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RESUMO
BONILLA, German Andres Estrada. Selecdo de bactérias diazotroficas
solubilizadoras de fosforo e seu efeito no desenvolvimento de plantas de arroz.
Seropédica: UFRRJ, 2011. 70 p. (Dissertacdo, Mestrado em Fitotecnia).]

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais culturas cultivadas, sendo amplamente
consumida nos cinco continentes. Nos Ultimos anos as pesquisas tém aumentado em
relacdo ao uso de bactérias diazotrdficas e promotoras de crescimento vegetal (BPCV),
como uma possivel solucdo para diminuir o uso de fertilizantes quimicos nitrogenados e
fosfatados. Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial fisioldgico e
a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico (Pl) de diferentes estirpes de
bactérias diazotroficas oriundas de plantas de arroz cultivadas em diferentes regides do
Brasil e seu papel no desenvolvimento de plantas de arroz. Primeiramente foi
padronizado o meio de cultura a ser empregado nos ensaios de solubilizacéo de fosfato
inorganico em placas de petri. Neste estudo foram testadas 49 estirpes em quanto sua
capacidade de solubilizar fosfato tricalcico (PTC) nos meios solidos NBRIP e GL. Em
seguida foi quantificado o P solavel, pH, a populacdo de bactérias e indice de
solubilizacdo (IS) das 7 estirpes solubilizadoras de Pl em meio liquido NBRIP. As
estirpes solubilizadoras de PI também foram testadas quanto a producdo de compostos
inddlicos (AIA) e capacidade de fixar nitrogénio através da atividade de reducéo e
acetileno (ARA). As estirpes foram identificadas através da amplificacdo e do
sequenciamento parcial dos genes 16S RNAr e gene nifH. Trés destas estirpes foram
testadas em condicBes de casa de vegetacdo junto com os controles Herbaspirillum
seropedicae BR11417 (ZAE94), Gluconacetobacter diazotophicus BR11281 (PALD5) e
Azotobacter Chroochoccum AC1 quanto a capacidade de aumentar o desenvolvimento e
producdo de plantas de arroz. Todas as estirpes que solubilizaram Pl no meio de cultura
NBRIP liquido influenciaram na diminuicdo do pH do meio enquanto que a populacédo
se manteve em torno de 10° ufc.ml™ por até 15 dias. Todas as estirpes apresentaram
capacidade de produzir compostos indélicos e foram capazes de reduzir acetileno. A
analise parcial do gene 16S RNAr e do gene nifH das sete estirpes possibilitou a
identificacdo das espécies Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia vietnamiensis e B.
kururiensis. Todas as estirpes promoveram um aumento na producdo de massa seca nos
grdos entre 33 e 47% quando foi utilizado o PTC e de 18 a 44% quando foi utilizado o
fosfato super simples (PSS). Em geral, todas as estirpes estimularam um maior acumulo
de N e P total no grdo e um maior indice de colheita. O uso dessas estirpes como
bioinoculante € bastante promissor e portanto torna-se necessario testa-las em condicdes
de campo.

Palavras-chave: Compostos inddlicos, Fixacdo biologica de nitrogénio, Bactérias
promotoras do crescimento vegetal.
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ABSTRACT

BONILLA, German Andres Estrada. Selection of P solubilizing diazotrophic bacteria
and the effect on the development of rice plants. Seropédica: UFRRJ, 2011. 70 p.
(Dissertation, Master of Sciences in Fitotecnia).

Rice (Oryza sativa L.) is one of the major world crops, being widely consumed among
people from five continents. In recent years research have increased in relation to the
use of plant growth promoting diazotrophic bacteria (PGPB) as a possible solution to
reduce the use of chemical nitrogen and phosphate fertilizers. Thus, this study aimed to
evaluate the physiological potential and inorganic phosphate (IP) solubilization capacity
of different diazotrophic strains isolated from rice plants grown in different regions of
Brazil as well as to evaluate their role in the development of rice plants. Firstly, the
culture media employed to test the phosphate solubilization in petri dishes were
standardized. In this study 49 strains were tested for their capability of solibilizing
tricalcium phosphate in NBRIP and GL solid media. Afterwards, the soluble P, pH,
population and the index of solubilization (IS) were quantified for 7 IP solubilizing
strains grown in the NBRIP liquid medium. The IP solubilizing isolates were also tested
for the production of indolic compounds (IAA) and the nitrogen fixation capacity
through the acetylene reduction activity (ARA). The isolates were taxonomical
identified through the amplification and partial sequencing of 16S RNAr and nifH
genes. Three of these strains and the controls H. seropedicae ZAE94, G diazotrophicus
PALS5 and A.chroochoccum AC1 were tested in greenhouse conditions in association
with rice plants. All strains that solubilized IP in NBRIP liquid medium decreased the
medium pH while the bacterial population remained around 10° cfu mI™ for up to 15
days. All strains were capable to produce indole compounds and reduced acetylene. The
partial analysis of 16S RNAr and nifH gene indicated the identification of the species
Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia vietnamiensis and B. kururiensis species. All
strains showed an increase in the range of 33 and 47% in grain yield when tricalcium
phosphate (PTC) was applied and between 18 and 44% when PSS (simple
superphosphate) was used. In general, all of the strains stimulated an increase of total P
in the grain and a greater harvest index. The use of these strains as bioinculant is
promising and therefore it is necessary to test in the field conditions.

Key words: Indolic compounds, Biological nitrogen fixation, Plant growth promoting
bacteria.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das principais culturas no mundo, sendo
amplamente consumida nos cinco continentes. A alta explosdo demogréfica nas Ultimas
décadas fez aumentar sua demanda, fato este considerado durante a revolucdo verde, como
uma possivel solucdo para a obtencdo de variedades de arroz com maiores rendimentos.
Houve grandes incrementos na produgdo e consequentemente aumentou 0 uso de
fertilizantes quimicos, principalmente nitrogenados e fosfatados, que sdo o0s maiores
fatores limitantes da producdo do arroz (DENNIS, 2008). Além disso, 0 uso desses
fertilizantes contribui para a contaminacdo dos solos e da agua, trazendo riscos para a
salde e o meio ambiente, além de sua alta demanda energética na utilizacdo de
combustivel féssil (GOVINDARAJAN et al., 2008).

Este fato torna-se preocupante, ja que a taxa de crescimento da cultura € inferior ao
crescimento da populacdo demografica mundial, fazendo com que exista a necessidade de
produzir maior quantidade de alimento na mesma area de cultivo. Além disso, a demanda
para uma producdo sustentavel e a diminuicdo de fertilizantes quimicos € urgente (FAO,
2010). Diante desta problematica, tém-se intensificado as pesquisas em relagdo ao uso de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), como uma possivel solucdo para
diminuir o uso dos fertilizantes nitrogenados e fosfatados. Essas bactérias podem interagir
de forma assimbiotica e se localizam na rizosfera ou na planta hospedeira de forma
endofitica. Na interacdo planta bactéria, as BPCV sdo capazes de colonizar a rizosfera, a
superficie das raizes ou os espacos intercelulares superficiais das plantas (McCULLEY,
2001).

Os principais mecanismos mediante os quais as BPCV promovem o crescimento
das plantas compreendem a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), a solubilizacdo de
fésforo inorganico (SFI) e organico, o sequestro de ferro por siderdéforos, a reducdo dos
niveis do etileno e a producdo de fitohorménios tais como auxinas, citoquininas e
giberilinas. (LUCY et al., 2004).

Nesta linha de pesquisa, na Embrapa Agrobiologia, nos altimos anos, tem sido
feitos trabalhos com a cultura do arroz com o objetivo de isolar e caracterizar bactérias
diazotroficas nativas de diferentes estados do Brasil tais como: Maranhdo (ARAUJO,
2008), Goias e Rio de Janeiro (RODRIGUES, 2003; BRASIL, 2005). Com o resultado
destes estudos, uma grande diversidade de bactérias com um amplo potencial
biotecnoldgico foi isolada, porém nem todas as estirpes foram avaliadas em relacdo ao
potencial de uso na associa¢do com a planta para caracteristicas como solubilizacdo de P.
Desta forma, este trabalho teve por objetivo selecionar estirpes diazotroficas
solubilizadoras de fosforo inorgéanico originarias de arroz, e avaliar o efeito da inoculagdo
em plantas de arroz. No intuito de caracterizar fisiologicamente as estirpes mais
promissoras quanto a capacidade de promover o crescimento vegetal foram realizados,
testes de producdo de auxinas, solubilizacdo de fosfatos e fixacdo de N, As estirpes
diazotroficas solubilizadoras de fosfatos foram identificadas por sequenciamento dos
fragmentos de 16S RNAr e do gene nifH e utilizadas em associagdo com arroz cultivado
em condicOes de casa de vegetacdo utilizando fosfato tricalcico e fosfatos super simples
como fonte de P.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Importancia da cultura do Arroz

O arroz é um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, sendo a base
alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas no mundo (YOUNG e PELLET, 1994). No
ano 2005 o arroz contribuiu com aproximadamente 20% do consumo de energia e 0 15%
de proteina mundial sendo considerado o produto de maior importancia econémica em
muitos paises em desenvolvimento. (KENNEDY e BURLINGAME, 2003).

Este cereal € um dos mais antigos alimentos produzidos pelo homem, e diversos
historiadores e cientistas apontam o sudeste da Asia como o local de origem desta cultura.
As provincias de Bengala e Assam, e Mianmar na India tém sido citadas como os lugares
de origem da espécie. Duas formas silvestres sdo citadas como as precursoras do arroz
cultivado: a espécie Oryza rufipogon, procedente da Asia, que originou a O. sativa; e a
Oryza barthii (= Oryza breviligulata), derivada da Africa Ocidental, a qual originou a O.
glaberima (WINCH, 2006).

O arroz € uma espécie hidréfila. Existem dois grandes ecossistemas para o
desenvolvimento da cultura, que sdo as varzeas as quais sao irrigadas por inundacao
controlada, e as terras altas, sem irrigagdo e o com irrigacdo suplementar por asperséo.
Aproximadamente 90% da producdo mundial do arroz é cultivado e consumido na Asia,
que utiliza principalmente o sistema basico irrigado por inundacdo. No Brasil, cerca de
69% da producdo € proveniente do ecossistema de varzeas; este tipo de producdo ndo é tdo
dependente das condi¢bes climaticas como no caso dos cultivos de terras altas
(GUIMARAES et al., 1998). Por apresentar uma fécil adaptacdo a diferentes condigbes de
solo e clima, alguns autores o consideram como a espécie com maior potencial para o
aumento da producdo e uma das principais culturas para combater a fome no mundo
(AZAMBUJA et al., 2004).

A area aproximada da cultura do arroz é de 158 milhdes de hectares sendo o
segundo cereal mais cultivado no mundo. Sua produgéo corresponde a 29 % do total de
grdos usados na alimentacdo humana com cerca de 679 milhGes de toneladas de grdos em
casca. No Brasil, 0 arroz ocupa a terceira posi¢cdo em termos de producdo de gréos, sendo
antecedido pela soja e pelo milho. Estas culturas representam cerca de 80% da area
colhida. A é&rea cultivada com arroz na safra 2009/10 foi de 2.764,8 mil hectares, 5,0%
inferior a area cultivada na safra 2008/09; a producdo foi de 11,26 milhGes toneladas
reduzindo 10,7% em relacdo & safra 2008/09 (CONAB, 2011). O grande aumento na
producdo deste cereal tem estimulado a procura de alternativas que produzam menor
impacto ambiental e aumento no rendimento desta cultura, de forma a reduzir seu custo de
producdo e aumentar a produtividade (CHOULHURY e KENNEDY, 2004).

2.2. Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Durante a Revolugédo Verde a selecdo de variedades de arroz foi baseada em maior
rendimento o qual resultou em grandes aumentos na producéo de arroz. Porém, manter esta
alta produtividade demanda principalmente grandes quantidades de fertilizantes
nitrogenados e fosfotados. O uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados causa
contaminacgéo de solos e aguas por nitratos, levando a danos a salde e poluigdo ambiental.
Além disso, a aquisicao de fertilizantes quimicos, principalmente os nitrogenados, & muito
caro para muitos agricultores o que frequentemente torna-se o fator mais limitante da
producdo de arroz. Uma das solugbes viaveis para esta problematica ¢ o uso de
biofertilizantes baseados em BPCV, as quais promovem o0 crescimento vegetal
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especificamente através do aumento da disponibilidade de nutrientes (principalmente
nitrogénio e fosforo) ou do acesso aos mesmos pela planta através do incremento da area
superficial da raiz (SOMERS et al., 2004).

Os mecanismos de promocdo de crescimento vegetal por bactérias tém sido
amplamente estudados, e podem ser influenciados por diversos fatores abioticos como:
temperatura, pH, radiacdo, umidade, ions e elementos minerais e organicos do solo; e
bioticos, como: caracteristicas do hospedeiro, presenca de patdgenos e outros
microrganismos associados a planta (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001; ARAUJO
et al., 2002). O aumento do crescimento vegetal pela influéncia das bactérias pode ser o
resultado tanto de agdes diretas (aumento da disponibilidade de nutrientes para a planta e a
producdo de substancias reguladoras de crescimento vegetal) (SHISHIDO et al., 1999;
STURZ et al., 2000), como de acGes indiretas (controle de fitopatégenos por competicéo,
producdo de sideroforos, antibiose e inducdo de resisténcia sistémica no hospedeiro)
(STURZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001). Varios destes mecanismos de acéo
podem ocorrer simultaneamente.

2.2.1. Fixacao bioldgica de nitrogénio em arroz

O nitrogénio é um nutriente que limita a producdo das culturas do arroz pela sua
caréncia na maioria dos solos ja que a principal reserva de nitrogénio na biosfera é o
nitrogénio molecular da atmosfera. Porém, este ndo pode ser diretamente assimilado pelas
plantas, mas torna-se disponivel através do processo de FBN que somente células
procariotas tém desenvolvido (FRANCHE et al., 2009).

Parte do nitrogénio atmosférico incorpora-se & matéria viva atraves da FBN. Este
processo constitui a principal via de incorporacdo do nitrogénio ao ecossistema solo, o qual
é reciclado para a atmosfera principalmente pela acdo de organismos que decompdem a
matéria organica no solo. A transformacéo do nitrogénio nao € exclusivamente bioldgica:
os relampagos representam 10% da contribuicdo global; a industria dos fertilizantes
contribui com 25%, e a fixacdo biologica de nitrogénio contribui com aproximadamente
60% (BACA et al., 2000).

Processos bioldgicos de incorporacdo de N ao sistema solo-planta, como a FBN,
tem sido amplamente estudados para avaliar o potencial de sua utilizacdo nos sistemas de
producdo agricola e resultados de campo sugerem que cerca de 150 kg de N. ha™ sio
incorporados aos tecidos da cana de agucar via FBN (BODDEY et al., 1995).

A cultura de arroz precisa de 1 kg de nitrogénio para produzir entre 15 e 20 kg de
grdos. Nos trépicos, o rendimento da cultura do arroz inundado é de 2 a 3,5 Mg ha™* usando
o N disponivel naturalmente da FBN por bactérias de vida livre e diazotréficas e da
mineralizacdo do N, do solo (LADHA e REDDY, 2003).

A interacdo de bactérias diazotroficas com diversas culturas tem sido tema de
pesquisas no mundo todo, devido ao potencial biotecnoldgico, pela possibilidade de
reducdo dos custos de producdo ao diminuir o volume de adubos nitrogenados, e
indiretamente, diminui¢cdo do impacto ambiental, tudo isto mantendo ou aumentando a
produtividade das culturas. A capacidade de fixar nitrogénio das bactérias diazotroficas foi
verificada inicialmente entre as plantas leguminosas, onde se conseguiu em culturas como
a soja a reducdo de até 100% da fertilizacdo nitrogenada (ALVES et al., 2003).
Experimentos recentes tém demonstrado que plantas de arroz apresentam potencial
significativo, respondendo com aumento na producdo quando as plantas sdo inoculadas
com bactérias dos géneros Herbaspirillum, Burkholderia e Azospirillum amazonense
(BRASIL, 2005; RODRIGUES, 2003; ARAUJO, 2008).



Burkholderia vietnamiensis descrita por Gillis et al. (1995) tem mostrado efeitos
positivos sobre a cultura do arroz conforme demonstrado por Tran van et al. (2000) que
observaram incrementos de 13 a 22% na producdo de grdos quando plantas crescidas em
condigdes de campo foram inoculadas com a estirpe B. vietnamiensis TVV75. Os autores
calcularam que a inoculacao respondeu por cerca de 25 a 30 kg de N presente nos tecidos.
A inoculagdo da espécie proposta B. brasilensis aumentou em 69 % a biomassa das plantas
e contribuiu com 31 % do total de nitrogénio da planta enquanto que a estirpe B.
vietnamiensis contribuiu com 19 % do N acumulado na planta (BALDANI et al., 2000).

Herbaspirillum seropedicae € um endofito diazotrofico que foi isolado pela
primeira vez em Seropédica, Rio de Janeiro (BALDANI et al., 1986). Estudos realizados
por Baldani et al. (2000) em condi¢Ges gnotobidticas calcularam que a contribuicdo de N
derivado da FBN é de 31% e 54%, respectivamente quando as plantas de arroz foram
inoculadas com as estirpes H. seropedicae ZAE94 e ZAE67. Guimaraes et al. (2003)
verificaram que a inoculacdo em plantas de arroz de sequeiro da variedade Guarani
promoveu aumentos na producdo de grdos de até 50% com a estirpe H. seropedicae
ZAE94 e 38% quando inoculado com a estirpe B. brasilensis M130. A adicdo de
molibdénio, componente estrutural das molibdoenzimas redutase, essenciais no processo
de FBN, promoveu aumentos de 88 e 57% na producdo de grdos das cultivares IR42 e
IAC4440, respectivamente (GUIMARAES et al., 2007). Ja Ferreira (2010) ndo encontrou
diferenca estatistica entre os tratamentos inoculado e ndo inoculado para os parametros
massa seca e 0 N-total dos graos quando as variedades de arroz IR42 e IAC4440, crescidas
em casa de vegetagdo, foram inoculadas com as estirpes H. seropedicae ZAE94,
Burkholderia sp. M130, e A. brasilense Sp1009.

Estudos realizados com Azospirillum amazonense, espécie que foi inicialmente
isolada de gramineas forrageiras e plantas pertencentes a familia Palmaceae
(MAGALHAES et al., 1983), mostraram que a inoculacio da estirpe Azospirillum
amazonense Y2, em arroz cultivado em casa de vegetacdo, aumentou de 7 a 11,6% o
acumulo de massa seca dos grdos, de 3 a 18,6% o nimero de paniculas, e a acumulagdo de
nitrogénio na maturacdo aumenta de 3,5 a 18,5%, enquanto a contribuicdo da FBN foi de
27% (RODRIGUES et al., 2008). A associacdo natural de Gluconacetobacter
diazotrophicus com plantas de arroz é conhecida (MUTHUKUMARASAMY et al., 2005),
e estudos em laboratério demonstram a capacidade de colonizacdo de plantulas de arroz
por essa bactéria (ROUWS et al., 2010). Experimentos de inoculacdo de plantas de arroz
cultivadas no campo com um inoculante misto contendo as estirpes G. diazotrophicus
LMG7603, H. seropedicae LMG6513, A. lipoferum 4B LMG4348, e B. vietnamiensis
LMG10929 levou a aumentos do rendimento de 9,5 a 23,6% (GOVINDARAJAN et al.,
2008).

A inoculacdo de Azotobacter spp, espécie diazotrofica de vida livre, em arroz
crescido sob condicdes de campo, aumentou a produtividade de 0,4 a 0,9 t ha(7 a 20%) e
de 11 a 15 Kg no acimulo de N na parte aérea (YANNI e EL-FATTAH, 1999).

Recentemente algumas bactérias diazotroficas tém mostrado que a FBN nédo é o
unico mecanismo envolvido na promocdo de crescimento vegetal (DARDANELLI et al.,
2010). Azospirillum spp bactéria diazotrofica produz hormonios vegetais que aumentam o
namero de raizes e de pelos radiculares, este incremento na superficie de contato com o
solo melhora a absorc¢éo de nutrientes e dgua pela planta. O aumento da captacao de P pela
planta também é favorecida, através da solubilizagdo de fosfatos pela liberagdo de prétons
e acidos organicos (DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN et al., 2004).



2.2.2. Solubilizacéo de fosfatos inorganicos

O fosforo (P) é ssencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Esta
presente em niveis de 400 a 1200 mg kg™ de solo (JONES, 2000) Seu ciclo pode ser
descrito como “aberto” ou ‘“sedimentario”, porque ndo existe troca com a atmosfera. Este
ciclo ocorre por meio da oxidacdo e reducdo ciclica dos compostos do fésforo, onde a
transferéncia dos elétrons se da entre estados de oxidacdo mais baixos da fosfina (-3) até o
fosfato (+5). Apesar dos solos geralmente apresentar uma grande quantidade de P total,
apenas uma pequena parte estd imediatamente disponivel para absorcdo pelas plantas
(geralmente 1-5 uM; BIELESKI, 1973), a maioria é imobilizada e torna-se indisponivel
para a absorcdo pelas plantas formando complexos com cétions de Ca** em solos com pH
altos e com Fe*" e AI** em solos com pH 4cidos (GOLDSTEIN,1986). As plantas s6 o
absorvem em forma de anions ortofosfatados (predominantemente HPO,> e H,PO, a
partir da solucdo do solo) (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).

O P tem papel indispensavel na biosfera ja que faz parte dos acidos nucléicos, os
quais armazenam o cddigo genético. Muitas das substancias intermediarias da fotossintese
e da respiracdo celular estdo combinadas com fdsforo, além disso, este faz parte da moeda
energética da vida, o ATP (BRADY et al., 2004).

As rochas fosfaticas (27-38% de P,0s) sdo a principal fonte empregada para
produzir os diferentes tipos de adubos fosfatados. Os fosfatos tém como origem principal
as rochas sedimentares, e em menor quantidade rochas igneas. Independente da sua origem
pertence ao grupo das apatitas, e as variantes mais comuns encontradas séo fluorapatita e
francolita (IGUAL e RODRIGUEZ, 2007). Embora os depdsitos de rocha fosfatica sejam
encontrados em mais de 30 paises em todo o mundo, atualmente cerca de dois tercos da
demanda global de P sdo produzidos pelos trés principais produtores, ou seja, EUA, China
e Marrocos (EFMA, 2002).

A solubilizacdo de PI e organico é uma caracteristica exibida por muitas bactérias
do solo em associacdo com a rizosfera de diferentes espécies de plantas. Estas bactérias séo
conhecidas como bactérias solubilizadoras de fosfato e possuem um importante papel
ecofisiolégico, disponibilizando Pl insolGveis na sua matriz mineral para a planta. Esses
microrganismos efetuam processos metabdlicos que sdo efetivos na solubilizacdo e
mineralizacdo do P a partir de formas pouco disponiveis de fésforo inorganico como as
rochas fosfaticas e o organico como a matéria organica. Varios microrganismos estao
envolvidos nesses processos, mas as bactérias se destacam com o maior potencial para
obtencdo de fosfatos soltveis, sendo cerca de 40% das bactérias rizosféricas sao capazes de
solubilizar P (RICHARDSON et al., 2001). Alguns géneros de bactérias promotoras de
crescimento vegetal tais como Azospirillum lipoferum e brasilense, Azotobacter
chroococcum, Gluconacetobacter diazotrophicus, Rhizobium e Bradyrhizobium fixam
nitrogénio e sdo também capazes de solubilizar os fosfatos inorganicos (RODRIGUEZ et
al., 2004; KUNDU e GAUR, 1980, SARAVANAN et al., 2008; HALDER e
CHAKRABARTTY, 1993; SURANGE e KUMAR, 1993).

Os microrganismos sdo uma parte essencial no ciclo do P no solo ajudando na
transferéncia do P da matriz solo para as raizes das plantas. Por conseguinte, desde o inicio
do século passado tem existido um grande interesse na utilizagdo de microrganismos
rizosféricos com a finalidade de melhorar a nutricdo fosfatada nas plantas, e com isto
aumentar a eficiéncia global no uso do P em sistemas agricolas (JAKOBSEN et al., 2005).
Os microorganismos rizosfericos influenciam diretamente a capacidade das plantas em
adquirir P através de uma série de mecanismos estruturais conforme ilustrado na figura 1.
Estes incluem: (i) aumento na area superficial das raizes, seja pelo aumento na extensdo do
sistema radicular (associa¢cbes com micorrizas) ou pelo aumento das ramificacOes da raiz e
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dos pelos radiculares (estimulacdo do crescimento atraves de hormonios vegetais); (ii) pela
mudanca do equilibrio de sor¢do, o que resulta no aumento da transferéncia de ions fosfato
na solucdo do solo ou no aumento da mobilidade de formas organicas de P e, (iii) por
processos metabdlicos que atuam diretamente na solubilizacdo e mineralizagdo de P de
formas pouco disponiveis organicas e inorganicas (RICHARDSON, 2007).

Os processos metabolicos envolvidos na solubilizacdo e mineralizacdo de P
incluem a excrecdo de ions de hidrogénio, a liberacdo de anions orgéanicos, a producéo de
siderdforos e producdo de enzimas fosfatase que sdo capazes de hidrolisar o P orgénico do
solo. Em particular, os anions organicos e prétons associados séo efetivos na solubilizagédo
do PI precipitado (por exemplo, Fe-P e Al-P em solos acidos, Ca-P em solos alcalinos), os
ions quelantes de metais podem associar-se com formas complexadas de P ou podem
facilitar a liberagdo do P adsorvido através de reagdes de cambio de ligacoes.

Raiz Rizosfera Solo

Pelo radicular

Absorcdo de P Difusdo

A P na solucio do solo
10mM ~0pM 1nM

T EEE

Exsudatos Radiculares Dessorcao ;
icroorganismos * P Absorvido (P;)
da rizosfera 1 I

Actucares y ey
Acuicares Solubilizacio
Anions P Mineral(P;)
organicos Anions I
organicos
fons FI* ' ) |
Tons H Mineralizacio
Sideroforos = P Organico(P,)
Sideroforos Solubilizacio
Fosfatases

Fungos micorrizicos

Fosfatases
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Figura 1. Processos quimicos e fisiologicos que influenciam a disponibilidade e
transformacéo de fosforo na rizosfera. (Adaptado de Richardson, 2001)

A solubilizagdo de Pl pode ocorrer através da liberacdo de acidos organicos, como &cido
latico, glicolico, citrico, acético, gluconico, malico, oxalico, succinico e tartarico, dentre
outros (KUCEY et al., 1989), que acidificam o solo e liberam ions solliveis monobasicos
(H,PO,) e dibésicos (HPO,*). Com a geracdo destes fons, aumenta a forma disponivel de
fosforo para as plantas, e consequentemente amplia a sua captagdo pelas mesmas
(GYANESHWAR et al., 2002). O tipo e a quantidade do acido organico produzido por
rizobactérias dependem da fonte de carbono disponivel na rizosfera. Tem sido
demonstrado que a capacidade de solubilizacdo de PI esta relacionada com a natureza do



acido organico e que o tipo de mineral fosfatado também influencia o tipo e a quantidade
de &cido orgénico requerido (KPOMBLEKOU e TABATABAI, 1994)

Em bactérias Gram-negativas, o acido glucénico e o acido 2-cetogluconico sdo 0s
principais &cidos implicados na solubilizagdo de Pl (GOLDSTEIN, 1995). O &cido
glucénico é produzido pela oxidacdo direta da glicose atraves da enzima glicose
desidrogenase (GDH-PQQ) do inglés “glucose dehydrogenase”), uma quinoproteina de
membrana. A enzima GDH-PQQ apresenta ampla especificidade de substrato, em alguns
organismos além de glicose, também pode utilizar como substrato aglcares aldose, tais
como a xilose, galactose e maltose, formando seus correspondentes &cidos aldonicos, que
também podem solubilizar PI (SHARMA et al.,, 2005). Gyaneshwar et al. (1999)
demostrou que ao submeter o microorganismo Enterobacter asburiae a deficiéncia de P
resultou na inducdo da enzima GDH-PQQ.

A acidificacdo também é comumente associada a liberacdo de anions organicos, 0s quais
sdo produzidos por diversos microorganismos (exemplos destes sdo o citrato, oxalato,
lactato e gluconato) (DEUBEL e MERBACH, 2005). Anions organicos podem aumentar a
mobilizacdo de determinadas formas de P pouco soltveis como Al-P e Fe-P por reacfes de
quelacdo (WHITELAW, 2000).

2.2.3. Producédo de Auxinas

Vaérios fitohormonios sdo sintetizados pelas plantas e atuam como mensageiros quimicos
para regular o crescimento, o desenvolvimento e a diferenciagdo das células e tecidos,
assim, quando a concentracdo dos hormonios € alterada ocorrem mudancas no crescimento
e desenvolvimento da planta, podendo ter resultados positivos ou negativos (SPAEPEN et
al., 2009).

As auxinas sdo uma classe importante de fitorménios. Elas regulam a embriogénese, a
diferenciacdo de Orgdos, arquitetura de raizese parte aérea, a dominancia apical e as
respostas tropicas (TEALE et al., 2006). Elas exercem uma importante funcéo na regulacao
do crescimento de plantas, aumentando o crescimento radicular e melhorando a absorcao
de nutrientes (LAMBRECHT et al., 2000).

O écido indol-acético (AIA) é a auxina mais abundante dentre os fitohormonios
(BARTEL, 1997) e ja esta provado que além das plantas a mesma pode ser sintetizada por
diversos microrganismos (SPAEPEN et al., 2007). Estima-se que cerca de 80% das
bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes de produzir AlA, indicando um possivel papel
destas na interacdo com a planta (KHALID et al., 2004). Até agora ndo foi achada a sua
funcdo na célula microbiana, a producdo de AIA pode ser resultado da evolucdo da
interacdo de bactéria-planta (PATEN e GLICK, 2002b) e pode ser influenciada pelo
gendtipo, tanto do hospedeiro quanto do microrganismo (JAIN e PATRIQUIN, 1985). O
AlA pode aumentar o nimero, o0 crescimento das raizes e a longitude das mesmas, e esta
associado com a proliferacdo e o alongamento dos pélos radiculares. Além deste hormonio,
algumas bactérias promovem o crescimento das plantas através da producao de giberelinas
e/ou citocininas (DE SALAMONE et al., 2001).

A diversidade de funcdes que tem o AlA nas plantas é refletida pela complexidade de sua
biossintese, transporte e vias de sinalizacdo. E sintetizado a partir do triptofano atraveés,
pelo menos, de duas vias: as rotas via triptamida (TAM) e indol-3-piruvato (IPA)
(STRADER e BARTEL, 2008). Ja nas bactérias, as rotas predominantes sdo: a via indol-3-
acetamida (IAM) e indol-3-piruvato (IPA), por esta razdo sdo as mais estudadas
(SPAEPEN, 2009).

Na via IAM o triptofano é, primeiro, transformado a IAM pela enzima Triptofano-2-
monoxigenase, codificada pelo gene iaaM. Logo o IAM é tranformado a AIA pela enzima
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IAM hidrolase, codificada pelo gene iaaH. Os genes iaaM e iaaH foram clonados de varias
bactérias e caracterizados, como Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae,
Pantoea agglomerans, Rhizobium e Bradyrhizobium (CLARK et al., 1993; MORRIS,
1995; SEKINE et al., 1989; THEUNIS et al., 2004). Genes relacionados com a via IAM
foram detectados no cromossomo de diferentes espécies de Pseudomonas, e em plasmideos
como o pPath de Pantoea agglomerans (GLICKMANN et al., 1998; MANULIS et
al.,1998).

Na via IPA, o triptofano € inicialmente convertido a IPA por uma aminotransferase
(transaminacdo), em seguida, é descarboxilado através da indol-3-piruvato descarboxilase
a indol-3-acetaldeido (IAAIld) ap6s isso é oxidado a AIA pela IAAId desidrogenase. Esta
via foi identificada em diversas bactérias, tais como Pantoea agglomerans,
Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter cloacae, e Pseudomonas
(BRANDL e LINDOW, 1996; COSTACURTA et al., 1994; KOGA et al., 1991; PATTEN
e GLICK, 2002a; 2002b).

Existem duas rotas diferentes as descritas anteriormente — via triptamina (TAM) e indol-3-
acetonitrila (IAN). Na primeira, o triptofano é descarboxilado a TAM e subseqientemente
convertido a IAAIld por uma amino-oxidase (HARTMANN et al., 1983) enquanto que na
segunda, as enzimas nitrilases catalisam a converséo de IAN a AIA (KOBAYASHI, 1993;
NAGASAWA et al., 1990). Em bactérias, a via triptamina (TAM) foi identificada em
Bacillus cereus, através da atividade da enzima triptofano descarboxilase (PERLEY e
STOWE, 1966) e em Azospirillum pela conversdo de triptamina exdgena em AlA
(HARTMANN et al, 1983). J& a via indol-3-acetonitrila foi identificada em
Agrobacterium spp e Rhizobium, nos quais foi observada a atividade das enzimas nitrila
hidratase e amidase (KOBAYASHI et al., 1995).

Diversas bactérias produtoras de AlA relacionadas ao estimulo de crescimento vegetal tais
como  Azospirillum,  Enterobacter,  Acetobacter, = Pseudomonas,  Rhizobium,
Gluconacetobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Curtobacterium, Pantoea, Pseudomonas stutzeri entre outras tem sido descritas na
literatura e ocorrem em associacdo com plantas (COSTACURTA e VANDERLEYDEN,
1995; PATTEN e GLICK, 2002c; LATA et al., 2006). A presenca de auxinas determina o
aumento do comprimento da raiz e do nimero de pelos e raizes laterais (alteracdes
morfolégicas), sendo conhecida por estimular tanto respostas rapidas (aumento do
elongamento celular) como respostas lentas (divisdo e diferenciacdo celular) nas planta
(TAIZ e ZEIGER, 2006). Dada a importancia das bactérias sintetizadoras de AlA, tem-se
buscado isolados capazes de produzir este horménio, visando uma possivel aplicacdo das
bactérias em diversas culturas. Estudos tém revelado grande variabilidade entre as estirpes
quanto a capacidade de produzir grandes quantidades de auxinas em condigoés
gnotobioticas. Estas estirpes quando inoculadas em plantas promovem o aumento do
crescimento vegetal em relagdo aos tratamentos controle (ASGHAR et al., 2002; KHALIQ
etal., 2004).

O mais importante fitormonio produzido por Azospirillum é a auxina &cido 3-indolacético
(AlA) conforme descrito por Dobbelaere et al. (2003). As alteracOes radiculares detectadas
em plantas inoculadas com Azospirillum podem explicar a melhor a absor¢do de minerais
pela planta. Apesar da grande producdo de AIA em culturas puras, ndo se conhece ainda
como ocorre 0 processo no interior das plantas ou na regido rizosférica (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000). Muitas estirpes de Azospirillum s&o encontradas no interior
das raizes de Poaceae e o crescimento verificado nestas pode ser devido a producéo e
excrecdo de auxinas (LODEWYCKX et al., 2002).

A producgéo de auxinas por rizobactérias € uma caracteristica generalizada, os efeitos das
bactérias produtoras de AIA na planta tém sido dificeis de avaliar. A geracdo de bactérias
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mutantes quanto a producdo de AIA, e o0 uso de plantas mutantes resistentes as auxinas,
confirmaram o papel destas na interacdo planta-microorganismo. Apesar de as bactérias
produtoras de AIA alterarem o alongamento e arquitetura da raiz, ndo esta claro se seus
efeitos no crescimento da parte aérea sdo por causa da sinalizacdo direta de longa distancia
do AlIA, ou efeitos indiretos na captacdo de dgua e nutrientes pela alteracdo da raiz. Outras
investigacGes sdo necessarias sobre o papel da degradacdo do AIA na rizosfera por
bactérias como um mecanismo potencial de interacdo planta-microorganismo.



3. MATERIAL E METODOS
3.1.  Estirpes

Neste trabalho foram utilizadas 49 estirpes da colecdo de cultura da Embrapa
Agrobiologia (CNPAB, RJ, Brasil), previamente isoladas e parcialmente identificadas em
trabalhos anteriores como Herbaspirillum spp e Azospirillum spp (Tabela 1). As estirpes
foram isoladas de plantas de arroz cultivadas em solos coletados nos estados de Rio de
Janeiro, Maranhdo e Goiés.

Tabela 1. Origem das estirpes utilizadas neste trabalho.

Identificacéo ldentificacio Parte da
BR comum Solo Planta Referencia
BR11962 H64 RJ (CNPAB) Colmo BRASIL
BR12051 H2 RJ (CNPAB) Raiz » 2005
BR12054 H7 RJ (CNPAB) Colmo
BR12058 H14 RJ (CNPAB) Colmo
BR12059 H15 RJ (CNPAB) Raiz
BR12061 H17 RJ (CNPAB) Folha
BR12062 H18 RJ (CNPAB) Raiz
BR12064 H21 RJ (CNPAB) Folha
BR12068 H29 RJ (CNPAB) Raiz
BR12070 H33 RJ (CNPAB) Folha
BR12072 H37 RJ (CNPAB) Raiz
BR12073 H38 RJ (CNPAB) Colmo
BR12074 H39 RJ (CNPAB) Colmo
BR12075 H52 RJ (CNPAB) Colmo
BR12076 H53 RJ (CNPAB) Folha
BR12077 H54 RJ (CNPAB) Raiz
BR12078 H56 RJ (CNPAB) Raiz
BR12082 H61 RJ (CNPAB) Folha
BR12083 H62 RJ (CNPAB) Folha
BR12084 H63 RJ (CNPAB) Folha
BR12091 H49 RJ (CNPAB) Raiz
BR12092 H13 RJ (CNPAB) Raiz
BR12096 H27 RJ (CNPAB) Raiz
BR12146 H51 RJ (CNPAB) Folha
BR12143 H4 RJ (CNPAB) Raiz
BR12146 H51 RJ (CNPAB) Folha
BR12147 H57 RJ (CNPAB) Folha
BR11760 ZA3 Goiés Raiz RODRIGUES
BR11761 ZA5 Goias Parte aérea , 2003
BR11762 ZA6 RJ Raiz
BR11763 ZA7 RJ Parte aérea
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BR11764 ZA8 RJ Parte aérea

BR11768 ZAll RJ Raiz
BR11770 ZAl13 RJ Parte aérea
BR11772 ZA15 RJ Raiz
BR11774 ZA18 Goias Raiz
BR11787 ZA155 Goias Raiz
- AR1121 Arari, MA Raiz ARAUJO
- AR1122 Arari, MA Raiz , 2008
- AR1124 Arari, MA Raiz
- AR1125 Arari, MA Raiz
- AR114 Arari, MA Raiz
- AR215 Arari, MA Raiz
VF227 Vitoria do Mearim, Parte aérea
- MA
VR2236 Vitoria do Mearim, Parte aérea
- MA
- VR1139 Arari, MA Raiz
- AR2141 Arari, MA Raiz
VR2111 Vitoria do Mearim, Raiz
- MA
AR2117 Vitoria do Mearim, Raiz
- MA

- Estirpes sem codigo BR.

As estirpes foram reativadas em meio de cultura DYGS liquido sob agitacdo de 150
rpm por 24 horas a 30°C, e riscadas em meio sélido batata para a observacdo de sua
morfologia tipica e pureza. Posteriormente as estirpes foram cultivadas em meios de
cultura semi-sélidos JINFB, NFB e LGI, semi-especificos, para os géneros Herbaspirillum,
Azospirillum e Azospirillum amazonense, respectivamente. Os frascos foram incubados a
temperatura de 30°C para a verificagdo da formacdo da pelicula, caracteristica das
bactérias diazotroficas, segundo descrito por Dobereiner et al. (1995).

3.2.  Selecédo de estirpes solubilizadoras de fosfatos inorganicos

3.2.1. Selecdo do meio de cultura solido e avaliacdo de solubilizacdo de fosfatos em
meio de cultura solido

Primeiramente foram realizados ajustes metodoldgicos para a padronizacdo do meio a
ser utilizado nos ensaios in vitro. Para tal, foi utilizado um desenho experimental
inteiramente casualizado com 4 repeti¢des, tendo como tratamentos 25 bactérias isoladas
de arroz e as estirpes padrdes Azospirillum brasilense SP7 (BR11001), Herbaspirillum
seropedicae  HRC54 (BR11335), Herbaspirillum frisingense GSF30 (BR11790),
Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (BR11417), Azospirillum lipoferum SP59 (BR11080),
a estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 (BR11281), utilizada como controle
positivo. Os meios de cultivo testados foram: NBRIP (National Botanical Research
Institute) (NAUTIYAL, 1999), SMRS; (SUNDARAO-RAO e SINHA, 1963), GL
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982), GL (pH ajustado para 5,5), 0 meio NFB e 0 meio
NFB modificado com glicose como fonte de carbono. Em todos os meios foi adicionado o
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indicador purpura de bromocrezol (0,1%), a fim de melhorar a visualizacdo do halo
formado pela solubilizagdo de fosfato. Os meios de cultura foram autoclavados e em
seguida 10 ml de K;HPO, (10%) e 20 ml de CaCl, (10%) foram acrescidos a 200 ml de
cada meio, com a formacdo do prescipitado de CaHPO, pouco sollvel. O delineamento
estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes.

Uma colbnia caracteristica de cada estirpe de interesse foi cultivada em meio
liqguido DYGS (RODRIGUEZ, 1986) sob agitacdo a 150 rpm a 30°C por 48 horas para G.
diazotrophicus estirpe PAL5 e 24 horas para as bactérias restantes. Posteriormente, a
concentracdo celular foi ajustada para a D.O.500=0,9-1 com solucdo salina e 20ul foram
inoculados em placas de Petri contendo os meios de cultura. As placas contendo as culturas
inoculadas ficaram abertas em capela de fluxo laminar por 15 minutos a temperatura
ambiente do laboratdrio em torno de 25°C. O halo de solubilizagéo foi medido diariamente
até 15 dias apos a inoculacéo. O critério de comparacdo usado foi o indice de solubilizagédo
(IS) descrito por Kumar e Narula (1999):

IS=A/B

Onde: A= Diametro total (Didmetro da colonia + didmetro do halo) e B= Diametro
da colonia.

Em seguida foi testada a capacidade de solubilizar Pl das 49 estirpes e o controle
positivo Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 no qual estudos prévios ja havia
comprovados o fenotipo (MAHESHKUMAR et al., 1999). Utilizou-se o0 meio GL
modificado (pH 5,5) selecionado anteriormente por favorecer a selecdo de um maior
namero de estirpes e 0 meio definido NBRIP com pH de 7 e com (NH,),SO4 como Unica
fonte de N. Foram complementados com 0,5% de Caz(PO,),. O delineamento estatistico
utilizado foi inteiramente casualizado com 3 repeticdes.

As estirpes foram inoculadas em meio DYGS liquido com pH de 6,8 por 48 horas, a
temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm. Posteriormente as células foram lavadas com
agua destilada e sua D.O. ¢ foi ajustada a 0,9-1. Em seguida foi inoculada uma aliquota
de 20ul, em forma de gota, na superficie dos meios sélidos GL modificado e NBRIP. As
placas contendo as culturas inoculadas permaneceram abertas por 15 minutos a
temperatura ambiente e depois foram incubadas a 30°C por 15 dias. Ap0s este periodo, a
capacidade em solubilizacéo de PI foi avaliada por meio da formacao de halos.

3.2.2. Determinacdo de fésforo disponivel em meio de cultura liquido

Neste experimento foram usadas as estirpes AR1121, AR1122, AR1125, AR114,
VR2236, previamente selecionadas por sua capacidade de formar halo nos meios sélidos
GL e NBRIP e as estirpes ZA15 e H18 pela capacidade de formar halo nos meios sélidos
GL. Além destas, G. diazotrophicus PALS5 foi utilizada como controle positivo de bactérias
diazotréficas solubilizadoras de PI. As bactérias foram multiplicadas em tubos contendo
meio de cultura DYGS por 24 horas a 30° C sob agitacdo de 150 rpm; em seguida as
células foram lavadas com solucdo salina e sua D.O.gq foi ajustada a 0,9 — 1. A seguir 5 ml
foram inoculadas em erlenmeyers de 250 ml contendo 45 ml do meio NBRIP com 0,05 %
de Caz(PO4), como fonte de P. O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado com 3 repeticdes.

A quantificacdo do fosfato soltvel foi feita utilizando-se a técnica de azul de
fosfomolibdeno de acordo com Chen et al. (2006). As analises foram realizadas
empregando o kit SPECTROQUANT® FOSFORO (PMB) MERCK em culturas com 2, 5,
8, 11 e 14 dias de idade. As aliquotas (1 ml) foram centrifugadas a 2039 g por 5 minutos.
Em um tubo de vidro, foram adicionados 2,25 ml de agua Milli-Q, 0,25 ml do
sobrenadante, 75 pl do reagente 1 (ions molibdato em solucéo sulfdrica) e 50 mg do
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reagente 2 (acido ascorbico). Depois de 5 minutos do inicio da reacdo foram feitas leituras
da absorbancia no espectrofotdmetro SP 2000 Bel Photonics em comprimento de onda de
712 nm. As leituras foram normatizadas por meio de uma curva padrao previamente obtida
a partir de concentracfes conhecidas de H,PO,. A determinacgdo do pH no meio de cultura
foi feita durante todo o periodo para verificar a variagdo do mesmo. A contagem da
populacdo bacteriana foi feita pela técnica de microgota (SPENCER e RAGOUT, 2001).
Foi retirado 1 ml de cada erlenmeyer e diluido seriadamente em tubos com 9 ml de solucéo
salina até a diluicdo 107", Em seguida, 4 gotas (20 pl cada) dos 4 tubos mais diluidos foram
aplicados em placas de Petri contendo os meios JMV, JNFB, LGI-P para as estirpes dos
géneros Burkholderia, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, respectivamente. As placas
foram incubadas a 30°C por 24-48 horas. Paralelamente foi conduzido um experimento de
solubilizacdo em Placas com o Meio NBRIP solido contendo Caz(POg), para determinar o
IS no meio, segundo o descrito no item 3,2,1.

3.3.  Analise de outras caracteristicas de promocao de crescimento vegetal
3.3.1. Atividade de reducéo de acetileno (ARA)

As bactérias solubilizadoras de PI, selecionadas anteriormente, foram avaliados
quanto a capacidade de fixar nitrogénio através da atividade de reducdo de acetileno
(ARA). Além destes, Azospirillum brasilense SP7 e Herbaspirillum seropedicae ZAE94
foram utilizadas como controles positivo. Uma aliquota de 20ul da cultura bacteriana foi
transferida para frascos de 10 ml contendo 5 ml dos meios semi-solidos sem indicador
JNFB, JMV e NFb, semi-seletivos para Herbaspirillum sp, Burkholeria sp e Azospirillim
sp, respectivamente. Estes frascos foram incubados por 48 a 72 horas a 30°C até que a
formagdo de pelicula caracteristica de bactérias diazotroficas foi observada. Os frascos
foram fechados com rolhas de borracha esterilizada e injetados 10% de sua fase gasosa
com gas acetileno seguido de incubacédo por 1 hora a 30°C. Posteriormente, 0,5 ml da fase
gasosa foi retirada do frasco e injetado no cromatografo de gas com ionizacdo de chama,
Perkin Elmer modelo F11, utilizando uma coluna Poropak N de 50 cm a 40°C para a
leitura do etileno formado (VIDEIRA, 2008).

Para a determinacéo de proteina foi utilizada a metodologia descrita por Bradford et
al. (1976) e modificada por Guimaraes, 2010. Em seguida, para a determinacdo da ARA,
as peliculas foram misturadas com o meio de cultura e retirada uma aliquota de 20 ul de
amostra, 30 ul de agua destilada estéril e 50 pl de NaOH 1M, logo foram colocadas em
banho Maria a 100 °C, por 5 minutos para favorecer a ruptura celular. Posteriormente,
foram adicionados 900 pl do reagente de Bradford, em seguida os tubos foram agitados no
vortex e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente e ap6s incubacdo foi feita a
leitura de absorbancia a 595 nm utilizando o espectrofotdmetro (Labsystems iEMS Reader
MF). Como controle foram utilizadas as mesmas amostras de meio de cultivo. As leituras
foram normatizadas por meio de uma curva padrédo previamente obtida com concentra¢des
conhecidas de soro-albumina bovina (BSA).

3.3.2. Avaliagdo da producéo de Auxinas

As estirpes selecionadas foram testadas quanto a capacidade de produzir compostos
indolicos. A quantificagdo dos compostos inddlicos foi feita conforme o método
desenvolvido por Gordon e Weber (1950) com modificagdo (RODRIGUES, 2008). Uma
col6nia caracteristica de cada estirpe foi cultivada em meio liquido DYGS sob agitacéo a
150 rpm por 24 a 30°C até atingir D.0.600=0,9-1. Posteriormente, 1ul de cultura
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bacteriana foi inoculada em 6 ml de meio DYGS suplementado com L-triptofano na
concentracéo final de 200ug mi™. Os tubos foram mantidos no escuro sob agitacio de 150
rpm em uma temperatura de 30°C e foram realizadas medi¢bes apds o crescimento das
culturas pelo periodo de 24, 48 e 72 horas. Para cada avaliagdo, aliquotas de 1 ml foram
centrifugadas a 2039 g por 15 minutos. Em microplacas, 150ul do sobrenadante foi
misturado a 100l do reagente de Salkowski, sendo as mesmas incubadas no escuro por 30
minutos & temperatura ambiente. Apos este periodo foram realizadas leituras utilizando-se
espectrofotometro (Labsystems iIEMS Reader MF) e os dados de absorbancia foram
processados pelo programa Ascent Software for IEMS Reader MF. As estirpes
Azospirillum brasilense SP7 e Herbaspirillum seropedicae ZAE94 foram utilizados como
controles positivos. As leituras foram normatizadas por meio de uma curva padrdo
previamente obtida com concentrag¢des conhecidas de &cido 3-indol-aceético.

3.4.  Caracterizagdo molecular das estirpes:
a) Extracdo do DNA

A extracdo do DNA total foi realizada com auxilio do kit para extracdo de DNA
genémico WIZARD Genomic DNA purification kit (Promega Corporation, Madison,
USA). O DNA extraido foi analisado segundo Sambrook e Russell (2001) e quantificado
em gel de agarose 1%. Apos a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo (10
ug.ml™), descorado em &gua destilada por 30 minutos e, em seguida, fotografado sob luz
ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®).

b) Amplificacdo do gene 16S RNAr

Para a amplificacdo do gene 16S RNAr foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando-se os iniciadores 27f e 1492R descritos por Osborne et al.
(2005) (Tabela 3). Cada reagao de amplificagdo teve um volume final de 50 pl e foi
composta de 50 ng de DNA gendmico; tampao 1X; Tween 20 %; 3 mM de MgCl,; 200
mM de cada dNTP; 2 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) e 10 uM de cada iniciador.
As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research).
Os ciclos de amplificacdo constituiram de uma desnaturacao inicial de 94°C por 3 minutos
seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, uma etapa de anelamento a
58°C por 1 minuto e uma etapa de extensdo a 72°C por 2 minutos. Ao final de 35 ciclos,
foi efetuada uma ltima etapa de extenséo a 72°C por 5 minutos.

¢) Amplificacdo do gene nifH.

Para a amplificacdo do fragmento referente ao gene nifH, foi utilizada a
combinacédo de iniciadores descritos por Poly et al. (2001) (Tabela 2). Na reacdo de PCR
com volume final de 50 pl, foram utilizados 50 ng de DNA bacteriano; tampao de reacdo
1X; 3 mM MgCI2; 200 mM de cada dNTP; 1,5 U de Tag DNA polimerase (Fermentas) e 1
uM de cada iniciador. A reacdo de amplificagéo foi realizada em termociclador PTC 100
(MJ Research) com uma desnaturacao inicial de 94°C por 2 min seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a temperatura de 56 °C por 45 s e extensdao
a 72 °C por 45 s, e uma extensdo final a 72 °C por 5 min.

14



Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reacdes de amplificacdo do gene nifH e respectivas
Sequéncia s de nucleotideos.

Iniciador Sequéncia 5°—3’ Referéncia

Pol F TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC

POLY etal., 2001
Pol R ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA

Ao final da reacdo, os produtos dos genes 16S RNAr e nifH foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% segundo Sambrook e Russell (2001). Foram
submetidos 5 ul de cada amostra, juntamente com 2 ul de tampao da amostra e submetidos
a uma voltagem de 90 volts por 1 horas em tampdo TAE 1X. Em seguida, o gel foi corado
com solucéo de brometo de etideo (0,5 pg ml™) e visualizado sob a luz ultravioleta em
fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak®) para avaliacdo do produto amplificado com
relacdo ao sucesso da reacdo, tamanho e concentracao.

d) Purificacdo do produto da amplificacao

Para a purificagdo dos fragmentos amplificados 32 pl de produto de PCR foi
misturado a 0,1 volume de acetato de sédio (CH3COONa) 3M (pH 5,5) e 2,5 volumes de
etanol 99,8% gelado. A mistura foi incubada a 20° C durante a noite. Posteriormente a
mistura foi centrifugada por 30 minutos a 15996 g a 4 °C e o0 sobrenadante descartado.
Foram adicionados 300 pl de etanol 70% gelado e a amostra foi centrifugada por 10
minutos a 15996 g a 4 °C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi mantido a
temperatura ambiente até secar completamente, sendo posteriormente ressuspendido em 20
pl de H,O para PCR (SAMBROOK et al., 1989)

e) Sequenciamento dos fragmentos

O Sequenciamento do gene 16S RNAr das estirpes foi realizado pelo Laboratério
de Genoma da Embrapa Agrobiologia. Para o sequenciamento do gene 16S RNAr foram
utilizados os iniciadores relacionados na Tabela 3 e para o nifH foram usados os primers
descritos na tabela 2. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 200 ng dos produtos de
PCR purificados, 1 pl de cada iniciador 5,0 uM, 4,0 pl do kit “TE Dynamics Kit”(GE
Healthcare) e d4gua ultrapura (ultraPURETM, Invitrogen Co.) para o volume final de 10 pl.
As condicGes para a reacdo de sequenciamento foram: 25 ciclos de desnaturacéo
anelamento e extensdo de 95 °C por 25 seg., 58 °C por 15 seg.; 60 °C por 1 min,
respectivamente. Apos a reacdo de marcacdo, as amostras foram precipitadas adicionando
1,0 pl de acetado de am6nio 7,5 M e 27,5 pl de etanol e foram incubadas a 4 °C por uma
noite, ap6s a incubacdo foram centrifugadas a 3220 g por 45 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 100 pl de etanol 70% e
novamente centrifugado 3220 g por 10 minutos a 4 °C. As amostras foram secas ao ar, e
ressuspendidas em 7,5 pl de tampao de sequenciamento para Mega BACE (“loading”) e
analisadas em seqiienciador automatico MegaBACE1000 (GE Healthcare). As Sequéncia
s contiguas foram montadas a partir das Sequéncia s diretas e reversas utilizando-se 0s
programas PHRED/PHRAP (EWING et al., 1998; EWING e GREEN, 1998) ou
CAP3/CONSED (GORDON et al., 1998; HUANG e MADAN, 1999) em ambiente Linux
pelo setor de bioinformética da Embrapa Agrobiologia.
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para sequenciamento do gene 16S RNAr das estirpes.

Iniciador Sequéncia (5°—>3’) Referéncia

27f AGA GTT TGATCC TGG CTC AG OSBORNE et al., 2005
1492R GGY TACCTT GTT ACGACTT OSBORNE et al., 2005
362F CTC CTA CGG GAG GCA GCA GTT GGG MENNA et al., 2006
786F CGA AAG CGT GGG GAG CAA ACA GG MENNA et al., 2006
RU6 ATG GCT GTC GTC AGC TCG WANG et al., 1996
U3 GWA TTA CCG CGG CKG CTG WANG et al., 1996
U2 TGC TGC CTC CCG TAG GAG WANG et al., 1996
1110R TTA GCA AGT AAG GAT ATG GGT CHO et al., 2006

f) Analise de similaridade e filogenia

A pesquisa por similaridade foi realizada pelo programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as Sequéncias contiguas
possuindo em média 1500 pares de base para o gene 16S RNAr e 360 pares de base para o
gene nifH. O programa MegaBLAST (ZHANG et al., 2000), cuja comparagdo se da pela
pesquisa contra 0 banco de dados de nucleotideos NCBI, foi utilizado para fazer as
comparacOes. Para a construcdo da arvore filogenética, as Sequéncia s foram alinhadas
usando o programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). A arvore foi construida usando o
método Neighbor-Joining baseada na comparagdo de aproximadamente 1400 pb (SAITOU
e NEI, 1987). O método de bootstrap com 1000 repeticbes foi usado para avaliar a
topologia da arvore filogenética (FELSENSTEIN, 1985). A distancia evolucionaria foi
computada usando o método Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980) e a analise
filogenética foi conduzida no programa MEGAS5.

3.5.  Experimento de inoculacdo em casa de vegetacdo com estirpes selecionadas
a) Estirpes e preparo do inoculante.

Foram utilizadas as estirpes selecionadas pelas caracteristicas de solubilizar P in
vitro, producdo de AIA e reducdo de acetileno: H. seropedicae H18, H. seropedicae ZA15
e B. vietnamiensis AR114. Além das estirpes de referéncia H. seropedicae ZAE94, G.
diazotrophicus PAL5 e A.chroochoccum AC1. As estirpes foram reativadas em tubos de
ensaio contendo 5 ml de meio DYGS, a 30° C sob agitagéo a 150 rpm por 48 horas para G.
diazotrophicus e 24 horas para as demais estirpes. Em seguida foram semeadas em placas
com meio semi-especifico, NFb 3x para as pertencentes ao género Herbaspirillum, LGI-P
para G. diazotrophicus PAL5 (DOBEREINER et al., 1995) e ASHBY para A.
chroochoccum AC1 (BONILLA et al., 2000). Apos a verificacdo da pureza, as estirpes
foram multiplicadas em tubos contendo meio DYGS nas condicOes citadas anteriormente.
As células foram lavadas com solugéo salina e a D.O. gy foi ajustada para 0,9-1. 5 ml foi
inoculado em erlenmayers de 250 ml contendo 50 ml do meio DYGS a 30° C sob agitagédo
a 150 rpm por 48 horas para G. diazotrophicus PALS5 e 24 horas para o restante das
estirpes. O numero de células viaveis foi determinado pelo método de microplaca, no
respectivo meio para cada bactéria (SPENCER e RAGOUT, 2001), segundo o descrito no
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item 3.2.2. 15 ml do caldo bacteriano foram adicionados em sacos de polipropileno
contendo 35 g de turfa para produzir o inoculante utilizado. Este foi homogeinizado e
incubado a 30°C por um periodo de 24 horas (fase de maturacao).

b) Caracterizacdo do material turfoso utilizado, solo e cultivar de arroz utilizado

A analise da turfa utilizada como veiculo de inoculacdo apresentou as seguintes
caracteristicas: pH 3,4 (em H,0), teores de Al 8,5 (cmolc/dm?®), Ca 7,1 (cmolc/dm®), Mg
6,9 (cmolc/dm?®), P 22 (mg/dm®), K 47 (mg/dm®) e Matéria Organica (MO) de 72 (g de
MO. kg-1 de massa seca). Neste estudo foi usada a cultivar de arroz IR42, que tem um alto
potencial para a fixacdo bioldgica de nitrogénio (OLIVEIRA, 1994; KUNDU e LADHA,
1995). A terra utilizada oriunda do Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia foi
coletada nos primeiros 20 cm do horizonte A de um Argissolo Vermelho Amarelo, Série
Itaguai. A partir da anélise quimica do solo (Tabela 4), o pH, foi corrigido com 3,75 g Kg™
(7,50 Kg ha™) de calcario agricola dolomitico. 100 mg de P Kg™ (200 Kg ha™) na forma de
fosfato super simples e PTC. Como fonte de micronutrientes foi aplicado FTE-BR12 na
quantidade de 0,3 g kg™ (0,6 Kg ha™) de solo. A adubacéo nitrogenada foi parcelada trés
vezes aplicando-se 15 mg de N kg™ no plantio, 15 mg kg™ no estadio vegetativo e 30 mg
kg™ na floragdo na forma de sulfato de aménio, utilizando em total 60 mg de N Kg™ (120
Kg ha™). Para o tratamento completo (Alto N) foi aplicado 30 mg kg™ no plantio 35 mg kg™
'ho es}édio vegetativo e 70 mg kg™ na floracdo, utilizando em total 135 mg de N Kg™ (270
Kg ha™).

Tabela 4. Andlise quimica da terra utilizada no experimento.

pHem H,O Al Ca+Mg Ca Mg P K N M.O.
cmol, dm™ mg dm™ %
5,10 0,00 2,30 1,50 0,70 * 31,00 0,12 1,69

*Resultado abaixo de 5 mg dm™
c) Preparo e controle de qualidade do inoculante utilizado.

As sementes de arroz foram umidecidas com agua estéril e misturadas com a turfa
numa proporgdo de 250 g de inoculante para cada 20 kg de sementes de arroz
(FERREIRA, 2004). Em seguida as sementes inoculadas foram colocadas para secar a
sombra. Para a preparacao do inculante com a mistura das seis estirpes foram tomados 20 g
de cada inoculante e misturados uniformemente para depois ser utilizado. Foi realizada a
contagem do nimero mais provavel das células dos inoculantes e da populacdo aderida as
sementes de acordo com (DOBEREINER et al., 1995), excetuando-se o inoculante e as
sementes inoculadas com a estirpe AC1 de A. chroochoccum onde se utilizou a técnica de
contagem em microgota no meio ASHBY solido segundo Spencer e Ragout 2001.

d) Plantio e delineamento experimental

O experimento foi realizado em 22 de outubro de 2010 e instalado em vasos com
capacidade para 6 kg e contendo 4 kg de solo ndo estéril. O plantio foi feito com 4
sementes por vaso, sendo feito desbaste deixando-se 2 plantas/vaso realizada aos 25 dias
apos o plantio (DAP). Os vasos foram inundados aos 30 dias sendo mantida uma lamina de
agua de 2 cm sempre na mesma altura durante a realizagdo do experimento. O experimento
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foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, Seropédica — RJ e 0
delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticbes, em arranjo
fatorial 9 x 2 com 9 manejos diferentes (Tabela 5), 2 fontes de P (fosfato tricalcico e super
fosfato simples) e 2 épocas de coleta (Estadio vegetativo e maturacdo de gréos),
totalizando 160 vasos.

Tabela 5. Tratamentos utilizados no experimento em casa de vegetacao.

NUmero Tratamentos
Herbaspirillum seropedicae H18
Herbaspirillum seropedicae ZA15
Herbaspirillum seropedicae ZAE94
Burkholderia vietnamiensis AR114
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS
Azotobacter chroochoccum AC1
Mistura das estirpes
N4o inoculado (60 mg de N Kg™ de solo)
Alto N (135 mg de N Kg ™ de solo)

[EEN

© 00 N O o1l A W DN

e) Determinacdes

Estimativa do nimero mais provavel (NMP)

Foi utilizada a técnica do NMP de acordo com a metodologia descrita por
Ddbereiner et al. (1995). A contagem foi feita em duas épocas, no periodo vegetativo (60
DAP) e no florescimento (90 DAP). Foram trituradas 5 g de raiz lavada no liquidificador,
na presenca de 45 ml de &gua destilada estéril e em seguida foram diluidos seriadamente
ate 10°. Logo apés, 100! das 4 mais diluidas foram colocados em frascos com 5 ml dos
meios LGI-P, IMV, e INFB. A contagem foi feita de 7-10 dias de incubac&o.

Acumulo de biomassa e nutrientes

A colheita do material vegetal foi feita em duas épocas, no periodo vegetativo (60
DAP) e maturagdo do grdo (120 DAP). Os parametros agrondmicos analisados foram
matéria seca, teores de N e P, a relacdo massa seca raiz/parte aérea, producdo de massa
seca dos graos, peso de 1000 espiguetas e o indice de colheita. Adicionalmente na primeira
colheita foi analisado o numero de perfis por planta e cumprimento das plantas enquanto
que na segunda colheita foi analisado o nimero de paniculas por planta. O indice de
colheita foi obtido pela relacdo entre a massa seca dos graos e a parte aérea.

Para a quantificacdo do teor de nitrogénio, foi seguida a metodologia proposta por
Silva e Queiroz (2002), pelo método de Kjeldahl. Nos mesmos extratos mineralizados,
foram determinados os teores de P, pelo método colorimétrico vanadato-molibdato
(TEDESCO et al., 1995). Os acumulos de N, P foram obtidos pelo produto entre a massa
seca e os teores dos nutrientes em cada parte do vegetal.

Anélise estatistica dos dados

Foi testada a normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de
Cockran e Bartlet) dos dados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983). Logo, foram
feitas analises de varidncia usando o programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2003) e
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comparacdo de médias pelo teste Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974) a 5 % de
probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecao de bactérias diazotroficas solubilizadoras de Pl

4.1.1. Selecdo do meio de cultura e avaliagcdo de solubilizacdo de fosfatos em meio
solido

Nenhuma das estirpes proporcionou formacdo de halo no meio NFB modificado -
suplementado com 0,5% de Cas(PO4), como fonte de P (Tabela 6). Este resultado indica
que o acido maélico ndo ¢ uma boa fonte de carbono para selecionar microrganismos
solubilizadores de PIl, conforme as condi¢Ges utilizadas no experimento. Resultado
semelhante foi obtido por Alikhani et al. (2006) que utilizou manitol como fonte de
carbono para a selecdo de rizobios e concluiu que o uso de manitol ndo é apropriado para
observar a atividade de solubilizacdo de P orgénico e inorganico nas estirpes avaliadas.
Nos demais meios foi empregada a glicose como fonte de carbono. Segundo Silva Filho e
Vidor (2000), o fator que tem maior efeito sobre a solubilizacdo de fosfatos em meios
solidos é a fonte de carbono utilizada, e geralmente os maiores halos de solubilizacdo séo
obtidos com a glicose.

As estirpes AR114 e G. diazotrophicus PALS5 (controle positivo) formaram halo em
torno da col6nia nos meios em placa LG, LG (pH:5,5), NBRIP, SRSM1 e NFB modificado
guando avaliados 8 dias apds a incubacdo a 30°C, o que indica sua capacidade de
solubilizar fosfato em diferentes condigdes. A estirpe AR1121 proporcionou formagéo de
halo nos meios sélidos NBRIP, NFB modificado e GL (pH 5,8) enquanto que a estirpe
AR1122 formou halo nos meios anteriores e o meio GL (Figura 2).

O maior indice de solubilizacdo foi observado no meio NFB modificado pela estirpe
AR114 seguida de G. diazotrophicus PAL5 no meio GL (pH: 5,5) (Tabela 6). No meio GL
e NFB modificado, 16 dentre as 25 estirpes cresceram, mas ndo formaram halo de
solubilizacdo, semelhante a estirpe padrdo H. seropedicae HRC 54 conforme mostrada na
figura 2. Resultados semelhantes foram obtidos por Nautiyal (1999) que comparou 0s
halos formados em placas de meios NBRIP e Pikovskaya por oito bactérias pertencentes
aos géneros Bacillus e Pseudomonas. Entre as bactérias testadas, P. aerogenes ndo
produziu halo nos meios testados, enquanto Pseudomonas sp. 1 ndo produziu halo nas
placas do meio Pikovskaya.

A estirpe H18 previamente caracterizada como Herbaspirillum sp apresentou
formacdo de halo apenas no meio GL com o pH ajustado para 5,5 (Figura 2 e Tabela 6).
Este resultado mostra que o meio GL modificado permite observar a atividade de
solubilizacdo de fosfato em placa para um maior nimero de estirpes diazotréficas,
incluindo estirpes que ainda ndo se havia observado este fenétipo, como por exemplo,
Herbaspirillum sp.
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G. diazotrophicus AR1122 H18

AR1121 AR114 H. Seropedicae HRC54

Figura 2. Formacdo do halo de solubilizacdo de fosforo inorganico no meio GL (pH:5,5)
pelas estirpes isoladas de plantas de arroz, crescidas por 8 dias.

Tabela 6. indice de solubilizacio (IS) das estirpes com capacidade de solubilizar fésforo
inorganico e da estirpe tipo Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 nos
diferentes meios de cultura, ap6s 8 dias de crescimento.

Meio Estirpes
de cultivo AR1121 AR1122 H18 PALS AR114

NFB - - - - -

NFB glicose 150+0,18 2,18+0,32 - 2,08+0,18 3,16+0,14
SRSM1 - - - 1,38+0,16 1,29+0,20
GL (pH 5,8) - 1,53+ 0,06 - 292+043 1,71+0,05
GL (pH 5,5) 1,34+0,07 184+032 167+0,18 207+£008 1,72+0,1
NBRIP 1,40+0,08 1,52+0,08 - 161+0,14 1,30+0,13

- N&o houve formacéo de halo

Os resultados do experimento de selecdo de estirpes com capacidade de solubilizar Pl
nos meios solidos NBRIP e GL (pH:5,5) mostraram que as estirpes H18 e ZA15
solubilizaram Pl no meio GL, mas ndo no meio NBRIP. As estirpes AR1121, AR1122,
AR1125, AR114, VR2236 e o controle G. diazotrophicus PAL5 apresentaram atividade
nos meios GL e NBRIP. Por outro lado, as estirpes restantes apresentaram crescimento
sem a formacgdo de halo, indicativo de sua incapacidade em solubilizar fosfatos nas
condigdes do experimento (Figura 2).

Das 49 estirpes estudadas, 14% solubilizaram P1 no meio GL e 10% no meio NBRIP.
Alikhani et al. (2006) testaram 446 estirpes de rizobios quanto a sua capacidade em
mobilizar Pl, dos quais 44% formaram halo no meio basal Sperber suplementado com
fosfato tricalcico. J& Antoun et al. (1998) testaram 266 cepas de rizobios obtidas de
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laboratdrios da Australia, Colémbia, Egito e América do Norte e constataram que 144
(54%) solubilizaram fosfato bicalcico em meio sélido Goldstein suplementado com
vitaminas.

A variacdo nos resultados pode ser explicada pela fonte de N dos meios, 0 meio GL
contém levedura como fonte de N e 0 meio NBRIP contém (NH,;).SO, como fonte de N.
Trabalhos realizados por Nautiyal (1999) mostraram que a presenca de extrato de levedura
no meio Pikovskaya ndo favoreceu a solubilizacdo do fosfato pela estirpe Pseudomonas
sp2. Entretanto, quando usou KNO3 como Unica fonte de nitrogénio, os autores verificaram
a diminuicéo da solubilizacdo em 27,1% quando comparado com (NH;).SO4. No entanto,
Halder e Chakrabartty (1993) observaram que a atividade de solubilizacdo de Pl de
algumas estirpes do género Rhizobium foi maior em um meio sem NH,; mas, contendo 0,4
g I'*de extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

4.1.2. Quantificacéo da solubilizacéo de fosfato em meio liquido NBRIP

Foi realizada a quantificacdo de P liberado em meio liquido NBRIP nas 7 estirpes
que apresentaram formacdo de halo nos meios sélidos NBRIP e GL com pH de 5,5
juntamente com a estirpe G. diazotrophicus PAL5 usada como controle positivo. N&o foi
empregado o meio GL (pH: 5,5) por apresentar uma grande quantidade de P soltvel no
meio apds esterilizagdo provavelmente por apresentar um decréscimo do pH inicial de 5,5
para 4,6. Ja o pH no meio NBRIP diminuiu de 7,0 para 6,4.

Os resultados mostram que todas as estirpes avaliadas solubilizaram Pl e
acidificaram o meio liquido NBRIP (Figura 4). As estirpes pertencentes ao género
Burkholderia e a estirpe PALS apresentaram seu pico maximo de solubilizagcdo no quinto
dia apds o crescimento. A estirpe que solubilizou maior quantidade de fosfato no quinto
dia foi G. diazotrophicus PAL5 com 239,2 mg.I", seguida pelas estirpes do género
Burkholderia AR114, AR1125, VR2236, AR1121 e AR1122 com 229,7; 225,9; 205,9;
204,7; 189,8 mg.I™, respectivamente. Apds o quinto dia, todas as estirpes apresentaram um
decréscimo na quantidade de P no meio.

A estirpe G. diazotrophicus PAL5 apresentou uma alta relacdo entre o pH e a
solubilizacdo de PI. No quinto dia houve maior solubilizacdo de PI ja que o pH diminuiu
de 6,4 para 4,3 porém foi observado um maior nimero de células (Figura 3). E provavel
gue no estagio exponencial ocorra um intenso metabolismo aerébico com o consumo da
glicose pela acdo da enzima GDH-PQQ produzindo o &cido glucénico, resultando assim
em uma reducdo do pH e desta forma sugerindo ser este o principal mecanismo de
solubilizacdo de PI desta estirpe. Estudos realizados por Intorne et al. (2009) com mutantes
de G. diazotrophicus defectivos na solubilizacdo de Cas(PO4);OH e Zn em placas
mostraram que o principal mecanismo envolvido na solubilizacdo de P é a producdo de
acido gluconico via oxidacdo direta da glicose pela GDH-PQQ. Resultados similares foram
obtidos por Crespo et al. (2011) com G. diazotrophicus PAL5 que utilizaram o meio
NBRIP suplementado com hydroxyapatita como Unica fonte de P. Os autores mostraram
aumento do fosforo solivel com o aumento do acido glucénico e a diminuigdo do pH no
meio até 80 horas apos a inoculagéo. Este estudo também corroborou como o principal
mecanismo de solubilizacdo a produgdo de 4&cido glucénico via PQQ-GDH. Uma
alcalinizacdo do meio foi observado ap0ds o quinto dia, possivelmente pela degradacéo do
acido gluconico e ocosionando uma reprecipitacdo do P e uma diminui¢do da populagdo
(Figura 3). O &cido glucénico é uma importante fonte de carbono para a estirpe G.
diazotrophicus PALS5 (STEPHAN et al., 1991). Crespo et al. (2011) determinaram que para
o crescimento celular G. diazotrophicus PAL5 emprega de 10-15 mg.l™" de fésforo,
descartando a possibilidade da diminui¢do na concentragdo de P por autoconsumo.
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As estirpes AR1121, AR1122, AR1125, caracterizadas como Burkholderia
vietnamiensis e a estirpe VR2236 caracterizada como Burkholderia kururiensis tiveram um
comportamento similar no decorrer do experimento (Figura 3). Até o quinto dia as estirpes
liberam fosfato no meio, a0 mesmo tempo em que se observa uma reducao significativa no
pH do meio de cultura, sugerindo que a secrecdo de acidos organicos pelas bactérias € um
dos mecanismos para solubilizar o fosfato tricalcico no meio. Resultados similares foram
observados por Park et al. (2010) utilizando a estirpe Burkholderia viethamiensis M6, que
solubilizou diferentes fontes de fosfato. A concentracdo de &cido glucénico e acido 2-
cetoglucdnico no meio de cultura aumentou com a idade da cultura, atingindo o maximo
em 30 h quando houve uma maior acidificagdo no meio de cultura. A quelacdo também por
acido gluconico e 2-cetogluconico foi descrita por Park et al. (2010) como um dos
mecanismos de solubilizagdo por B. vietnamiensis. Estudos com a estirpe Burkholderia
cepacia CC-Al74 demonstraram que o principal mecanismo de solubilizacdo de Pl é a
acidificacdo (liberagdo de prétons) pela producdo do acido glucdnico (LIN et al., 2006).

A partir do sexto dia até o final do experimento foi observado uma reducdo na
concentragdo de fosfato no meio de 90, 80, 84, 52 e 87% para as estirpes AR1121,
AR1122, AR1125, AR114 e VR2236, respectivamente. A diminui¢do da concentracdo de
fosfato a partir do quinto dia pode ser explicada pelo aumento do pH, possivelmente pela
degradacdo dos acidos organicos produzidos previamente, levando a um aumento no pH
(Figura 4). Lin et al. (2006) observaram maior solubilizagdo no quinto dia com
Burkholderia cepacia CC-Al74, e logo uma diminuicdo na quantidade de fosfato soltvel.
O autor afirmou que a diminuigdo na quantidade de fosfato pode estar relacionada com a
ligacdo do fosfato aos metais (Fe, Ca, Mn, Mg, K) presentes no meio liquido resultando
assim em formas insolUveis. A estirpe Burkholderia vietnamiensis AR114 apresentou uma
maior eficiéncia de solubilizacdo de PTC apds 14 dias, provavelmente porque manteve seu
pH baixo durante o periodo do experimento. Resultados diferentes foram mostrados por
Alikhani et al. (2006) que, observaram que o P solavel liberado pelas estirpes
Mesorhizobium sp, Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens € Rhizobium leguminosarum
crescidas em meio Sperber, aumentou de forma significativa (P <0,05) durante o periodo
de avaliacdo de 15 dias.

As estirpes ZA15 (Herbaspirillum sp.) e a estirpe H18 (Herbaspirillum
seropedicae) apresentaram crescimento similar com acidificacdo do meio e solubilizagédo
de fosfato (Figura 3). A capacidade de solubilizacdo foi menor quando comparada com as
outras estirpes. A partir do quinto dia a quantidade de P solGvel no meio se manteve
estavel, atingindo uma concentracéo de 15, 47 e 17,03 mg.I™ no dia 14 (Figura 4). O pH
diminuiu no quinto dia porém foi mantido entre 4,8 e 5 até o final do experimento. A
populacéo foi superior a 10° UFC mI™ no dia 14, indicando que inicialmente ocorreu uma
rapida multiplicacdo e a partir do segundo dia se manteve em fase estacionaria.

A menor solubilizagdo de fosfato observada com as estirpes ZA15 e H18 pode ser
explicada por uma menor producdo de acidos e, portanto menor diminuicdo do pH. Outra
possibilidade seria a ja exposta por Rodriguez et al. (2000) com Azospirillum brasilense e
que se refere ao auto-consumo do fosfato soltvel para o crescimento e manutencdo de uma
alta populacdo bacteriana. Assim, uma maior quantidade de fosfato foi provavelmente
solubilizada durante a fase exponencial e logo utilizada para manutengéo celular. Baixas
quantidades de fosfato também ja& foram quantificadas por Rodriguez et al. (2004) em A.
brasilense e A. lipoferum, o mesmo autor quantificou acido glucénico no meio de cultura e
0 associou como um possivel mecanismo de solubilizacdo de Cas(PO,),. Este € o primeiro
resultado sobre a solubilizag&o de P em Herbaspirillum spp o qual evidencia que este pode
ser outro mecanismo envolvido na promocdo de crescimento nas relacGes rizosféricas da
bactéria com a planta.
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As estirpes do género Herbaspirillum ndo formaram halo em placas do meio

NBRIP (Figura 4), entretanto apresentaram capacidade de dissolver Pl na forma de
Caz(PO4) em meio liquido NBRIP. O método de solubilizacdo em placa produziu
resultados contraditorios em relagdo ao método de solubilizacdo em meio liquido,
sugerindo que a selecdo de cepas por meio da metodologia em placa pode subestimar a
quantidade de estirpes com capacidade de solubilizar P. No entanto, Rodriguez e Fraga
(1999) recomendam o uso desta metodologia para o isolamento e caracterizacdo preliminar
de bactérias solubilizadoras de PI. Nao foi encontrada relacdo entre o I.S. e a quantidade de
P solubilizado pelas estirpes em meio liquido, sendo esta apenas uma analise qualitativa da

capacidade de solubilizar PI (Tabela 7).
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Figura 4. Solubilizacdo de Caz(PO,), em meio sélido (I.S) e em meio liquido (fosfato
liberado) NBRIP analisados aos 5 dias (Figura 1a) e aos 14 dias (figura 1b) apds
inoculacédo. As barras indicam o erro padrao de trés repeticoes.

Os valores do coeficiente de correlagdo de Pearson (Tabela 7) apresentaram uma
associacdo fraca positiva e significativa entre a populacdo bacteriana e a solubilizacdo de
P, indicando que um maior nimero de células aumenta a quantidade de P solubilizado. A
solubilizacdo de Pl e a populacdo bacteriana mostraram uma relacdo moderada negativa e
significativa com o pH no meio liquido NBRIP. Desta forma, podemos inferir que o pH
influencia a solubilizacdo de Pi e a populacdo bacteriana.

Tabela 7. Coeficientes de correlagéo obtidos dos tratamentos utilizados no experimento.

Correlacédo de Pearson
pH Populagdo bacteriana Solubilizacéo de P

pH - -0.761 ** -0.667**
Populacdo Bacteriana - - -0.416**
Indice de Solubilizacdo - - -,343

** Significativo ao p < 0.01 (n=40)
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Na natureza existe uma grande varia¢do no tipo e quantidade dos agucares presentes
nos exsudatos radiculares das plantas. Os aglcares mais frequentes e abundantes
detectados em raizesde plantas de arroz séo a glicose, arabinose, galactose, manose e acido
glucurdnico (BACILO-JIMENEZ et al., 2003). Estes aspectos sugerem que a capacidade
da estirpe de solubilizar Pl na presenca de diferentes fontes de carbono presentes nos
exsudatos devem ser usados como critério de selecéo de estirpes para inoculacao de arroz.

E conhecido que a capacidade tampdo dos solos pode limitar a capacidade de
solubilizar P dos microorganismos rizosféricos (WHITELAW, 2000). Outro fato que deve
ser considerado em futuros trabalhos é o emprego de tampdes como 0 EDTA no meio de
cultura liquido para reproduzir melhor as condigbes do solo e desta forma obter
microorganismos com maior potencial de solubilizacao de P.

4.2.  Analise de outras caracteristicas promotoras de crescimento vegetal
4.2.1. Atividade de reducédo de acetileno (ARA)

Todas as estirpes apresentaram a capacidade de reduzir o acetileno a etileno (Figura 5).
Os resultados mostraram que houve grande variabilidade na quantidade de etileno
produzido pelas diferentes estirpes, apresentando valores entre 4,2 e 43,7 nmol de etileno
por mg de proteina total. Rodrigues (2003) também encontraram grande variabilidade na
atividade da nitrogenase entre estirpes do género Herbaspirillum obtidos de arroz.
Trabalhos desenvolvidos por Perin (2007) com estirpes do género Burkholderia isoladas de
cana de acucar e Videira (2008) com estirpes do género Sphingomonas isoladas de arroz
também apresentaram uma alta variabilidade na atividade da nitrogenase entre estirpes. A
bactéria que apresentou a maior atividade de reducdo de acetileno foi Azospirillum
brasilense SP7, usada como controle, seguida pelas estirpes Herbaspirillum seropedicae
ZAE94 e Herbaspirillum seropedicae H18. As estirpes que apresentaram a menor ARA
foram a AR1122 e AR1121.

A reducdo de acetileno € usada para estimar indiretamente a capacidade do complexo
nitrogenase para realizar a reducdo de nitrogénio molecular a duas moléculas de amonia,
isto, porque o acetileno tem uma estrutura semelhante ao nitrogénio molecular, em
particular no nimero de ligacGes entre os atomos C e N das moléculas, respectivamente
(LEIGH, 2002). A fixacdo de nitrogénio tem sido amplamente divulgada por seu
importante papel no aumento da disponibilidade de nitrogénio para absor¢éo pelas plantas
(SEVILLA e KENNEDY, 2000). Isto porque, em alguns solos este elemento é limitante
para alcancar ou manter uma alta produtividade, pois o conteido de N é muitas vezes
limitante para o crescimento das plantas, adicionado a isto é sabido que a adubacgdo
quimica agravou os problemas de poluicdo que atualmente vdo contra as novas tendéncias
da agricultura sustentavel (DI e CAMERON, 2002). Os resultados obtidos em laboratério
evidenciaram que a estirpe H18 e em menor grau a estirpe ZA15 podem ser possiveis
alternativas para serem utilizadas em inoculantes, pois mostraram uma maior capacidade
em reduzir o nitrogénio atmosférico. No entanto, estes resultados devem ser corroborados
com estudos em condicdes de campo onde a fixacdo de nitrogénio pode ser alterada por
uma ampla gama de fatores bidticos e abidticos (COCKING, 2002).
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Figura 5. Atividade da nitrogenase (ARA) das estirpes diazotroficas solubilizadoras de P e
estirpes padrdes utilizadas. Como controle: Herbaspirillum seropedicae ZAE94
e Azospirillum brasilense SP7. Média de trés repeticoes.

4.2.2. Avaliagdo das estirpes selecionadas quanto a producédo de Auxinas

Os resultados mostraram que todas as estirpes possuem a capacidade de produzir
compostos indolicos. As estirpes AR114, ZA15 e H18 apresentaram producdo méaxima de
compostos indolicos ap6s 48h de cultivo (Figura 6). Entretanto, as estirpes produziram
uma quantidade menor de indoles ap6s 72 h de cultivo quando comparados as estirpes
padrdes utilizadas como controle positivo.

As 48 h a estirpe H18 mostrou-se a melhor com uma producio de
aproximadamente 25 mg/ml de indoles, seguido pelas estirpes ZA15 e ZAE94. No entanto,
as estirpes ZA15 e H18 apresentaram uma diminuicdo significativa na concentracdo dos
compostos indolicos apds 72 h de incubacdo. O restante das estirpes apresentaram um
aumento na sintese de auxinas diretamente associados com os tempos de incubacgdo. As
auxinas, em particular o acido indol acético pode chegar a intermediar a proliferacdo de
raizes, com o conseqliente aumento da capacidade para extrair tanto &gua quanto nutrientes
do solo (YUWONO et al. 2005). A maioria das bactérias associadas a raiz que mostram
um efeito benéfico sobre as plantas tem demonstrado serem capazes de produzir &cido-3-
indolacético (AlA), e sua inoculacdo sobre diferentes cultivos tem resultado em um
incremento no crescimento da raiz e/ou no aumento na formacao de raizes laterais e pelos
radiculares (PATTEN e GLICK, 2002b; RAJKUMAR et al., 2005). Deve-se destacar que a
sintese de auxinas nas plantas ocorre na parte aérea, sdo transportadas basipetalmente e se
dirigem até as extremidades das raizes, de modo que o efeito bacteriano resulta ser direto
sobre o desenvolvimento da planta (MARTIN e ELLIOTT, 1984). No entanto, a
disponibilidade de intermediarios para a sintese de AIA, provenientes dos exsudatos
radiculares da planta, especialmente L-triptofano, geralmente é limitante para a promocao
devido a este fitohormonio (DIMKPA et al., 2009). Em algumas ocasifes uma alta
concentracdo de AIA nas raizes poderia gerar uma inibicdo em seu desenvolvimento,
devido a relagdo que este tipo de composto pode exercer direta ou indiretamente sobre a
sintese de etileno (GLICK et al., 2007; ELIASSON et al., 1989). Este experimento
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permitiu evidenciar um efeito de diminuicdo no contetdo de compostos indolicos entre o
segundo e terceiro dia de incubagdo. Este efeito ja havia sido observado em estudos
anteriores, que demonstraram que certos organismos podem ser capazes de degradar o AIA
(LEVEAU e GERARDS, 2008).

Além disso, alguns trabalhos evidenciam que outros horménios vegetais podem ser
clivados pela atividade microbiana chegando a ter um efeito positivo sobre o
desenvolvimento da planta, mesmo em presenca de estresses abidticos (DODD et al.,
2010). Desta forma, as estirpes ZA15, H18 e AR114 mostraram uma reducéo equivalente a
90, 45 e 13% no terceiro dia em relacdo ao dia anterior. Apesar de poucas pesquisas
focadas neste tema, acredita-se que no solo esta atividade, pode ter um importante papel na
interacdo entre os microorganismos e a planta (PII et al., 2007; SPAEPEN et al., 2007).
Tem se sugerido que i) as bactérias produtoras e degradadoras de indoles podem interagir
na rizosfera para estabelecer uma concentragédo especifica de AIA no exterior e no interior
da planta, ou ii) a planta poderia regular a composi¢do da comunidade rizosferica através
da secrecdo de AIA na rizosfera (DODD et al., 2010). Adicionalmente, o efeito
evidenciado neste estudo onde a mesma bactéria produziu e degradou indoles j& foi
reportado por Egebo et al. (1991) e Leveau e Lindow (2005).
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Figura 6. Producdo de compostos ind6licos em diferentes estagios de cultivo (24, 48 e 72/
horas) em meio DYGS suplementado com 200pg ml™de triptofano, estirpes
padrdes utilizadas. Como controle: Herbaspirillum seropedicae ZAE94 e
Azospirillum brasilense SP7. Media de 3 repeticdes.

4.3. Caracterizacdo molecular das estirpes
a) Analise do gene 16S RNAr
A combinacdo dos iniciadores 27F/1492R permitiram amplificar um fragmento de

tamanho esperado, ou seja, de aproximadamente 1500 pb de todas as 8 estirpes que
apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato (Figura 7).
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose (1%) do produto de amplificacdo do gene 16S
RNAr utilizando os iniciadores 27f e 1492R. Linhas PM: marcador de peso
molecular 1 kb ladder (Invitrogen®); 1: H18; 2: ZA15; 3: AR1121; 4:AR1122;
5: AR1125; 6: AR114; 7:VR2236.

As Sequéncia s obtidas a partir do produto de PCR foram submetidas as anélises
comparativas no banco de dados do NCBI, usando a ferramenta BLAST, para que
pudessem ser identificadas e classificadas (Tabela 8). Todos as estirpes apresentaram um
alto indice de similaridade, variando entre 98 e 100%, com Sequéncia s depositadas no
banco de dados. As estirpes solubilizadoras de fosfato AR1125, AR114, AR1121 e
AR1122 apresentaram elevado grau de similaridade com Sequéncia s do gene 16S RNAr
de Burkholderia viethamiensis enquanto que a estirpe VR2236 apresentou alta similaridade
com Burkholderia kururiensis (KP23), a estirpe ZA15 com Herbaspirillum sp e a estirpe
H18 com Herbaspirillum seropedicae (ZAE94).

Tabela 8. Resultado da analise de similaridade entre sequencias do gene 16s RNAr das
estirpes testadas utilizando BLAST.

Estirpe Numero de Descricéo Similaridade
acesso

ZA15 AB049133.1 Herbaspirillum sp. 99%
H18 NR_029329.1 Herbaspirillum seropedicae Z67 99%
VR2236 NR_024721.1 Burkholderia kururiensis KP23 99%
AR1125 CP000614.1 Burkholderia vietnamiensis G4 99%
AR114 EF114409.1 Burkholderia vietnamiensis G4 98%
AR1122 CP000614.1  Burkholderia vietnamiensis G4 100%
AR1121 CP000614.1 Burkholderia viethamiensis G4 99%

Baseado na analise de filogenia do gene 16S RNAr foi observado que as estirpes
AR1125, AR1121 e AR1122 apresentam grande similaridade com B. vietnamiensis
formando um grupo distinto enquanto que a estirpe AR114 possui uma menor similaridade
e formou um ramo separado. A estirpe VR2236 apresentou maior similaridade com a
estirpe padrdo B. kururiensis e forma um grupo junto com as espécies B. tropica e B.
silvatlantica. A estirpe H18 apresenta uma maior similaridade que a ZA15 com a estirpe
tipo Z67 de H. seropedicae, confirmando os dados do blast (Figura 8). Ambas formaram
um grupo distinto contendo as espécies H. seropedicae e H. rubrisubalbicans.
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Figura 8. Arvore filogenética baseada nas Sequéncia s parciais do gene 16S RNA,
incluindo as Sequéncia s das estirpes solubilizadores de Pl e outras
proteobactérias fixadoras de nitrogénio. A arvore foi gerada pelo método
neighbour-joining. Os nimeros mostrados nas conexdes indicam os valores de
bootstrap (percentual de 1000 repeticfes). A barra de escala indica a taxa de
substituicdo por base. Os numeros entre parénteses indicam a Sequéncia de
acesso do banco de dados NCBI.

b) Anélise do gene nifH
Todos as estirpes amplificaram o fragmento referente ao gene nifH (que codifica
para a Fe-proteina da nitrogenase), com tamanho esperado de aproximadamente 360 pb

(Figura 9). Este resultado mostra que as estirpes possuem a enzima nitrogenase, sendo,
portanto potenciais diazotréficos.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose (1%) do produto de amplificacdo do gene nifH
utilizando os iniciadores PoIR e PolF. Linhas PM: marcador de peso molecular
1 kb ladder (Invitrogen®); 1. H18; 2. ZA15; 3: AR1121; 4:AR1122; 5:
AR1125; 6: AR114; 7:VR2236.

As Sequéncia s obtidas foram submetidas as analises comparativas no banco de
dados do NCBI, usando a ferramenta BLAST (Tabela 9). Todas as estirpes apresentaram
um alto indice de similaridade, variando entre 94 e 100%, com Sequéncia s de
diazotroficos depositadas no banco de dados. As estirpes solubilizadoras de fosfato
AR1125, AR114, AR1121, e AR1122 apresentaram elevado grau de similaridade com
Sequéncia s do gene 16S rRNA de Burkholderia vietnamiensis (G4); a estirpe VR2236
com Burkholderia kururiensis (KP23) enquanto que as estirpes ZA15 e H18 apresentaram
alta similaridade com Herbaspirillum sp (Tabela 8).

Tabela 9. Resultado da andlise de similaridade entre sequencias do gene nifH das estirpes
testadas utilizando BLAST.

Estirpe  Numero de acesso Descricdo Similaridade
ZA15 AB196476.1 Herbaspirillum sp. 98%
H18 AB196476.1 Herbaspirillum sp. 97%
VR2236 AY098590.1 Burkholderia kururiensis KP23 98%
AR1125 EF158392.1 Burkholderia vietnamiensis JC4 99%
AR114 EF158392.1 Burkholderia vietnamiensis JC5 94%
AR1122 EF158392.1 Burkholderia vietnamiensis G4 99%
AR1121 EF158392.1 Burkholderia vietnamiensis G4 100%

A andlise da arvore filogenética do gene nifH foi altamente consistente com a
filogenia do gene 16S RNAr. Baseado na analise de filogenia do nifH as estirpes AR1121 e
AR1122 possuem uma alta similaridade com a B. vietnamiensis similar a analise do gene
16S RNAr. A estirpe VR2236 formou um grupo separado com uma alta similaridade com
B. kururiensis KP23. As estirpes H18 e ZA15 apresentaram maior similaridade com a H.
seropedicae e mais distante da espécies H. rubrisubalbicans, confirmando os dados do
BLAST (Figura 10).
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Figura 10. Arvore filogenética baseada nas Sequéncia s parciais do gene nifH, incluindo as
Sequéncia s das estirpes solubilizadoras de Pl e outras proteobactérias
fixadoras de nitrogénio. A arvore foi gerada pelo método neighbour-joining.
Os nameros mostrados nas conexfes indicam os valores de bootstrap
(percentual de 1000 repeticdes). A barra de escala indica a taxa de substituicdo
por base. Os nimeros entre parénteses indicam a Sequéncia de acesso do banco
de dados NCBI.

A comparacdo da filogenia de nifH com genes 16S rRNA de microrganismos
conhecidos, onde ambas as Sequéncia s sdo avaliadas, permite examinar a existéncia de
transferéncia lateral do gene nifH (SULLIVAN et al., 1995). Observando as filogenias de
16S rRNA e nifH das estirpes estudadas, ndo se percebe evidéncias que podem ser
explicadas pela hipdtese de transferéncia lateral de genes, visto que as arvores filogenéticas
obtidas para o gene 16S rRNA e nifH estdo relacionadas e seus dados estdo bem
congruentes entre si.

4.4. Efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas solubilizadoras de fosfato e
diferentes fontes de fésforo no desenvolvimento de plantas de arroz cultivadas
em vasos.

A populacdo de bactérias diazotréficas presentes na terra utilizada como substrato
para a implantacdo do experimento variou de acordo com o meio de cultivo utilizado para
a contagem (Tabela 10). Pode-se verificar que a maior populagdo bacteriana foi recuperada
em meio ASBHY, semi-especifico para Azotobacter spp. e outros diazotréficos de vida
livre. O meio de cultivo utilizado JMV, semi-seletivo para bactérias diazotroficas do
género Burkholderia spp., apresentou valores populacionais similares ao ASBHY enguanto
que a populagdo nos meios LGI-P (Gluconacetobacter diazotrophicus) e JNFb
(Herbaspirillum spp.) foram menores, mas semelhantes entre si.

A diversidade de bactérias no solo é enorme, um grama de solo pode conter de 10°
a 10° células de uma Unica espécie de bactéria (GANS et al., 2005; TRINGE et al., 2005).
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A populacdo de microorganismos, especialmente bactérias, € maior na rizosfera do que no
solo, a populacéo bacteriana na rizosfera € 100-1000 vezes superior a do solo, e até 15% da
superficie da raiz é coberta por micro-col6nias de diversas espécies bacterianas (GRAY e
SMITH, 2005). O efeito da rizosfera é devido ao fato de que uma quantidade de carbono
fixado pela planta como fotossintatos (5-21%) é excretada na rizosfera principalmente nos
exsudatos da raiz e podem ser utilizados como nutrientes pelas populagdes bacterianas
(LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009).

Tabela 10. Contagem de bactérias diazotroficas presentes na terra utilizada como

substrato.
Solo Log do n° células g de solo
IJNFB JMV LGI-P ASBHY
Sem N <300 4,98 <3,00 5,43
60 mgde N Kg? <3,00 4,98 <3,00 6,22
135 mgde N Kg? <300 565 <3,00 5,43

A contagem do numero de células viaveis presentes nos inoculantes mostrou uma
populacdo acima de 10% g e a auséncia de contaminantes (Tabela 11). Alguns trabalhos
realiazos na Embrapa Agrobiologia, com o intuito de selecionar o veiculo de inoculagédo
utilizando as estirpes Herbaspirillum sgp. e Burkholderia spp. mostraram que o nimero de
células viaveis se mantém acima de 10° g™* por um periodo de até 180 dias apds a producéo
(FERREIRA et al., 2003; FERREIRA, 2004; FERREIRA et al., 2010; GUIMARAES et
al.,, 2003; ESTRADA et al., 2009). Bashan (1998) recomenda que a populacdo no
inoculante seja superior a 10° células g™ para se obter uma inoculagdo bem sucedida. Por
outro lado, a contagem do nimero de células presentes nas sementes peletizadas mostrou
uma populacdo ao redor de 10° células g™ na semente. E importante introduzir no solo um
namero suficiente de células para garantir uma populacdo com a capacidade de competir
com 0s microorganismos nativos e sobreviver as condi¢fes adversas no solo (HUNGRIA
et al., 2005).
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Tabela 11. Contagem realizada nos diferentes inoculantes produzidos e nas sementes
inoculadas com as estirpes B. viethamiensis AR114, H. seropedicae ZA15, H.
seropedicae H18, H. seropedicae ZAE94, A.chroochoccum AC1 e a mistura
das estirpes, utilizadas no experimento em vasos em casa de vegetagao.

Log do n° células g™

Tratamentos Me€ios

de Inoculante Semente inoculada
cultura
ZA15 INFB” 9,65 6,30
H18 JNFB 9,65 5,95
ZAE94 JNFB 9,04 5,00
PALS LGI-P 8,40 6,18
AR114 JMV 10,04 8,04
ACl1 ASHBY 10,24 8,43
Mistura IJNFB 9,04 6,48
JIMV 8,15 8,04
LGIP 8,15 6,30
ASHBY 8,91 7,37

*meio JNFb (semi seletivo para Herbaspirillum spp.), LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.),
JMV (semi seletivo para Burkholderia spp.), ASHBY (semi seletivo para Azotobacter spp.).

A andlise sobre o nimero de bactérias diazotroficas presentes nas raizes lavadas,
avaliadas durante o estadio de desenvolvimento vegetativo e floragdo, mostrou a presenca
de bactérias diazotroficas em todos os tratamentos inoculados assim como nos tratamentos
controle (ndo inoculados) (Tabela 12). Porém, ndo houve diferenca significativa entre a
populacdo de bactérias dos tratamentos inoculados e nao inoculados. Em todos os
tratamentos e épocas de coleta se verificaram concentracfes de bactérias diazotréficas
maiores que 10° UFC g'1. Punschke et al. (2005), encontroram resultados similares quando
quantificaram bactérias diazotroficas em duas variedades de arroz cultivadas no Uruguai,
onde 69% das amostras de raizes apresentaram concentracdes maiores que 10° UFC g™.
Por outro lado, Sabino (2007) ndo encontrou diferenca no nimero de células entre os
tratamentos inoculados com B. brasilense e H. seropedicae e 0s ndo inoculados em plantas
de arroz avaliadas nos estadios de florescimento e maturacao de graos.

Dentre os microorganismos com capacidade de fixar nitrogénio existem diferentes
procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-
negativas que apresentam grande diversidade morfoldgica, fisiologica, genética e
filogenética (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo,
particularmente na rizosfera, estd uma grande parte das bactérias diazotroficas (POLY et
al., 2001; WAKELIN et al., 2009). Baldani (1996) sugere que em sistemas com solo, o
controle ndo inoculado possui populacdes nativas de bactérias diazotroficas que alcangam
0 mesmo numero que as inoculadas. Estes resultados mostram que as populagdes
submetidas as mesmas condic¢des tendem a estabilizar-se no solo. No entanto a presenca de
bactérias diazotroficas ndo necessariamente significa que a planta se beneficie da FBN ou
outros mecanismos de promocdao de crescimento vegetal.

N&o foi observada diferenca acentuada na populacdo de bactérias diazotroficas
entre as épocas de coleta para as raizes lavadas da cultivar IR-42 sob as condi¢Oes testadas
(Tabela 12). Observou-se da mesma forma que as fontes de fésforo empregadas também
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ndo proporcionaram diferenca nos estadios avaliados. Sampaio (2009) também nao
encontrou uma tendéncia definida a respeito do comportamento das estirpes H.
seropedicae ZAE94, S. azotifigens e S. trueperi testadas durante o ciclo da cultivar de
arroz BRS Talento. Experimentos de inoculagdo de arroz com e sem adubacéo nitrogenada
mostraram que o numero de bactérias diminuiu com a idade da planta, atingindo o
equilibrio no estadio de maturagdo, o que corresponde a fase final do ciclo da cultura
(BALDANI, 1996; GUIMARAES, 2001; FERREIRA, 2004). Os resultados da contagem
ndo sdo conclusivos ja que os meios semi-seletivos mostram somente uma aproximagéo da
populacdo com capacidade de desenvolver-se nas condicbes do meio utilizado. E
necessario o emprego de técnicas de biologia molecular como o DGGE para detectar a
presenca dos microorganismos inoculados.

Tabela 12. Estimativa do nimero mais provavel (Log do n° células g*) de bactérias
diazotroficas presentes nas raizes de plantas de arroz, cultivar IR42, inoculadas
com as estirpes B. vietnamiensis AR114, H. seropedicae ZA15, H. seropedicae
H18, H. seropedicae ZAE94, A.chroochoccum AC1 e a mistura das estirpes.
Coletadas nas fases de desenvolvimento vegetativo (60 DAP) e floracdo (90

DAP).
Tratamento Meio di* . ~
Cultura Vegetativo Floracgéo
PTC" PSS” PTC PSS

N&o inoculado JNFB 6.40 +0.00™ 6.86+0.19 6,460,550 5,65+0,00
JMV 5.48 +0.73 6.00+090 6,53+0,13 6,62+0,43
LGI-P 5.44 +0.24 536+0.34 5,61+043 5,35+0,69

H18 JNFB 6.57 £0.15 6.14+0.65 6,36+0,86 559+0,33

ZAl15 JNFB 6.61 + 0.55 6.82+0.28 5,92+050 5,90+ 0,66

ZAE9 JNFB 6.45+0.35 6.32+0.13 481+0,36 6,56+0,54

AR114 JMV 6.29 + 0.32 599+058 6,41+0,24 7,04+0,00

PALS LGI-P 5,96 £ 0,58 595+0,51 >6,15 >7,15

Mistura JNFB 6.80 + 0.30 6.42+054 6,35x0,72 5,92 +0,50
JMV 549+0.73 6.12+ 050 >7,15 >7,15
LGI-P 6.69 + 0.58 5.78 £1.07 >6,15 >6,15

Alto N JNFB 6.40 £ 0.00 6.86 £0.19 >7,15 5,33+£0,32
JMV 548 +0.73 6.00£090 >7,15 6,51 + 0,53
LGI-P 5.44 +0.24 5.36 £0.34 >6,15 6,03 + 0,37

:*PTC (fosfato tricalcico), PSS (super fosfato simples)
ML\/Iédia + desvio padrdo (n=3)
Meio JNFb (semi seletivo para Herbaspirillum spp.), LGI-P (semi seletivo para

Gluconacetobacter spp.) e JIMV (semi seletivo para Burkholderia spp.).

N&o foram observadas diferencas significativas na altura da parte aérea de plantas
inoculadas com as bactérias diazotroficas solubilizadoras de P e o tratamento néo
inoculado durante a avaliacdo do estadio de desenvolvimento vegetativo (Tabela 13).
Didonet et al. (2003) inocularam dez linhagens de arroz de Terras Altas com A. brasilense
e A. lipoferum e observaram que algumas linhagens ndo responderam a inoculagdo em
relagdo ao aumento da altura enquanto que, em uma dessas linhagens a inoculagdo com A.
brasilense o efeito foi negativo. Experimentos de inoculacdo conduzidos por Valazco e
Castro (1999) mostraram que a inoculagao de arroz com A. brasilense, crescido em casa de
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vegetacdo, aumentou a altura das plantas até a fase de iniciacdo das paniculas, porém o
efeito desapareceu no final do ciclo da cultura.

A anélise do numero de perfilhos mostrou que a inoculagdo com a estirpe ZA15 foi
significativamente superior ao tratamento ndo inoculado e n&o diferiu da testemunha
nitrogenada quando as plantas foram crescidas em solo utilizando PSS como fonte de P
(Tabela 13, Figura 11). Os demais tratamentos ndo apresentaram diferengas significativas
em relacdo ao controle ndo inoculado. Da mesma forma, ndo foi observado diferenca
significativa quando as plantas foram crescidas em solo com P na forma de PTC. Esses
estudos sdo corroborados por Govindarajan et al. (2008) que observaram um aumento
médio de 28% no perfilhamento de arroz aos 60 dias apds a inoculacdo com diferentes
estirpes de bacterias diazotroficas em experimentos de campo.

Tabela 13. Altura e nimero de perfilhos de arroz da variedade IR42, no estadio de
desenvolvimento vegetativo (60 DAP), inoculados com as estirpes B.
vietnamiensis AR114, H. seropedicae ZA15, H. seropedicae H18, H.
seropedicae ZAE94, A.chroochoccum AC1 e a mistura das estirpes.

T Altura Numero de perfilhos
ratamento 1 1
(cm planta™) planta

PTC” PSS’ PTC” PSS’
N&o inoculado 48,02 Aa~ 51,32 Aa 11,64 Aa 13,19 Ba
H18 50,99 Aa  53,28Aa 11,93Aa 12,38Ba
ZA15 50,35 Aa 48,80 Aa 11,00 Ab 13,71 Aa
ZAE94 4750 Aa  51,23Aa 1144Aa 12,31Ba
AR114 4932 Aa 50,05Aa 11,00Aa 12,21Ba
PAL5 4753 Aa 52,15Aa 09,98 Ab 12,81 Ba
AC1 4923 Aa 5239Aa 1093Ab 12,69 Ba
Mistura 46,28 Ab 53,60 Aa 09,94 Ab 11,81 Ba
Alto N 5483 Aa 51,18 Aa 12,38Ab 15,14 Aa
Médias 49,34 b 51,56a  11,14b  1292a
C.V. 10,17 14,48

"PTC(fosfato tricalcico), PSS(super fosfato simples)
™ Médias seguidas por letras iguais (maitsculas para tratamentos e minGsculas para fonte de P) ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 11. Plantas de arroz da variedade IR42, no estadio de desenvolvimento vegetativo
(60 DAP).

O actmulo de massa seca das plantas com 60 DAP crescidas em PTC como fonte
de P incrementou significativamente quando inoculadas com as estirpes B. vietnamiensis
AR114, H. seropedicae ZA15, H. seropedicae H18, H. seropedicae ZAE94,
A.chroochoccum AC1 e a mistura das estirpes (Figura 12). Os aumentos foram da ordem
de 160, 91, 88, 74, 49 e 40%, respectivamente em relacdo ao controle sem inoculacéo.
Resultados similares foram obtidos no acimulo de P onde aumentos de 45, 67, 56, 102, 47
e 68% foram observados com a inoculagédo das estirpes H18, ZA15, ZAE94, AR114, AC1
e a mistura, respectivamente (Tabela 14). Da mesma forma, foram observados aumentos
significativos no acimulo total de N de 31, 29,37, 77, e 46% coma inoculacdo das estirpes
H18, ZA15, ZAE94, AR114 e a mistura das estirpes.

Resultados semelhantes foram obtidos por Hameeda et al. 2008 em experimento
realizado em casa de vegetacdo quando utilizaram rocha fosfatica como fonte de P. Os
autores observaram incrementos de 99 e 94% em relacdo ao controle no acumulo de
biomassa em plantas de milho com a inoculagéo das estirpes SFI Serratia marcescens EB
67 e Pseudomonas sp. CDB 35. Ja em experimento de campo, avaliados aos 48 e 96 dias
apos semeadura, foram observados aumentos na biomassa de 66% e 50% com a inoculacdo
das estirpes S. marcescens e 51% e 18% com Pseudomonas spp, enquanto que a produgdo
de gréos aumentou 85% e 64%, respectivamente. Leaungvutiviroj et al. (2010) inocularam
milho com uma mistura dos microorganismos Azotobacter tropicalis, Burkholderia
unamae, e Bacillus subtilis e observaram incrementos 2 vezes superior no acimulo de
massa seca quando comparado com o controle ndo inoculado.

Com PSS como fonte de P, aumentos significativos de 17, 29 e 26%,
respectivamente foram observados no acimulo de massa seca da parte aérea das plantas
crescidas na presenca de PSS quando inoculadas com as estirpes H. seropedicae ZA15, G.
diazotrophicus PAL5 e A.chroochoccum AC1 (Figura 12). Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa no acimulo total de N embora todos 0s tratamentos apresentaram
valores superiores ao controle ndo inoculado (Tabela 14). Em contraste, foram observados
aumentos significativos de 50, 45, 34 e 55% com a inoculagdo das estirpes H18, ZA15,
AR114, e ACL, respectivamente no acimulo total de P em relacdo ao controle nédo
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inoculado na presenca de PSS. Govindarajan et al. (2008) observaram que o uso de inéculo
misto (B. vietnamiensis, H. seropedicae, A. lipoferum, G. diazotrophicus) promoveu um
aumento significativo da parte aérea e biomassa radicular em relacdo ao tratamento nédo
inoculado de 38,4 e 83,0%, respectivamente quando as plantas foram crescidas no campo e
avaliadas aos 60 dias apos a inoculacao.

De uma maneira geral foi observada uma resposta diferenciada & inoculagdo com as
duas fontes fosfatadas durante o estadio de desenvolvimento vegetativo (60 DAP) (Tabela
13, 14; Figura 12). As plantas com PTC apresentaram menor acumulo de massa seca,
exceto no tratamento inoculado com B. vietnamiensis AR114. O efeito das estirpes é mais
marcante com PTC como fonte de P, provavelmente em funcdo da capacidade de
solubilizar P e/ou pelo presumivel aumento da captacdo de P por mudancas estruturais nas
raizes. Ja quando a fonte de P é PSS observou-se maior desenvolvimento das plantas e é
possivel que a acdo das estirpes no crescimento das plantas de arroz ocorra por outros
mecanismos diferentes & SFI, como o aumento do N produto da FBN, ou mudangas
morfologicas pela producdo de fitohorménios ou o estimulo do desenvolvimento da raiz,
0s quais levam a uma maior absor¢do de nutrientes e agua. BPCV podem afetar
diretamente as concentracdes de hormonios na rizosfera, seja pela utilizacdo dos
horménios e de seus precursores como fontes de carbono e nitrogénio; ou pela sintese dos
mesmos (DODD, 2005). Existem evidéncias crescentes de que BPCV afetarm as
concentragcbes hormonais de raizes, e também podem alterar a sinalizacdo de longa
distancia entre a raiz e a parte aérea (BELIMOV et al., 2009) mediando a concentracédo do
hormonio na parte aérea.
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Figura 12. Acimulo de massa seca total de plantas de arroz da variedade IR42 coletadas
no estadio de desenvolvimento vegetativo (60 DAP) e inoculadas com as
estirpes Herbaspirillum seropedicae H18, Herbaspirillum seropedicae ZA15,
Herbaspirillum seropedicae ZAE94, Burkholderia vietnamiensis AR114,
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, Azotobacter chroochoccum AC1, e
sua mistura. Fonte de P: Fosfato tricalcico (PTC) e Fosfato super simples
(PSS). Média de 3 repeticdes. Letras iguais maiusculas para tratamentos e

38



minusculas para fonte de P ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Tabela 14. Acimulo de nitrogénio e fosforo na parte aérea de plantas de arroz, no estadio
vegetativo (60 DAP), inoculadas com as estirpes Herbaspirillum seropedicae
H18, Herbaspirillum seropedicae ZA15, Herbaspirillum seropedicae ZAE94,
Burkholderia vietnamiensis AR114, Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5,
Azotobacter chroochoccum AC1, e sua mistura. Utilizando fosfato tricalcico
(PTC) e super fosfato simples (PSS) como fonte de P.

N-TOTAL P-TOTAL
Tratamentos (mg planta™) (mg planta™)

PTC PSS PTC PSS
Seminoculagdo 39,73Ca’ 55,14Ba 7,78Bb 13,09 Ba
H18 52,21Bb 76,11 Ba 11,31 Ab 19,70 Aa
ZAl5 51,36 Ba 65,18Ba 12,96 Ab 19,11 Aa
ZAEY4 54,19Ba 57,48Ba 12,13 Aa 11,41Ba
AR114 70,14 Aa 76,67 Ba 15,69 Aa 16,13 Aa
PALS 3343Cd 68,95Ba 7,52Bb 17,49 Aa
ACl1 4166 Cd 68,81Ba 11,45Ab 20,30 Aa
Mistura 58,16 Ba 60,33Ba 13,04 Aa 12,22 Ba
Alto N 79,55 Ab  9556Aa 13,92 Ab 19,49 Aa
Média 53,38 b 73,812 11,76 b 16,54 a
C.V. (%) 17,93 22,61

" Médias seguidas por letras iguais (maidsculas para tratamentos e mintsculas para fonte de P) ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Né&o foi observada diferenca significativa na massa seca total da parte aérea entre as
plantas inoculadas e o controle, quando crescidas na presenca de PTC como fonte de P e
avaliadas durante o estadio de maturacdo de grdos (Figura 13). Por outro lado, o uso de
PSS como fonte de P promoveu um incremento de 15, 8 e 13 %, respectivamente quando
as plantas foram inoculadas com as estirpes H. seropedicae ZA15, H. seropedicae ZAE9%4,
A. chroochoccum AC1. J& em relacdo ao acimulo de N (Tabela 15) foi observado
aumentos no N total das plantas crescidas na presenca de PTC como fonte de P e
inoculadas, sendo o efeito significativo para os tratamentos inoculados com as estirpes
PALS5, AC1 e a mistura em 29, 75, 49%, respectivamente. Ja com PSS como fonte de P, as
estirpes ZA15, PAL5 e AC1 alcancaram incrementos de 52, 75, 59%, respectivamente
sobre o controle ndo inoculado porém ndo apresentaram diferenca para a testemunha
nitrogenada. Por outro lado, ndo foram observadas diferenca significativa no acimulo de P
entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados.

Estudos mostram o efeito da acidificacdo da rizosfera sobre a solubilizacdo de
fosfatos naturais. Resultados encontrados por Marschner (1991), citados por Novais (2007)
mostram que as plantas supridas com N amoniacal apresentam valores de pH da rizosfera
até duas unidades inferiores ao do solo n&o rizosférico. Com fosfato natural de Gafsa em
44 dias de equilibrio tem se obtido dissolucdo de até 95% do P com um pH de 4,5
(ROBINSON e SYERS, 1990). A diminuicdo dos efeitos observados no estadio de
enchimento de gréos da cultura foi possivelmente devido as aplicacdes de sulfato de
amonio (45 mg por vaso depois da primeira colheita), o qual pode ter promovido a reducgdo
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do pH da rizosfera e desta forma solubilizado o PTC tornando-o disponivel para a planta.
Possivelmente esse aspecto pode ter contribuido para as diferengas marcantes da
inoculacdo na solubilizacao de P observadas no periodo vegetativo quando comparado com
a maturacdo de grdos. Guimardes (2006) em experimentos de inoculagdo com arroz
verificou diferencas no pH da rizosfera quando utilizou sulfato de aménio e nitrato de
amonio como fonte de N. O autor observou menores valores nos tratamentos que
continham sulfato de amonio enquanto que os valores de pH com o nitrato de aménio
foram proximos aos valores obtidos quando néo se aplicou adubacao.
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Figura 13. Acumulo de massa seca total de plantas de arroz da variedade IR42 coletadas
no estadio de maturacdo de grdos (120 DAP) e inoculadas com as estirpes
Herbaspirillum seropedicae H18, Herbaspirillum seropedicae ZA15,
Herbaspirillum seropedicae ZAE94, Burkholderia vietnamiensis AR114,
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, Azotobacter chroochoccum AC1, e
sua mistura. Fonte de P: Fosfato tricalcico (PTC) e Fosfato super simples
(PSS). Média de 3 repeticdes. Letras iguais mailsculas para tratamentos e
minudsculas para fonte de P ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Tabela 15. Acumulo de nitrogénio e fosforo na parte aérea de planta de arroz, no estadio
de desenvolvimento maturacdo de graos (120 DAP), inoculadas com as estirpes
Herbaspirillum seropedicae H18, Herbaspirillum seropedicae ZA15,
Herbaspirillum seropedicae ZAE94, Burkholderia vietnamiensis AR114,
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, Azotobacter chroochoccum AC1, e
sua mistura. Utilizando fosfato tricélcico (PTC) e super fosfato simples (PSS)
como fonte de P.

N-TOTAL P-TOTAL

Tratamentos (mg planta™) (mg planta™)

PTC PSS PTC PSS
Sem inoculago 89,87Ba’ 80,12Ba 37,43Aa 3146 Aa
H18 90,99 Ba 77,34Ba 27,39 Aa 33,94 Aa
ZA15 109,16 Ba 122,17 Aa 27,88 Aa 46,59 Aa
ZAEY4 9293Ba 84,94Ba 24,75Aa 25,88 Aa
AR114 74,10 Ba 95,69Ba 38,14 Aa 38,01 Aa
PALS 115,79 Aa 140,34 Aa 38,75 Aa 45,27 Aa
ACl1 157,66 Aa 127,71 Aa 41,12 Aa 37,34 Aa
Mistura 125,38 Aa 95,67Ba 31,78 Aa 38,67 Aa
Alto N 134,12 Aa 140,77 Aa 23,93 Aa 46,26 Aa
Média 107,19a 110,00a 32.80a 36.79 a
C.V. (%) 30.97 35.15

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas para tratamentos e mindsculas para fonte de P) ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Neste estudo foi demonstrada a producdo de compostos inddlicos pelas diferentes
bactérias diazotroficas selecionadas para a inoculagdo. Estudos prévios ja demonstraram
esta capacidade nas estirpes Gluconacetobacter diazotrophicus e Azotobacter
chroochoccum (BASTIAN et al., 1998; BROWN e BURLINGHAM, 1968). A relagéo
raiz/parte aérea em respeito ao acimulo de massa seca (Tabela 16) mostrou que um maior
acumulo de massa seca na raiz ndo significou maior acimulo de biomassa total, de N total
e P total nas plantas inoculadas. Neste estudo a sintese de AIA e outros fitohormdnios
pelas estirpes utilizadas (Figura 6) puderam alterar o alongamento da raiz e sua arquitetura,
aumentando assim o volume de solo explorado pela planta e como conSequéncia
aumentou a nutricdo das plantas inoculadas. Mudancas na arquitetura de raizes de trigo
pela inoculacao de Azospirillum spp (pela sintese de AIA principalmente) estdo associadas
ao aumento de pélos radiculares, e raizes laterais, o qual aumenta a eficiéncia com que as
raizes exploram a rizosfera para a absor¢do de P (DOBBELAERE et al., 2003). Em
Azospirillum spp. a produgéo de fitohormonios pode afetar as fungbes da raiz de duas
maneiras principais (a) aumentando a eficiéncia da raiz para absorver agua e nutrientes
(diminui a relag&o raiz/parte aérea) e/ou (b) aumentando a massa das raizes em detrimento
da massa da parte aérea (aumento relacéo raiz/parte aérea)(BASHAN, 2004). Em contraste,
Rodrigues et al. (2008) encontrou que a inoculacdo de A, amazonense em condi¢Oes
gnotobidticas reduziu o crescimento da raiz e parte aérea, quando comparado ao controle,
mostrando efeitos negativos do excesso de AIA no meio. Em estudos desenvolvidos por
Radwan et al. (2004) foi desmostrado que Herbaspirillum spp. tem um caminho
metabolico diferente ou menos eficiente para a producéo de indois que o apresentado por
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Azospirillum spp, resultando em uma producdo menor de auxinas, porem induziu a
formacéo de raizes com maior nimero de pélos radiculares e maior massa e superficie. Ja
no estadio de maturacdo de gréaos foram observadas maiores variacdes entre os diferentes
tratamentos no acumulo de massa seca nas raizes. Tais bactérias, além de sua capacidade
de produzir fitohorménios também demonstraram habilidade em fixar nitrogénio e
solubilizar PI, disponibilizando diretamente N e P para a planta.

Tabela 16. Relacdo raiz/parte aérea (respeito ao acimulo de massa seca), nos estadios de
desenvolvimento vegetativo (60 DAP) e maturacdo de grdos (120 DAP),
inoculadas com as estirpes Herbaspirillum seropedicae H18, Herbaspirillum
seropedicae ZA15, Herbaspirillum seropedicae ZAE94, Burkholderia
vietnamiensis AR114, Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, Azotobacter
chroochoccum AC1, e sua mistura. Utilizando fosfato tricalcico (PTC) e super
fosfato simples (PSS) como fonte de P.

Tratamentos Vegetativa Maturacéo
PTC PSS Média PTC PSS Média
Seminoculagdo 1,36 Aa~ 1,74 Aa 155A 222Aa 2,26 A 2,24B

H18 1,74Aa 101Bb 1,38A 2,08Aa 196Ba 2,02B
ZAl15 162Aa 143Ba 153A 1,86 Aa 2,32 Aa 2,09B
ZAE9%4 1,21Ab 201Aa 165A 231Aa 2,32Aa 232B
AR114 156 Aa 145Ba 151 A 230Aa 1,72Bb 2,01B
PALS 124Aa 143Ba 1,33A 242Aa 157Bb 2,00B
ACl1 152Aa 1,35Ba 143A 231Aa 2,21 Aa 2,26B
Mistura 094Aa 129Ba 1,11 A 2,04 Aa 201Ba 2,02B
Alto N 124Aa 120Ba 1,22A 2,65Aa 2,77 Aa 2,71 A
Média 138a 144a 141b 212a 224a 218a
C.V. (%) 20,77

* Médias seguidas por letras iguais (maidsculas para tratamentos e mintsculas para fonte de P) ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os resultados apresentados na tabela 17 mostraram que a fonte de P ndo influenciou
a producdo, peso de 1000 espiguetas e o indice de colheita. Nos tratamentos que foram
adubados com PTC como fonte de P, a inoculacdo das estirpes H. seropedicae H18, ZA15
e ZAE94, B. vietnamiensis AR114, G. diazotrophicus PAL5 e A.chroochoccum AC1
aumentaram em 40, 34, 43, 47, 33 e 35%, respectivamente a producdo de massa seca nos
gréos em relagdo ao controle sem inoculagdo. O tratamento ndo inoculado produziu um
namero maoir de paniculas, porém isto ndo significou uma maior producdo ou qualidade
do grdo. Quando foi usado PSS como fonte de P apenas a estirpe A.chroochoccum AC1
proporcionou incremento significativo de 42% em contraste com a inoculacdo das estirpes
H18, ZA15, ZAE94 de H. seropedicae, B. viethamiensis AR114, G. diazotrophicus PALS
e a mistura que produziram incrementos de 19, 24, 34, 33, 18 e 23% respectivamente,
porém nao significativos. Todos 0s tratamentos inoculados apresentaram um maoir peso de
gréo, indice de colheita e acumulo total de P quando comparados com o controle nédo
inoculado.

A inoculacdo com G. diazotrophicus PAL5 proporcionou acimulo de massa seca
total similar ao controle n&o inoculado quando as plantas foram crescidas na presenca de
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PTC como fonte de P e avaliadas no periodo vegetativo (60DAP) (Figura 12). Em
contraste, foi observado um aumento significativo quando a fonte de P usada foi PSS. A
associacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus com plantas de arroz é conhecida e
estudos ja demonstraram a capacidade de colonizacdo de plantulas de arroz por essa
bactéria (MUTHUKUMARASAMY et al., 2005; ROUWS et al., 2010). Nao foi observada
diferenca na populacdo de microorganismos diazétroficos presente nas raizes lavadas de
plantas ndo inoculadas e o tratamento inoculado com G. diazotrophicus PALS (Tabela 12),
sugerindo que a deficiéncia de P (quando utilizado PTC como fonte de P), possivelmente
dificulta a capacidade de colonizacdo e/ou diminui a capacidade da estirpe em fixar
nitrogénio atmosférico. A literatura tem mostrado que um incremento na disponibilidade
de P pode aumentar a fixacdo biologica de N (GILLER, 2001; ZAIDI et al., 2004). Em G.
diazotrophicus PALD5, a solubilizagdo de Pl pode ser um efeito do metabolismo da bactéria
e ndo uma caracteristica de promoc¢do de crescimento (Figura 12). Com o0 aumento da
disponibilidade de P apos o estddio vegetativo (60DAP) G. diazotrophicus PALS5
incrementou significativamente a producéo, peso de 1000 espiguetas, o indice de colheita e
0 acumulo total de P com PTC como fonte de P (Tabela 17). Govindarajan et al. (2008)
inocularam G. diazotrophicus LMG7603 e obtiveram diferenca no acimulo de massa seca
na parte aérea e raiz em relagdo ao tratamento ndo inoculado quando avaliado no estadio
vegetativo (60 DAP), porém o efeito sobre o acimulo de N foi inconsistente.

Vaérios estudos tém mostrado que a inoculacdo de Azotobacter chroococcum no
solo melhora o crescimento das plantas por diversos mecanismos tais como a fixacdo de
nitrogénio (BONILLA et al., 2000), a excrecdo de amdnia (NARULA et al., 1980), a
producdo do horménios de crescimento vegetal (LOPEZ et al., 2010), producdo de
substancias antifngicas (LAKSHMINARAYANA et al., 1992), sider6foros (SUNEJA et
al., 1994) e solubilizacdo de fosfato (CABALLERO et al., 2007). No entanto, poucos
estudos foram feitos sobre a inoculagdo utilizando fontes insolGveis de P. Em nosso estudo
a estirpe A.Chroochoccum AC1 apresentou um incremento de 42% na producdo de maasa
seca graos quando foi usado PSS como fonte de P, sendo esta percentagem maior que para
as outras bactérias avaliadas. O acumulo total de P foi aumentado significativamente,
entretanto no peso de 1000 espiguetas e no indice de colheita ndo se observou diferenca
significativa, porém todos foram maiores que o controle. A estirpe A.chroochoccum
incrementou a producdo de massa seca nos gréos e proporcionou diferenca significativa no
peso de 1000 espiguetas, no indice de colheita e acumulo total de P quando comparada
com o controle ndo inoculado quando foi utilizado PTC como fonte de P. Estudos de
inoculacdo de Azotobacter spp em arroz crescido sob condi¢cBes de campo mostraram
aumentos na produtividade de 7 a 20% e de 11 a 15 Kg no acumulo de N na parte aérea
(YANNI e EL-FATTAH, 1999). A inoculagdo da estirpe A. chroochoccum com
capacidade de solubilizar P e produzir AIA em plantas de trigo crescidas sob condic6es de
casa de vegetacdo aumentou em 14% a produtividade e 11,4% a biomassa da raiz
(KUMAR et al., 2001).

Experimentos de inoculacdo com a estirpe Herbaspirillum seropedicae ZAE94
conduzidos no CNPAB tem mostrado aumentos no rendimento e acimulo de N em arroz.
Baldani et al. (2000), em experimentos de inoculacdo em plantas de arroz com as estirpes
M130 e M209 de Burkholderia spp e H. seropedicae ZAE94 ndo observaram aumentos na
producéo, porém observaram diferengas de 11 a 20% no acumulo de massa seca na parte
aérea nos tratamentos inoculados. Ja nos experimentos de inoculagdo conduzidos por
Guimarées et al. (2003), em casa de vegetacdo com as estirpes Burkholderia spp M130 e
H. seropedicae ZAE94, foram observados aumentos de 19 e 25% no acumulo de N nos
gréos. Ferreira (2008) demonstrou que a inoculacéo da estirpe H. seropedicae ZAE94 nas
variedades de arroz IR42 e IAC444 representou acumulos de N e proteina no grdo
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estatisticamente igual aos tratamentos que receberam 20, e 50 kg de N ha?,
respectivamente. Nas condicGes experimentais aqui realizadas, a inoculacéo da estirpe H.
seropedicae ZAE94 apresentou um maior incremento na producdo de massa seca nos
grdos, peso de 1000 espiguetas e indice de colheita quando comparada com as estirpes
selecionados ZA15 e H18 (Tabela 17). Com as duas fontes de P todas as estirpes do género
Herbaspirillum proporcionaram aumentos significativos no acimulo total de P no gréo.

Quando a fonte de P foi na forma de PTC, as estirpes inoculadas do género
Herbaspirillum spp. apresentaram incrementos significativos na producdo de massa seca
nos graos e no indice de colheita quando comparados com o controle, enquanto que 0 peso
de 1000 espiguetas ndo diferiu significativamente. Por outro lado, com o uso de PSS como
fonte de P a inoculacéo das estirpes ndo proporcionou aumentos significativos na producédo
e indice de colheita, mas foram superiores ao controle. O peso de 1000 espiguetas nos
tratamentos inoculados com as estirpes ZAE94 e ZA15 foram significativamente
superiores. Os tratamentos com as estirpes do género Herbaspirillum aumentaram o
acumulo de P 60 DAP (Tabela 14) quando foi usado PTC como fonte de P, indicativo de
sua capacidade de aumentar a disponibilidade ou captacdo dos mesmaos.

A estirpe diazotréfica B. vietnamiensis AR114, foi selecionada por sua capacidade
de solubilizar PTC, fixar N e Produzir AIA (Figuras 4, 5, 6). A inoculagédo em plantas de
arroz crescidas em solo com PTC como fonte de P representou maior acumulo de
biomassa, nitrogénio e fosforo no estadio vegetativo (60DAP) quando comparada com 0s
demais tratamentos e quando comparada com PSS como fonte de P (Figura 12; Tabelal3).
Os experimentos de solubilizag&o de PI in vitro mostraram que a estirpe AR114 foi a mais
efetiva apds 14 dias de crescimento em meio liquido (Figura 4). A inoculacdo da estirpe
AR114 aumentou em 47% o peso seco dos grdaos, aumentou o peso de 1000 espiguetas, e
aumentou o indice de colheita com PTC (Tabela 17). Maiores indices de colheita sugerem
uma maior translocacdo de biomassa para o grdo em detrimento da parte aérea (Tabela 17).
A inoculacdo da estirpe AR114 em plantas de arroz crescidas em solo com PSS como fonte
de P também promoveu incrementos na producdo, qualidade do grdo e indice de colheita
em relacdo ao controle sem inoculacdo (Tabela 17). Independente da fonte de P a estirpe
AR114 proporcionou o maior acimulo de P total no grdo, indicando seu efeito no aumento
da nutricdo fosfatada. Tran van (2000) inoculou em arroz a estirpe B. vietnamiensis
TVV75 e obteve um efeito significativo equivalente a 44 Kg/ha de N em condigdes de casa
de vegetacdo antes do transplante em campo, resultando em um aumento de 13 a 22% no
rendimento final de graos

A inoculacdo da mistura das estirpes ndo promoveu incrementos significativos na
producdo de massa seca nos graos, peso de 1000 espiguetas, no P total do grdo e no indice
de colheita. E possivel que os microorganismos empregados tenham competido por
nutrientes e espaco na rizosfera inibindo ou diminuindo sua acdo na planta. Pedraza et al.
(2009) observaram resultados similares, em experimentos de arroz de sequeiro quando
inoculou individualmente as estirpes de A. brasilense S1 e S2. Os autores obtiveram
maiores producéo de grdos e um maior acimulo de N no gréo, do que quando inoculou sua
mistura. Por outro lado, a inoculagdo com o produto Bioagro, um inoculante composto por
Pseudomonas spp, Candida spp, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, promoveu
aumentos de 240 Kg ha™* em relacéo ao controle ndo inoculado (CONG et al., 2009).
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Tabela 17. Producio de massa seca em g planta ™, peso de 1000 espiguetas, niimero de paniculas, indice de colheita, P total no grédo de plantas
de arroz, inoculadas com as estirpes H. Seropedicae H18, H. seropedicae ZA15, H. seropedicae ZAE94, B. vietnamiensis AR114, G.
diazotrophicus PALS5, A. chroochoccum AC1 e sua mistura. Utilizando fosfato tricalcico (PTC) e super fosfato simples (PSS) como

fonte de P.
Producéo Peso de 1000 Nuamero de paniculas ¢ _ .. . P total no grao
Tratamentos (9 planga ) espiguetas (g) Plantlzl'1 Indice de Colheita (%) (mg plantga D)
PTC PSS PTC PSS PTC PSS PTC PSS PTC PSS
Sem inoculagdo 11,53 Ba" 12,59 Ba 17,92 Ba 17,18 Ba 14,38 Aa 12,33 Ba 26,51 Ba 30,89 Aa 43,62 Ba 45,55 Ba
H18 16,14 Aa 1498Ba 18,33Ba  19,83Ba 10,38Ba 10,75Ba 3890Aa 3511 Aa 60,85Aa 66,37 Aa
ZAl15 15,40 Aa 15,65 Ba 19,49 Ba 23,92 Aa 11,38 Ba 11,88 Ba 35,41 Aa 34,31 Aa 60,11 Aa 55,92 Ba
ZAE94 16,47 Aa 1691 Ba 19,69Ba 23,86 Aa 12,00Ba 10,33Ba 37,06 Aa 39,61 Aa 6249Aa 74,87 Aa
AR114 16,87 Aa 16,73 Ba 23,59 Aa 25,25 Aa 11,50 Ba 11,88 Ba 40,20 Aa 34,90 Aa 78,14 Aa 75,36 Aa
PAL5 15,36 Aa 1481Ba 22,33Aa 2335Aa 11,75Bb 1483Aa 3345Aa 3288Aa 6544Aa 50,33Ba
AC1 14,43 Ab 17,92 Aa 24,09 Aa 18,90 Bb 11,13 Ba 12,50 Ba 35,26 Aa 38,98 Aa 57,68 Aa 74,44 Aa
Mistura 11,79 Bb 15,43 Ba 24,05 Aa 18,98 Bb 10,00 Ba 11,88 Ba 30,21 Ba 36,22 Aa 47.64 Ba 45,78 Ba
Alto N 19,16 Aa 21,25 Aa 18,36 Ba 17,63 Ba 11,88 Ba 13,13 Aa 33,99 Aa 41,48 Aa 50,73 Bb 74,43 Aa
Média 15,24 a 16,25 a 20,87 a 20,99 a 11,60 a 12,17 a 34,55a 36,04 a 58,52 a 61,81 a
C.V. (%) 15,32 16,45 12,86 15,15 5,84

* Meédias seguidas por letras iguais (mailsculas para tratamentos e minGsculas para fonte de P) no diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Existem poucos estudos que avaliem o efeito da inoculacdo de estirpes
diazotrdéficas e solubilizadoras de fosfato quando € utilizada uma fonte pouco soltvel como
0 PTC. O estudo mostrou o efeito positivo das diferentes estirpes diazotroficas quando o
fésforo esta indisponivel no solo (até os 60 DAP), mostrando que nestas condicdes o efeito
da inoculacdo das estirpes € mais marcante na captacdo de P do solo pela planta,
aumentando o acimulo de biomassa, 0 N e P total na parte aérea. Os resultados mostraram
um incremento na producdo, aumento na qualidade de grdos e um efeito direto sobre a
nutrigdo fosfatada quando as diferentes estirpes previamente selecionadas “in vitro” foram
inoculadas individualmente. A co-inoculacdo ndo diferiu significativamente do controle
nos parametros de producdo e qualidade dos grdos. Em trabalhos futuros é importante
selecionar as possiveis misturas pelo emprego de testes de antagonismos “in vitro” e
realizar previamente testes em condic¢Bes gnotobidticas com plantulas de arroz.

Segundo Gyaneshwar et al. (2002) o insucesso das respostas as inoculagdes com
microorganismos solubilizadores de Pl é devido (1) a sobrevivéncia insuficiente e ndo
colonizacao das estirpes inoculadas, (2) a competicdo com 0s microorganismos nativos, (3)
a natureza e propriedades dos solos e variedades de plantas, (4) a falta de nutrientes na
rizosfera para produzir quantidades suficientes de acidos organicos para solubilizar o Pl do
solo e (5) incapacidade de microorganismos solubilizadores de Pl de solubilizar fosfatos do
solo.

Com o estudo ndo foi possivel estabelecer o principal mecanismo de ac&o pelo qual
as diferentes estirpes aumentam o crescimento vegetal. Um sinergismo entre a capacidade
de disponibilizar P e as mudancas estruturais nas raizes pela producdo de AIA,
provavelmente aumentaram a disponibilidade e/ou a captacdo de P. Compreender a
interacdo entre 0s microorganismos empregados nos diferentes inoculantes e a planta
abrira o caminho para melhor aproveitar os diferentes mecanismos pelos quais as bactérias
aumentam o crescimento da planta e/ou o rendimento.

Independente dos resultados obtidos em casa de vegetacdo torna-se necessario
avaliar o potencial das estirpes em experimentos de campo levando em consideragdo 0s
aspectos de P disponivel, tipo de solo, fonte de nitrogénio e manejo da cultura (inundado
ou sequeiro). A inoculacdo das estirpes selecionadas em arroz mostra-se como uma
possivel alternativa para melhorar a eficiéncia dos fertilizantes fosfatados, visando o uso de
fontes de P menos sollveis como as rochas fosfaticas e adubos orgénicos. O uso da
tecnologia diminuiria a dependéncia de fertilizantes quimicos como o PSS os quais
consomem grandes quantidades de energia ndo renovavel e produzem grandes quantidades
de subprodutos toxicos em sua producao.
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5. CONCLUSOES

A formacdo de zonas claras e da diminuicdo do pH (uso de indicador) em placas
contendo o meio de cultivo NBRIP foram diferentes dos resultados obtidos em meio
liquido.

O P solavel liberado no meio de cultura liquido varia de acordo com a estirpe e 0
tempo de cultivo do microorganismo.

A inoculagdo da estirpe de B. vietnamiensis AR114 resultou em maior produgdo de
massa seca nos grdos assim como melhorou o acumulo total de N e P, e o indice de
colheita na presenca de PTC como fonte de P.

A inoculacdo com as estirpes de bactérias diazotroficas solubilizadoras de PI,
independente da fonte de P utilizadas aumentaram a producdo de grdos e a sua
qualidade.

Todas as estirpes utilizadas em condic¢des de casa de vegetacdo apresentaram potencial
de uso como biofertilizantes para experimentacéo e selecdo a campo.
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6. ANEXOS

A. Meios de cultivo.

Meio JMV (BALDANI, 1996)

Manitol 5¢
KoHPO, sol. 10 % 6 ml
KH,PO, sol. 10 % 18 mi
MgSQO,.7H,0 sol. 10 % 2ml
NaCl sol. 10 % 1ml
CaCl,. 2H,0 sol. 1% 2mi
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 2 mi
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 mi
Vitamina para meio de cultura 1ml
Extrato de levedura 100 mg

Ajustar o pH para 5,0 - 5,4.

Completar para 1000 ml com &gua destilada.

Adicionar 1,6 g I™* de agar para semi-sélido e 25 g I'* para sélido.

Para meio liquido adicionar 10 mM de glutamato de s6dio (1,87g/l) (indicador opcional).

Meio LGI (MAGALHAES et al., 1983)

Acucar cristal (sacarose) 59

K2HPO, sol. 10 % 2ml
KH,PO, sol. 10 % 6 ml
MgSQ,.7H,0 sol. 10 % 2 mi
CaCl,. 2H,0 sol. 1% 2ml
Na;Mo00,.2H,0 sol. 0.1 % 2 mi
FeCl;.6H,0 sol. 1% 1ml
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 5mil
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Vitamina para meio de cultura 1mil

Ajustar o pH para 6,0 — 6,2 com solu¢do de H,SO, a 5 %
Completar para 1000 ml com H,0 destilada.
Adicionar 1,4 g I de agar para semi-sélido e 15 g I'* para sélido.

Meio LGI-P (DOBEREINER et al., 1995)

Acucar Cristal (sacarose) 100 g
KoHPO, sol. 10 % 2ml
KH,PO, sol. 10 % 6 ml
MgS0O,.7H,0 sol. 10 % 2 mi
CaCl,. 2H,0 sol. 1% 2ml
Na;Mo00,.2H,0 sol. 0.1 % 2ml
FeCl;.6H,0 sol. 1% 1mi
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 5ml
Vitamina para meio de cultura 1mi

Ajustar o pH para 5,5 com solugéo de acido acético a 1%.



Completar para 1000ml com agua destilada.
Adicionar 1,3 g I""de agar para semi-sélido e 25 g I"*para sélido.

Meio JNFb (DOBEREINER et al., 1995)

Acido malico 5¢
KoHPO, sol. 10 % 6 mi
KH,PO, sol. 10 % 18 ml
MgSQO,.7H,0 sol. 10 % 2mi
NaCl sol. 10 % 1ml
CaCl,. 2H,0 sol. 1% 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 mi
Vitamina para meio de cultura 1ml
KOH 459
Extrato de levedura (somente para meio solido) 20 mg

Ajustar o pH para 5,8 com solucdo de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com agua destilada.
Adicionar 1,7 g I de agar para semi-sélido e 17 g I*para sélido.

Meio ASHBY (FENGLEROWA, 1965.)

Manitol 5¢
Fosfato monobaésico de potéssio 0.29
Sulfato de magnésio heptahidratado 0.29
Cloreto de sddio 0.29
Sulfato de célcio 0.1g
Carbonato de caélcio 59

Ajustar o pH para7.2.
Adicionar 15 g I'* para meio sélido
Completar com agua destilada para 1000 ml.

Meio DYGS (RODRIGUEZ, 1986. )

Glicose 290
Acido malico 2
Peptona bacterioldgica 159
Extrato de levedura 290
K,HPO, 059
MgS0,.7H,0 059
Acido glutamico 1,5¢

Ajustar o pH com solucdo de KOH a 10%:

pH 6,0 para Herbaspirillum.

pH 6,0 para Gluconacetobacter (menos acido malico).
pH 6,8 para Azospirillum.

Completar para 1000 ml com H,O destilada.
Adicionar 15g I"* de agar para meio sélido.



Meio Batata-P (DOBEREINER et al., 1995)

Batata cozida 200 g
Acucar cristal 100 g
Solucéo de micronutrientes 2 ml
Solucao de vitaminas 1ml

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em agua destilada durante 30 minutos. Paralelamente o
acucar cristal, o micronutriente e a vitamina em 50 ml de agua destilada com 2 gotas de
azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Filtrar a batata em algoddo e juntar a
solucgéo preparada anteriormente ao filtrado. Completar o volume para 1000 ml. Adicionar
e ajustar o pH com &cido acético até atingir pH 5,5.

Adicionar 25g I"* de agar para sélido.

Meios de cultura empregados no experimento de padroniza¢do de meios de cultura e
selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato

Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)

Glicose 10g
MgCl,.6H,0 5¢
MgS0O,4.7H,0 0,25¢g
KCI 0,29
(NH4)2804 0,1 g

Ajustar o pH para 7

Para a formacéo do precipitado adicionar 100 ml K;HPO, (10%), 50 ml CalCl, (10%) ou
5g 1" de Cas(PO,),.

Adicionar 15g I de agar para meio sélido.

Completar com agua destilada para 1000 ml.

Meio SMRS1 (SUNDRA-RAO e SINHA, 1963)

NH4(SO4)2 0,5 g
KCI 0,29
MgS0,4.7H,0 0,39
MnSQ,4.H,0O 0,004 g
FeS0,4.7H,0 0,002 ¢
NaCl 0,29
Glicose 10g
Extrato de levedura 059

Ajustar o pH para 7

Para a formacéo do precipitado adicionar 100 ml K;HPO, (10%), 50 ml CalCl, (10%) ou

5g 1 de Cas(PO.)a.

Adicionar 15g I"* de agar para meio sélido.
Completar com agua destilada para 1000 ml.

Meio GL (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982) e GL modificado

Glicose
Extr. Lev

Ajustar o pH para 5,8 e para GL modificado 5,5

109
29
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Para a formacéo do precipitado adicionar 100 ml K;HPO, (10%), 50 ml CalCl, (10%) ou
5g 1" de Cas(PO,),.

Adicionar 15g I"* de agar para meio sélido.

Completar com &gua destilada para 1000 ml.

Meio NFB (DOBEREINER et al., 1995) e NFB modificado

Acido Mélico 5¢
MgSQO, 7H,0 sol 10% 2ml
NaCl sol 10% 1ml
FeEDTA sol 1,64% 4ml
Sol. Micronutrientes 2ml
Vitaminas Iml
KOH 4,59
Agar 159
Extrc. Lev 50mg

Para 0 meio NFB modificado utilizar Glicose em lugar de Acido malico

Ajustar o pH para 6,5

Para a formacéo do precipitado adicionar 100 ml K;HPO, (10%), 50 ml CalCl, (10%) ou
5g 1" de Cas(PO,),.

Adicionar 15g I™* de agar para meio sélido.

Completar com agua destilada para 1000 ml.

B. Solucgdes
Solucéo salina para diluicéo seriada

KoHPO, sol. 10 % 1ml
MgSO, sol. 10 % 0,5ml
NaCl sol. 10 % 0,2mil
CaCl,.2H,0 sol. 10 % 0,5 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 1ml
Sol.De micronutrientes 0,5 ml

para meio de cultura

Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de H,SO4a 5 %,
Completar com agua destilada para 1000 ml.

Solucdo de micronutrientes para meio de cultura

Na,M00,.2H,0 0,2009
MnSQO,4.H,0 0,235¢g
Hs;BOs3. 0,2809
CuS0QO4.5H,0 0,008¢g
ZnS04.7H,0 0,024g

Completar o volume para 200 ml com agua destilada.

Solucéo de vitaminas
Biotina 10 mg
Piridoxol — HCI 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 ml com agua destilada,
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Manter a solugdo em geladeira.

Reagente de Bradford (BRADFORD et al., 1976)

Coomanssie blue G-90 diluido 111 mg
Etanol 95% 100 ml
acido fosforico 85% 100 ml

Adicionar todos os componentes e completar o volumem a 1000 ml com agua Mill-Q
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C. Resultados da quantificacdo da solubilizacdo de fosfato em meio liquido NBRIP.
Tabela. Efeito das bactérias diazotréficas sobre a liberacdo de fosfato em meio liquido NBRIP e o indice de solubilizagdo (IS) em meio solido

NBRIP.
2 dias 5 dias 8 dias 11 dias 14 dias
Estirpe  po,* Iibglrado LS. PO* Iibe_:lrado LS. PO* Iibirado LS. PO* Iibglrado LS. IibPe(?fdo ™
(mg.1I7) (mg.1I7) (mg.I") (mg.I") (mg.I)
ZA15 -1.86 £ 0.16* - 15.04 +£1.18 - 11.39+1.17 - 12.38 £ 0.83 - 15.47 £ 0.81 -
H18 9.60+2.19 - 16.49 + 1.80 - 1491 +0.78 - 15.23 + 0.67 - 17.03+0.96 -
AR1121 20364 +12.32 ; 20468+7.81 3.03+042 143394592 353+038 96.34+454 359+037 19.81+094 3.88+0.23
AR1122 19548 £20.20 2.29+£0.12 189.75+£3.98 3.35+0.13 14443+8.14 347x032 11023+£235 405005 3761x1.79 4.35+0.05
AR1125 205.03 +5.22 - 22587 +12.29 252+0.10 15398 £+4.67 2.88+0.10 110.23 £898 2.88+0.05 25.77 £253 2.78+0.18
AR114 147.39 £ 12.50 - 229.69+9.04 260+0.09 161.97+16.20 3.06+0.13 14192+443 299+£0.21 11214+6.64 2.79+£0.11
VR2236 178.47 £ 13.36 - 20590+6.60 2.73+0.24 16353+7.67 3.07+021 11440x1286 2.98+0.18 28.17+3.26 2.97£0.05
PALS 6.27 £ 0.63 2.69+0.09 239.23+4.34 336%x0.16 -3.51+0.39 343+036 -287+034 3.26+022 033£005 3.13+0.15

*Media % desvio padrdo (n=3)
-Auséncia de halo
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