 13,2%
foi maior que 39 ug AIA .L™". A producédo de AIA também foi utilizada em outros
trabalhos na caracterizagdo de isolados de rizébios nas culturas da soja e
feijao -caupi (Chen et al., 2002; Chagas Junior et al., 2010). O crescimento
dos isolados variou de acordo com a fonte de carbono, 78,9% cresceram em

D-arabinose, 55,3% em D-frutose, 86,8% em D-glicose, 92,1% em D-maltose,
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86,8% em D-sorbitol, 84,8% em galactose, 94,7% em glicerol, 84,2% em
manitol, 76,3% em mio-inositol e 92,1% em rafinose.

Com base nas caracteristicas morfofisiolégicas os isolados formaram
dois grupos com similaridade de 84,0% (Figura 1). O grupo | foi formado pelos
isolados EEL0210, EEL0310, EEL0410, EEL14910, EEL15710, EEL16010B,
EEL34010, EEL34110, EEL34310, EEL36010, EEL36110, EEL36210,
EEL37810, EEL37910, EEL38110, EEL38210, EEL43210, EEL43310,
EEL43410, EEL43510, EEL44710, EEL44810, EEL44910, EEL45010,
EEL45810, EEL45910, EEL46110, EEL47310, EEL47910, EEL48110,
EEL47010A, EEL47110A e as estirpes SEMIA103, SEMIA2082, SEMIA3024 e
SEMIA6437. O grupo Il pelos isolados EEL46010 e 48210 e as estirpes
SEMIA658, SEMIA5087 e SEMIA6452. Quatro isolados ndo se agruparam
visualmente com os demais grupos.

Os isolados que mais promoveram a produ¢do de massa seca da parte
aérea foram EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810. Esses foram
superiores na producdo de massa seca da parte aérea do que a estirpe
SEMIA6437 e a testemunha sem nitrogénio. Os isolados EEL48210,
EEL47210, EEL15710, EEL44810, EEL46110, EEL34010, EEL37810,
EEL36110, EEL0210, EEL16010, EEL47010, EEL47910, EEL44710,
EEL38210, EEL46010, EEL36210, EEL45010, EEL48110, EEL38110 e
EEL34110 apresentaram maior producdo de massa seca da parte aérea do
que a testemunha sem nitrogénio, mas néo diferiram da estirpe SEMIA6437.
Os isolados EEL14610, EEL43510, EEL47110, EEL43310 e EEL36010
apresentaram menor producdo de massa seca da parte aérea do que a

testemunha sem nitrogénio. Nenhum dos isolados testados apresentou maior
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producdo de massa seca da parte aérea do que a testemunha com nitrogénio
(Tabela 2). Os resultados obtidos nesse trabalho pelos isolados EEL47310,
EEL45910, EEL37910 e EEL45810 foram inferiores aos observados com a
inoculagéo da estirpe E-226 e superiores a estirpe SEMIA6437 em ensaios de
casa de vegetacao (Voss et al., 2000; Scheffer-Basso et al., 2001).

Os isolados que induziram o maior numero de ndédulos do que a estirpe
SEMIA6437 foram EEL37910, EEL45910, EEL34110, EEL15710, EEL38110,
EEL44810, EEL48010, EEL34310, EEL47010, e EEL46110. Os isolados
EEL47310, EEL0210, EEL16010B, EEL36210, EEL45010, EEL48210,
EEL47210, EEL0O410, EEL43410, EEL43210 e EEL36010 ndo apresentaram
diferengas significativas no numero de nddulos com relacdo a estirpe
SEMIA6437. Os demais isolados induziram a um numero de ndodulos inferior
ao observado pela estirpe SEMIA6437. As testemunhas com e sem nitrogénio
nao apresentaram a formacado de nédulos (Tabela 2). Os isolados utilizados
nesse trabalho induziram a formacao de uma quantidade menor de nédulos do
que o observado na utilizacdo das estirpes E-226 e SEMIA6437 em ensaios de
casa de vegetacao (Voss et al., 2000; Scheffer-Basso et al., 2001).

A produgdo de massa seca de nddulos induzida pelos isolados
EEL47310, EEL45910, EEL37910, EEL45810, EEL48210, EEL47210,
EEL15710, EEL44810, EEL46110, EEL37810, EEL47010, EEL47910,
EEL44710, EEL38210, EEL16010B, EEL45010, EEL38110, EEL34110,
EEL34310, EEL48010, EEL0410 n&o diferiu da produgdo da massa seca de
nddulos induzida pela estirpe SEMIA6437. Os demais isolados induziram a
uma producao de massa seca de nodulos inferior a produzida pela SEMIA6437

(Tabela 2). Os isolados que induziram a produgcdo de massa seca de nodulos
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similar a induzido pela estirpe SEMIA6437 apresentaram valores superiores
aos observados por Voss et al. (2000) e Scheffer-Basso et al. (2001) com a
utilizacao das estirpes E-226 e SEMIA6437 em ensaios de casa-de-vegetacao.

Os isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810
apresentaram maior eficiéncia na promocao da producao de massa seca da
parte aérea do que a estirpe SEMIA6437. Nenhum dos isolados testados
promoveu eficiéncia similar a da testemunha com adicao de nitrogénio (Tabela
2). A eficiéncia simbiotica pelo isolado EEL47310, com valor igual a 37%, foi
similar ao da estirpe E-226 utilizada em Adesmia latifolia por Scheffer-Basso
(2001). No entanto, a eficiéncia promovida pelo isolado EEL47310 foi menor
quando comparado com a promovida pela estirpe SEMIA6437 com 55,6% em
ensaio de selecdo em casa-de-vegetacao (Voss et al., 2000).

As sequéncias parciais obtidas permitiram caracterizar os isolados mais
eficientes (Tabela 3). Os isolados EEL47310, EEL45910, EEL45810 e
EEL37910 foram classificados como Mesorhizobium sp. Destes isolados,
apenas o isolado EEL47310 apresentou similaridade de 85% para sequéncia
as sequéncias forward e reversa. Os demais apresentaram identidade maxima
de 99% para as duas sequéncias utilizadas. O isolado EEL36010 foi
classificado como Rhizobium sp. Este isolado apresentou similaridade de 99%
para a para sequéncia forward e 92% para sequéncia reversa. No entanto, o
namero de primers utilizados neste estudo limita a amplificacdo a uma parte do
gene 16S. Em estudos de filogenia de estirpes de rizobio utilizadas como
inoculantes no Brasil foram utilizados dez primers para o sequenciamento do
gene 16S (Menna et al., 2006). Na classificagdo de Rhizobium yanglingense

como espécie nova foram utilizadas cinco primers para sequenciar o gene 16S
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(Tan et al.,, 2001). Tan et al. ( 1997) utilizou seis primers em estudos
filogenéticos com Mesorhizobium. A utilizacado de um maior nimero de primers
nestes trabalhos visou cobrir toda a extensdao do gene 16S com 1550 pb
(Clarridge Ill, 2004). O sequenciamento completo do gene 16S faz-se
necessario na distingdo entre isolados e na descricdo de novas espécies. Tal
sequenciamento € requerido na descricdo de novas espécies, pois permite
determinar a heterogeneidade dentro de uma mesma espécie e diferenciacdo

entre espécies (Imhoff & Calmette, 2004).

Conclusoes

1. A maioria dos isolados testados apresenta caracteristicas fenotipicas
dos géneros Mesorhizobium sp. e Rhizobium sp.

2. Todos os rizébios estudados apresentam baixa eficiéncia simbiética na
fixacdo de nitrogénio, inclusive a estirpe SEMIA 6437.

3. Os isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810 sdo mais
eficientes na inducao da producédo de massa seca da parte aérea de A.
latifolia que a estirpe SEMIA6437.

4. Os isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810 pertencem

ao género Mesorrhizobium sp.
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Figura 1 — Dendrograma de similaridade das caracteristicas fenotipicas
utilizando o coeficiente de Sokal e Sneath (1963) e o algoritmo UPGMA.



Tabela 1 — Locais de coleta dos rizébios isolados de Adesmia latifolia.

Municipio

Altitude

(m)

Latitude (S)

Longitude
(WO)

Isolados

Urupema

1220

27°55.221°

49°59.700"

EEL0210
EEL0310
EEL0410
EEL0510

Urupema

1299

27°55.581°

49°58.773°

EEL34010
EEL34110
EEL34310

Painel

1177

27°56.757°

50°05.725°

EEL37810
EEL37910
EEL38110
EEL38210

Séo
Joaquim

1191

28°15.351°

47°57.9517

EEL36010
EEL36110
EEL36210

Urupema

1312

28°55.903°

49°58.2417

EEL43210
EEL43310
EEL43410
EEL43510

Lages

906

27°47.812°

50°719.512"

EEL14610

EEL14910

EEL15710
EEL16010B

Lages

945

27°46.857°

50°06.190°

EEL44710
EEL44810
EEL44910
EEL45010

Lages

960

27°46.934°

50°06.480°

EEL47010
EEL47110
EEL47210
EEL47310

Lages

885

27°47.020

50°07.323"

EEL47910
EEL48010
EEL48110
EEL48210

Lages

950

27°46.845

50°06.282°

EEL45810
EEL45910
EEL46010
EEL46110
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Tabela 2 — Producdo de massa seca da parte aérea (MPSA), nimero de
nddulos (NNOD), massa seca de nddulos (MNOD), de plantas de Adesmia
latifolia inoculadas com isolados de rizdbios. Médias de 4 repeticoes.

MSPA NNOD MNOD E
Isolado (mg/ vaso) (N¥vaso) (mg/vaso) (%)
TESTCN 1236,8 a - - 100,0
SEMIA6437 236,5 ¢ 29,0 b 27,1 a 19,1
EEL47310 4525b 26,8b 27,7 a 36,6
EEL45910 401,8b 43,3 a 37,0a 32,5
EEL37910 393,8b 443 a 18,0 a 31,8
EEL45810 381,5b 18,8 ¢C 20,2 a 30,8
EEL48210 314,0c 25,0b 48,7 a 25,4
EEL47210 307,5¢ 26,3 b 23,6 a 24,9
EEL15710 293,8 ¢ 38,8 a 246 a 23,8
EEL44810 280,0 c 36,8 a 35,1a 22,6
EEL46110 272,3 ¢ 24,8 a 229 a 22,0
EEL34010 266,5 ¢ 19,0c 14,4 b 21,6
EEL37810 258,3 ¢ 18,0 ¢c 20,4 a 20,9
EEL36110 253,8 ¢c 26,0b 16,8 b 20,5
EELO210 252,0¢c 24.8Db 15,9Db 20,4
EEL16010B 248,5 ¢ 25,0b 31, a 20,1
EEL47010 248,3 ¢ 33,8a 27,7 a 20,1
EEL47910 246,5 ¢ 18,0 ¢c 23,3 a 19,9
EEL44710 246,0 c 31,8¢ 23,0 a 19,9
EEL38210 2448 ¢ 13,0c¢c 18,7 a 19,8
EEL46010 243,8 ¢c 20,0 ¢ 16,0 b 19,7
EEL36210 237,8 ¢ 22,5b 11,8 b 19,2
EEL45010 237,3 ¢ 22,8b 30,5a 19,2
EEL48110 236,0 c 17,0c 13,5b 19,1
EEL38110 210,5¢ 37,8a 27,4 a 17,0
EEL34110 203,5¢ 41,0 a 20,8 a 16,5
EEL34310 198,3 d 35,0 a 20,1 a 16,0
EEL48010 194,5d 36,0 a 33,4 a 15,7
EEL44910 177,5d 6,8 d 125b 14,4
EEL14910 164,3 d 15,3 ¢ 7,2¢C 13,3
EELO310 164,0 d 19,3 ¢ 19,3 b 13,3
EEL0410 146,8 d 25,8b 20,9 a 11,9
EEL43410 140,0 d 17,3b 14,0b 11,3
EEL43210 131,0d 24,3b 15,7b 10,6
EELO510 130,8 d 14,3 ¢c 14,0b 10,6
EEL14610 126,0 e 10,3 ¢ 13,1b 10,2
EEL43510 116,0 e 5,7d 6,3¢C 9,4
EEL47110 106,0 e 1,7d 1,9¢ 8,6
EEL43310 98,3 e 16,5¢ 10,8 b 7,9
EEL36010 87,3 e 26,8b 6,0c 7,0
TESTSN 152,3 d - - 12,3

*Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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Tabela 3 — Tamanho das sequéncias génicas obtidas dos isolados mais
eficientes na inducdo da producédo de massa seca da parte aérea de A. latifolia

Isolado Sequéncia Sequéncia Acesso Espécie
forward reversa GenBank
(Numero de bases)
EEL47310 748 491 EU874894  Mesorhizobium sp. W39
EEL45910 730 512 EU874894  Mesorhizobium sp. W39
EEL45810 752 512 EU874894  Mesorhizobium sp. W39
EEL37910 746 517 EU874894  Mesorhizobium sp. W39
EEL36010 594 448 AM691584  Rhizobium sp. R-32539
AM403621

AM403614
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3.3. Estudo 3: Enraizamento e aclimatizacao do porta-enxerto
micropropagado de macieira cv. Marubakaido utilizando-se rizobios de
Adesmia latifolia
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Artigo a ser submetido para publicacao na “ Revista Plant Cell Reports”.
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Enraizamento e aclimatizacao do porta-enxerto micropropagado de
macieira cv. Marubakaido utilizando-se rizébios de Adesmia latifolia
Aleksander Westphal Muniz, Gilberto Luiz Dalagnol, Jodo Américo Wordell

Filho e Enilson Luiz Saccol de Sa

Resumo — O enraizamento in vitro e a aclimatizacao sao fases essenciais para
o bom desenvolvimento a campo de porta-enxertos micropropagados de
macieira. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de rizobios de
Adesmia latifolia, produtores de &acido indol acético (AlA), na promocao do
enraizamento e na aclimatizacao do porta-enxerto micropropagado de macieira
cv. Marubakaido em substituicdo ao uso de AlA sintético. Os experimentos de
enraizamento in vitro e aclimatizagdo foram realizados utilizando-se
tratamentos inoculados com quatro isolados de rizobio e um controle com
adicdo de AIA sintético. Nos tratamentos inoculados foram utilizados in6culos
com caldo esterilizado e caldo contendo rizébios vivos. A quantidade auxinas
em todos os tratamentos foi padronizada para 1 mg.L". Observaram-se
resultados significativos na taxa de enraizamento, comprimento de raizes
primarias, numero de raizes, comprimento radicular, biomassa fresca da parte
aérea e biomassa fresca da raiz com a inoculagéo do isolado EEL16010B e no
tratamento com adicdo de acido indolacético sintético. Nao foram obtidos
resultados significativos para nenhum tratamento no experimento de
aclimatizacao. O isolado EEL16010B pode ser utilizado na inducdo do
enraizamento in vitro do porta enxerto cv. Marubakaido e substituir 0 uso de
acido indolacético sintético no enraizamento desse cultivar.

Termos de indexacao: auxinas, micropropagacao, maca
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Abstract — The in vitro rooting and acclimatization of micropropagated
rootstocks of apple trees are essential stages to plant development in the
field. The objective of this study was to promote rooting and acclimatization of
the micropropagated apple rootstock cv. Marubakaido using rhizobia of
Adesmia latifolia. The experiments of in vitro rooting and acclimatization were
performed with four strains of Rhizobium and a treatment with synthetic indol
acetic acid. In the rooting experiment was used sterile inoculum and alive. The
amount of auxins in all treatments was even to 1 mg.L™". The most significant
effects on rooting rate, length of primary roots, root length, fresh weight of
shoot and root were obtained by the isolate EEL16010B and the treatment with
synthetic indol acetic acid. There were no significant results for any treatment in
the acclimatization experiment. The isolated EEL16010B can be used to induce
in vitro rooting of rootstock cv. Marubakaido and replace the use of synthetic
indol acetic acid on this cultivar rooting.

Index terms: auxins, micropropagation, apple

Introducao

A cultura da macieira destaca-se como uma das principais espécies
fruticolas no mundo com uma producao de 64,3 milhdo de t/ ano (Dobranski et
al., 2010). No Brasil, a producao em 2009 foi de 1,22 milhdo de toneladas em
uma area cultivada de aproximadamente 39 mil hectares (IBGE, 2010). Em
funcdo da grande importancia desse agronegécio se faz necessaria a
producdo de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria por meio de

metodologias eficientes como a micropropagacao (Abreu & Pedrotti, 2003).
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A micropropagacao apresenta como principal vantagem, a capacidade
de produzir clones de plantas livres de doencas durante o ano todo. A
micropropagacao apresenta quatro etapas: estabelecimento in vitro,
multiplicagdo de brotos, enraizamento in vitro de microestacas e aclimatizagao
(George & Debergh, 2008).

O enraizamento in vitro é uma fase critica da micropropagacao, pois
depende do gendtipo e de sua condicao fisiolégica no momento de inducéo ao
enraizamento (Martins & Pedrotti, 2001). A fase posterior ao enraizamento in
vitro é denominada de aclimatizacdo. Essa fase faz-se necessaria, pois no
cultivo in vitro as plantas crescem em condi¢cdes heterotroficas (Hazarika,
2003). Nesse processo podem ocorrer anomalias do tipo morfolégicas como
estbmatos ndo funcionais e do tipo fisiolégicas como a diminuicdo da
fotossintese (Rogalski et. al.; 2003). Essas anomalias causam dificuldades de
sobrevivéncia das plantas em casa-de-vegetagcdo ou no campo. Assim, a
aclimatizacao é fundamental para a passagem das plantas micropropagadas
da condicao in vitro para a ex vitro.

A maioria dos trabalhos de enraizamento de macieira in vitro utilizou a
adicdo de auxinas sintéticas, como o acido indolbutirico (AIB) e &acido
indolacético (AlA), em diferentes porta-enxertos e cultivares- copa. Ja os
trabalhos de aclimatizacdo destacaram-se na utilizacdo de diferentes
substratos como turfa e areia (3:1) para o porta-enxerto M9 e turfa, perlita e
vermiculita (4:1:1) para os cultivares-copa Golden Delicious e Royal Gala
(Dobranski et al., 2010).

O enraizamento in vitro de plantas utilizando rizobactérias ja foi

estudado anteriormente na micropropagacao de oliveira e pinus utilizando
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Pseudomonas e Agrobacterium rhizogenes, respectivamente(Peyvandi et al.,
2010, Villalobos-Amador et al., 2002). A aclimatizagdo com inoculacdo de
microrganismos também vem sendo desenvolvida com sucesso pela utilizagao
de fungos micorrizicos arbusculares (Locatelli & Lovato, 2002; Cavallazzi et al.,
2007). Até o momento, e dentro da abrangéncia da revisdo realizada, ndo
foram encontrados relatos na literatura sobre a utilizacdo de microrganismos
no enraizamento in vitro e aclimatizacao de macieira. Assim, este € o primeiro
trabalho a investigar a promog¢ao do crescimento por rizébios no enraizamento
in vitro e na aclimatizacdo de porta-enxertos micropropagados de macieira. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacao de rizébios de Adesmia latifolia,
em substituicdo ao uso de AIA sintético, na promog¢do do enraizamento e na
aclimatizacao do porta-enxerto micropropagado de macieira cv. Marubakaido

(Malus prunifolia Borkh) .

Material e Métodos

Vinte isolados de bactérias de nédulos radiculares de Adesmia latifolia
pertencentes a colecao do Laboratério de Biotecnologia da Epagri foram
avaliados quanto a producdo da auxina AIA utilizando-se o método
colorimétrico de Asghar et al. (2002). Os isolados de rizobactérias foram
cultivados em meio de cultura AML (agar-manitol-levedura) com triptofano (50
mg L) por 72 horas a 28°C e agitacdo a 120 rpm. Apds esse periodo, uma
aliquota de 50 L da suspensao bacteriana foi adicionada em microplacas de
poliestireno com 96 pocos. Em seguida, foi adicionado o reativo de Salkovski e
a suspensao foi incubada a temperatura ambiente por uma hora. As reagdes

que mudaram de coloracdo de amarelo para rosa indicaram a producao de
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AIA. A mudanca de coloracao ocorreu através da oxidacao dos compostos
inddlicos por sais férricos. A concentracéo de AlA produzida pelas bactérias foi
estimada a partir do ajuste a curva de regressao obtida a partir da incubacao
de meio AML com quantidades conhecidas de AIA sintético (0, 25, 50, 100 e
150 pg L™). A concentragdo de AIA foi determinada utilizando o comprimento
de onda de 492 nm em leitora de microplacas modelo Thermoplate. O
delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado com
quatro repeticdes. Os isolados que apresentaram maior producdo de AlA
foram utilizados nos experimentos de enraizamento in vitro e aclimatizacdo do
porta-enxerto de macieira cv Marubakaido. As avaliacées foram realizadas
durante os meses de outubro e novembro de 2010. Tanto o experimento de

enraizamento quanto o de aclimatizagéo tiveram duracéo de 30 dias.

O experimento de enraizamento in vitro utilizou explantes do porta-
enxerto de macieira cv Marubakaido multiplicados conforme o protocolo de
Giacobbo et al. (2003). Dessa forma, a multiplicacao foi realizada em meio MS
(Murashige & Skooge, 1962) com redugdo na concentracdo de nitrato de
amoénio em 25% e de nitrato de potassio em 33%. Assim, 0 meio utilizado foi
composto dos seguintes sais: fosfato de potassio (0,17 g de KH.PO,4. L),
sulfato de magnésio (0,37 g de MgS0,4.7H,0. L"), sulfato de cobre (0,025 mg
de CuS0,.5H,0.L™), sulfato de ferro (27,8 mg de FeSO,4.7H,0O.L™"), sulfato de
manganés (22,3 mg de MnSO,4.4H,0.L™), sulfato de zinco (8,6 mg de ZnSO,.7
H,O.L™"), molibdato de sédio (0,25 mg de NaxMoO4.2H20.L™), nitrato de
amonio (1,24 g de NH4sNOs. L), nitrato de potassio (1,27 g de KNOs. L),
cloreto de calcio (0,44 g de CaCl,.2H,0. L"), sédio-EDTA (37,3 mg de

Na,EDTA. L), cloreto de cobalto (0,025 mg de CoCl,.6H:0. L") e iodeto de
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potassio ( 0,83 mg de KI.L"). Por sua vez, nesse meio foram utilizada a
sacarose (30 g.L™') e mio-inositol (0,1 g. L") como fontes de carbono, enquanto
as vitaminas adicionadas foram o &cido nicotinico (0,5 mg. L), tiamina (0,1
mg.L™), piridoxina (0,5 mg.L™), glicina (2,0 mg.L™"). Como agente geleificante
utilizou-se agar (6 g.L™") e como regulador de crescimento foi usada a
benzilaminopurina (0,8 mg de BAP. L"). Os tratamentos constituiram-se de
explantes inoculados com os isolados EEL0210, EEL16110, EEL16010B,
EEL37810 e EEL16010B crescidos em meio AML liquido com triptofano. Apéds
determinacdo da concentracdo de AlA produzida, foi retirada aliquota do meio
de cultura correspondente a concentragdo final de 1 mg de AIA.L". Esta
aliquota foi adicionada ao meio de cultura antes e ap6s a esterilizacdo em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos a esterilizacao o caldo foi adicionado
ao meio de cultura estéril a temperatura de 50 C para evitar a morte dos
microrganismos. Desse modo, foram utilizados meios de cultura para
enraizamento com rizébios mortos (E) e vivos (V). Além, disso foram utilizados
dois tratamentos controle sem inoculagdo: um com adi¢gdo de 1 mg de AIA
sintético.L™’ e outro sem AIA. O delineamento utilizado foi completamente
casualizado com seis repeticoes de cinco plantas.

O experimento de aclimatizagdo utilizou explantes enraizados in vitro
em meio MS modificado por Giacobbo et al. (2003) sem benzilaminopurina e
com adicdo de 1 mg de AIA.L". De maneira semelhante ao experimento
anterior, os tratamentos foram inoculados com a suspensao diluida dos
isolados EEL0210, EEL16110, EEL16010B, EEL37810 e EEL16010B até a
concentracdo de 1 mg de AIA.L™" no substrato. O delineamento utilizado foi de

blocos ao acaso com cinco repeticdes de oito plantas.
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As variaveis analisadas nos dois experimentos foram comprimento de
brotos (CB), comprimento radicular (CR), numero de raizes priméarias (NRP),
namero de raizes secundarias (NRP), numero total de raizes (NTR), biomassa
fresca da parte aérea (BFPA) e biomassa fresca da raiz (BFR). No
experimento de enraizamento in vitro foi determinada a taxa de enraizamento e
no de aclimatizacdo a taxa de sobrevivéncia dos explantes do porta-enxerto
micropropagado de macieira Marubakaido. O comprimento radicular foi
mensurado utilizando-se o método de Tennant (1975), com uma placa de petri
dividida em quadriculas de 1 cm. As raizes foram dispostas ao acaso na placa
e contados o numero de interse¢cdes com as linhas das quadriculas. O valor
obtido foi aplicado na férmula:

CR= N x L x 11/14 , onde CR= comprimento radicular em cm; N= numero de
intersecdes; L= comprimento lateral da quadricula.

Os dados obtidos na avaliacao da producao de AlA, no experimento de
enraizamento in vitro e no de aclimatizacdo foram submetidos a analise de

variancia e ao teste de médias de Scott-Knott (p<0,05).

Resultados e Discussao

Os isolados EEL16110, EEL0210, EEL37810 e EEL16010B
apresentaram maior producao de AlA in vitro com valores entre 38,4 a 50,6 mg
de AIA.mL" e foram selecionados para os experimentos de enraizamento in
vitro e aclimatizacdo . A producéo de AIA dos isolados EEL44910, EEL36010,
EEL0510, EEL34210, EEL37910, EEL44810, EEL14910, EEL36210, EEL0410
e EEL38110 foi intermediaria, sendo superior a dos isolados EEL36110,

EEL0310, EEL34310, EEL34110, EEL34010 e EEL14610. A produgéo de AlA
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pelos isolados EEL36110, EEL0310 e EEL34310 variou entre 18,9 e 24,1 mg
AIA.mL" e foi maior que a dos isolados EEL34110, EEL34010 e EEL14610
(Figura 1). A producao de AIA por rizébios também foi observada em isolados
de rizébios de soja com uma variagao entre 1,0 a 130,3 mg AIA. mL™ (Chen et
al., 2002).

Os explantes que foram inoculados com o caldo contendo os isolados
EEL37810 (E e V), EEL16010B (E e V), EEL0210 (E), EEL16110 (E) e 0os que
receberam AIA sintético apresentaram maiores taxas de enraizamento in vitro
do que os demais tratamentos (Figura 2). As taxas de enraizamento foram
similares aquelas encontradas por Lima-Nishimura et al.(2003), que utilizaram
diferentes doses de acido indolbutirico.

Os explantes inoculados com os isolados de rizbbios e os que
receberam AIA sintético in vitro ndo apresentaram aumento no comprimento
dos brotos do porta-enxerto de macieira cv Marubakaido (Tabela 1).
Provavelmente, isso ocorreu porque o elongamento vegetal € decorrente da
acao de giberilinas (Teiz & Zeiger, 2009) e, talvez, as bactérias estudadas néo
tivessem a capacidade para produzir tal regulador de crescimento. Esse efeito
ocorreu porque 0 mecanismo de regulacdo na producao de AIA em bactérias
ndo envolve o regulador de crescimento giberilina. A regulacdo na producao de
AlA em rizobactérias ocorre através das moléculas sinalizadoras acil-
homoserina-lactonas (AHLs), que alteram a expressao dos genes de auxinas
na planta-hospedeira e aumentam seu conteudo enddégeno (Mathesius et al.,
2003). Dessa forma, ocorre uma mudanca no balanco hormonal, que altera o

desenvolvimento radicular (Mathesius, 2010).
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Os isolados EEL16010B (E e V), EEL37810 (E e V), EEL16110 (E),
EELO210 (E) induziram a produgédo de numero de raizes primarias in vitro no
porta-enxerto cv. Marubakaido semelhante ao AlA sintético. Ja a inducdo na
producdo de raizes secundarias in vitro nao foi significativa. Por sua vez, os
isolados EEL16010B (E e V), EEL37810 (V), EEL16110 (E), EEL0210 (E) e
AlA sintético induziram a producao de um namero maior de raizes in vitro do
gue os demais tratamentos testados. O numero de raizes obtidas foi similar ao
observado por Martins e Pedrotti (2001) no enraizamento in vitro do porta-
enxerto de macieira Marubakaido e superior aos obtidos por Lima-Nishimura
et al. (2003) com diferentes doses de AIB. O menor numero de raizes
induzidas pelos isolados e EEL0210 (V) e EEL16110 (V) pode ter ocorrido
devido a interacdo com o gendtipo de macieira micropropagado (Dodd et al.,
2010). Essa interacdo pode levar a diminuicdo ou aumento do crescimento
radicular (Remans et al., 2008). Nesse caso, os isolados vivos EEL16110 e
EEL0O210 ndo promoveram crescimento, pois levaram a diminuicdo do
desenvolvimento radicular do porta-enxerto micropropagado de macieira cv.
Marubakaido.

Os explantes inoculados com o caldo contendo células do isolado
EEL16010B (tanto esterilizado como vivas) produziram raizes mais compridas
do que os inoculados com os demais rizdbios estudados (Tabela 1). Esse
resultado foi muito superior aos valores obtidos nos trabalhos de enraizamento
in vitro utilizanto auxinas sintéticas de Martins e Pedrotti (2001) e Lima-
Nishimura et al.(2003) para o porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido, onde
o comprimento radicular por planta foi de 3,4 e 1,9 cm de comprimento,

respectivamente. Efeito similar foi obtido por meio da inoculagdo com
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Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens e Piriformospora indica na
micropropagacao de oliveiras e da planta medicinal Chlorophytum borivilianum
(Peyvandi et al., 2010; Gosal et al., 2010).

Os isolados EEL0210 (E e V) e EEL16110 (V) induziram a uma menor
producdo de biomassa fresca da parte aérea, provavelmente porque
proporcionaram menor crescimento radicular do porta-enxerto micropropagado
de macieira cv. Marubakaido. O isolado EEL16010B (E e V) e o AlA sintético
induziram uma maior producdo de biomassa fresca de raizes do que o0s
demais (Tabela 1). Esse efeito positivo na producdo da biomassa fresca de
raizes também foi observado na micropropagacao de Phoitinia inoculada com
diferentes espécies de Azospirillum (Larraburu et al., 2007).

Os isolados testados no experimento de aclimatizagdo ndo promoveram
o crescimento dos explantes do porta-enxerto micropropagado de macieira cv.
Marubakaido, pois os resultados obtidos ndo apresentaram diferencas entre si
para taxa de sobrevivéncia, comprimento de brotos, nimero de raizes
primarias, numero de raizes secundarias, comprimento estimado de raizes,
biomassa fresca da parte aérea e biomassa fresca de raizes.

Os resultados demonstraram que as substancias fitoestimuladoras
estavam presentes e ativas no caldo em que ocorreu o crescimento do isolado
EEL1610B mesmo apds o processo de autoclavagem. Isso indica que estas
resistiram ao tratamento térmico e que podem se constituir em fonte de fatores
de crescimento para serem usados para 0 enraizamento de porta enxertos
micropropagados.

O estimulo do crescimento radicular pelo isolados foi decorrente da

interagdo entre o gendtipo da planta e do microrganismo. Essa interagéo
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regula a resposta da planta a auxina (AlA) e a sua producdo pelo
microrganismo. Dessa forma o crescimento foi induzido por alteragdes no
elongamento e arquitetura radicular do porta-enxerto de macieira

micropropagado cv. Marubakaido (Dodd et al., 2010).

Conclusoes
1. O isolado EEL1610B pode ser utilizado na inducdao do enraizamento in
vitro do porta enxerto cv. Marubakaido.
2. Os resultados mostraram a utilizacdo de caldo contendo AlA produzido
pelo rizobio EEL1610B em substituicdo ao acido indolacético sintético

no enraizamento in vitro do porta enxerto de macieira cv. Marubakaido
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EEL16110 50,6 A
EELO210 425 A
EEL37810 40,4 A
EEL16010B 38,4 A
EEL44910 35,1 B
EEL36010 35,1B
EELO510 34,0B
EEL34210 33,6 B
EEL37910 32,8B
EEL44810 31,6B
EEL14910 31,0B
EEL36210 28,7B
EELO410 279B
EEL38110 27,4 B
EEL36110 241C
EELO310 228 C
EEL34310 19,0C
EEL34110 17,3 D
EEL34010 15,6 D
EEL14610 : 12,8 D .
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Figura 1 — Producéo de AIA por isolados de bactérias de nédulos de A. latifolia
(tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

AlA Sintético 100 A
EEL37810 E 100 A
EEL16010B E 100 A
EELO210 E 96,7 A
EEL16010B V 93,3A
EEL37810 V 90,0A
EEL16110 E 90,0A
SemAIA 76,7 B
EEL16110V 57,7B
EELO210V ] 146,7 B |
0 50 100

% Enraizamento

Figura 2 - Taxa de enraizamento do porta-enxerto de macieira
micropropagado cv. Marubakaido utilizando rizébios vivos (V) e mortos (E) de
nédulos de A. latifolia (tratamentos com a mesma letra nado diferem
estatisticamente pelo teste Qui-quadrado (p<0,05)
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Tabela 1— Comprimento de brotos (CB), comprimento radicular (CR), numero
de raizes primarias (NPR), nimero de raizes secundarias (NRS), nimero total
de raizes (NTR), biomassa fresca da parte aérea (BFPA) e de raizes (BFR) do
porta-enxerto micropropagado de macieira cv. Marubakaido no enraizamento

in vitro
Tratamentos CB CR NRP NRS NTR BFPA BFR

---(cm/planta)--  --------- (N%planta)-----------  ------ (mg/planta----

Conrole oM 542 106b  53a 39a 92a 883a 8ida

Rizobios

mortos

EEL0210 E 24a 74c 44a 40a 84a 720b 19,1b

EEL16110F 25a 9,0b 36a 42a 7,7a 847a 21,8b

EEL16010B E 29a 136a 54a 54a 9,8a 943a 32,7a

EEL37810 F 25a 94b 43a 29a 7,1Db 89,3a 18,1b

Rizébios

Vivos

EEL0210 Y 2,7a 3,3c 1,1b 2,7a 39b 58,2b 7,6c¢C

EEL16110 Y 26a 5,7c 1,9b 3,2a 51b 64,1b 11,0c

EEL16010BY 2,6a 13,1a 48a 6,1a 109a 1006a 27,1a

EEL37810 Y 2,5a 10,3b 42a 48a 9,0a 919a 17,6Db

Controle Sem — » 5. 67b  30b 36a 66b 857a 130c

AlA

*

Scott-Knott (p<0,05).
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4. DISCUSSAO GERAL

No primeiro estudo os resultados demonstraram que os rizébios de
nddulos radiculares de A. latifolia promoveram o crescimento nas diferentes
espécies de Adesmia. Foi possivel verificar efeitos de fitoestimulagao por acido
indolacético (AIA) foram maiores nas raizes das plantas inoculadas. Ficou
evidente que os efeitos variaram em fungcao da interagdo entre os genétipos
das plantas e dos microrganismos (Dodd et al., 2010). Essa interacdo ocorreu
provavelmente em decorréncia das respostas a regulacdo das auxinas nas
plantas pelos microrganismos. Essa regulagdo ocorre através de respostas da
planta hospedeira a moléculas sinalizadoras como as acil-homoserinas-
lactonas das bactérias (Mathesius, 2010). O efeito dessas moléculas promove
um efeito significativo no desenvolvimento crescimento radicular e altera o
equilibrio de auxinas na planta (Ortiz-Castro et al., 2008; Mathesius, 2010). Os
efeitos observados na indugdo do crescimento radicular por rizébios
produtores de AIA em Adesmia também foram observados em outras culturas
como o arroz (Yanni et al., 2001). Nesse trabalho os resultados salientaram
que a selecao de rizébios para a promocao de crescimento em leguminosas
deve considerar a sua utilizacdo em espécies do mesmo género. E também
deve-se considerar a promog¢do de crescimento por rizObios por
fitoestimulagdo e ndo somente como biofertilizantes.

No segundo estudo os resultados demonstraram que os rizébios de A.
latifolia apresentaram caracteristicas fenotipicas dos géneros Mesorhizobium e

Rhizobium. No entanto, a principal resultado obtido nesse estudo foi a
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comprovacao da ineficiéncia da estirpe SEMIA6437 na produgdo de
inoculantes para A. latifolia. Outro fator importante foi a selecao de isolados de
rizobios com maior eficiéncia que essa estirpe e que podem ser utilizados
como seus substitutos na producao de inoculantes. Também neste trabalho foi
comprovado que nenhum isolado selecionado e a estirpe recomendada
induziram a uma maior producdo de massa seca da parte aérea do que o
tratamento com nitrogénio. A eficiéncia relativa dos melhores isolados variou
entre 31 a 37%. Esse valor foi similar ao obtido em trabalhos de selecao de
rizobios para A. latifolia por Scheffer-Basso et al. (2001) com 37 % e inferior ao
observado por Voss et al. (2000) com 55 %. Os valores obtidos neste e em
outros trabalhos de selecéo de rizébio indicaram que nenhum isolado testado
foi eficiente dentro dos critérios de Mullen et al. (1998), onde a eficiéncia
necessaria para recomendacdo de uma estirpe é de no minimo 80%. Assim, o
trabalho indicou a necessidade de um programa de selecdo de rizdbios
eficientes na inducdo de crescimento de A. latifolia como biofertilizantes e que
possam eliminar a necessidade de fertilizacdo no cultivo da espécie.

No terceiro trabalho os resultados obtidos demonstraram que os
rizobios de nédulos de A. latifolia promoveram o crescimento in vitro no
enraizamento do porta-enxerto micropropagado de macieira cv. Marubakaido.
A inducao do enraizamento in vitro proporcionado por rizébios foi similar ao
observado nas culturas da batata e tomate inoculadas com isolados de
Pseudomonas (Liu et al., 1995; Novak et al., 1999). Esses rizébios podem ser
utilizados na micropropagacdo de plantas como substitutos de auxinas
sintéticas. A substituicdo de auxinas sintéticas na micropropagacao foi testada

com sucesso também na micropropagacao de espécies maderaveis como a
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sequéia e Rubia tinctorum inoculadas com Agrobacterium rhizogenes
(Mihaljevic et al., 1999; Ercan et al., 1999).

Os resultados obtidos nos trés trabalhos destacaram a possibilidade de
utilizacdo de rizdbios como promotores de crescimento por mecanismos de
biofertilizagéo e fitoestimulacdo. Também permitiram visualizar alternativas de
uso dos rizébios em leguminosas do mesmo género, comprovacao de sua

eficiéncia e utilizagdo em nado leguminosas.
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5.

5. CONCLUSOES GERAIS

. Rizébios produtores de AlA isolados de Adesmia latifolia podem

promover o crescimento de plantulas de outras espécies do
mesmo género, mesmo sem formar simbiose.

As caracteristicas fenotipicas da maioria dos rizébios estudados
sdo comuns nos géneros Mesorhizobium e Rhizobium, sendo
que os isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e EEL45810
sao do género Mesorrhizobium

Os riz6bios produtores de AIA estimularam o desenvolvimento
das raizes primarias, numero de raizes secundarias, producao de
biomassa fresca de raizes e parte aérea de plantulas de
Adesmia.

Todos os rizobios estudados apresentam baixa eficiéncia
simbidtica na fixacao de nitrogénio, inclusive a estirpe SEMIA
6437, porém os isolados EEL47310, EEL45910, EEL37910 e
EEL45810 sao mais eficientes do que a estirpe SEMIA6437 nas
condicoes de realizacao deste trabalho.

A estirpe SEMIA 6437 n&o se mostra eficiente e deve ser retirada
da recomendacéao para produgao de inoculantes para Adesmia.

O isolado EEL16010B pode ser utilizado na indugdo do
enraizamento in vitro do porta-enxerto cv. Marubakaido.

E viavel a utilizacdo de caldo contendo AIA produzido pelo
rizobio EEL16010B em substituicio ao acido indolacético
sintético no enraizamento in vitro do porta-enxerto de macieira cv.

Marubakaido.

72



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, M, F.; PEDROTTI, E. L. Micropropagacao da macieira. Revista
Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, v.31, p.100-108, 2003.
ADDINSOFT. XLStat versao 5.02. 2010.

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG,
Z.; MILLER, W.; LIPMAN, D.J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs. Nucleic Acids Research,
v.25, p.3389-3402, 1997.

ARORA, N. K.; KANG, S. C.; MAHESHWARI, D.K. Isolation of siderophore-
producing strains of Rhizobium meliloti and their biocontrol potential against
Macrophomina phaseolina that causes charcoal rot of groundnut. Current
Science, v. 81, n. 6, 2001.

ASGHAR, H.N.; ZAHIR, Z.A.; ARSHAD, M.; KHALIQ, A. Relationship between
in vitro production of auxins by rhizobacteria and their growth-promoting
activities in Brassica juncea L. Biology and Fertility of Soils, v.35, p.231-237,
2002.

BIANCO, C.; DEFEZ, R. Medicago truncatula improves salt tolerance when
nodulated by an indole-3-acetic acid-overproducing Sinorhizobium meliloti
strain. Journal of Experimental Botany, v. 60, n. 11, pp. 3097-3107, 2009.
BROSE, E. Selecdo de rizobio tolerante a Al e a baixo pH. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira,v. 26, n.1, p. 126-135, 1991.

BRASIL. Portaria n° 325, de 14 de setembro de 2009. Diario Oficial da Uniao,
178, p.4-9. 2009.

BROSE, E. Selecado de rizobio para trevo branco em solo acido. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, 29:281-285, 1994.

73



CAMERINI, S.; SENATORE; B.; LONARDO, E.; IMPERLINI, E.; BIANCO, C.;
MOSCHETTI, G.; ROTINO, G. L.; CAMPION,B.; DEFEZ, R. Introduction of a
novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch root nodule
development. Arch Microbiol,v.190, pp.67—77, 2008.

CAVALLAZZI, J. R. P. ; KLAUBERG FILHO, O. ; STURMER, S. L.;
RYGIEWICZ, P. T. ; MENDONCA, M. M. Screening and selecting arbuscular
mycorrhizal fungi for inoculating micropropagated apple rootstocks in acid
soils.. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 90, p. 117-129, 2007.
CHAGAS JUNIOR,A. F.; OLIVEIRA, L. A.; OLIVEIRA, A. N. Caracterizagao
fenotipica de rizdbio nativos isolados de solos da Amazdnia e eficiéncia
simbiotica em feijao caupi. Acta Scientiarum, v.32, n.1, pp.161-169, 2010.
CHEN, L. S.; FIGUEREDO, A.; VILLANI, H.; MICHAJLUK, J.; HUNGRIA,
M.Diversity and symbiotic effectiveness of rhizobia isolated from field-grown
soybean nodules in Paraguay. Biol Fertil Soils, v. 35, pp.448—457, 2002.

CHI, F.; SHEN, S-H.; CHENG, H-P.; JING, Y-X. YANNI, Y. G.; DAZZO, F. B.
Ascending Migration of Endophytic Rhizobia, from Roots to Leaves, inside Rice
Plants and Assessment of Benefits to Rice Growth Physiology. Applied and
Environmental Microbiology, v.71, n.11, p. 7271-7278, 2005.

CLARRIDGE 1ll, J. E. Impact of 16S rRNA Gene Sequence Analysis for
Identification of Bacteria on Clinical Microbiology and Infectious Diseases.
Clinical Microbiology Reviews, v.17, n.4, p. 840-862, 2004

DATE, R. A.; NORRIS, D. O. Rhizobium screening of Stylosanthes species for
effectiveness in nitrogen fixation. Australian Journal Agricultural Research,

v.30, p. 85-104, 1979.

74



DAR, G.H.; ZAGAR, M.Y.; BLEIGHT, G.M. Biocontrol of Fusarium root rot in
the common bean (Phaseolus vulgaris L.) by using symbiotic Glomus mosseae
and Rhizobium leguminosarum. Microbial Ecology, v.34, pp.74—-80, 1997.
DAZZO, F.B.; TRUCHET, G.L.; HOLLINGSWORTH, R.l.; HRABAK, E.M;
PANKRATZ, H.S. et al. Rhizobium lipopolysaccharide modulates infection
thread development in white clover root hairs. J. Bacteriol., v.173, pp.5371—
5384, 1991.

DODD, I.C.; ZINOVKINA, N. Y.; SAFRONOVA, V. |.; BELIMOV, A. A.
Rhizobacterial mediation of plant hormone status. Annals of Applied Biology,
157 (3):361-379, 2010.

ELBADRY, M., TAHA, R.M., ELDOUGDOUG, K.A., GAMAL ELDIN, H.
Induction of systemic resistance in faba bean (Vicia faba L.) to bean yellow
mosaic potyvirus (BYMV) via seed bacterization with plant growth promoting
rhizobacteria. Journal of Plant Diseases and Protection, v.113, pp.247-251,
2006.

EHTESHAMUL-HAQUE, S. AND GHAFFAR, A. Use of Rhizobia in the Control
of Root Rot Diseases of Sunflower, Okra, Soybean and Mungbean. Journal of

Phytopathology, 138: 157-163, 1993.

ERCAN, A. G.; TASKIN, K. M.; TURGUT, K.; YUCE, S. Agrobacterium
rhizogenes-mediated hairy root formation in some Rubia tinctorum L.

populations grown in Turkey. Tr. J. of Botany, v. 23, pp.373-377, 1999.

FUHRMANN, J. Simbiotic effectiveness of indigeneous soybean Bradyrhizobia
as related to serological, morphological, rhizobitoxine, and hidrogenase
phenotypes. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.56,

p.224-229, 1990.

75



GEORGE, E. F.; DEBERGH, P. C. Micropropagation: uses and methods. In:
George, E. F.; Hall, M. A.; De Klerk, G. J., Editors, . Plant propagation by
tissue culture. 3" ed. Dordrecht, Netherlands: Springer, p.29-64, 2008
GIACOBBO, C. L.; GOMES, F. R. C.; KROTH, L. L.; CONCEICAO, M. K;
FORTES, G. R. de L. multiplicacao in vitro de porta-enxerto de macieira cv.
Marubakaido (Malus prunifolia willd, borkh) com diferentes niveis de
benzilaminopurina e acido naftalenacético. R. bras. Agrociéncia, v. 9, n. 1, p.
31-33, jan-mar, 2003.

GONTANG, E. A.; FENICAL, W.; JENSEN P. R. Phylogenetic Diversity of
Gram-Positive Bacteria Cultured from Marine Sediments. Applied and
Environmental Microbiology, 73, 3272-3282, 2007.

GOSAL, S. K.; KARLUPIA, A.; GOSAL, S. S.; CHHIBA, I. M.; VARMA, A.
Biotization with Piriformospora indica and Pseudomonas fluorescens improves
survival rate, nutrient acquisition, field performance and saponine content of
micropropagated Chlorophytum sp. Indian Journal of Biotecnology, v.9,
p.289-297, 2010.

GRANADA, C. E. Selecao de rizobios e estudo da compatibilidade
simbiotica em Desmodium incanum e Lotus spp. Dissertacdo de Mestrado.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude. Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia Agricola e Ambiental,
pp. 70, 2010.

HAFEEZ, F. Y., SAFDAR, M. E., CHAUDHRY, A. U., MALIK, K. A. Rhizobial
inoculation improves seedling emergence, nutrient uptake and growth of cotton.

Australian Journal of Experimental Agriculture, 44:617-622, 2004.

76



HAZARIKA, B.N. Acclimatization of tissue-cultured plants. Current Science,
Stamford, v.85, n.12, p.1704-1712, 2003.

HEATH, K. D.; TIFFIN, P. Stabilizing mechanisms in a legume—rhizobium
mutualism. Evolution, v.63, n.3,pp. 652-662, 2009.

HILALI, .; PREVOST, D.; BROUGHTON, W. J.; ANTOUN, H. Effets de
l'inoculation avec des souches de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii sur
la croissance du blé dans deux sols du Maroc. Canadian Journal of
Microbiology, v.47, n.6, p. 590-593, 2001.

HUANG, H.C.; ERICKSON, R.S.; HSIEH, T.F. Control of bacterial wilt of bean
(Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) by seed treatment with
Rhizobium leguminosarum. Crop Protection, v.26, pp. 1055-1061, 20072
HUANG, H.C.; ERICKSON, R. S. Effect of Seed Treatment with Rhizobium
leguminosarum on Pythium Damping-off, Seedling Height, Root Nodulation,
Root Biomass, Shoot Biomass, and Seed Yield of Pea and Lentil. Journal of
Phytopathology, v.155, n.1, pp.31-37, 2007 °.

HUNGRIA, M. Coleta de Nédulos e Isolamento de Rizobios. In: HUNGRIA, M.;
ARAUJO, R.S.(Ed.). Manual de Métodos Empregados em Estudos de
Microbiologia Agricola.EMBRAPA: Brasilia, pp.157-170,1994.

HUNGRIA, M.; FRANCHINI, J. C.; CAMPO, R. J. The importance of nitrogen
fixation to soyvbean cropping in south America. Nitrogen Fixation in
Agriculture, Forestry, Ecology, and the Environment Nitrogen Fixation:
Origins, Applications, and Research Progress, v.4, p.25-42, 2005.

IBGE. Producgéo agricola municipal. www.ibge.gov.br. 2010.

77



IMHOFF. J. F.; CAUMETTE, P. Recommended standards for the description of
new species of anoxygenic phototrophic bacteria. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v.54, pp. 1415-1421, 2004.

LARRABURU, E. E.; CARLETTI, S.M.; CACERES, E. A. R.; LLORENTE, B. E.
Micropropagation of photinia employing rhizobacteria to promote root

development. Plant Cell Reports, v.26, p.711-717, 2007.

LIMA-NISHIMURA, N.; QUOIRIN, M.; NADDAF, Y. G.; WILHELM, H. M;
RIBAS, L. L. F; SIERAKOWSKI, M.-R.. A xyloglucan from seeds of the native
Brazilian species Hymenaea courbaril for micropropagation of Marubakaido

and Jonagored apples. Plant Cell Reports, v.21, p.402-407, 2003.

LIU, Z.; PILLAY, V.; NOWAK, J. In vitro culture of watermelon and cantaloupe
with and without beneficial bacterium. Acta Horticulturae (ISHS), v. 402,
pp.58-60, 1995.

LOCATELLI, L. M.; LOVATO, P. E. Inoculacao micorrizica e aclimatizacao de
dois porta-enxertos de macieira micropropagados. Pesquisa agropecuaria
brasileira, v.37, n.2, p.177-184, 2002. LUGTENBERG, B.; KAMILOVA, F.
Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria. Annual Review of Microbiology, v.
63, pp.541-556, 2009.

MARTINS, L.; PEDROTTI, E.L. Enraizamento in vitro e ex vitro dos porta-
enxertos de macieira M7, M9 e Marubakaido. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal, v.23, n.1., p.11-16, 2001.

MARTINS, L.M.V.; XAVIER, G.R.; NEVES, M.C.P.; RUMJANEK, N.G..
Caracteristicas relativas ao crescimento em meio de cultura e a morfologia de
colbénias de ‘rizobio”. Seropédica. Embrapa Agrobiologia. 14p. (Embrapa-

CNPAB. Comunicado Técnico no 19), 1997.

78



MATHESIUS, U.; MULDERS, S.; GAO, M.; TEPLITSKI, M.; CAETANO-
ANOLLES, G.; ROLFE, B. G.; BAUER, W. D. Extensive and specific responses
of a eukaryote to bacterial quorum-sensing signals. PNAS, v.100, n.3, pp.1444-
1449, 2003.

MATHESIUS, U. The role of auxin in root-symbiont and root-pathogen
interactions — from development to defense. Progress in Botany, v. 71, pp.
185-210, 2010.

MENNA, P.; HUNGRIA, M.; BARCELLOS, F.G.; BANGEL, E.V.; HESS, P.N. &
MARTINEZ-ROMERO, E. Molecular phylogeny based on the 16S rRNA gene
of elite rhizobial strains used in Brazilian commercial inoculants. Syst. Appl.
Microbiol., 29:315-332, 2006.

MIHALJEVIC, S.; KATAVIC, V.; JELASKA, S. Root formation in
micropropagated shoots of Sequoia sempervirens using Agrobacterium. Plant
Science, v.141. , pp. 73-80, 1999.

MIOTTO, S.T.S.; LEITAO FILHO, H.F. Leguminosae-Faboideae-
Género Adesmia DC. Boletim do Instituto de Biociéncias, n.52, p.1-157,
1998.

MULLEN, B. F.; FRANK, V.E.; DATE, R. A. Specificity of rhizobial strains for
effective N2 fixation in the genus Leucaena. Tropical Grasslands, v.32,
pp.110-117, 1995.

MUNIZ, A. W. ; DALLA COSTA, M. ; SA, E. L. S. ; OLIVEIRA, V. A. F.
.Selection of rhizobia strains for Adesmia latifolia. In: 1st International INCT
Symposium on Biological Nitrogen Fixation, Curitiba-PR., Unico. p. 40-40,

2009.

79



MUNIZ, A. W. ; BROSE, Edemar ; SA, E. L. S. In Vitro Selection of Rhizobia
Strains for Adesmia tristis Vogel. In: 1st International INCT Symposium on
Biological Nitrogen Fixation, Curitiba-PR. v. Unico. p. 39-39, 2009.
MURASHIGE, T., SKOOG, F.: A revised medium for rapid growth and bioassay
with tobacco tissue cultures. Physiology plant, Waterbury, v.15, p. 473-497,
1962.

NORRIS, D.O., DATE, R.A. Legume bacteriology. In: SHAW, NJL, BRYAN,
W.W. ed.. Tropical pasture research, principies and methods. Hurley: CAB,
pp. 234-274, 1976.

NOVAK, J. Benefits of in vitro “biotization” of plant tissue cultures with microbial
inoculants. In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, v.34, p.122-130, 1998.
ORTIZ-CASTRO, R.; MARTINEZ-TRUJILLO, M.; LOPEZ-BUCIO, J.N-acyl-
homoserine lactones: a class of bacterial quorum-sensing signals alter post-
embryonic root development in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Environ, v.31,
pp.1497-1509, 2008.

OSORIO FILHO, B. D. Rizébios eficientes em lotus como promotores de
crescimento em arroz irrigado. Porto Alegre, Rio Grande do
Sul,Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Tese de Doutorado, 114 p.,
2009.

PEYVANDI, M.; FARAHANI, F.; MAZINANI, M. H.; NOORMOHAMADI, Z.;
ATAIl, S.; ASGHARZADE, A. Pseudomonas fluorescent and its ability to
promote root formation of olive microshoots. International Journal of Plant
Production, v.4, n.1, pp. 63-66, 2010.

PUPPO, A.; RIGAUD, J.Cytokinins and morphological aspects of French-bean

roots in the present of Rhizobium. Physiol. Plant., v.42, pp. 202-206, 1978.

80



REMANS, R.; BEEBE, S.; BLAIR, M.; MANRIQUE, G.; TOVAR, E.; RAO, |;
CROONENBORGHS, A.; TORRES-GUTIERREZ, R.; EL-HOWEITY, M;
MICHIELS, J.; VANDERLEYDEN, J. Physiological and genetic analysis of root
responsiveness to auxin-producing plant growth-promoting bacteria in common
bean (Phaseolus vulgaris L.). Plant and Soil, 302:149-161, 2008.

REUHS, B.L.; GELLER, D.P.; KIM J.S.; FOX, J.E.; KOLLI, V.S.;, PUEPPKE,
S.G. Sinorhizobium fredii and Sinorhizobium meliloti produce structurally
conserved lipopolysaccharides and strain-specific K antigens. Appl. Environ.
Microbiol., v.64, pp.4930-38, 1998.

ROGALSKI, M.; MORAES, L.K.A. de.; FELISBINO, C.; CRESTANI, L.;
GUERRA, M.P.; SILVA, A.L. Aclimatizacao de portaenxertos de Prunus sp.
micropropagados. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 25, n. 2,
p. 279-281, 2003.

ROTHBALLER, M.; SCHMID, M.; HARTMANN, A. Diazotrophic Bacterial
Endophytes in Gramineae and Other Plants. Microbiol Monogr.,v.8,pp. 273—
302, 2009.

SANTILLANA, N.; FREIRE, J. R. J.; de SA, E. L. S.; SATO, M. Avaliagdo de
estirpes de rizdébio para a producao de inoculantes para trevo vermelho.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, 22:231-237, 1998.
SCHEFFER-BASSO, S.M.; CARNEIRO, C. M. ; VOSS, M. Nodulagao e fixagao
biol6gica de nitrogénio em Adesmia araujoi Bur.. Revista Brasileira de
Agrociéncia, Pelotas, v. 6, n. 1, p. 16-18, 2000.

SCHEFFER-BASSO, S. M.; JACQUES, A. V. A.; DALL’AGNOL, M.; RIBOLDI,

J.; CASTRO, S. M. J. Disponibilidade e Valor Nutritivo de Forragem de

81



Leguminosas Nativas (Adesmia DC.) e Exéticas (Lotus L.). Revista Brasileira
de zootecnia, v.30, n.3, p.975-982, 2001.

SCHEFFER-BASSO, S. M.; VENDRUSCOLO, M. C.; CECCHETTI, D..
Desempenho de leguminosas nativas (Adesmia) e exoticas (Lotus, Trifolium),
em fungdo do estadio fenoldégico no primeiro corte Revista Brasileira de
zootecnia,v.34, n.6, p.1871-1880, 2005.

SCHLINDWEIN, G. et al. Influéncia da inoculacdo de rizébios sobre a
germinacao e o vigor de plantulas de alface. Ciéncia Rural, v.38, n.3, pp.658-
664, 2008.

SIMPFENDORFER, S.; HARDEN, T.J.; MURRY, G.M. The in vitro inhibition of
Phytophthora clandestina by some rhizobia and the possible role of Rhizobium
trifolii in biological control of Phytophthora root rot of subterranean clover.
Australian Journal of Agricultural Research, v.50, pp.1469-1474, 1999.
SCOTT, A. J.; KNOTT, M .A. Cluster Analysis Method for Grouping Means in
the Analysis of Variance. Biometrics, Vol. 30, No. 3, pp. 507-512, 1974.
SOKAL, R.R.;SNEATH, P.H.A. Principles of Numeric Taxonomy. W.H.
Freeman & Co., San Francisco and London, 359 p., 1963.

TAN, I. K .P.; BROUGHTON, W.J. Rhizobia in tropical legumes—XIIl.
Biochemical basis of acid and alkali reactions. Soil Biology and
Biochemistry, v. 13, n. 5, p. 389-393, 1981.

TAN, 2.Y.; XU, X. D.; WANG, E. T.; GAO, J.L.; MARTINEZ-ROMERO, E_;
CHEN, W. X. Phylogenetic and Genetic Relationships of Mesorhizobium
tianshanense and Related Rhizobia. International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology, v. 47, pp. 874-879, 1997.

82



TAN, 2.Y.; KAN, F. L.; PENG, G. X.; WANG, E. T.; REINHOLD-HUREK, B.;
CHEN, W. X. Rhizobium yanglingense sp. nov., isolated from arid and semi-
arid regions in China. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 51, pp. 909-914, 2001.

TEIZ, |.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 42. Ed., Ed. Artmed, Porto Alegre, RS,
Brasil, 848 p., 2009.

TENNANT, D.A. Test of a modifield line intersect method of estimating root
lenght. Journal of Ecology, Oxford, v.63, n.3, p.995-1001, 1975.

VESSEY, J. K. Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant
Soil, v. 255, pp.571-586, 2003.

VILLALOBOS-AMADOR, E.; RODRIGUEZ-HERNANDEZ, G.; PEREZ-
MOLPHE-BALCH, E. Organogenesis and Agrobacterium rhizogenes-induced
rooting Pinus maximartinezzii Rzedowski and P. pineceana Gordon. Plant Cell
Reports, v.20, pp. 779-785, 2002.

VINCENT, J. M. Manual practico de rhizobiologia. 1° ed. Buenos Aires,
Argentina, Hemisferio Sur, 1975, 200p.

VOSS, M.; BROSE, E.; SCHEFFER-BASSO, S.M.; JACQUES,
A.V.A. Recomendacao de estirpes de rizObio para Adesmia latifolia. Passo
Fundo: Embrapa Trigo, 2000. 4p.html. 1 ilust. (Embrapa Trigo. Comunicado

Técnico Online, 52). Disponivel:http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p co052.htm

WILLENS, A. The taxonomy of rhizobia: an overview. Plant and Soil, v.287,
pp.3—14, 2006.

YANNI, Y.G.; RIZK, R.Y.; ABD EL-FATTAH, F.K. et al. The beneficial plant
growth-promoting association of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii with rice

roots. Funct Plant Biol, 28:845-870, 2001.

83



ZAKHIA, F., DE LAJUDIE, P. Taxonomy of Rhizobia. Minireview. Agronomie,
v.21, pp. 569-576, 2001.
ZYMORESEARCH. ZR Fungal/ Bacterial DNA midprep. Instruction Manual,

pp.1-7, 2010.

84



7. RESUMO BIOGRAFICO

Aleksander Westphal Muniz nasceu em Lages, Santa Catarina, Brasil em 15
de agosto de 1971. E filho de Célio Nelcy Morais Muniz e Dalva Westphal
Muniz. Em 1991 ingressou no curso de agronomia da Universidade Federal de
Santa Catarina. Durante a graduacao no periodo de 1992 a 1993 realizou
estagio extracurricular centro de processamento de dados e documentos do
Banco do Brasil. De 1994 a 1997 foi bolsista de iniciacdo cientifica do
laboratério de microbiologia e parasitologia da Universidade Federal de Santa
Catarina. Recebeu o titulo de Engenheiro Agrénomo em fevereiro de 1998. De
marco de 1998 a dezembro de 1999 prestou servicos na elaboracdo de
projetos de reflorestamento de pinus e corte seletivo de araucaria e foi
professor substituto de biologia no Colégio Governador Ivo Silveira no
municipio de Palho¢ca. Em 2000 ingressou no curso de mestrado em
engenharia de producdo e sistemas da Universidade Federal de Santa
Catarina sob orientacao do professor Dr. Francisco José Kliemann Neto na
area de gestdao ambiental. De marco de 2000 a agosto de 2002 prestou
servicos de engenheiro agrébnomo na prefeitura do municipio de Rio do
Campo, SC. De marco de 2001 a agosto de 2002 foi professor das disciplinas
de planejamento ambiental e ecologia humana do curso de ecologia na
Universidade para o Desenvolvimento do Vale do lItajai no municipio de
ltuporanga,SC. Em fevereiro de 2002 foi aprovado no concurso publico da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri). A partir de setembro de 2002 foi contratado pela Epagri e trabalhou
como extensionista rural no municipio de Imbuia até abril de 2004. Em abril de
2003 recebeu o titulo de mestre em engenharia de produgédo e sistemas. Em
maio de 2004 iniciou suas atividades de pesquisa no laboratério de
biotecnologia da Epagri de Lages, SC. De agosto de 2004 a fevereiro de 2007
foi professor das disciplinas de anatomia e fisiologia vegetal do curso de
graduacdo em biologia e da disciplina de microbiologia geral do curso de
especializacdo em biotecnologia da Universidade do Planalto Catarinense em
Lages. De maio de 2004 a dezembro de 2010 participou de projetos de
pesquisa para seqlestro de carbono em bracatinga, avaliacao biol6égica da
qualidade do solo, desenvolvimento da agropecuaria, desenvolvimento da
biotecnologia para agricultura, producdo de mudas de alto potencial genético e
produtivo em Santa Catarina. Em 2008 foi selecionado na Epagri para realizar
seu doutoramento em microbiologia e foi contemplado com uma bolsa de
estudos da Embrapa. Em marco de 2009 ingressou no curso de doutorado em
Microbiologia Agricola e do Ambiente na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul sob orientacao do professor Enilson Luiz Saccol de Sa. Atualmente atua
como pesquisador da Epagri na area de microbiologia do solo com énfase em
microrganismos promotores de crescimento vegetal.

85



