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RESUMO

SEl, Fernando Bonafé. Diversidade de rizobactérias e coinoculagdo com fungos
micorrizicos na nutricédo fosfatada e expressao génica no feijoeiro. 116 f. Tese (Doutorado
em Manejo do Solo) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Agrarias. Lages, SC. 2012.

Atualmente a cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) ocupa uma &rea de mais de 4
milhdes de ha no Brasil, sendo cultivada em diversos sistemas de manejo e grau tecnoldgico.
O estado de Santa Catarina tem com caracteristica a agricultura familiar em pequenas
propriedades, onde a cultura do feijoeiro é conduzida em pequenas areas para subsisténcia e
com baixa tecnologia. Nestas condi¢cBes é normal o uso de gendtipos crioulos de feijoeiro,
onde a reproducdo das sementes é realizada pelo proprio produtor e o uso de tecnologias
como a inoculacdo com rizébios e a aplicacdo de fertilizantes é raramente realizada de forma
a obter o maximo potencial produtivo da cultura. A caracterizacdo de acessos crioulos de
feijoeiro associada ao uso eficiente de microrganismos fixadores de nitrogénio (N) e
associacGes com FMAs pode ser de grande valor, ja que apresentam maior probabilidade de
conter alelos para adaptacdo local, resisténcia a doencas e tolerdncia as principais
adversidades edafoclimaticas. Os objetivos deste estudo foram avaliar a ocorréncia e a
diversidade de rizobactérias em raizes de feijoeiro cultivados em pequenas propriedades, no
Oeste e Meio-oeste do estado de Santa Catarina e avaliar a resposta na nutricdo e expressao
génica de genotipos crioulos de feijoeiro submetidos a inoculagdo com estirpes divergentes de
rizobactérias e FMA (Glomus clarumnicol. & schenck). A andlise de ocorréncia e
caracterizagdo fisioldgica e genética de rizobactérias em raizes de feijoeiro mostrou uma alta
densidade de rizobactérias, com o isolamento e caracterizacdo fisioldgica das estirpes foi
observado o potencial de producdo de auxina e fixacdo biologica de nitrogénio. A
identificacdo das estirpes demonstrou a presenca de rizobactérias do género Pseudomonas sp.;
Rhizobium sp.; Pseudomonas moraviensis e Stenotrophomonas maltophilia. O
sequenciamento das estirpes permitiu contatar um predominio do género Pseudomonas sp.: 13
de um total de 15 estirpes identificadas. Na avaliacdo do efeito dos genotipos de feijoeiro,
doses de fosforo e inoculagdo com Glomus clarum na nutricdo e expressdo génica, 0s
resultados demonstram que a dose de P proporcionou efeito na massa seca da parte aérea,

sendo o valor méximo de massa seca observado com a dose de 400 mg de P kg™. O efeito do



genotipo foi observado no teor de P e P acumulado, sendo que o gendtipo crioulo BAF55 foi
superior ao genotipo comercial BAF115. As doses de P proporcionaram efeito na colonizagéo
micorrizica nas duas épocas de coleta (28 e 48 dias ap0s a semeadura). Na coleta aos 28 dias,
no genétipo comercial BAF115 com inoculacdo de G. clarum e dose de 100 mg P kg™ houve
elevacdo de 123% na colonizagdo micorrizica em comparagdo com o tratamento sem
aplicacdo de P. No gendtipo crioulo BAF55 nas condigdes de inoculagdo com G. clarum e
FMAs nativos foi possivel observar que o tratamento sem aplicacdo de P apresentou 0s
menores valores de colonizacdo micorrizica. Na época de coleta aos 48 dias, no gendtipo
BAF55 a inoculagdo com G. clarum aumentou a colonizacdo em relacdo a condi¢cdo de FMAS
nativos. A analise da expressdao genética demonstrou que existe efeito dos genoétipos
analisados, doses de P e inoculagdo com G. clarum no gene PVPT. Foi observado na
expressao génica do gene PVPT que o genotipo crioulo BAF55 respondeu tanto com a
inoculacdo com G. clarum quanto com a populacdo de FMAs nativas, enquanto que o
genotipo comercial BAF115 (Valente) respondeu somente no tratamento com FMAS nativos
do solo. Em ambos os genotipos foi possivel observar a resposta da expressdo genética
ocorreu na dose de 100 mg de P kg™, sendo que esta resposta estd associada aos FMAs
nativos do solo e ndo inoculagdo com G. clarum. No estudo com coinoculagéo foi observado
efeito positivo da inoculagdo com rizobactérias e G. clarum na massa seca, P e N acumulado
da parte aérea em plantas de feijoeiro. O melhor tratamento observado foi a coinoculacdo de
G. clarum e a estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis, que obteve os maiores valores de
massa seca, P e N acumulado na parte aérea e na massa seca dos nddulos. A estirpe Fe55 de
Pseudomonas moraviensis apresentou melhor desempenho que a estirpe Ai27 nos parametros
analisados neste ensaio.

PALAVRAS-CHAVE: Rhizobium, Pseudomonas, Glomus clarum, fésforo.



ABSTRACT

SEI, Fernando Bonafé. Diversity of rhizobacteria and co-inoculation with mycorrhizal
fungi and phosphorus nutrition on gene expression in common bean. 116 f. Thesis
(Doctorate in Soil Managment) — Santa Catarina State University. Programa de Pos-
Graduacgdo em Ciéncias Agrarias. Lages, SC. 2012.

Currently the common bean (Phaseolus vulgaris L.) occupies an area of over 4 million ha in
Brazil, being cultivated in various management systems and technological level. The state of
Santa Catarina has to feature family farms into small holdings, where the bean crop is
conducted in small plots for subsistence and low technology. Under these conditions it is
normal to use Creole bean genotypes, where the reproduction of seeds is carried by the
producer and the use of technologies such as rhizobial inoculation and fertilizer application is
rarely performed in order to achieve maximum crop yield potential. The characterization of
landraces of common bean associated with the efficient use of nitrogen-fixing
microorganisms (N) and mycorrhizal associations can be of great value, since most likely to
contain alleles for local adaptation, disease resistance and tolerance to major climatic
adversities. The objectives of this study were to evaluate the occurrence and diversity of
rhizobacteria on roots of bean plants grown on small farms in West and Mid-western state of
Santa Catarina and evaluate the response in nutrition and gene expression of bean genotypes
submitted to inoculation with divergent strains of rhizobacteria and AMF (Glomus clarum
nicol. & Schenck). The analysis of occurrence and genetic and physiological characterization
of rhizobacteria in bean roots showed a high density of rhizobacteria and the isolation and
physiological characterization of strains was observed in the potential auxin production and
biological nitrogen fixation. The identification of the strains showed the presence of the
rhizobacteria Pseudomonas sp. Rhizobium sp. Pseudomonas moraviensis and
Stenotrophomonas maltophilia. The sequencing of the strains allowed us to observe that there
is a predominance of Pseudomonas sp.: 13 out of 15 strains identified. In assessing the effect
of bean genotypes, phosphorus and inoculation with Glomus clarum nutrition and gene
expression, the results show that the dose effect of P provided in shoot dry weight, the
maximum value of dry mass observed with 400 mg P kg™. The effect of genotype was
observed in P and P accumulated in the harvest at 28 days after sowing, and the genotype

BAF55 was superior to genotype commercial BAF115. The P present effect on mycorrhizal



colonization in two harvests. In the harvest at 28 days after sowing, the genotype inoculated
with commercial BAF115 G. clarum and 100 mg P kg' was 123% increase in root
colonization in comparison with the treatment without application of P. In genotype BAF55
conditions of inoculation with G. clarum and indigenous AMF was observed that the
treatment without P application showed the lowest values of mycorrhizal colonization. At the
time of harvest to 48 days after sowing, the genotype BAF55 inoculation with G. clarum
increased colonization in relation to the status of indigenous AMF. The analysis of gene
expression PVPT gene demonstrated that there is an effect of the genotypes studied, rates of P
and inoculation with G. clarum. Was observed in gene expression of the gene PVPT that
genotype BAF55 responded with both inoculation with G. clarum as with the native AMF
population, while the genotype trade BAF115 (Valente) answered only in the AMF treatment
with native soil. In both genotypes was possible to observe the response of gene expression
occurred in a dose of 100 mg P kg™, and this response is associated with the native soil and
mycorrhizal inoculation with non G. clarum. In the study with co-inoculation observed
positive effect of inoculation with rhizobacteria and G. clarum dry matter yield, P and N
uptake of shoots in bean plants. The best treatment was observed co-inoculation G. clarum
and strain of Pseudomonas moraviensis Fe55, which obtained the highest values of dry
matter, N and P accumulated in shoots and dry weight of nodules. A strain Fe55 of
Pseudomonas moraviensis performed better than strain Ai27 the parameters analyzed in this
trial.

KEY WORDS: Rhizobium. Pseudomonas. G. clarum. Phosphorus.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Imagem de satélite dos pontos de coleta na regido Meio-oeste e Oeste do estado de
Santa Catarina (GOOGLE, 2010)........ccciiiiieiieiieieseese e s 33

Figura 2. Analise Cluster baseada no BOX A1R-PCR produtos usando o UPGMA algoritmo
€ 0 COETICIENTE B JACCAIT......eo i 46

Figura 3. Imagem do gel dos perfis de BOX-PCR de 21 estirpes de rizobactérias oriundos de
PlANTAS AE TRIJORITO. .. .eviiieiieieee e 46

Figura 4. A arvore do 16S rRNA gene seqiéncias geradas pelo método de Nebourineur Joing
mostrando a posicao de estirpes de rizosfera de raizes de feijoeiro comum............ 47

Figura 5. Efeito dos genétipos de feijoeiro na massa seca da parte aérea (g PI™). Médias
seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
DUNCEAN 8 590ttt ettt 67

Figura 6. Efeito dos gendtipos de feijoeiro no fésforo acumulado na parte aérea (mg PI™).
Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teSte de DUNCAN @ 5%0......cueerieieieiieee ettt nre e nnes 67

Figura 7. Efeito das doses de fosforo adicionadas ao solo na massa seca da parte aérea (g PI’
1). Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo
teSte de DUNCAN @ 5%0......ccueirieiieie ettt sre e nnes 68

Figura 8. Efeito das doses de P na massa seca da parte aérea (g PI™*) na época de colheita aos
28 dias apos o plantio. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao
diferem entre si pelo teste de DUNCAN @ 5%0........ccuiiiriiiiiiieice e, 81

Figura 9. Efeito dos genétipos de feijoeiro no teor de P (%) na parte aérea na época de
colheita aos 28 dias ap6s o plantio. Médias seguidas de mesma letra minuscula na
coluna nédo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%..........ccccccevveveiieneeiiesnenne 81

Figura 10. Efeito dos genétipos de feijoeiro no P acumulado na parte aérea (mg PI™) na época
de colheita aos 28 dias apds o plantio. Médias seguidas de mesma letra minuscula
na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.........cccccevvreerverinenenne 82

Figura 11. Efeito das doses de P na massa seca da parte aérea (g PI™') época de colheita aos
48 dias apos o plantio. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao
diferem entre si pelo teste de DUNCAN 8 5%0........cccuiririiiiinieieee e, 87

Figura 12. Efeito das doses de P e da inoculagdo com G. clarum e FMASs nativos na
percentagem de colonizagdo micorrizica no genétipo comercial BAF115 na época
de colheita aos 48 dias apds 0 PlANtIO...........ccevvereiiieri e 92



Figura 13. Efeito das doses de P e da inoculagdo com G. clarum e FMASs nativos na massa
seca (g) da parte aérea do genétipo comercial BAF115 na época de colheita aos 48
dias aPOS 0 PIANTIO........ccviiieiiee et 92

Figura 14. Efeito das doses de P e da inoculagdo com G. clarum e FMASs nativos na
percentagem de colonizagdo micorrizica do gendtipo crioulo BAF55 na época de
colheita aos 48 dias apds 0 PlANtio. .........cccccveiieiiericie e 93

Figura 15. Efeito das doses de P e da inoculacdo com G. clarum e FMASs nativos no massa
seca (g) da parte aérea do genotipo comercial BAF55 na época de colheita aos 48
dias apPOS 0 PIANTIO. ....c.eeviiieiece e e 93
Figura 16. Foto de Gel de agarose demonstrando a integridade do cDNA obtido pela RT-
Figura 16. Relagdo entre PVPT/ACT e doses de P no genotipo comercial BAF115 nas

condicdes de inoculacdo com G. clarum e FMAS Nativos. .........cccocveveiieveenieennnn, 97

Figura 17. Relacdo entre PVPT/ACT e doses de P no genotipo comercial BAF55 nas
condigdes de inoculagdo com G. clarum e FMAS Nativos..........ccovvvervnieiverenseenn 97

Figura 18. Relagdo entre PVPAP3/ACT e doses de P no genétipo comercial BAF115 nas
condicdes de inoculacdo com G. clarum e FMAS Nativos...........cccceveveiievieeriecneenn, 98

Figura 19. Relagdo entre PVPAP3/ACT e doses de P no genétipo comercial BAF55 nas
condicdes de inoculacdo com G. clarum e FMAS Nativos. .........ccccevevviieieerieennenn, 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Localizacdo e coordenadas geograficas dos pontos de coleta de solo e raizes na
regido Meio-oeste e Oeste do estado de Santa Catarina............c.cceveveverivereernernene 33

Tabela 2. Caracterizacdo quimica e fisica do solo dos pontos de amostragem...........c.c.c.c..... 34

Tabela 3. Origem e identificacdo das estirpes de rizobactérias diazotroficas endofiticas de
raizes de feijoeiro selecionadas para caracterizagdo fisioldgica em laboratdrio......36

Tabela 4. Namero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas endofiticas em raizes de
feijoeiro em Santa Catarina utilizando-se os meios semi-especificos NFb (para A.
lipoferum e A. brasilense), e LGI (para A. @Mazonense).........cccvrerereeieervereerennens 43

Tabela 5. Producdo de &cido indolacético (AlA), nitrogénio total (N total) e proteina por
Bradford de estirpes em meios NFbe LGl emmg L™ ..o 45

Tabela 6. Identificacdo das estirpes baseado nas seqiiéncias de similares do 16S rRNA
encontrados N0 GeNBanK (NCBI)........coiiiiiiiiiiiceere e 48

Tabela 7. Resultado da andlise de variancia para a massa seca, teor de N, N acumulado e
NMP, para os fatores de variacdo gendtipo e inoculagdo com estirpes de
740 T 101 T T PSSRSO 57

Tabela 8. Massa seca (g PI™), teor de N (%), N acumulado (mg PI™) e NMP (n° células g™ de
raiz) do gendtipo de feijoeiro comercial (BAF115) e crioulo (BAF55)................. 59

Tabela 9. Resultado da analise de variancia para as caracteristicas massa seca, teor de P, P
acumulado na parte aérea, peso dos graos, colonizacdo micorrizica total, para os
fatores Gendtipo, Dose de P e inoculagdo com G. clarum.........cccccoevevieieeieceennen, 66

Tabela 10. Teores de P (%) na parte aérea dos gendtipos de feijoeiro BAF115, BAF42 e
BAF55 em fungédo da inoculagdo com G. clarum e de doses de P aplicadas no

Tabela 11. Fésforo acumulado (mg PI™) na parte aérea dos genétipos de feijoeiro BAF115,
BAF42 e BAF55 em fungdo da inoculagdo com G. clarum e de doses de P
AdICIONAAAS 80 SOI0.......eiieieiieiieie e nreas 70

Tabela 12. Efeito das doses de P e inoculagdo com G. clarum na coloniza¢do micorrizica (%)
nas raizes dos gendtipos de feijoeiro BAF115, BAF55 e BAF42.........ccccccvecvvennnne. 71

Tabela 13. Resultado da analise de variancia dos dados da primeira coleta (28 dias) para
producdo de massa seca da parte aérea, teor de P na parte aérea, P acumulado e
colonizacao micorrizica em plantas de feijoeiro para os fatores genotipo, inoculagao
Com G. Clarum € d0SES T P........oieiiiiiiiieiee s 80



Tabela 14. Teor de P na parte aérea (%) de gendtipos de feijoeiro BAF115 e BAF55
inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas ao solo na época
de colheita aos 28 dias apds 0 PlANtIO..........ccviveiieriiie e 83

Tabela 15. Fosforo acumulado na parte aérea (mg por planta) de genoétipos de feijoeiro
BAF115 e BAF55 inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas
ao solo na época de colheita aos 28 dias apds 0 plantio..........ccceceveereiieivesieennnnn, 84

Tabela 16. Efeito das doses de P e inoculagcdo com G. clarum na colonizacdo micorrizica (%)
das raizes de feijoeiro dos gendtipos BAF115 e BAF55 na época de colheita aos 28
dias aPOS 0 PIANTIO........ccviiieiicc e e 85

Tabela 17. Resultado da analise de variancia dos dados da segunda coleta (48 dias) para
producdo de massa seca da parte aérea, teor de P na parte aérea, P acumulado e
colonizacdo micorrizica em plantas de feijoeiro para os fatores genotipo, inoculacéo
com G. clarum € dOSES A P........cveiieieiiesiee e 86

Tabela 18. Teor de P na parte aérea (%) de gendtipos de feijoeiro BAF115 e BAF55
inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas ao solo na época
de colheita aos 48 dias apis 0 PlANIO.........cccceveriririiiieic e 88

Tabela 19. Fosforo acumulado na parte aérea (mg por planta) de genotipos de feijoeiro
BAF115 e BAF55 inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas
ao solo na época de colheita aos 48 dias ap0s 0 plantio..........cccceeevvrereiiicicrecne. 89

Tabela 20. Efeito das doses de P e inoculagdo com G. clarum na colonizagdo micorrizica das
raizes de feijoeiro dos genotipos BAF115 e BAF55 na época de colheita aos 48 dias
APOS O PIANLIO. ....c.ei i 90

Tabela 21. Valores da expressao génica do gene PVPT e PVPAP3 em relacdo a Actina
(ACT), para os fatores Dose de P e inoculagdo com G. clarum para o genotipo
comercial BAFL15 (Valente)........ccooveiiiiiiiece e e 99

Tabela 22. Valores da expressdo génica do gene PVPT e PVPAP3 em relacdo a Actina
(ACT), para os fatores Dose de P e inoculacdo com G. clarum para o gendtipo
CIIOUIO BAFRDS. ... ettt es 99

Tabela 23. Resultado da analise de variancia para massa seca da parte aérea (g PI™), teor de P
(%) e P acumulado (mg PI™), teor de N (%) e N acumulado (mg PI™*) em funcéo dos
tratamentos aPIICAUOS. .......cc.uiiiieiie e 108

Tabela 24. Producdo de massa seca e P acumulados na parte aérea do genotipo comercial
BAFL15 A€ TRIJOBITO.....eiiiiieeeie ettt 109

Tabela 25. Resultados da anélise de variancia para comprimento de raiz (cm), Numero de
nodulos por planta e massa seca dos NOAUIOS (M) ...oovvverieieiieienececese e, 109

Tabela 26. Numero e massa seca (mg) de nddulos de rizébio e comprimento de raiz (cm) de
feijoeiro submetidos aos tratamentos de coinoculacdo de G. clarum e estirpes de
FIZODACTENIAS. ... vecvieciice ettt e be et e e e e be e s be et e eaeesteeneeens 110



LISTA DE ABREVIATURAS

ACT - Actina

AlA - Acido Indol-Acético

AS - Acido salicilico

BDA — Batata dextrose agar

CAT - Catalase

CAYV - Centro de Ciéncias Agroveterinarias

DNA — Acido desoxirribonucléico

FBN — Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

FMA — Fungo Micorrizico Arbuscular

IAPAR — Instituto Agronémico do Parana

MET — micélio externo total

MIPS - Myo-inositol-3-phosphate synthase

MO — Matéria Organica

NMP — NUmero Mais Provavel

RNA — Acido ribonucléico

RPM - Rotac6es por minuto

UDESC - Universidade do Estado de Santa Catarina
UFC — Unidades Formadoras de Col6nia

UFSC — Universidade Federal de Santa Catarina
PGPR - Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal).

PCR — Polymerase Chain Reaction (reacdo da polimerase em cadeia).
Pl - Planta
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente a cultura do feijoeiro ocupa uma area de mais de 4 milhdes de ha no
Brasil, sendo cultivada em safra (1° cultivo), safrinha (2° cultivo) e entre safra (3° cultivo), em
diversos sistemas de manejo e graus tecnoldgicos. A diversidade no perfil dos produtores de
feijdo faz com que a cultura receba diferentes manejos e tecnologias empregadas
proporcionando grandes diferencas de produtividade, sendo que 0s objetivos desta cultura
para 0s produtores vdo desde a subsisténcia até a alta lucratividade. Neste contexto, no estado
de Santa Catarina, a cadeia produtiva do feijdo tem importante participacdo, principalmente
como fonte de renda para a agricultura familiar. Segundo estimativa do CEPA (2008) a
agricultura familiar em Santa Catarina representa um universo de mais de 90 % da populagéo
rural, sendo responsavel por 67 % da producéo do feijdo do estado, nestas condi¢des € normal
0 uso de gendtipos crioulos de feijoeiro, na qual a producdo das sementes é realizada pelo
préprio produtor e o uso de tecnologias como a inoculacdo com rizébios e a aplicacdo de
fertilizantes é raramente realizada de forma a obter o méximo potencial produtivo da cultura.

A inoculagdo com rizébios, a adubacdo nitrogenada, correcdo da fertilidade e pH do
solo, aplicacdo de fungicidas, inseticidas, herbicidas, uso de sementes de alta qualidade e de
irrigacdo sdo algumas das técnicas agrondmicas disponiveis que podem ser utilizadas no
cultivo do feijoeiro com reflexos diretos sobre a produtividade. Atualmente muitos resultados
de pesquisa demonstram a alta capacidade produtiva da cultura, que pode ultrapassar os 3.000
kg ha™ utilizando-se somente inoculagdo com rizobios e sementes de genétipos crioulos. Os
recursos biotecnoldgicos existentes para as culturas sdo extensos e podem ser utilizados para
melhoria da nutricdo e aumento da produtividade, como é o caso da fixacdo bioldgica do
nitrogénio e do uso de bactérias rizosféricas na promocao do crescimento vegetal e no
controle biolégico de doencas e pragas. O uso destas e outras biotecnologias de forma
integrada e conjunta, como a coinoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e rizobios ou
0 uso de outras rizobacterias promotoras de crescimento vegetal, pode incrementar a
eficiéncia do processo de fixacdo biologica do nitrogénio e a nutricdo mineral fosfatada na
cultura do feijoeiro. Tais tecnologias podem aumentar a produtividade da cultura com um

baixo investimento financeiro, sendo desta forma acessivel aos pequenos produtores.
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O conhecimento e estudo da diversidade dos microrganismos presentes no solo e na
rizosfera tem papel fundamental para o entendimento das relagbes com as plantas e 0 meio
ambiente. Dessa forma a especificidade das associagdes e interacGes entre 0s organismos que
habitam o solo e a rizosfera é chave para o sucesso da inoculacdo e maximizacdo dos
beneficios para a producdo vegetal. O estudo da interacdo entre gendtipos das plantas, cepas
de rizobios, espécies de fungos micorrizicos e rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal deve ser realizado para que seja possivel entender o funcionamento e planejar o uso
destas biotecnologias a campo de forma correta.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a ocorréncia e diversidade de rizobactérias em
raizes de feijoeiro em pequenas propriedades do Oeste e Meio-oeste do estado de Santa
Catarina e avaliar o potencial das estirpes de rizobactérias para uso como promotoras do
crescimento vegetal e avaliar a resposta na nutricdo e expressdao génica de genotipos crioulos
de feijoeiro submetidos a inoculagdo com estirpes divergentes de rizobactérias e fungo
micorrizico arbuscular Glomus clarum (nicol. & schenck).

A tese esta dividida em cinco capitulos, sendo o primeiro capitulo dedicado ao estudo
de ocorréncia e caracterizacao fisioldgica e genética de estirpes de rizobactérias isoladas de
raizes de feijoeiro. No segundo capitulo é apresentado um estudo da avaliacdo do efeito na
nutricdo de gendtipos de feijoeiro da inoculacdo com estirpes de rizobactérias. O terceiro
capitulo apresenta os resultados da avaliacdo na nutricdo de genoétipos crioulos e comerciais
de feijoeiro submetidos a diferentes disponibilidades de P e inoculacdo com G. Clarum. No
quarto capitulo é apresentado o estudo da expressdo génica e nutricdo de gendtipos de
feijoeiro inoculados com G. clarum e conduzidos sob diferentes disponibilidades de P. No
quinto e ultimo capitulo é apresentado o estudo do efeito da interacdo entre Rhizobium,

rizobactérias e FMA (G. clarum) na nutri¢do do feijoeiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cultura do feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L) é uma das culturas mais difundidas no mundo,
representando metade dos grdos de leguminosas consumidos (BROUGHTON et al., 2003). O
feijoeiro é largamente consumido e participa da alimentacdo de cerca de 500 milhGes de
pessoas na América Latina, no leste e sul da Africa. E originario do continente americano, nas
regides entre México e a Guatemala e na zona dos Andes (ZIMMERMANN & TEXEIRA,
1996). Essa leguminosa apresenta de 20 a 33% de proteina nos grdos e € considerado um
alimento perfeito, pois apresenta aproximadamente o dobro do teor protéico da maioria dos
cereais. O grdo de feijdo é rico em fibras e carboidratos, além de ser uma importante fonte de
vitaminas hidrossolUveis, como a tiamina, a riboflavina, a niacina e a folacina (COSTA et al.,
2000). Na safra 2010/2011 a area plantada com a cultura do feijoeiro no Brasil foi de mais de
4 milhdes de ha, considerando trés safras, ou épocas de colheita, sendo que para o estado de
Santa Catarina a estimativa foi de 104 mil ha (CONAB, 2012). No cenario socioecondmico
do estado de Santa Catarina, a cadeia produtiva do feijdo tem importante participacéo,
principalmente como fonte de renda para a agricultura familiar. Estima-se que a agricultura
familiar em Santa Catarina representa um universo de mais de 90% da populacéo rural, sendo
responsavel por 67% da producéo do feijdo do estado (CEPA, 2008).

Entre os sistemas biologicos envolvendo plantas e microrganismos, a simbiose
leguminosas-rizobios € a de maior expressdo econdmica. Em razdo da importancia econémica
e social do feijoeiro no Brasil e da potencialidade e necessidade de incrementar sua
produtividade (FRANCO et al. 2002). A inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio no
feijoeiro é uma tecnologia alternativa de baixo custo econémico e grande vantagem ambiental
pouco explorada, outro importante componente da biota do solo que pode ser utilizado s&o os
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) que formam associacdo mutualistica com a maioria
das plantas de interesse agricola, com efeito, biofertilizante destacado em solos acidos por sua
contribuigédo na absorcdo de P (BASHAN & HOLGUIN, 1997; SCHALLMACH et al., 2000).
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Os solos brasileiros, em geral, apresentam uma populacdo abundante de rizobios
capazes de nodular e fixar N, em simbiose com o feijoeiro, em estudos avaliando a
biodiversidade de rizobios simbiontes do feijoeiro em Santa Catarina, observou-se que a
diversidade genética intra-especifica de rizébios é elevada, com 91% dos isolados
apresentando perfis Unicos de DNA analisados por rep-PCR. Sendo que a composi¢do de
espécies de rizobios consistiu de 17,1% de Rhizobium tropici, 35,9% de R. etli, 32,5% de R.
leguminosarum, 1,7% de R. giardinii e 12,8% de perfis distintos, podendo representar novas
espécies. No mesmo trabalho foi constatada correlacdo entre as espécies de rizobios e
caracteristicas do solo: R. tropici ocorreu preferencialmente em solos mais acidos, enquanto
R. leguminosarum e R. etli apresentaram maior ocorréncia em solos com pH mais elevado
(STOCCO et al., 2008).

A inoculacdo com cepas de rizébios selecionadas e recomendadas para cultura do
feijoeiro aumenta a nodulacdo e a produtividade da cultura, mesmo em solos com alta
populacédo de rizobios nativos (HUNGRIA et al., 2003). Em estudo para avaliar a resposta do
feijoeiro a inoculacdo com rizébio e ao parcelamento de fertilizante nitrogenado os autores
observaram que a adubagdo com 20 kg ha™ de N no plantio, acrescida de inoculante com a
estirpe de R. tropici CIAT 899, possibilitou a obtencdo de rendimento de grdos na cultura de
feijoeiro equivalente & aplicacdo de até 160 kg ha™ de N, evidenciando a sua importancia para
obtencdo de maior rentabilidade na cultura do feijoeiro (PELEGRIN et al., 2009).

O P é um nutriente limitante e as plantas tém enfrentado durante toda a evolucao,
desde a transicdo do ambiente aquatico para o ambiente terrestre. Houve avancos
significativos na identificagdo de como as plantas enfrentaram os desafios de aquisi¢do e
conservacao do fosfato. No entanto, as respostas de riqueza de espécies de plantas e produgéo
vegetal em condicBes limitantes de P s6 podem ser compreendidas quando as interacGes entre
esta limitacdo com outros maltiplos recursos abioticos e interacBes bioticas sdo levados em
consideracdo (CRAMER, 2010). Em estudos sobre a absorgéo e utilizacdo do P pelas culturas
da soja, feijoeiro e por plantas daninhas, Procopio et al. (2005) observaram que o maior teor
de P nos tecidos vegetais foi constatado nas plantas de feijoeiro, e que estes foram em média
trés vezes maior que o teor observado para a soja, independente da quantidade de P aplicada
no solo. Os mesmos autores concluiram que com o aumento na adi¢do de P ao solo, a
eficiéncia de utilizagdo quando absorvido diminui para as plantas de soja e feijao
(PROCOPIO et al., 2005). As respostas da senescéncia foliar ao suprimento de P podem
constituir estratégias adaptativas para o crescimento vegetal sob condi¢des limitantes do

nutriente. Resultados de estudos indicam que o suprimento de P no solo ndo afeta o estadio de
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maximo numero de folhas e o inicio da senescéncia foliar de plantas de feijoeiro; contudo, o
estadio de maxima deposicdo de folhas senescentes ocorre mais cedo durante o ciclo de
crescimento com o aumento do suprimento de P no solo (ARAUJO et al., 2007). Os gendtipos
de feijoeiro apresentam diferencas quanto a capacidade e eficiéncia na absorcédo e utilizagédo
do P. Diferencas morfoldgicas podem ser observadas como alteracBes no sistema radicular em
condicBes de P limitado; porém, apesar da analise detalhada de mecanismos adaptativos de
deficiéncia de P em ambos os niveis genéticos e fisioldgicos, ndo se sabe muito sobre a
regulacdo molecular de respostas deficiéncia e limitacdo de P em feijoeiro (TIAN et al.,
2007).

2.2. Microrganismos do Solo

Bactérias sdo organismos relativamente simples, microscopicos, cujo material genético
ndo esta envolvido por uma membrana nuclear (células procarioticas) e compreendem o grupo
mais diverso e abundante dentre os organismos na terra (WHITMAN et al., 1998). Possuem
importancia indiscutivel na sustentabilidade da biosfera e tem um papel preponderante nos
ciclos biogeoquimicos (VIDEIRA et al., 2007). Nas plantas hospedeiras, 0s microrganismos
sdo capazes de colonizar superficies das raizes e folhas ou o interior de tecidos de plantas.
Entre as bactérias associativas a espécies vegetais, as bactérias fixadoras de nitrogénio sdo
consideradas como um dos grupos mais importantes na agricultura tropical pela sua
associacdo com plantas leguminosas e ndo leguminosas (VIDEIRA et al., 2007). Varios
fatores como temperatura, acidez do solo, teor de nutrientes e cultivar, interferem na
eficiéncia simbidtica das estirpes de rizobios em condic¢des de campo. A fixacao biologica de
N, utilizando a inoculagdo de estirpes eficientes de Rhizobium em cultivar nodulante de
feijoeiro ou seu cultivo em solos com populacdo nativa eficiente pode possibilitar a
suplementacdo ou até mesmo a ndo utilizagdo de nitrogénio em cobertura na cultura do
feijoeiro, sem perdas no rendimento da produtividade (MORAES et al. 2010).

Bactérias do género Azospirillum spp. convertem nitrogénio atmosférico em aménia
sob condicBes microaerofilas e baixos niveis de nitrogénio, pela acdo do complexo
nitrogenase (STEENHOUDT et al., 2000). Quando benéficas, as bactérias que colonizam o
sistema radicular e promove o crescimento vegetal sdo denominadas rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal em inglés plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), além do fato
de fixarem N atmosférico. Bactérias diazotréficas do género Azospirillum spp. sdo

consideradas PGPR devido a sua capacidade de estimular o crescimento das plantas pela
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producdo de fitormonios, reducdo do potencial de membrana das raizes, sintese de enzimas,
solubilizagdo de fosfato inorganico e mineralizacdo de fosfato organico. Indiretamente,
promovem o crescimento vegetal reduzindo ou prevenindo a acdo de microrganismos
patogénicos, devido a producdo de antibidticos ou sideroforos (RODRIGUEZ & FRAGA,
1999). A capacidade de sintetizar auxinas é largamente observada em microrganismo do solo
e associados a plantas. Estimativas apontam para 80% das bactérias isoladas da rizosfera com
capacidade de produzir auxinas reguladoras de crescimento vegetal. A presenca de auxinas
determina aumento do comprimento da raiz e do nimero de pélos e raizes laterais, alteracdes
morfolégicas da raiz, sendo conhecida por estimular tanto respostas rapidas como respostas
lentas nas plantas. O mais importante fitorménio produzido por Azospirillum é a auxina &cido
3-indolacético (AlIA) (DOBBELAERE et al., 2003; KUSS, 2006).

A atividade bioldgica do solo é um dos principais fatores que afetam a disponibilidade
de P aos vegetais. Além do papel na mineralizagdo do P organico, fungos e bactérias liberam
acidos organicos, resultantes do seu metabolismo, que alteram o pH do solo e auxiliam na
solubilizacdo de fosfatos de baixa solubilidade (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; NAHAS,
1999). Em estudo sobre a diversidade de microrganismos do solo produtores de fosfatases
encontrou-se nimero expressivo de bactérias ou de fungos produtores das fosfatases acida ou
alcalina, constituindo mais de 50% de bactérias ou de fungos totais. As bactérias e os fungos
produtores de fosfatase alcalina sdo influenciados pela adubacdo fosfatada, aumentando
guando adubadas com superfosfato. Apenas uma porcentagem inferior a 2% do total de
microrganismos produtores das fosfatases apresentou alta atividade enzimatica (NAHAS,
2002).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) apresentam um forte efeito sinérgico
com as rizobactérias, com aumentos significativos na colonizacdo e desenvolvimento da
planta. No caso das bactérias fixadoras de nitrogénio, o efeito é conseqiiéncia de uma melhor
nutricdo de P pelas plantas micorrizadas, o que acarreta maior e melhor nodulacdo e
funcionamento da nitrogenase. Essa interacdo é maior quando existem condigdes de escassez
de N e P (SILVEIRA, 1998). Mudancas na comunidade de FMAs podem acarretar alteragoes
na composicdo da comunidade de plantas e vice-versa. Deste modo, 0 manejo agricola pode
atuar como pressao de selecao das populacbes de FMAs (SILVEIRA, 1998).

Compostos orgéanicos como aglcares e acidos, podem inibir ou estimular o
crescimento micelial de FMAs. Acidos organicos, como oxalacético, piravico, acético, citrico
e tartarico estimulam, enquanto aspatico, succinico e malico, reduzem a germinagdo e o

crescimento da hifa de FMAs. Alguns aminoacidos, em particular cistina, lisina e glicina
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também estimulam o crescimento de FMAs, porém a maioria deles é inibitoria ou pouco
influencia no crescimento (SILVEIRA, 1998). O manejo e préaticas que promovam disturbios
no solo, como aracao e cobertura vegetal, afetam a densidade de esporos micorrizicos no solo
e a colonizacdo micorrizica em plantas de feijoeiro cultivados apés estas praticas (OLIVEIRA
& SANDERS, 1999).

Algumas plantas com sistema radicular pouco ramificado e escasso em pélos
absorventes apresentam acentuado micotrofismo, ou seja, dependem da associagdo com
fungos micorrizicos para absorverem nutrientes e garantirem o crescimento (SILVEIRA,
1998). Em estudo avaliando a dependéncia micorrizica de mudas de mangaba (Hancornia
speciosa) em doses crescentes de P, foi observado que as plantas inoculadas com dos fungos
micorrizicos nativos produziram mais biomassa seca de parte aérea e raizes e apresentaram
maior concentracdo e acimulo de P na parte aérea. A maior dependéncia micorrizica relativa
ocorreu com a inoculagcdo de fungos micorrizicos nativos e as plantas com inoculacdo
micorrizica ndo responderam & adicdo de P em doses acima de 50 mg kg (CARDOSO
FILHO et al., 2008).

O sucesso da inoculacédo do feijoeiro com bactérias fixadoras de nitrogénio depende da
aplicagdo correta do inoculante nas sementes. O tratamento de sementes com fungicidas e
inseticidas tem efeito negativo na sobrevivéncia das bactérias na semente e pode promover
uma reducdo da nodulagcdo, com consequiente efeito negativo na produtividade. Os fungicidas
disponiveis no mercado possuem diferencas na intensidade dos efeitos negativos sobre as
bactérias e processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio, desta forma os produtores devem
evitar o uso de fungicidas altamente toxicos e realizar o tratamento de sementes de forma
correta, seguindo as recomendacdes dos fabricantes (ARAUJO & ARAUJO, 2006). Fatores
ambientais afetam a diversidade de micro-organismos capazes de formar simbiose com o
feijoeiro: a acidez do solo, temperatura e déficit hidrico assim como o manejo do solo
influenciam no processo de fixacdo biologica de nitrogénio (HUNGRIA & VARGAS, 2000;
STOCCO et al.,, 2008). Um processo de selecdo de cepas de rizObios que leve em
consideracdo as caracteristicas do solo e fatores climaticos pode representar um caminho para

a utilizagdo de cepas com maior eficiéncia e que sejam mais adaptadas ao ambiente.
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3. CAPITULO 1 - Diversidade fisiologica e genética de rizobactérias isoladas de
feijoeiros (Phaseolus vulgaris L.) cultivados em pequenas propriedades do estado de
Santa Catarina.

RESUMO: A fixacdo bioldgica de nitrogénio é realizada por representantes de diversos
grupos filogenéticos bacterianos. Estas bactérias podem viver livres em diversos
ecossistemas, estabelecer simbioses ou estar associados as plantas, sendo neste ultimo caso
denominados de diazotréficas associativas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia
e caracterizar a diversidade fisioldgica e genética de rizobactérias das raizes de gendtipos de
feijoeiros cultivados em pequenas propriedades da regido Meio-Oeste e Oeste do estado de
Santa Catarina. Os resultados mostraram uma alta densidade de rizobactérias nas raizes de
feijoeiro amostradas com valores que variaram entre 3,85 x 10° a 1,36 x 10° células g™ de
matéria fresca, com o isolamento e caracterizacdo fisioldgica das estirpes foi possivel
observar o potencial na producdo de auxina e fixacdo bioldgica de nitrogénio, nos testes
realizados in vitro as estirpes Fe34 e Fe22 se destacaram na producdo de auxinas com valores
de 33,72 e 30,47 mg de AIA L™ respectivamente. Para a FBN as estirpes Fe22 e Fe27
apresentaram os melhores valores de 33,25 e 27,85 mg de N L™, respectivamente. A
identificacdo das estirpes de rizobactérias de raizes de feijoeiro demonstram a presenca de
rizobactérias do género Pseudomonas sp.; Rhizobium sp.; Pseudomonas moraviensis e
Stenotrophomonas maltophilia. O seqtienciamento das estirpes permitiu observar que existe
um predominio do género Pseudomonas sp.: 13 de um total de 15 estirpes.

PALAVRAS-CHAVE: Phaseolus vulgaris, Rizobactérias, Diversidade genética,

Pseudomonas.

ABSTRACT: The biological nitrogen fixation is carried out by representatives of different
phylogenetic groups of bacteria. These bacteria may be safe in ecosystems, establish
symbioses or plants to be associated, in the latter case called diazotrophic. The aim of this
study was to evaluate the occurrence and characterize the physiological and genetic diversity
of rhizobacteria from the roots of common bean genotypes grown in small farms of the

Midwest and West of the state of Santa Catarina. The results showed a high density of
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rhizobacteria in bean roots sampled with values ranging from 3.85 x 10° to 1.36 x 10° cells g™
fresh weight, with the isolation and physiological characterization of the strains was possible
to observe the potential in auxin production and biological nitrogen fixation, in tests in vitro
strains Fe34 and Fe22 highlighted in the production of auxin with values of 33.72 and 30.47
mg AIA L™, respectively. For FBN strains Fe22 and Fe27 showed the best values of 33.25
and 27.85 mg N L™, respectively. The identification of strains of rhizobacteria from roots of
bean plants demonstrated the presence of the rhizobacteria Pseudomonas sp. Rhizobium sp.
Pseudomonas Moraviensis and Stenotrophomonas maltophilia. The sequencing of the strains
allowed us to observe that there is a predominance of Pseudomonas sp.: 13 out of 15 strains
KEYWORDS: Phaseolus vulgaris, Rhizobacteria, Genetic diversity, Pseudomonas.

3.1. INTRODUCAO

A biota do solo e seus processos oferecem varias alternativas para o desenvolvimento
de biotecnologias capazes de aumentar a sustentabilidade dos sistemas agricolas, reduzindo a
aplicacdo de fertilizantes quimicos (DOBEREINER, 1990). Na rizosfera das plantas ou
endofiticamente sdo encontrados diversos grupos filogenéticos bacterianos, com capacidade
de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), neste caso sdo denominados diazotréficos, de
producdo de auxinas e outros promotores de crescimento. Estas bactérias podem viver livres
em diversos ecossistemas, estabelecer simbioses ou estar associados as plantas, sendo neste
ultimo caso denominados de diazotroficas associativas. As bactérias diazotroficas associativas
podem contribuir para o crescimento vegetal ndo s6 pelo fornecimento de nitrogénio, mas
também por outros mecanismos como producdo de fito-hormonio, solubilizagdo de fosfatos,
antagonismo a fito-patdgeno, entre outros (MOREIRA et al., 2010). A colonizagdo endofitica
de Azospirillum é vantajosa porque essas bactérias sdo capazes de colonizar o interior da
planta sem invadir os tecidos vasculares ou o interior das células, contribuindo para o
desenvolvimento do vegetal por meio da FBN e de mecanismos de promogéo de crescimento,
sem causar nenhum sintoma de doenca (BALDANI & BALDANI, 2005; RODRIGUES,
2004). A produgdo de fito-hormonio pelas rizobactérias promotoras de crescimento pode
potencializar o efeito positivo das micorrizas e aumentar a nodulagdo por bacterias fixadoras
de nitrogénio; além disso, a regulacdo hormonal das plantas também pode ser afetada pelas
das rizobactérias (DODD et al., 2010).

A identificacdo desses microrganismos ¢ feita tradicionalmente in vitro, com base nas

caracteristicas morfologicas e fisiologicas sob condicdo de cultivo. Entretanto, os resultados
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obtidos nem sempre s@o conclusivos, principalmente quando ocorrem novos géneros e/ou
espécies. Desse modo, ao longo dos tempos, diversas técnicas de biologia molecular vém
sendo desenvolvidas no intuito de classificar e identificar, com rapidez, simplicidade e
precisdo, diferentes espécies bacterianas, assim como avaliar a contribuicdo direta e/ou
indireta dos microrganismos para as plantas (DOBBELAERE et al., 2003). A variabilidade
genética de microrganismos pode ser detectada por analise do fendtipo ou por marcadores
moleculares. A primeira, considerada classica, baseia-se na caracterizacdo morfoldgica ou
bioquimica, restringindo os estudos em populacbes. As técnicas moleculares, por sua vez,
fornecem ferramentas para evidenciar e entender melhor diversos aspectos relacionados
diretamente ou indiretamente ao DNA. Desta forma, a analise dos &cidos nucléicos vem sendo
amplamente utilizada na diferenciacdo de individuos e no esclarecimento filogenético dos
organismos estudados (FERREIRA, 2000). Considerando que varias bactérias associativas ou
de vida livre podem ser isoladas a partir de meios semi-solidos livres de N e que apenas as
caracterizacdes fenotipicas e fisiologicas desses microrganismos ndo sao suficientes para a
identificacdo completa de uma espécie, é importante a utilizacdo de técnicas mais acuradas de
analise a nivel molecular que auxiliem na identificacdo desses organismos e que, aliadas as
demais caracterizacdes tradicionais, possibilitem o estudo da sua biodiversidade (KIRCHHOF
etal., 1997).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular que permitem a caracterizacdo
de microrganismos a partir do DNA e do RNA proporcionou avangos nos estudos de ecologia
microbiana e abriram as portas para um novo campo interdisciplinar atualmente conhecido
como Ecologia Molecular Microbiana. A extracdo do DNA possibilita a obtencdo de varias
informacdes genéticas sobre uma espécie, enquanto os métodos de extracdo do RNA auxiliam
0 estudo da atividade de uma determinada comunidade microbiana (ROSADO et al., 1997).
As metodologias moleculares com base no DNA sdo mais especificas, rapidas e sensiveis e
sdo utilizadas sozinhas ou em combinacdo com outras ferramentas. Essas técnicas
moleculares, principalmente a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR — Polymerase Chain
Reaction) vém causando enorme impacto na pesquisa cientifica, sendo a reacdo de PCR a de
maior aplicabilidade nas diferentes &reas da agricultura (GUIMARAES, & SA, 2002).
Juntamente com os estudos que envolvem o DNA, como polimorfismos de DNA, a anélise da
regido 16S do RNA ribossdmico, cujos genes sdo os rDNAs, tem sido adotada como
ferramenta para identificacdo de géneros bacterianos existentes em determinados ambientes
devido ao seu alto grau de conservagdo e também por gerar grande quantidade de informacGes
Uteis para analises filogenéticas (REIS JUNIOR et al., 2002).
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O objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia e caracterizar a diversidade
fisiologica e genética de rizobactérias das raizes de genoétipos de feijoeiros utilizados em

pequenas propriedades da Regido Meio-oeste e Oeste do estado de SC.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Amostragem das raizes de feijoeiro

Para o estudo da ocorréncia e diversidade de rizobactérias em raizes de feijoeiro foram
selecionadas aleatoriamente 11 areas em 10 municipios das regibes Meio-oeste e Oeste
Catarinense (Figura 1), com plantios de genotipos crioulos e comerciais de feijoeiro. A
amostragem foi realizada entre os dias 03 e 04 de abril de 2008, em pequenas propriedades
rurais onde o feijoeiro é cultivado para consumo de subsisténcia e com emprego de baixas
tecnologias e investimentos. As areas foram georreferenciadas e as informagfes estdo
dispostas na Tabela 1.

Em cada area foram coletadas raizes e solo de oito plantas selecionadas de forma
aleatdria. As plantas de feijoeiro se apresentavam no inicio do florescimento no momento da
coleta. As amostras de raizes e de solo foram acondicionadas em caixa térmicas e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia e Fauna do Solo de Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV), Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), para 0s

procedimentos seguintes.
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Figura 1. Imagem de satélite dos pontos de coleta na regido Meio-oeste e Oeste do estado de
Santa Catarina (GOOGLE, 2010).

Tabela 1. Localizacdo e coordenadas geograficas dos pontos de coleta de solo e raizes na
regido Meio-oeste e Oeste do estado de Santa Catarina.

Area Local de Origem Altitude Coordenadas
S W
1 Faxinal dos Guedes 1008 m 26°51'19,9" 52° 14' 54 5"
2 Cordilheira Alta 744 m 26°59'18,7" 52° 36' 39,3"
3 Pinhalzinho (1) 464 m 26°54' 20,2" 52° 53' 55,6"
4 Pinhalzinho (2) 547 m 26°52'14,3" 52°57'38,1"
5 Saudades 477 m 26° 49'31,8" 53° 05' 20,4"
6 Caibi 419 m 26° 57' 584" 53°12'51,2"
7 Riqueza 289 m 27° 04' 41,9" 53° 20’ 58,4"
8 Mondai 218 m 27° 03' 54,9" 53° 25' 56,6"
9 Ipora 561 m 26° 58' 21,9" 53° 30' 55,9"
10 Anchieta 679 m 26° 32' 48,6" 53° 20" 04,6"
11 Campo Eré 690 m 26° 25' 03,7" 52° 59' 04,4"

3.2.2. Caracterizacdo das areas de coletas

Parte das amostras de solo foi seca a sombra, peneiradas em malha de 2 mm e

submetidas andlise das seguintes caracteristicas fisicas e quimicas: teor de argila, teor de
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matéria organica (MO), pH , indice SMP, teores de nitrogénio total (Nt) fosforo (P), potassio
(K), s6dio (Na), célcio (Ca), magnésio (Mg), aluminio (Al) e a CTC efetiva do solo, conforme
Tedesco et al. (1995). O teor de P disponivel no solo foi determinado pelo método do extrator
duplo acido (Mehlich) e por colorimetria, o teor de K disponivel no solo foi determinado no
fotbmetro de chama, os teores de Ca e Mg foram determinados por espectrofotometria de
absorcdo (TEDESCO et al., 1995).

Tabela 2. Caracterizagdo quimica e fisica do solo dos pontos de amostragem.

cmolc dm™ % mg dm™

Local de pH- Indice
Origem HO SMP ca Mg Al H+Al CTC MO Argila P Na K

Faxinal dos
4,7 54 3,77 160 1,16 8,70 7,39 6,6 35 23,3 13 335
Guedes
Cordilheira Alta 4,8 55 1462 981 138 7,70 2691 3,0 18 775 16 432
Pinhalzinho (1) 5,0 56 2,64 400 058 6,90 7,88 3,7 20 335 12 257

Pinhalzinho (2) 60 66 7,82 375 000 220 1318 83 25 427 15 629

Saudade 4,8 53 944 469 202 9,70 1696 4.2 34 135 11 317
Caibi 54 55 9,17 249 028 7,70 1231 32 15 49 14 146
Riqueza 54 57 499 25 031 620 903 74 21 36 13 462
Mondai 5,6 6,0 6,49 540 0,00 440 1222 34 34 56 28 128
Iporé 55 6,5 581 299 000 250 950 36 18 115 10 272
Anchieta 6,1 6,5 16,35 6,37 0,00 250 238 29 15 156 33 441

Campo Eré 5,7 6,3 1453 9,00 000 3,10 2451 26 24 322 20 384

3.2.3. Estimativa do numero mais provavel de rizobactérias diazotroficas em raizes de

feijoeiro

Para o isolamento e avaliagdo da ocorréncia de rizobactérias endofiticas, 10 g de raizes
lavadas em &gua destilada, foram desinfetadas superficialmente com solucéo de hipoclorito de
sodio (1%) por 30 segundos, e lavadas novamente com agua destilada. Em seguida as raizes
foram trituradas em 90 mL de solucdo de sacarose (4%) por um minuto, utilizando um
liquidificador do tipo “mixer”. A seguir foram realizadas diluigdes decimais seriadas de 10™
até 107 das quais trés replicatas de 100 pL das dilui¢des 102 a 107 foram inoculados em
frascos contendo 5 mL de meio NFb e LGl semi-sdlido (DOBEREINER et. al., 1995). Os
frascos foram incubados em incubador tipo BOD a 32 °C por quatro a sete dias até a

formacgdo de pelicula aerotaxica. Foram considerados como positivos os frascos com a
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pelicula aerotaxica caracteristica de rizobactérias diazotréficas. Calculou-se entdo o ndmero
mais provavel (NMP) de bactérias por grama de raizes utilizando a tabela de McCrady
(DOBEREINER et. al., 1995). Os resultados dos testes de NMP para os meios LGl e NFb
foram submetidos a analise de variancia pelo teste “F” e as médias foram comparadas pelo
tese de Duncan a 5% de significancia.

Os frascos que apresentaram a pelicula aerotdxica tipica do crescimento de
diazotroficos micro-areofilicos foram utilizados para o isolamento e obtencdo de culturas
puras de rizobactérias. Para isto, as bactérias nas peliculas foram replicadas para placas de
Petri contendo os meios semi-especificos LGI e NFb sélidos e incubadas a 32 °C por dez dias.
As colbnias bacterianas observadas nas placas foram submetidas novamente ao crescimento
em meio semi-sélido LGI e NFb para confirmar a capacidade de formar pelicula aerotéaxica.
Os frascos que apresentaram formacdo de peliculas foram por fim submetidos a novo
crescimento em meio solido LGl e NFb e as col6nias obtidas por meio de estriamento foram
purificadas pelo crescimento em placas de Petri com meio batata (BDA) duas vezes. Como as
bactérias diazotroficas, especialmente as do género Azospirillum, sdo gram-negativas, as
estirpes obtidos foram caracterizados bioquimicamente pelo teste de coloragdo Gram,
seguindo o protocolo sugerido por Yano et al. (1991).

As placas com estirpes gram-negativas tiveram suas colonias transferidas para tubos
de ensaio com tampa rosquedvel (uma colbnia por tubo) contendo meio batata (BDA)
inclinado, em triplicatas, e incubado por trés dias. Para estocagem, as culturas foram cobertas
com meio batata (VIDEIRA et al., 2007) mais glicerol (50%), e entdo os tubos foram
vedados, identificados e armazenados em refrigerador.

As estirpes obtidas foram incluidas na Colecéo de Bactérias Diazotroficas Promotoras
de Crescimento do CAV/UDESC, que esta integrada a “Rede Centro-Sul para a manutencéo,
bio-prospeccdo e caracterizagdo da biodiversidade de colecdo de culturas e de genes de
bactérias de importancia agroindustrial: diazotréficas e promotoras do crescimento de

plantas”, sob coordenagdo da Embrapa Soja.

3.2.4. Diversidade fisiologica de estirpes de rizobactérias de raizes de feijoeiro

A partir do estudo de ocorréncia foi possivel obter 69 estirpes de rizobactérias
endofiticas diazotroficas de 10 areas de plantio de feijoeiro. Durante o processo de isolamento
e obtencdo de culturas puras ndo foi possivel obter estirpes da &rea de Caibi. As estirpes

receberam a nomenclatura “Fe” indicando a origem em plantas de Feijoeiro, seguido de uma
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numeracgéo que indica a sequéncia da obtencdo de estirpes dos testes de ocorréncia e incluséo
no banco de bactérias diazotréficas do Laboratério de biologia e fauna do solo do Centro de
Ciéncia Agroveterinarias da UDESC. Destas 10 areas de plantio duas a trés estirpes de
rizobactérias endofiticas foram selecionadas para caracterizacdo fisiologica em laboratério
(Tabela 3).

Tabela 3. Origem e identificacdo das estirpes de rizobactérias diazotroficas endofiticas de
raizes de feijoeiro selecionadas para caracterizacao fisioldgica em laboratorio.

Local de Origem Estirpes Meio cultivo
Anchieta Fe 27 e Fe 57 NFb e LGI
Campo Eré Fe 10, Fe 25 e Fe 53 LGI, NFb e LGI
Cordilheira Alta Fe29eFe 34 NFb e LGI
Faxinal dos Guedes Fe 22 e Fe 35 NFb e LGI
Ipora Fel12eFe 55 NFb e LGI
Mondai Fe 05 e Fe 32 LGl e NFb
Pinhalzinho (1) Fe 26 e Fe 46 NFb e LGI
Pinhalzinho (2) Fe 03 e Fe 66 LGl e NFb
Riqueza Fe 17 e Fe 68 LGl e NFb
Saudade Fe 08 e Fe 51 NFb e LGI

Parte da caracterizacdo fisiolOgica e toda a caracterizagcdo genética das estirpes deste
estudo foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), sob coordenacédo da Dra. Diva de Souza Andrade.

Para as caracterizagdes foram utilizadas como estirpes referéncia 0os microrganismos
Azospirillum lipoferum (BR11080) e Azospirillum brasiliense (BR11001), estirpes e
caracterizados pela EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ.

3.2.4.1. Testes de alcalinizacdo e producdo de catalase

As estirpes de rizobactérias endofiticas do feijoeiro foram inoculados em 5 mL de
meio de cultura semi-sélido NFb contendo 5 g de acido malico; 5 mL (solugdo 10%) de
fosfato de potéssio; 2 mL (solucdo 10%) de sulfato de magneésio; 1 mL (solucdo 10%) de
cloreto de sodio; 2 mL (solugdo 1%) de cloreto de célcio; 2 mL (solugdo 0,5% em 0,2N de
KOH); 4 mL (solucdo 1,64%) de FEEDTA,; 2 mL de solucdo de micronutriente pra meio de
cultura; 3,5 g L™ de Agar em 1000 mL de 4gua com o pH ajustado para 6,5 a 6,8 (BALDANI
& DOBEREINER, 1980), ap6s sete dias em estufa a 28 °C registrou-se a mudanca ou ndo da
coloracdo do meio de cultura para avaliacdo da alteracdo de pH, sendo a coloracdo amarela:

reacao acida; sem alteracdo da cor (verde): reacao neutra e coloracdo azul: reacdo alcalina. No
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mesmo tubo, avaliaram-se as estirpes quanto a producdo de catalase, colocando-se uma gota
de peroxido de hidrogénio a 3% sobre as amostras de cultura e esfregada com auxilio de um

bastdo de vidro, sendo a producao de bolhas uma reacao positiva.

3.2.4.2. Producdo de acido indolacético (AlA) in vitro

A avaliacdo da capacidade de producdo de AIA in vitro pelas estirpes foi realizada
com base na metodologia proposta por Asghar et al. (2002). As estirpes bacterianas foram
inoculadas em meio de cultura DYGS liquido e mantidas em agitacdo orbital a 105 rpm a 28
°C. Ap0s 48 horas as culturas foram padronizadas para uma densidade Optica de 0,5 em um
comprimento de onda de 625nm. Em seguida aliquotas de 1 mL das suspensdes bacterianas
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de solugdo salina 0,85% estéril e centrifugada novamente,
repetindo-se o processo de lavagem das células por trés vezes. Inoculou-se 1 mL da
suspensdo de células em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura Tris-YMRT
modificado, contendo 10 g de manitol; 0,15 de cloreto de célcio; 0,25 g de sulfato de
magnésio; 1,21 g de tris (hidroximetil) amino metano; 0,2 g de extrato de levedura; 1,0 g de
acido casamino em 1.000 mL de agua destilada com o pH ajustado para 6,8 na presenca de
0,3nM de triptofano adicionado ao meio de cultura apds autoclavagem e com filtro
esterilizado (2 pum). Os tratamentos foram distribuidos ao acaso com trés repetices e prova
em branco. Avaliou-se a producdo de AIA ap6s dez dias de incubacdo a 28 °C no escuro
segundo Gordon & Weber (1951), modificado por Minamisawa et al., (1992) o método
consiste na adicdo de duas parte de cloreto de ferro Il (FeCl; 6H,0 0,01M), diluido em 35%
de acido perclorico (HCIO,) para uma parte da cultura de bactérias e apds 25 minutos em
ambiente escuro faz-se a leitura em espectrofotdmetro para um comprimento de onda de 530
nm. A quantificacdo da AIA foi obtida através de uma curva padrédo com concentragdes de 0 a

200 uM de AIA determinada a partir de uma solucdo estoque de 5000 uM de AlA.

3.2.4.3. Avaliagéo da FBN in vitro

A avaliacdo da capacidade de FBN in vitro seguiu metodologia descrita por Soares et
al. (2006). As estirpes foram inoculadas em meio de cultura DYGS liquido contendo, 2 g de
glicose; 2 g de acido maélico; 1,5 g de peptona bacterioldgica; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g

de fosfato de potassio; 0,5 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de acido glutdmico em 1.000 mL
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de &gua destilada, com o pH ajustado para 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al., 1986) sob
agitacdo orbital a 105 rpm a 28 °C. Apos o crescimento por dois dias no escuro as suspensdes
bacterianas foram padronizadas para uma densidade dptica de 0,5 em um comprimento de
onda de 600 nm (aproximadamente 10® UFC mL™). Em seguida, aliquotas de 600 pL da
suspensdo foram inoculadas em frascos contendo 10 mL de meio NFB e LGI semi-solidos em
triplicatas e incubados a 28 °C por cinco dias. Ap6s o0 crescimento bacteriano, procedeu-se a
ruptura das células para liberacdo do conteddo aquecendo os tubos em microondas por 1
minuto por frasco. Da solucdo resultante (meio + conteudo celular) foram vertidos 9,5 mL em
tubos para digestdo pelo método semi-micro Kjeldhal (TEDESCO et al., 1995). Para digestéo,
adicionaram-se a cada tubo contendo as células lisadas 0,7 g de mistura de digestdo (100 g
Na,SO4 + 10 g CuS0,4.5H,0), 1 mL de H,0, e 2 mL de H,SO4, nesta ordem. Os tubos foram
aquecidos em bloco digestor overnight a 180 °C, sendo a temperatura entdo elevada
gradualmente para 360 °C e mantida até que a mistura apresentasse a cor verde palha. Ao
atingir a cor e com o resfriamento dos tubos, completou-se o0 volume com éagua destilada para
10 mL. Como controle, utilizou-se meio de cultura ndo inoculado. Em seguida foi corrigido o
pH entre 3 e 4 com solugBes de hidroxido de sddio (NaOH 1M e 6M) e acido cloridrico (HCI
1M e 6M) e posteriormente o volume ajustado para 30 mL.

Avaliou-se a concentracdo de nitrogénio total (N), segundo a técnica da
espectrofometria com azul de salicilico, que consiste em pipetar em tubos de ensaio 1 mL da
amostra digerida; 6 mL de agua destilada; 1 mL de solucdo de acido salicilico 5%; 1 mL de
solucdo de nitroprussiato de sodio 0,1% e 1 mL de solucdo de hipoclorito de sddio 0,15%.
Apos 60 minutos faz-se a leitura em espectrofotdmetro para um comprimento de onda de 697
nm.

A quantificacdo do N foi obtida através de uma curva padrdo com concentra¢fes de
0,5; 1; 2; 4; 6; 8 ppm de N determinada a partir de uma solucéo estoque de 100 ppm de N.

Por meio de correlagfes do N no meio de cultivo se estima a FBN das estirpes.

3.2.4.4. Teor de proteinas total

A determinacdo do teor de proteinas nas células bacterianas foi realizada segundo
Bradford (1976). Para isto, as estirpes foram inoculados em meio de cultura DYGS liquido e
mantidos em agitagdo orbital a 105 rpm a 28 °C por dois dias. Apos o crescimento, as culturas
foram padronizadas para uma densidade oOptica de 0,5 em um comprimento de onda de 595

nm (aproximadamente 108 UFC mL™). Em seguida foram inoculados em frascos contendo 10
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mL de meio NFB semi-solido (BALDANI & DOBEREINER, 1980) incubados a 28 °C por
cinco dias. Apds o crescimento bacteriano, procedeu-se a ruptura das células para libera¢do do
conteddo aquecendo os tubos em microondas por 1 minuto por frasco. Da solugédo resultante
(meio + conteudo celular), aliquotas de 200 puL de cada amostra de meio NFb com bactérias
crescidas e lisadas foram adicionadas em 2 mL de solugdo de Comassie Blue G-250. As
leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 595 nm.

3.2.5. Diversidade genética de estirpes de rizobactérias de raizes de feijoeiro
3.2.5.1. Extracdo de DNA gendmico total

As estirpes estudadas foram crescidas em tubos de ensaio com 5 mL de meio de
cultura liqguido DYGS(RODRIGUEZ NETO et al., 1986) e mantidos em agitacdo orbital de
105 rpm a 28 °C. Apods crescimento, 1,5 mL das suspensdes bacterianas foram transferidas
para tubos tipo “eppendorfs” e centrifugadas a 14.000 rpm durante 2 minutos e lavadas uma
vez com agua destilada autoclavada. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em
567 uL de TES5O0 (solugao Tris/HCI 50 mM pH 7,4 + 10 mM de EDTA pH 8,0). Ap6s a adigao
de 30 pL de SDS 10 %, e de 3 puL proteinase K (20 mg mL™ de 4gua, mantida a -18 °C), as
amostras foram incubadas por 1 hora a 37 °C. Apés esse periodo, as amostras foram
homogeneizadas por agitagdo vigorosa em vOrtex para retirar a viscosidade. Foram
acrescentadas solucdes de 100 uLL NaCl 5 M e 80 pL de solucdo CTBA/NaCl (4,1g NaCl e 10
g de CTAB em 100mL de agua), agitou-se vigorosamente e incubou-se por 10 minutos a 65
°C. Foi adicionado nas amostras 500 pL de Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico (25:24:1),
agitou-se no vortex e centrifugou-se a 14.000 rpm durante 10 minutos, recolhendo-se 500 uL
do sobrenadante apos adi¢do de 500 puL de Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), 0s ntudos
foram agitados no vortex e centrifugados por 6 minutos a 14.000 rpm, em seguida transferiu-
se 400 pL do sobrenadante para novos tubos “eppendorfs” e adicionou-se 360 uL de
isopropanol para precipitagdo do DNA. Lentamente inverteu-se o eppendorf para precipitar e
tornar visivel o DNA. As amostras foram armazenadas por uma noite no freezer a -18 °C.

As amostras foram retiradas do freezer, deixadas por 10 minutos em temperatura
ambiente; centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado,
adicionou-se 800 pL de etanol gelado a 70 % para lavar o DNA precipitado, retirando o
excesso de sais. As amostras foram novamente centrifugadas e, apds secagem em temperatura

ambiente, os precipitados foram ressuspendidos em 120 pL de TE 10:1 (10 mM Tris-HCI;
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ImM EDTA, pH 8.0). As solucdes de NaCl, Tris-HCIl, EDTA Na2, SDS, e TE usadas na
extracdo do DNA foram previamente autoclavadas.

As amostras de DNA foram corridas em gel de agarose de 8 x 20 cm a 0,9 % em
tampdo TBE 1X (10,8 mL de Tris-base; 5,5 g de acido borico; 4,0 mL de EDTA, 0,5 M, pH
8,0), durante 30 minutos a 90 V. A seguir, foi realizada a coloragdo com brometo de etidio (1
mg mL™ de estoque, 0,00005% de concentracdo final) durante 20 minutos e visualizada em
transluminador emitindo luz ultra-violeta de comprimento curto. Pode-se, entdo, confirmar a

concentracdo e a pureza das amostras de DNA extraido (AUSUBEL et al., 1987).

3.2.5.2. Amplificacdo do PCR com oligonocleotidio especifico BOX

Uma aliquota de DNA extraido de cada estirpe foi submetida a amplificacdo de
regides repetitivas do DNA com 0 “primer”’ BOX-A1R
(5’CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (VERSALOVIC et al 1994). Foram, entdo,
utilizado 5 pL de dgua (mili Q esterilizada); 6 uL. de DNTPs [1,5mM de solu¢do para cada um
dos quatro nucleotideos (C, G, T e A)]; 2,5 uL de tampao 10 X (500 mM KCI; 100 mM Tris-
HCI, pH 8,3); 1,2 uL de MgCl; 50 mM; 1,5 pL de cada “primer” (50 pmol uL'l); 0,2 uL de
Taq DNA polimerase ( 5 U uL'l) e 1 uL de DNA (50 ng), tendo um volume final de 18,9 pL.
O programa para 0 PCR BOX consistiu de um ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 7
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 53 °C por 1 minuto e
extensdo a 65 °C por 8 minutos; 1 ciclo final de extenséo a 65 °C por 16 minutos; mantendo-
se a 4 °C. Os fragmentos do produto da amplificacdo foram separados em um gel de agarose
(20 x 20 cm) a 1,5%, e foram utilizados 4 pL do padrdo de peso molecular de 1 kb (plus DNA
Landder TM-Gibco- Life Technologies). A eletroforese foi feita sob corrente elétrica de 100
V por 6 horas. Os géis foram corados com brometo de etideo e visualizados em
transluminador com lampada ultravioleta (VERSALOVIC et al.,1994).

3.2.5.3. Amplificacdo da regido do DNA que codifica o gene 16S rRNA

A amplificagdo pela PCR foi feito depois de verificagdo da pureza do DNA com
BOXAILR primer especifico (50-CTACGGCAAG GCGACGCTGACG-30, Invitrogen™,
Life Technologies) (VERSALOVIC et al., 1994). Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese horizontal em um gel de agarose 1,5 % em 100 V, por 6 horas.

Geis foram corados com brometo de etidio, visualizado sob luz UV e fotografado com uma
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Kodak Digital Ciéncia 120 apparatus. A anélise de cluster for realizada com 0 BOX Al1R-
PCR produtos amplificados usando Bionumerics programa (Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica), com o algoritmo UPGMA (n&o ponderada metodo par-grupo com média aritmética)
e o coeficiente de Jaccard (J) (SNEATH E SOKAL, 1973). Foram utilizadas duas cepas de
referéncia, Azospirillum lipoferum (BR11080) e A. brasiliense (BR11001).

3.2.5.4. Sequienciamento de produtos PCR de 16S rRNA gene

Estirpes representativas de alguns tratamentos foram selecionadas para
sequenciamento direto dos produtos de PCR. Para a amplificacdo da regido do DNA que
codifica o gene 16S rRNA do DNA de cada estirpe bacteriano foi amplificado com os primers
universais fD1 e rD1 e os produtos de PCR foram purificados com PureLink™, Invitrogen. A
concentracdo das amostras de DNA foi verificada por espectrofotdmetro de densidade 6ptica
(NanoDrop ® ND-1000 UV-Vis), ajustado para 35 ng DNA pL ™ e mantidos a -20 °C. As
reacOes de PCR foram realizadas em placas de PCR com 96 pocos microplacas. Os produtos
purificados de PCR de cada estirpe (70 ng por reacao) recebeu uma mistura de 4 uL de Big
Dye ® (Terminator v3.1, a Applied Biosystems), e 3,2 pmol de cada primer. Cinco reacdes de
PCR foram realizadas com os seguintes primers: fD1, Y2, (CHEN et al., 2000; WEISBURG
et al, 1991) 362f, 786f e 1203f (MENNA et al, 2006.) Para obter a sequéncia completa do
gene 16S rRNA. O mesmo programa foi utilizado com todos os primers, como segue:
desnaturacdo a 95 °C por 2 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 10 s, 50 °C por 4
segundos, e extensdo a 60 °C por 4 minutos; mergulhar a 4 ° C. Apds a amplificacdo, aliquotas
de 20 mL de cada amostra foram adicionadas a 80 mL de isopropanol (80%) em temperatura
ambiente. A placa foi selada, homogeneizado e centrifugado a 4000 rpm por 45 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a placa foi invertida sobre papel absorvente para secar. Apés a
secagem, o pellet recebeu 100 mL de etanol 70 % recém-preparados, a placa foi selada, e 0
homogeneizado foi centrifugado novamente a 4000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi
descartado. A placa foi invertida em papel absorvente e centrifugados a 200 rpm por 10 s. O
pellet foi seco a 95 °C por 30 segundos, ressuspenso em 10 pL formamida, em 1 mM EDTA,
e apresentada em sequienciamento ABI 3031xI (Applied Biosystems). Analise das sequéncias
de qualidade obtidas para cada estirpe foi montada em contigs utilizando os programas phred
(EWING & GREEN, 1998; EWING et al, 1998) phrap (www.phrap.org) e Consed
(GORDON et al, 1998) confirmado em direcdes 3' e 5' foram submetidas ao banco de dados

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para buscar alinhamentos significativos.
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Usando a versdo do software clustal 1,83 (THOMPSON et al., 1997) as sequéncias
foram submetidas a alinhamentos. Uma arvore ndo enraizadas foi gerada usando a versao do
programa MEGA 5 (KUMAR et al., 2004) com o algoritmo de Neighbor-Joining (SAITOU &
NEI, 1987). Limites de confianca nds de arvore foram avaliados a partir da analise bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) com 2000 amostras de acordo com Hedges (1992).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Ocorréncia de rizobactérias diazotréficas em raizes de feijoeiro

A ocorréncia de bactérias endofiticas em 11 areas de plantio no estado de Santa
Catarina é apresentada na tabela 3 e foi determinada pelo ndmero mais provavel de
propagulos (NMP) em raizes de plantas de feijoeiro. Em todas as &reas estudadas foram
observadas populacfes de bactérias endofiticas nas raizes de feijoeiro. Apesar dos meios
utilizados serem considerados seletivos para bactérias do género Azospirillum, ndo é possivel
afirmar que estas populacbes sejam todas de bactérias deste género, por esse motivo 0s
resultados serdo apresentados como estirpes de rizobactérias em meio de cultivo LGl e NFb.

Os resultados de densidade de rizobactérias em raizes de feijoeiro variaram de 3,85 x
10° a 9,50 x 10 células g* de matéria fresca para o meio de cultivo LGl e de 1,53 x 10°a 1,36
x 10° células g™ de matéria fresca para o meio de cultivo NFb. Estes valores podem ser
considerados altos quando comparamos com as estimativas observadas por Reis Junior et al
(2004) das populagbes de A. amazonense, obtidas a partir de amostras de raizes de trés
espécies de Brachiaria avaliadas, que variaram de 10° a 10 células g™* de raizes.

Com base no NMP em meio semi-especifico LGI, observaram-se as maiores
populacbes de rizobactérias endofiticas nas areas localizadas nos municipios de Cordilheira
Alta, Pinhalzinho (1), Riqueza e Ipora com valores que variaram de 6,6 8x 10" a 9,5 0x 10 de
células g* de raiz (Tabela 3). Quando utilizado o meio NFb e as maiores populacdes de
bactérias foram observadas nos municipios de Faxinal dos Guedes, Cordilheira Alta,
Pinhalzinho (1 e 2) e Riqueza com valores que variaram de 7,20 x 10" a 1,36 x 10° de células
g™ de raiz. O NMP de bactérias endofiticas observado quando se utilizou meio NFb foi, em
média, superior aos observados em meio LGI.

As diferengas encontradas para a densidade de bactérias em relacdo as areas
amostradas podem ser atribuidas as diferencas de solo, de clima e gendtipo de plantas de

feijoeiro das areas amostradas. Pode-se observar que as areas onde foram observados 0s



43

maiores valores de densidade de rizobactérias apresentaram altos teores de P e potassio no
solo. O teor de matéria orgénica foi expressivo nos pontos de Faxinal dos Guedes e
Pinhalzinho (2), onde é possivel observar os maiores valores de densidade de rizobactérias no
meio NFb (Tabela 2 e 4). A ocorréncia de rizobactérias tem sido verificada em solos com pH
abaixo de 4,5 sendo A. amazonense a espécie com maior adaptabilidade a ambientes acidos
(MAGALHAES et al. 1983; SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Tabela 4. Nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas endofiticas em raizes de
feijoeiro em Santa Catarina utilizando-se os meios semi-especificos NFb (para A.
lipoferum e A. brasilense), e LGI (para A. amazonense).

Local de Origem Meio LGI Meio NFb
n° de células g~ de matéria fresca
Anchieta 3,85x 10° d 1,87 x 10° cd
Caibi 9,25 x 10* e 4,25 x 10° bed
Campo Eré 1,08 x 10° cd 1,53 x 10° d
Cordilheira Alta 6,68 x 10" b 1,24 x 10° a
Faxinal dos Guedes 7,24 x10° d 1,36 x 10% a
Iporé 9,50 x 10" a 3,68 x 10° bed
Mondai 2,80 x 10° ¢ 7,00 x 10" bc
Pinhalzinho (1) 6,82 x 10" ab 7,20 x 10" ab
Pinhalzinho (2) 6,05 x 10° d 1,32x10° a
Riqueza 7,37 x 10" ab 7,05 x 10’ bc
Saudades 8,80 x 10° d 3,87 x 10° bed
Média 2,8x 10" A 5,65x 10'B

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%. Médias
seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

3.3.2. Diversidade fisiologica de estirpes de rizobactérias de raizes de feijoeiro

Os resultados observados para os testes fisiologicos de alteracdo de pH (alcalinizagéo),
catalase e coloragdo de Gram nas estirpes de rizobactérias. Todas as estirpes selecionadas
apresentaram 0 mesmo comportamento para os testes de alcalinizacdo e catalase, reagindo de
forma positiva. Quanto ao teste de coloracdo de Gram as rizobactérias isoladas e testadas
apresentaram reagdo negativa, o que era esperado com a utilizacdo dos meios semi-solidos
LGI e NFb, indicados para o isolamento especifico de bactérias diazotroficas endofiticas.

Os resultados das avaliacbes de producdo de é&cido indolacético (AlA), fixacdo
bioldgica de nitrogénio in vitro e teor de proteinas totais pelo método de Bradford das estirpes
obtidos em meio NFb e LGI, podem ser observados na Tabela 5. Os resultados de produgéo

de AIA demonstram que existem diferencas entre estirpes, sendo que as estirpes Fe34, Fe22,
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Fe5 e Fe55 se destacaram na producdo com valores de 33,72; 30,47; 28,94 e 24,56 mg de AIA
L respectivamente. No geral dos 21 estirpes testados apenas 4 apresentaram valores menores
que o observado na estirpe BR 11001 utilizada de referencia neste testes e que apresentou
valor de 15 mg de AIA L™

Os valores de producdo de AIA observados por Radwan (1999) apresentaram
variabilidade entre espécies de Azospirillum (19,2 a 432 uM). Os valores de producédo de AIA
em meio de cultura observados em rizobactérias isoladas em meio NFb e LGI em raizes de
arroz irrigado em Santa Catarina variaram entre 5,67 e 119,72 pg AIA mL™* (CARDOSO,
2008). A quantidade de AIA produzida por estirpes de A. amazonense observado por Reis
Junior et al. (2004) variou de 35 a 110 pM. Pedrinho et al. (2010) observaram valor médio de
producdo de AIA de 13 pg mL™ em estirpes de Herbaspirillum spp. Os valores observados
por Mascarua-Esparza et al. (1988) variaram de 28,54 a 97,03 UM em estirpes de A.
lipoferum.

Em avaliacdo de FBN de estirpes de rizobactérias de arroz, A. lipoferum e A.
brasilense apresentaram-se como os melhores fixadores de nitrogénio, os valores de N-total
em meio de cultura apresentaram grande faixa de variagio de 5,56 a 46,82 pg mL™ (KUSS,
2006). Pedraza et al. (2004) testaram varias estirpes de Azospirillum spp e verificaram que
todos produziram AlA, variando de 0,475 a 1,83 pg mg™ proteina em meio de cultura sem
triptofano e 1,03 a 38,28 ug mg™ proteina quando adicionado triptofano ao meio de cultura. A
avaliacdo da producdo de AIA in vitro de estirpes de rizobactérias isoladas de sorgo mostrou
que os valores variaram de 0,70 a 10,70 ug mL™ (BERGAMASCH]I, 2006).

A producdo de nitrogénio das estirpes obtida em meio de cultura especifica com o
teste de fixacéo biologica do nitrogénio in vitro apresentou diferencas, sendo que as estirpes
Fe22, Fe27, Fe5 e Fe57 se destacaram com valores de 33,25; 27,85; 25,98 e 24,38 mg de N
L respectivamente, quando comparadas com o valore ao observado da estirpe de referéncia
BR 11080 que obteve o valor de 20,19 mg de N.L™ (Tabela 5). As rizobactérias isoladas em
meio NFb e LGI em raizes de arroz irrigado em Santa Catarina apresentaram alta capacidade
de fixacdo de N total em meio de cultura, com os valores de 22,81, 22,45 e 21,26 pg N mL™
para as estirpes SC0059, SC0057 e SCO0014 respectivamente (CARDOSO, 2008). Em
avaliacdo de FBN in vitro de estirpes de rizobactérias de arroz, as estirpes de A. lipoferum e A.
brasilense apresentaram-se como os melhores fixadores de nitrogénio; os valores de N-total
em meio de cultura apresentaram grande faixa de variagio de 5,56 a 46,82 pg mL™ (KUSS,

2006).
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Os resultados do teste de proteinas pelo método de Bradford demonstraram que da
mesma forma que para a producdo de AlA e fixagdo de N, houve diferencgas entre as estirpes.
Do total de 21 estirpes avaliadas todas apresentaram resultados superiores aos observados nas
duas estirpes de referéncia BR 11001 e BR 11080, o destaque para producdo de proteinas
foram para as estirpes Fel7, Fe34, Fe3 e Fe46, com os valores de 168,5; 163,5; 156,5 e 147,0
mg L™ respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Producdo de acido indolacético (AlA), nitrogénio total (N total) e proteina por
Bradford de estirpes em meios NFb e LGl em mg L™

Estirpes AIA(mgL")  Ntotal (mg L™ Proteina (mg L™)

BR 11001 15,00 14,14 16,00

BR 11080 13,33 20,19 20,00
Fe3 16,89 12,32 156,50
Feb5 28,94 25,98 93,50
Fe8 17,58 10,45 119,50
Fe 10 15,53 18,97 76,00
Fe 12 16,83 22,39 106,00
Fe 17 18,14 3,66 168,50
Fe 22 30,47 33,25 114,00
Fe 25 19,83 23,95 74,50
Fe 26 20,39 3,83 122,00
Fe 27 19,14 27,85 20,50
Fe 29 14,56 22,57 67,50
Fe 32 17,72 19,99 38,50
Fe 34 33,72 18,16 163,50
Fe 35 17,75 4,33 126,50
Fe 46 21,31 17,11 147,00
Fe 51 22,56 10,15 68,00
Fe 53 14,58 11,49 114,00
Fe 55 24,56 17,97 114,00
Fe 57 20,33 24,38 139,00
Fe 66 10,19 1,86 118,00
Fe 68 12,83 15,22 145,50

3.3.3. Diversidade genética de estirpes de rizobactérias de raizes de feijoeiro

A andlise de Cluster com base em produtos BOX A1R-PCR utilizando algoritmo
UPGMA e o coeficiente de Jaccord pode ser observado na Figura 2. As amplificagcdes do
DNA por BOX-PCR mostraram a diversidade genética entre as estirpes de rizobactérias de
plantas de feijoeiro, sendo que apenas as estirpes Fe53 (Campo Eré) e Fe55 (Ipord) mostraram

uma similaridade genética de 100%.
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A arvore do 16S rRNA gene sequéncias geradas pelo método de Nebourineur Joing
mostrando a posicdo de algumas das estirpes de rizosfera de raizes de feijoeiro comum
apresentada na Figura 3. As estirpes Fe55, Fe66, Fe26, Fe25, Fe3 e Feb5 receberam a seguinte
nomenclatura no laboratério do IAPAR, 4568, 4570, 4559, 4558, 4549 e 4550,

respectivamente. Estas estirpes foram todas identificadas como Pseudomonas moraviensis.

55 - 4568
48 |74570
21 Pseudomonaﬁ moraviensis
- 4559

- 4558

— 4549

4550

Pseudomonas sp.

g9 Burkholderia cepacia strain ATCC 53795

69

Burkholderia cepacia strain IPR-Pv1252

Herbaspirillum lusitanum strain IPR-Pv5383
100 [ Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium japonicum strain R-45771

99 Rhizobium tropici strain SEMIA 4080
99 ‘v Rhizobium tropici Strain IPR-Pv2604
96 | Rhizobium tropici strain SEMIA 4088

Methanococcus maripaludis

—
0.05

Figura 4. A arvore do 16S rRNA gene sequéncias geradas pelo método de Nebourineur Joing
mostrando a posic¢éo de estirpes de rizosfera de raizes de feijoeiro comum.

A identificacdo das espécies foi feita com base na similaridade das sequéncias
encontradas no GenBank (NCBI) (Tabela 6). Os resultados demonstram a presenga de
rizobactérias do género Pseudomonas sp.; Rhizobium sp.; Pseudomonas moraviensis e
Stenotrophomonas maltophilia. O seqlienciamento das estirpes permitiu observar que existe
um predominio do género Pseudomonas sp.: 13 de um total de 15 estirpes. Outras anélises de
sequenciamento genético serdo realizadas com as outras estirpes deste estudo que ndo foram
identificados, assim como analise complementar das estirpes ja identificadas para comprovar

os resultados aqui apresentados.
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Em estudo da diversidade de bactérias endofiticas na cultura do feijoeiro, constataram
a presenca de 50 espécies de bactérias de 24 diferentes géneros (Acinetobacter, Bacillus,
Enterococcus, Nocardioides, Paracoccus, Phyllobacterium e Sphingomonas); no mesmo
trabalho, a solubilizacdo de P foi observada em bactérias isolada de feijoeiro dos géneros
Acinetobacter, Bacillus e Streptomyces (LOPEZ-LOPEZ et al., 2010). Valverde et al. (2003)
em estudos com a cultura do feijoeiro isolou de raizes uma nova espécie de rizobactéria,
Herbaspirillum lusitanum.

Dos géneros de bactérias isoladas de raizes de milho em estudo realizado por Pedrinho
et al. (2010) o género Bacillus, Burkholderia e Azospirillum foram os mais frequentes,
totalizando 68% das estirpes identificadas, seguidos de Sphingomonas, Pseudomonas,
Herbaspirillum, Pantoea , Bosea. Em estudos com 143 estirpes provenientes de 47 espécies
nativas de Mimosa foi observado que 98% das estirpes pertencem o género Burkholderia
(BONTEMPS et al., 2010) e Luvizotto et al. (2010) observaram a presenca de espécies de
Burkholderia em associacdo com plantas de cana-de-acucar. Begamaschi (2006) observou a
presenca de rizobactérias dos géneros Burkholderia, Azospirillum e Herbaspirillum em
isolamento de raizes e colmos de sorgo e constatou diferencas quanto a diversidade de

rizobactérias entre os gendtipos utilizados no isolamento.

Tabela 6. Identificacdo das estirpes baseado nas seqiiéncias de similares do 16S rRNA
encontrados no GenBank (NCBI).

Legenda  Legenda Espécies Similaridade NC de acesso

UDESC IAPAR (%)
Fe3 4549 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Feb5 4550 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Fe 8 4551 Pseudomonas sp. 99 AY880843.1
Fe 10 4553 Pseudomonas sp. 99 DQ898312.2
Fe 12 4555 Pseudomonas moraviensis 98 HQ242745.1
Fe 17 4556 Pseudomonas sp. 99 JF683300.1
Fe 22 4557 Pseudomonas moraviensis 98 HQ242745.1
Fe 25 4558 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Fe 26 4559 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Fe 27 4560 Rhizobium sp. 89 EU529842.1
Fe 32 4562 Pseudomonas sp. 90 AB689747.1
Fe 55 4568 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Fe 66 4570 Pseudomonas moraviensis 99 HQ242745.1
Fe 34 4563 Pseudomonas sp. 79 EU934229.1
Fe 57 4569 Stenotrophomonas 87 GQ360071.1

maltophilia
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3. 4. CONCLUSOES

Em todas as areas com plantio do feijoeiro observou-se a presenca de rizobactérias
diazotréficas endofiticas. A andlise do NMP nas raizes apresentou valores que variaram de
3,85 x 10° a 9,50 x 10 células g de matéria fresca para o meio de cultivo LGI e de 1,53 x 10°
a 1,36 x 10%células g™* de matéria fresca para o meio de cultivo NFb.

Neste estudo foram obtidas 68 estirpes de rizobactérias que foram incluidos na colecdo
de Bactérias Diazotroficas Promotoras de Crescimento do CAV/UDESC. Vinte e uma estirpes
foram selecionadas para caracterizacdo da diversidade fisiologica e apresentaram diferencas
guanto a producdo de auxinas e fixacdo bioldgica do nitrogénio, indicando alta diversidade
fisiologica. As estirpes Fe34 e Fe22 se destacaram na produgdo de auxinas com valores de
33,72 e 30,47 mg de AIA L™ respectivamente. Para a FBN as estirpes Fe22 e Fe27
apresentaram os melhores valores de 33,25 e 27,85 mg de N L™, respectivamente.

Vinte e uma estirpes foram avaliadas quanto a diversidade genética. A identificacao
das estirpes demonstrou uma baixa diversidade de espécies, o que pode ser explicado por um
possivel favorecimento desta espécie pelos meios de cultivo utilizados para isolamento. Os
resultados demonstram a presenca de rizobactérias das espécies Pseudomonas sp.; Rhizobium
sp.; Pseudomonas moraviensis e Stenotrophomonas maltophilia. O segiienciamento das
estirpes permitiu observar que existe um predominio da espécie Pseudomonas sp., sendo que
das 15 estirpes que foram identificadas baseado nas seqiiéncias de similares do 16S rRNA, 13
foram desta espécie.

Com o isolamento e caracterizagdo de rizobactérias de raizes de feijoeiro é possivel
concluir que existe a presenca das mesmas espécies de rizobactérias em locais diferentes do
estado de Santa Catarina com cultivo de feijoeiro e que estas espécies apresentam potencial

para uso como promotoras de crescimento baseado nos testes realizados.
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4. CAPITULO 2 - Efeito da inoculacdo de rizobactérias diazotroficas endofiticas na

nutricdo de genotipos crioulo e comercial de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L).

RESUMO: Estudos mostram que a diversidade de bactérias diazotréficas isoladas de raizes
de feijoeiro € alta, sugerindo que pode existir uma interagdo positiva entre as rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal e os rizobios que formam nédulos com a cultura do
feijoeiro. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta da inoculagéo de estirpes divergentes
de rizobactérias na nutricdo de dois gendtipos de feijoeiro. Foi realizado um ensaio em casa
de vegetacdo com a inoculacdo de rizobactérias em dois gendtipos de feijoeiro (BAF115 e
BAF55). As plantas foram colhidas 28 dias apds o plantio e foram analisadas a massa seca,
teor de N, N acumulado e a densidade de rizobactérias nas raizes. Ndo houve efeito da
inoculacdo com rizobactérias no NMP, na massa seca das plantas, no teor de N e N
acumulado na parte aérea das plantas de feijoeiro. Nao foram observadas diferencas entre 0s
genotipos de feijoeiro crioulo e comercial utilizadas no ensaio. A época de coleta aos 28 dias
ndo possibilitou resposta da planta a inoculagdo com rizobactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Promocdo de crescimento vegetal, Pseudomonas, Rhizobium,

Nutrigdo.

ABSTRACT: Studies show that the diversity of diazotrophic bacteria isolated from roots of
bean is high, suggesting that there may be a positive interaction between the plant growth
promoting rhizobacteria and rhizobia that form nodules with black bean. The aim of this study
was to evaluate the response to inoculation of different strains of rhizobacteria in the nutrition
of two bean genotypes. We conducted a test in the greenhouse by inoculation of rhizobacteria
in two genotypes of bean (BAF115 and BAF55). Plants were harvested 28 days after planting
and analyzed dry mass, N content, N uptake and the density of rhizobacteria on roots. No
significant effects of inoculation with rhizobacteria in NMP, dry weight of plants in N content
and N accumulated in shoots of bean plants. No differences were observed among the bean
genotypes used in Creole and commercial testing. The collection time at 28 days did not allow
plant response to inoculation with rhizobacteria.

KEYWORDS: Plant growth Promotion, Pseudomonas, Rhizobium, Nutrition.
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4.1. INTRODUCAO

As bactérias diazotroficas de vida livre e as associativas sdo oriundas do solo e vivem
harmonicamente com as plantas, utilizando para sua nutricdo os exsudatos de suas raizes, 0
que caracteriza uma simbiose mutualistica. Nesta associacdo ndo acorre, aparentemente, a
formacéo e uma estrutura especializada em fixacdo do nitrogénio. Os produtos da fotossintese
sdo liberados pela planta, sendo absorvido pelas bactérias que habitam a rizosfera e estas, por
sua vez, fixam o nitrogénio para seu metabolismo e liberam ap6s a morte das células o0 NH;"
para as plantas (VIDEIRA et al., 2007). Bactérias diazotréficas associativas podem se dividir
em dois grupos de acordo com a proposicao de Baldani et al. (1997) as bactérias endofiticas
facultativas (podem colonizar tanto a rizosfera como o interior das raizes) e as bactérias
endofiticas obrigatorias (colonizam o interior das raizes). A relacdo de simbiose ocorre
quando planta e microrganismos estabelecem uma interacdo positiva, na qual a planta fornece
nutrientes para o crescimento das bactérias e estas por sua vez fornecem nitrogénio para a
planta. A simbiose pode ser detectada pela colonizacdo das bactérias, na epiderme e cortex da
raiz, ou sistemicamente, colonizando toda a planta (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). As
mudancgas morfologicas das raizes, estimuladas pela colonizacdo de Azospirillum, por
exemplo, podem melhorar a absorcao de dgua e nutrientes pelas plantas (KUSS, 2006).

A coinoculacdo de sementes de feijdo caupi (Vigna unguiculata) com estirpes de
Bradyrhizobium sp. (BR-2001 e NFB-700) e Paenibacillus polymyxa proporcionaram uma
tendéncia de aumento nas concentracdes de célcio, P e ferro na parte aérea das plantas de
caupi. Tanto o caupi inoculado e co-inoculado com as estirpes de Bradyrhizobium sp.
Apresentaram 0s melhores resultados (SILVA et al., 2006). Freitas & Vildoso (2004) em
estudo com rizobactérias e promocdo do crescimento de plantas citricas, concluiu que os
isolados bacterianos de Pseudomonas fluorescentes, Bacillus e outras bactérias rizosféricas
podem agir como promotores do crescimento de plantas citricas. As Pseudomonas fluorescens
tém seu desenvolvimento influenciado por fatores como o tipo de substrato e 0 ambiente em
gue se desenvolvem, bem como pela rizosfera em que estdo estabelecidas; além disso, tém
comportamento instavel quanto a promocgéo do crescimento de plantas citricas (FREITAS &
VILDOSO, 2004).

Valverde et al. (2003) em estudos com a cultura do feijoeiro apresentou a descri¢do de
uma nova espécie de rizobactéria isolada de nddulos de feijoeiro coabitando com o rizébio, 0
Herbaspirillum lusitanum (VALVERDE et al., 2003; RADWAN, et al., 2004). A inoculacéo
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do feijoeiro com Azospirillum brasilense promoveu a formacgdo de pelos radiculares e um
aumento significativo na nodulagdo por Rhizobium inoculado, além de estimular o aumento da
secrecdo de flavonoides pelas plantas de feijoeiro (BURDMAN et al., 1996). A coinoculacéo
de Azospirillum e Rhizobium aumentou o peso e numero de nddulos, assim como o total de
nitrogénio fixado em plantas de feijoeiro, em comparacdo com a inoculagdo isolada de
Rhizobium (BURDMAN et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculacdo de estirpes divergentes de
rizobactérias isoladas de raizes de feijoeiro (Fe27 de Rhizobium sp. e Fe34 de Pseudomonas
sp.) ou oriundas de outros isolamentos (SEMIA 4088, Ai27 e Ai32) na nutricdo de dois
genotipos de feijoeiro.

4.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no CAV/UDESC em Lages — SC em ensaio com arranjo
fatorial 2x5, sendo utilizados dois genotipos de feijoeiro a cultivar comercial BAF 115 —
(Valente) e uma variedade crioula BAF 55 e cinco tratamentos de inoculacao: quatro estirpes
divergentes de rizobactérias, duas isoladas de feijoeiro (Fe27 de Rhizobium sp. e Fe34 de
Pseudomonas sp.) que foram identificadas e selecionadas no estudo apresentado no primeiro
capitulo, utilizando como critério de selecdo os valores apresentados nos testes de producao
de AIA e FBN, e duas estirpes de arroz irrigado (Ai27 e Ai32) e um tratamento controle
inoculado apenas com Rhizobium tropici, SEMIA 4088 (estirpe H12 — Embrapa
Soja/Embrapa Cerrados) do inoculante comercial “LeguMax” para feijdo da empresa Turfal.
O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo no periodo de 10/02/2010 a 09/03/2010. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizados com cinco repeti¢cbes. As plantas
foram crescidas em vasos com 6 kg de mistura de Nitossolo: areia (2:1; v/v), para evitar a
compactacdo e melhorar a aeracdo. O solo foi coletado no municipio de Capéo Alto - SC, nas
coordenadas 27°53°50,73”S e 50°25°44,04”0, apresentava as seguintes caracteristicas teor de
argila de 77% e 3,7% de matéria organica, pH natural de 4,7, teor de P de 0,9 mg dm™, teor
de K de 85 mg dm>e CTC efetiva de 4,7 cmol. dm™. O solo foi peneirado e o seu pH foi
corrigido para 5,8.

O indculo utilizado no ensaio foi produzido no Laboratério de Microbiologia e Fauna
do Solo do CAV/ UDESC e foi aplicado utilizando uma pipeta automatica e dispersao sob as
sementes no vaso. A concentracdo obtida do inéculo utilizado foi de 1 x 10° UFC mL™ de

cultura, sendo utilizado um volume 1,4 mL de meio, totalizando 1,4 x 10° UFC por semente.
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As doses de P e K foram o dobro da recomendacdo da Comissdo de Quimica e Fertilidade do
Solo - RS/SC, visando satisfazer a necessidade das plantas conduzidas em vasos. Foi
realizado um desbaste, apds a germinacdo das sementes, mantendo apenas uma planta por
vaso.

Apos 28 dias do plantio foram coletadas a parte aérea das plantas para a determinacao
da massa seca, e o teores de nitrogénio total segundo Tedesco et al. (1995). O N acumulado
foi calculado com os dados de massa seca e teor de N. Também foi realizada a avaliacdo da
ocorréncia de rizobactérias pela determinacao do nimero mais provavel de propagulos (NMP)
destas no interior das raizes conforme descrito por Ddbereiner et. al., (1995).

Os dados de massa seca, teor de N, N acumulado e NMP foram submetidos a analise

de variancia de acordo com as fontes de variacdo genotipo e inoculagéo.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise fatorial dos resultados demonstrou que ndo existe efeito significativo dos
gendtipos de feijoeiro crioulo e comercial e da inoculagdo com estirpes de rizobactérias na

massa seca, teor de N, N acumulado e NMP (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da analise de variancia para a massa seca, teor de N, N acumulado e
NMP, para os fatores de variacdo genotipo e inoculacdo com estirpes de
rizobactérias.

Fator de Variagdo Massa seca N N acumulado NMP
Genotipos ns ns ns ns
Estirpes ns ns ns ns
Gendtipos*Estirpes ns ns ns ns

ns — Nao significativo pelo teste F.

N&o foram constatadas diferencas estatisticas nas varidveis analisadas, porém
podemos observar algumas tendéncias como os teores de N do tecido da parte aerea que
foram maiores com a inoculacdo das estirpes Fe34, Fe27 e com a inoculagdo padrédo
utilizando a SEMIA 4088 de Rhizobium tropici, comparando com a inoculagdo da estirpe
Ai27 (Tabela 8). Os melhores resultados com a inoculacdo das estirpes “Fe” pode ser
atribuido a uma maior especificidade da rizobactéria a espécie vegetal utilizada no ensaio,

uma vez que foram isoladas de tecidos radiculares de feijoeiro.
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Foi possivel observar que a inoculagdo com a SEMIA 4088 de R. tropici apresentou
valores elevados de massa seca e o maior valor de N acumulado, apesar de ndo haver
diferencas estatisticas; a inoculagdo com rizobactérias pode ser promissora no incremento de
teor de N nos tecidos vegetais, porém esse efeito ndo apresentou reflexo no incremento de
massa seca e do N acumulado. A simples inoculacéo e presencga das rizobactérias nas raizes
ndo garantem um efeito benéfico a planta. A inoculagcdo com a SEMIA 4088 de R. tropici, nas
condicdes deste trabalho, ndo apresentou diferencas as demais rizobactérias, embora tenha a
sua eficiéncia comprovada e é recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento para producgéo de inoculantes no Brasil (MAPA, 2011).

N&o foi observado efeito significativo da inoculacdo de rizobactérias no NMP das
raizes das plantas de feijoeiro, os valores mais elevados foram encontrados na inoculagdo com
as estirpes Fe34 e Fe27. A interacdo de rizobactérias com plantas como a que ocorre com a
espécie Azospirillum spp. ndo € simbiotica e sim associativa, portanto a presenca dessas
bactérias em altas concentragOes nas raizes e até no interior das plantas nem sempre quer dizer
que elas estejam contribuindo significativamente com a nutri¢do nitrogenada do vegetal por
meio da FBN (JAMES, 2000). Em estudo com a inoculacdo de Pseudomonas putida,
Gluconacetobacter azotocaptans e Azospirillum lipoferum em plantas de milho foi constatado
incrementos na massa de raizes e parte aérea, porém houve diferencas de resposta entre 0s
dois gendtipos de milho e as espécies de bactérias inoculadas (MEHNAZ & LAZAROVITS,
2006). Moutia et al (2010) observaram diferencas nas respostas de genoétipos de cana-de-
acucar na producdo de massa seca com a inoculacdo de Azospirillum, sendo que um dos
genotipos testados apresentou resposta negativa quando submetido a inoculacdo com
Azospirillum e a estresse hidrico.

Hungria et al (2010) observaram incrementos de 27% e 31% na produtividade de
milho e trigo com a inoculacdo das cepas Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense. German et al
(2000) observaram efeitos da inoculagéo de A. brasilense na morfologia da raizes de feijoeiro,
a inoculagdo promoveu aumento na massa e comprimento de raizes porém houve reducdo no
didmetro das raizes com a inoculagdo de Azospirillum. A coinocula¢do de Rhizobium tropici e
Paenibacillus polymyxa em plantas de feijoeiro proporcionou incremento no desenvolvimento
vegetal e conteddo de nitrogénio e quando comparado com a inoculacao isolada de Rhizobium
tropici (FIGUEIREDO et al., 2008). Dardanelli et al (2008) observaram efeito positivo da
coinoculagdo de Azospirillum e Rhizobium no desenvolvimento de raizes, fixacdo de N e

producdo de flavonoides em plantas de feijoeiro.
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Tabela 8. Massa seca (g PI™), teor de N (%), N acumulado (mg PI™) e NMP (n° células g™ de
raiz) do gendtipo de feijoeiro comercial (BAF115) e crioulo (BAF55).

Genédtipo  Inoculagéo M?gss I-Sl.(;ca N (%) N ?&L;",llf-'f;do NMP éf;l;;las J
BAF 115  SEMIA 4088 2,11 3,04 64,26 1,38x10°
BAF 115 Ai32 1,82 2,65 48,34 7,66x10°
BAF 115 Ai27 2,13 2,39 47,87 1,32x10’
BAF 115 Fe34 1,49 3,26 47,05 3,50x10’
BAF 115 Fe27 1,77 3,15 52,36 3,29x10’
BAF55  SEMIA 4088 1,42 3,22 46,02 2,08x10°
BAF 55 Ai32 1,73 3,01 51,57 7,66x10°
BAF 55 Ai27 1,29 3,02 43,09 1,07x10’
BAF 55 Fe34 1,58 3,16 49,45 3,43x10’
BAF 55 Fe27 1,86 3,12 58,39 1,48x10°
Médias 1,72 3,01 50,84 1,46x10’

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%. Ai — Estirpes de origem em raizes de
arroz. Fe — Estirpes de origem em raizes de feijoeiro.

4.4, CONCLUSAO

N&o houve efeito da inoculacdo com rizobactérias no NMP, na massa seca das plantas,
no teor de N e N acumulado na parte aérea das plantas de feijoeiro. Ndo foram observadas
diferencas entre os gendtipos de feijoeiro crioulo e comercial utilizadas no ensaio.

A época de coleta aos 28 dias ndo possibilitou resposta da planta a inoculacdo com

rizobactérias.
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5. CAPITULO 3 - Efeito da inoculagdo de Glomus clarum (Nicol. & Schenck) no
crescimento e nutrigdo fosfatada de gendtipos crioulo e comercial de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.).

RESUMO: A capacidade de absor¢do e utilizacdo de P é diferenciada entre gendtipos da
mesma espécie vegetal. A eficiéncia de absorcdo de P estd relacionada a capacidade de
absorcdo de maiores quantidades de P com um minimo investimento em crescimento
radicular. A distinta capacidade de absorcdo de P entre genOtipos pode ser causada pela
morfologia do sistema radicular e eficiéncia da simbiose com micorrizas. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo de Glomus clarum no crescimento e nutri¢do
fosfatada de diferentes genotipos de feijoeiro. As doses de P proporcionaram efeitos no teor
de P, conteudo de P e massa seca da parte aérea das plantas de feijoeiro. Para a massa seca da
parte aérea a dose de P mais elevada de 75 mg de P kg™ promoveu o incremento méximo. Os
genotipos proporcionaram efeitos na massa seca e P acumulado da parte aérea das plantas de
feijoeiro, sendo o gendtipo comercial BAF115 (Valente) superior aos gendétipos crioulos
BAF55 e BAF42. A colonizagdo micorrizica foi regulada pelos fatores dose de P, genotipo e
inoculacdo, a elevacdo da dose de P nédo afetou a colonizacdo por G. clarum de no genotipo
BAF115, enquanto o aumento da dose de P implicou em diminui¢do da colonizagdo de 37%
na dose O de P para 20% na dose 75 mg de P kg™. No genétipo crioulo BAF55 quando
comparamos as condi¢cdes de FMAs nativos e inoculagdo com G. clarum foi observado uma
diferenga a favor da inoculacdo G. clarum, a colonizagdo micorrizica aumentou de 6,17%
com a inoculagéo de G. clarum. No gendtipo crioulo BAF42 na condicao de inoculagdo com
G. clarum a maior colonizacédo foi encontrada no tratamento sem aplicacdo de P com o valor
de 35,97%.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos micorrizicos arbusculares, nutricdo, fdsforo, gendtipo

vegetal.

ABSTRACT: The ability to absorb and use of P is different between genotypes of the same
plant species. The efficiency of absorption of P is related to the ability to absorb larger

amounts of P with a minimum investment in root growth. The distinctive ability of P uptake
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among genotypes can be caused by root system morphology and efficiency of the symbiosis
with mycorrhiza. The aim of this study was to evaluate the effect of inoculation with Glomus
clarum on growth and phosphorus nutrition of different bean genotypes. The P rates provided
effects in P, P content and dry mass of shoots of bean plants. For the dry mass of shoots the
highest P dose of 75 mg P kg™ produced the maximum increase. The genotypes yielded
effects on dry matter and P accumulated in shoots of bean plants, with genotype trade
BAF115 (Valente) above the genotype BAF55 and BAF42. The mycorrhizal colonization was
governed by factors P rate, genotype and inoculation, the increase in P dose did not affect
colonization by G. clarum of the genotype BAF115 while increasing the P resulted in
reduction of colonization of 37% at a dose of P 0 to 20% at a dose of 75 mg P kg™. In BAF55
genotype when comparing the conditions of indigenous AMF and inoculation with G. clarum
observed a difference in favor of inoculation G. clarum, mycorrhizal colonization increased
from 6.17% when inoculated with G. clarum. In genotype BAF42 on condition of inoculation
with G. clarum the major colonization was found without the application of the treatment with
the P value of 35.97%.

KEY WORDS: Arbuscular mycorrhizal fungi, nutrition, phosphorus, plant genotype.

5.1. INTRODUCAO

O fésforo (P), assim como o nitrogénio (N), € um elemento essencial aos organismos
vivos por fazer parte dos componentes estruturais das células, de coenzimas e compostos
atuantes no processo de armazenamento e transferéncia de energia. O P é um elemento de
ciclo biogeoquimico cujas transformacfes quimicas resultam das interacGes solo-planta-
microrganismo. Esse elemento esta presente no solo sob as formas organicas e inorganicas, e
é absorvido pelas raizes das plantas na forma de fosfato (PO4’). Uma vez na solugéo do solo, o
ion PO, esta sujeito a adsorcao pelos coldides do solo e se complexa a outros cations como o
calcio, ferro e aluminio, ficando cada vez menos disponivel aos vegetais (NAHAS, 1999). O
P acelera a formacdo de raizes, aumenta o teor de carboidratos e ajuda na fixacdo simbidtica
de nitrogénio, devido ao seu papel na sintese de proteinas; a falta do nutriente se reflete
diretamente no menor crescimento da planta (MALAVOLTA at al. 1997). A capacidade de
absorcédo e utilizacdo de P ¢ diferenciada entre gendtipos da mesma espécie vegetal, como
observado na cultura do feijoeiro (OLIVEIRA et al., 1987). A eficiéncia de absorcéo de P esta

relacionada a capacidade de absor¢do de maiores quantidades de P com um minimo
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investimento em crescimento radicular, e a eficiéncia de utilizacdo é a capacidade relativa de
producio de biomassa para cada unidade de P acumulado (ELLIOTT & LAUCHLI, 1985).

A distinta capacidade de absorcdo de P entre genotipos pode ser causada pela
morfologia do sistema radicular e eficiéncia da simbiose com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (SMITH et al., 1992). Entre as caracteristicas consideradas favoraveis
em um genotipo de feijoeiro eficiente na utilizagdo de P, incluem-se a translocagdo de P das
raizes para os tecidos em crescimento, a remobilizacdo de nutrientes das folhas senescentes
antes de sua abscisdo e um desenvolvimento reprodutivo adequado para que a maior
quantidade possivel de P seja utilizada na producéo de grdos (YOUNGDAHL, 1990).

Os aumentos na taxa de absor¢do do P propiciados pelas FMAs podem ser atribuidos
ao aumento do volume de solo explorado pelas hifas extra-radiculares do fungo arbuscular;
pequeno didmetro da hifa, o que a permite explorar espacos do volume do solo inatingiveis
pela raiz; maiores taxas de influxo por unidade de superficie; a formacdo de polifosfatos,
moléculas organicas ricas em P sintetizadas pelos FMAs, as quais acarretam a diminui¢do da
concentracdo de P no interior das hifas, com o concomitante acimulo de P em condicGes de
alta disponibilidade deste elemento, com a remobilizacdo do nutriente em condicdes de
estresse, permitindo, assim, um fluxo continuo ao hospedeiro, e a produgdo de enzimas
fosfatases, que catalisam a liberagdo de P dos complexos orgénicos, permitindo absorc¢éo na
forma ibnica pelas plantas nas unidades arbusculares (MARSCHNER & DELL, 1994,
BERBARA et al., 2006).

A importéncia das micorrizas na nutri¢cdo fosfatada e crescimento de leguminosas foi
mostrada por Bressan et al. (2001) avaliaram os efeitos da inoculacdo de FMASs no
crescimento, producédo de gréos e teores de nutrientes na cultura da soja e sorgo, em condicoes
controladas. Os aumentos observados na massa seca da parte aérea para o sorgo foram da
ordem de 55%, 33% e 6%, com a inoculagdo de Glomus etunicatum, o Gigaspora margarita e
G. clarum, respectivamente. Também foram observados aumentos na producdo de gréos de
31% e 21% com G. etunicatum e Gigaspora margarita para o sorgo. O fungo Glomus
etunicatum foi a espécie micorrizica mais eficiente na producdo de massa seca e na producao
de gréos para soja e sorgo. A inoculacdo de fungos micorrizicos, aumentou as concentracées
foliares de N, P, K, Zn e Cu.

Este trabalho teve como objetivo de avaliar o efeito da inoculacdo de gendtipos
crioulos (BAF 55 e BAF42) e comercial (BAF115 — Valente) de feijoeiro com G. clarum e

doses de fosforo na produtividade, nutri¢cdo fosfatada e micorrizacéo.
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5.2. MATERIAL E METODOS

Para este estudo foi conduzido no CAV/UDESC em Lages — SC um ensaio em arranjo
fatorial (3x5x2), utilizando-se trés genotipos de feijoeiro, sendo um gendétipo comercial (BAF
115 — Valente) e dois crioulos, um com baixa eficiéncia (BAF 55) e um com uma alta
eficiéncia na acumulagdo de fitato (BAF 42); cinco doses de P adicionada ao solo (0, 15, 25,
50, e 75 mg dm™ de P); e com as condicdes de inoculagdo com Glomus clarum e FMAS
nativos do solo. O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo no periodo entre a semeadura
(17/12/2008) e a colheita (09/03/2009). Uma semana apds a geminacdo foi realizado um
desbaste mantendo apenas uma planta por vaso. Os tratamentos foram distribuidos em
delineamento completamente casualizados com cinco repeticdes.

Todos os gendtipos apresentavam o mesmo teor de P total nos graos (0,5%) antes da
semeadura. Além do diferencial no acimulo de P, os gendétipos foram selecionados para
outras caracteristicas agrondémicas de qualidade tecnolégica e nutricional das sementes. As
plantas foram crescidas contento em vasos de 10 kg, uma mistura de solo e substrato (4:1;
v/v). O solo utilizado foi um Nitossolo, coletado no municipio de Capdo Alto - SC, nas
coordenadas 27°53°50,73”S e 50°25°44,04”0, com teor de argila de 79 % e 0,9 % de matéria
organica, com pH natural de 4,9, teor de P de 0,9 mg dm™, teor de K de 89 mg dm=e CTC
efetiva de 5,4 cmol. dm™. O solo foi peneirado e o seu pH foi corrigido para 5,8. Todos 0s
tratamentos foram inoculados com rizébio utilizando-se o inoculante para feijdo da empresa
Turfal com a SEMIA 4088 de Rhizobium tropici.

A adubagdo fosfatada foi realizada antes da semeadura utilizando uma solugdo de
fosfato de potéssio. O teor de potassio também foi corrigido utilizando uma solucéo de cloreto
de potassio. A inoculacéo foi realizada utilizando 5 gramas de solo-indculo contendo esporos,
hifas e raizes de plantas hospedeiras colonizadas com isolado de G. clarum, (19,4 esporos g
1) distribuindo no terco superior do vaso.

Por ocasido da colheita foi determinada a produtividade de gréos e foram coletadas a
parte aérea das plantas para a determinacdo de matéria seca e o teor de P, este ultimo
determinado segundo as metodologias descritas em Tedesco et al. (1995). Trés dias antes da
colheita foi realizada a coleta de raizes para a analise da colonizagdo micorrizica, que foi
determinada apds clarificacdo e coloracdo das estruturas fungicas (KOSKE & GEMMA,
1989).
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As variaveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia de acordo com as
fontes de variacdo testadas (gendétipo, dose de P e inoculacdo com G. clarum) e as médias

foram submetidas ao teste separacdo de médias de Duncan a 5% de significancia.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise de variancia (Tabela 9) constatou efeitos significativos dos
fatores de variacdo na maioria das caracteristicas avaliadas, sendo a Unica excecdo o peso de
grdos que ndo apresentou efeito dos fatores de variagcdo. A massa seca da parte aérea das
plantas apresentou efeito dos gendtipos de feijoeiro e com as dose de P adicionadas,
entretanto, ndo foi observada interacdo entre estes dois fatores. O teor de P nas plantas
apresentou efeito da inoculacdo com G. clarum e em funcao da dose de P utilizada, sendo a
interacdo entre estes fatores e os genotipos de feijoeiro também significativo. Para o P
acumulado da parte aérea observou-se efeito do genotipo e das doses de P, sendo que a
interacdo entre inoculacdo e genotipo foi significativa. Para a colonizacdo micorrizica total foi
observado efeito para as doses de P aplicadas no solo, sendo que a interacdo entre os fatores
genotipo, inoculacdo e dose de P foram significativas. O peso de grdos por planta ndo
apresentou efeito de nenhum dos fatores ou das interagoes.

Tabela 9. Resultado da analise de variancia para as caracteristicas massa seca, teor de P, P
acumulado na parte aérea, peso dos graos, coloniza¢do micorrizica total, para 0s
fatores Gendtipo, Dose de P e inoculagdo com G. clarum.

Fator de Variacdo Massa ieca Peso dos_gréos Teor P P acumu_liado Colonizacéo
(g pl”) (g pl™) (%) (mg pl~) (%)
Genotipo * ns ns * ns
Inoculacio ns ns * ns ns
Dose P * ns * *
Genétipo*Inoculagéo ns ns * *
Gen6tipo*Dose P ns ns * *
Inoculag&o *Dose P ns ns * ns *
Genotipo ns ns * ns *

*Inoculagdo*Dose P

* - Significativo a 5% pelo teste F. ns — N&o significativo pelo teste F.

O genotipo comercial BAF115 apresentou o maior acimulo de massa seca e P na parte

aérea em relacdo aos genotipos crioulos BAF55 e BAF42 (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Efeito dos genétipos de feijoeiro na massa seca da parte aérea (g PI™%). Médias
seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Figura 6. Efeito dos genétipos de feijoeiro no fésforo acumulado na parte aérea (mg PI™).
Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O efeito das doses de fosforo adicionadas ao solo na massa seca da parte aérea de
feijoeiro pode ser observado na Figura 7. A maior dose de fésforo foi a que promoveu o maior
incremento na massa seca. Este resultado sugere que a dose de fésforo ndo foi suficientemente
alta para que a cultura atingisse a maior producdo de massa seca. Portanto doses mais elevada
de fésforo podem ser testadas para que a disponibilidade de fdésforo possibilite atingir e
determinar o incremento maximo de massa seca e o nivel critico de foésforo no solo para

micorrizagédo das plantas.
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Figura 7. Efeito das doses de fésforo adicionadas ao solo na massa seca da parte aérea (g PI’
1 - . . . :
). Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Para o teor de P na parte aérea foram observadas diferencas entre as condicdes de
inoculacdo com G. clarum e presenca de FMAs nativos, sendo o maior valor encontrado na
condicdo de FMASs nativos. O teor de P nas plantas do genétipo BAF115 foi superior no
tratamento sem aplicacdo de P. As diferencas encontradas entre os tratamentos nao foram
altas e 0 menor teor observado foi de 0,22% de P no tratamento com dose de 50 e 75 mg de P
kg™ na condicdo de inoculagdo com G. clarum e FMAs nativos, respectivamente. No genétipo
BAF55 o comportamento foi semelhante ao encontrado no gendtipo BAF115, na condicdo de
FMAs nativos, o maior valor observado foi no tratamento sem aplicacdo de P. Na condicao de
inoculagdo com G. clarum o unico tratamento que diferiu dos demais de maneira negativa foi
o tratamento com 50 mg de P kg™ que obteve o menor teor encontrado nesta condic&o (0,19%
P). No gendtipo BAF42 foi observado um comportamento diferente dos outros genotipos
avaliados, a expectativa € que com o aumento das doses de P ocorra um aumento do teor de P
na parte aérea das plantas, porém esse comportamento ndo foi observado nos gendétipos
anteriores. O teor de P na condigéo de inoculagdo com G. clarum foi superior no tratamento
com 50 mg de P kg™; na condicdo de FMAs nativos os maiores valores foram observados nos
tratamentos com 25 e 50 mg de P kg™ (Tabela 10).
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Tabela 10. Teores de P (%) na parte aérea dos gendtipos de feijoeiro BAF115, BAF42 e
BAF55 em func¢do da inoculacdo com G. clarum e de doses de P aplicadas no

solo.
Dose de P Gendtipo BAF115 Gendtipo BAF55 Gendtipo BAF42
(mgkgh)  G.clarum FMAs G. clarum FMAs G. clarum FMAs
Nativos Nativos Nativos
0 0,25 a 0,25 a 0,23 a 0,35a 0,22 b 0,22¢
15 0,23 b 0,24 bc 0,22 a 0,24 b 021c 0,23 bc
25 0,23 b 0,24 b 0,22a 0,24 b 0,22 b 0,25a
50 0,22 ¢ 0,23 cd 0,19b 0,26 b 0,24 a 0,24 ab
75 0,23 b 0,22d 0,23a 0,23 b 0,23 b 0,22¢
Médias 0,23 0,24 0,22 0,26 0,22 0,23

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Para o P acumulado na parte aérea no genétipo BAF115 foi observado efeito das
doses de P somente na condi¢do de inoculacdo com G. clarum, onde o maior valor foi no
tratamento com a maior dose de P (75 mg de P kg™), o que indica que apesar do baixo teor de
P encontrado neste tratamento a relacdo com a massa seca da parte aérea promoveu a elevagdo
do P acumulado (Tabela 11). As condi¢des de FMAS nativos e inoculacdo com G. clarum nédo
promoveram efeito no P acumulado no gendtipo BAF115. No genétipo BAF55 foi possivel
observar poucas diferengas no P acumulado em fungdo das doses de P, na condicdo de
inoculagdo com G. clarum o menor valor encontrado foi de 21,18 mg de P com a dose de 50
mg de P kg™, sendo este diferente somente do encontrado no tratamento sem aplicacéo de P (0
mg de P kg?). Na condicdo de FMAs nativos o menor valor foi de 23,58 mg de P no
tratamento com a dose de 25 mg de P kg™, sendo este diferente do tratamento sem aplicacdo
de P. A inoculagdo com G. clarum promoveu efeito no P acumulado do genétipo BAF55, a
condicdo de FMASs nativos apresentou valores superiores aos da condicdo de inoculagdo com
G. clarum. No gendtipo BAF42 foi observado efeito das doses de P aplicadas no solo no P
acumulado na parte aérea somente na condi¢do de inoculagcdo com G. clarum, o maior valor
foi no tratamento com a maior dose de P (75 mg de P kg™), sendo este diferente dos
tratamentos com dose de P de 0 e 15 mg P kg™, de maneira similar como ocorreu no genétipo
BAF115. As condi¢des de FMAS nativos e inoculagdo com G. clarum ndo promoveu efeito no
P acumulado no gendtipo BAF42 (Tabela 11).
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Tabela 11. Fésforo acumulado (mg PI™) na parte aérea dos genétipos de feijoeiro BAF115,
BAF42 e BAF55 em funcdo da inoculagdo com G. clarum e de doses de P
adicionadas ao solo.

Dose de P Genotipo BAF115 Genotipo BAF55 Genotipo BAF42
(mgkg™)  G.clarum FMAs G. clarum FMAs G. clarum FMAS
Nativos Nativos Nativos
0 29,86 b 26,41 a 28,17 a 33,34a 23,12b 2414 a
15 29,41b 28,65 a 25,97 ab 23,58 b 22,79b 26,16 a
25 26,89 b 30,51a 23,88 ab 26,07 ab 24,69 ab 27,39 a
50 30,45 b 27,62 a 21,18b 32,22 ab 28,51 a 28,22 a
75 37,40 a 31,80 a 25,88 ab 29,14 ab 29,07 a 29,10 a
Médias 30,80 29,00 25,01 28,87 25,63 27,00

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A colonizacdo micorrizica variou em fungdo da inoculagdo com G. clarum e com as
doses de P testadas. Foi possivel observar para o gendtipo comercial BAF115, menor
colonizacdo na dose de 50 mg de P kg™ com o valor de 16,55%, este tratamento ndo diferiu
do tratamento com a dose 25 mg de P kg™, porém diferiu dos tratamentos com as demais
dosagens de P. A inoculacdo com G. clarum ndo promoveu diferencas significativas quando
comparamos com o tratamento com FMASs nativos do solo. Foi possivel observar que a
elevacdo da dose de P néo afetou a colonizagéo por G. clarum no gen6tipo BAF115, enquanto
0 aumento da dose de P implicou em diminuig&o da colonizacdo de 37% na dose 0 para 20%
na dose 75 mg de P kg™, indicando um possivel efeito inibitério da dose de P na micorrizagao.

No genotipo crioulo BAF55 na condicdo de FMAS nativos ndo foi observado efeito da
dose de P, porém quando comparamos as condi¢cdes de FMAs nativos e inoculacdo com G.
clarum é possivel observar uma diferenca significativa a favor da inoculagdo G. clarum, a
colonizacdo micorrizica aumentou de 6,17% com a inoculacdo de G. clarum, nesta condigédo
analisando o efeito de dose podemos observar que a menor colonizagao foi na dose de 50 mg
de P kg™ com o valor de 13,54% e a maior colonizagdo na dose de 25 mg de P kg™ com o
valor de 46,53%, este resultado poderia indicar um efeito de inibi¢cdo da colonizacdo com o
aumento da dose, porém isso ndo se confirma com o resultado do tratamento com a maior
dose de P cujo resultado de colonizagéo foi de 31,13%, ou seja, maior que no tratamento na
dose de 50 mg de P kg™.

No gendtipo crioulo BAF42 é possivel observar efeito da dose de P na colonizacao
micorrizica, na condi¢do de inoculacdo com G. clarum a maior colonizacao foi encontrada no
tratamento sem aplicacdo de P (0 mg de P kg™) com o valor de 35,97%, este tratamento foi
diferente somente do tratamento com a maior dose de P (75 mg de P kg™*) com a colonizacdo
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de 18,80%. Na condicdo de FMAs nativos o menor valor encontrado foi com a dose de 25 mg
de P kg™, com o valor de 19,26% de raizes colonizadas com fungos micorrizicos, este
tratamento foi diferente dos tratamentos com 15 e 50 mg de P kg, que apresentaram os
valores de 41,09% e 35,86% respectivamente. Ndo foram observadas diferencas significativas

entre as condi¢Ges de inoculagdo com G. clarum e FMAs nativos do solo (Tabela 12).

Tabela 12. Efeito das doses de P e inocula¢do com G. clarum na colonizacéo micorrizica (%)
nas raizes dos gendtipos de feijoeiro BAF115, BAF55 e BAF42.

Dose de P Genotipo BAF115 Genotipo BAF55 Genotipo BAF42
-1 FMAs FMAs FMAs
(mgkg™)  G.clarum Nativos ~ C-clarum oo Goclarum ol
0 40,06 a 37,08 a 36,45 ab 24,09 a 35,97 a 26,76 ab
15 33,89 a 27,97 ab 26,85 b 28,39 a 24,36 ab 41,09 a
25 27,47 ab 36,90 a 46,53 a 23,59 a 24,22 ab 19,26 b
50 16,55 b 25,41 ab 13,54 ¢ 23,82 a 27,42 ab 35,86 a
75 40,33 a 20,18 b 31,13 b 23,77 a 18,80 b 32,88 ab
Médias 31,66 29,51 30,90 24,73 26,15 31,17

Médias seguidas de mesma letra miniscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Apesar do conhecimento de que a disponibilidade de P diminui a colonizagdo
micorrizica, os efeitos sobre o micélio externo sdo contraditorios. Em estudo com o objetivo
de avaliar o micélio externo dos FMAs Glomus intraradices e Gigaspora rosea, associados a
soja, sob doses crescentes de P (0, 25, 50, 100 e 200 mg kg™), foi possivel observar que os
FMA estimularam a producéo de biomassa pela planta nas doses 0, 25 e 200 mg kg™ de P. A
colonizagdo micorrizica e o micélio externo total (MET) diminuiram com o aumento das
doses de P. Ambos FMA apresentaram aumento do micélio externo ativo com o aumento das
doses de P, mas isso ndo teve relagdo com a eficiéncia simbiotica. O MET apresentou
correlagdo com a colonizagdo radicular e com a eficiéncia micorrizica. A colonizagéo
radicular e 0 MET sdo mutuamente afetados pela disponibilidade de P (NOGUEIRA &
CARDOSO, 2007).

Um estudo com o objetivo de avaliar o crescimento de mudas de citros micorrizadas
em casa de vegetacdo com seis doses de P (0, 50, 100, 150, 200 e 250 mg de P kg™), em
combinacdo com inoculagdo ou ndo do FMA Glomus intraradices, constatou que nas doses
mais altas de P, nas plantas micorrizadas houve reducdo na altura, na matéria seca da parte
aérea e na area foliar, menor taxa de transpiracdo e maior resisténcia estomatica, quando

comparadas com o controle ndo micorrizado. A reducdo no crescimento de mudas
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micorrizadas em alta dose de P pode ser atribuida com a existéncia de forte dreno de
carboidratos na raiz. O limite entre simbiose mutualistica e parasitismo ficou evidenciado,
para as variaveis avaliadas, em dose de P no substrato superior a 240 mg kg™ (SENA et al.,
2004). Kaschuk et al (2010) observaram aumento significativo na produtividade de espécies
de plantas leguminosas com a inoculagdo de FMA em ensaios em casa de vegetacdo, porém o
efeito positivo da inoculagdo com FMA ndo foi observado em ensaios de campo. A resposta
na produtividade de plantas leguminosas com a inoculacdo de FMA em ensaios conduzidos
em vasos foi de 45%, sendo que houve incremento de 14% no teor de proteinas nos graos
(KASCHUK et al, 2010).

5.4, CONCLUSAO

As doses de P proporcionaram efeitos no teor de P, contelldo de P e massa seca da
parte aérea das plantas de feijoeiro. Para a massa seca da parte aérea a dose de P mais elevada
de 75 mg de P kg™ promoveu o incremento méximo. Este resultado demonstra que a dose
méaxima de P utilizada tenha sido suficiente apenas para suprir o dreno do solo e insuficiente
para a cultura atingir o potencial de producéo.

Os genotipos proporcionaram efeitos na massa seca e P acumulado da parte aérea das
plantas de feijoeiro, sendo o gendtipo comercial BAF115 (Valente) superior aos genotipos
crioulos BAF55 e BAF42.

A colonizacao micorrizica foi regulada pelos fatores dose de P, genotipo e inoculacéo,
a elevacdo da dose de P ndo afetou a colonizacdo por G. clarum de no genotipo BAF115,
enguanto o aumento da dose de P implicou em diminui¢do da colonizacdo de 37% na dose 0
de P para 20% na dose 75 mg de P kg™. No genétipo crioulo BAF55 quando comparamos as
condigdes de FMAs nativos e inoculagédo com G. clarum foi observado uma diferenca a favor
da inoculacdo G. clarum, a coloniza¢do micorrizica aumentou de 6,17% com a inoculacdo de
G. clarum. No genotipo crioulo BAF42 na condic¢éo de inoculagdo com G. clarum a maior

colonizacdo foi encontrada no tratamento sem aplicagdo de P com o valor de 35,97%.
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6. CAPITULO 4 - Nutricdo fosfatada e expressdo génica em genoétipos crioulo e

comercial de feijoeiro inoculados com Glomus clarum.

RESUMO: A caracterizacdo de acessos crioulos de feijoeiro associada ao uso eficiente de
microrganismos promotores de crescimento pode ser de grande valor, ja& que apresentam
maior probabilidade de conter alelos para adaptacdo local, resisténcia a doencas e tolerancia
as principais adversidades edafoclimaticas. As condi¢des ambientais como o nivel de P do
solo e os fatores biologicos como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo
responsaveis por mudancas na nutricdo e por alteracdes na expressao de genes relacionados ao
uso do P pela planta. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da interacdo entre genotipos
de feijoeiro, doses de P e inoculacdo com Glomus clarum, na nutricdo fosfatada e na
expressao de genes relacionados ao uso eficiente do P. A dose de P proporcionou efeito na
massa seca da parte aérea, o valor maximo de massa seca foi observado com a dose de 400
mg de P kg™. O efeito do gendtipo foi observado no teor de P e P acumulado na primeira
época de coleta, sendo que o gendtipo crioulo BAF55 foi superior ao gendétipo comercial
BAF115. As doses de P proporcionaram efeito na coloniza¢do micorrizica nas duas épocas de
coleta. Na primeira época de coleta, no genétipo comercial BAF115 com inoculacdo de G.
clarum e dose de 100 mg P.kg™ houve elevacdo de 123% na colonizacdo micorrizica em
comparacdo com o tratamento sem aplicagdo de P, na condicdo de FMAs nativos o
comportamento foi similar. No gendtipo crioulo BAF55 nas condicGes de inoculagdo com G.
clarum e FMAs nativos foi possivel observar que o tratamento sem aplica¢do de P apresentou
0s menores valores. A interacdo entre genotipos, doses de P e inoculagdo com G. clarum
proporcionou efeito na colonizagdo micorrizica do feijoeiro. Na segunda época de
amostragem, no genotipo BAF55 a inoculagdo com G. clarum aumentou a colonizacdo em
relacdo a condicdo de FMAs nativos. No tratamento inoculado com G. clarum a maior
colonizacdo foi observada no tratamento com a dose de 600 mg de P kg™. A analise da
expressao genética demonstrou que existe efeito dos genotipos analisados, doses de P e
inoculagdo com G. clarum no gene PVPT. Foi observado na expressao génica do gene PVPT
que o genotipo crioulo BAF55 respondeu tanto com a inoculagdo com G. clarum quanto com

a populacdo de FMAs nativas, enquanto que o genOtipo comercial BAF115 (Valente)
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respondeu somente no tratamento com FMAs nativos do solo. Em ambos os gendtipos foi
possivel observar a resposta da expressdo genética ocorreu na dose de 100 mg de P kg™,
sendo que esta resposta esta associada aos FMAs nativos do solo e ndo inoculacdo com G.
clarum.

PALAVRAS-CHAVE: Gene PVPT, Glomus clarum, Phaseolus vulgaris, Fosforo.

ABSTRACT: The characterization of landraces of common bean associated with the efficient
use of microorganisms growth promoters can be of great value, since most likely to contain
alleles for local adaptation, disease resistance and tolerance to major climatic adversities.
Environmental conditions such as soil P level and biological factors such as mycorrhizal fungi
(AMF) are responsible for changes in nutrition and changes in gene expression related to the
use of P by the plant. The objective of this study was to evaluate the effect of the interaction
between bean genotypes, levels of P and inoculation with Glomus clarum in phosphorus
nutrition and expression of genes related to the efficient use of P. The dose of P provided
effect on shoot dry weight, the maximum of dry weight was observed with 400 mg P kg-1.
The effect of genotype was observed in P and P accumulated in the first collection time, and
genotype BAF55 was superior to genotype commercial BAF115. The P present effect on
mycorrhizal colonization in two harvests. In the first season of collection on the commercial
BAF115 genotype inoculated with G. clarum and 100 mg P.kg-1 was 123% increase in root
colonization in comparison with the treatment without use of P, provided that AMF native
behavior was similar. In genotype BAF55 conditions of inoculation with G. clarum and
indigenous AMF was observed that the treatment without P application showed the lowest
values. The interaction between genotypes, levels of P and inoculation with G. clarum show
effect on colonization of bean. In the second sampling time, the genotype BAF55 inoculation
with G. clarum increased colonization in relation to the status of indigenous AMF. In the
treatment inoculated with G. clarum the major colonization was observed in treatment with
the dose of 600 mg P kg™. The analysis of gene expression demonstrated that there is an
effect of the genotypes studied, rates of P and inoculation with G. clarum PVPT gene. Was
observed in gene expression of the gene that genotype PVPT BAF55 responded with both
inoculation with G. clarum as with the native AMF population, while the genotype trade
BAF115 (Valente) answered only in the AMF treatment with native soil. In both genotypes
was possible to observe the response of gene expression occurred in a dose of 100 mg P kg™,
and this response is associated with the native soil and mycorrhizal inoculation with non G.

clarum.
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6.1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma das principais leguminosas cultivada para
alimentacdo humana em solos &cidos tropicais deficientes em P. A origem do feijoeiro
ocorreu a partir de dois principais bancos de genes, da América Central e da América Andina
de montanha, areas que tém proporcionado excelentes recursos genéticos para estudar e
melhorar a eficiéncia destas plantas quanto ao uso do P do solo (TIAN et al., 2007). Dois
genotipos comuns de feijoeiro, G19833 (P eficientes) e DOR364 (P ineficiente), bem como
suas linhagens recombinantes foram utilizados para elucidar os mecanismos morfoldgicos,
fisiolbégicos e genéticos que envolvem o uso eficiente do P, os quais incluem o
desenvolvimento de um sistema radicular mais superficial, a maior exsudagdo de acidos
organicos e prétons e a formacdo de aerénquimas nas raizes corticais (SHEN et al, 2002; FAN
et al, 2003; LIAO et al, 2004; LIANG at al., 2010).

As plantas desenvolveram durante a sua evolucdo um conjunto de estratégias
adaptativas para melhorar a aquisicao e utilizacdo do P, como as modificacbes na morfologia
da raiz e da arquitetura (LIAO et al. 2004; DEVAIAH et al, 2007a, 2007b;. ZHOU et al,
2008; LIANG at al., 2010), aumentando a atividade da fosfatase acida (APase) (WANG et al,
2009) e aumentando a expressdo de um conjunto diversificado de genes (RAGHOTHAMA,
1999;. VANCE et al, 2003). Mais recentemente, o trabalho realizado por Liang et al., (2010)
sugeriu que a maior expressdo dos genes P-responsivo PVvPT1 e PvPS2 pode contribuir para
aquisicdes e translocacdo mais eficientes de P no gendtipo P-eficiente (G19833) sob
condicBes P limitantes (TIAN et al. 2007). A identificacdo de genes associados a deficiéncia
de P é essencial para compreender ndo s6 os mecanismos moleculares que regem a eficiéncia
de P, mas também para selecdo assistida por marcadores de reproducdo e melhoramento
genético do feijoeiro. A deficiéncia de fosfato tem profundo impacto sobre o crescimento de
feijoeiro comum, como indicado por folhas verdes escuras e expansao foliar reduzida (TIAN
etal., 2007).

O gene PVPT esta relacionado com a alta afinidade do transportador de P e a analise
de expressdo de genes diferencialmente induzidos sob deficiéncia de P mostrou que os genes
envolvidos no metabolismo de carbono, aquisicdo de P, transporte, limpeza e remobilizacao
sdo coordenadamente reguladas em feijoeiro em condi¢es de baixa disponibilidade de P

(TIAN et al., 2007). No mesmo estudo de Tian et al., (2007) os resultados demonstraram
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ainda que a expressdo de genes PvIDS4-like PvPS2 e PvPT1 é influenciada pela
disponibilidade de P, e que em dois genotipos de feijoeiro comum, a expressdo destes trés
genes de raizes e parte aérea € dependente da disponibilidade do P no meio, o que sugere que
0 gendtipo G19833 (P eficiente) responde a deficiéncia mais rapidamente do que o Dor364 (P
ineficiente).

A simbiose micorrizica arbuscular é a mais ancestral dentre todos os tipos de
simbioses conhecidas. Evidéncias fosseis indicam que as primeiras plantas terrestres ja
estavam colonizadas por fungos que apresentavam estruturas miceliais e esporos similares aos
dos atuais fungos arbusculares (FMA) (REDECKER et al., 2000; BERBARA et al., 2006). A
associacao entre plantas e FMAs é considerada simbiotica pelo fato de os organismos co-
existirem em um mesmo ambiente fisico (raiz e solo) e mutualistico, porque, em geral, ambos
o0s simbiontes se beneficiam da associagdo. Ela é considerada como mutualista nutricional, em
que a planta supre o fungo com energia para crescimento e manutencdo via produtos
fotossintéticos, enquanto o fungo prové a planta com nutrientes e agua. Nesse sentido, essa
simbiose amplia a capacidade de absorcdo de nutrientes por parte do simbionte autotrofico e,
conseqlientemente, a sua competitividade interespecifica e produtividade (BERBARA et al.,
2006).

No caso do P existem evidéncias de grupos de genes que sdo especificamente
regulados para baixo quando as plantas estdo micorrizadas. Em Medicago truncatula,
observou-se que quatro genes fosfato-inanicdo induzida incluindo dois genes transportadores
de fosfato, um gene de funcdo desconhecida (MT4), e um homologo da fosfatase acida foram
regulados para baixo na colonizacao da raiz por fungos micorrizicos (BURLEIGH et al. 1997;
LIU et al. 1998). Os niveis elevados de fosfato no meio externo regulam para baixo a
expressao destes genes, e desde que a simbiose geralmente resulta em um aumento do nivel
de fosfato nas raizes, o fato de que esses genes sdo reprimidos na simbiose ndo é tdo
surpreendente (BURLEIGH et al. 1997; LIU et al. 1998; HARRISON, 1999). Os mecanismos
envolvidos na maior absor¢do de P pela planta micorrizadas, entretanto, ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, atribuindo-se, em parte, ao aumento no nimero de sitios de absor¢éo
promovido pela hifa e/ou maior afinidade dos carregadores da hifa ou da raiz colonizada ao P
(SILVEIRA & CARDOSO, 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculacdo de G. clarum no
crescimento, nutricdo fosfatada e na expresséo de genes relacionados ao uso eficiente do P em

genotipo crioulo e comercial de feijoeiros em diferentes doses de P adicionadas ao solo.
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6.2. MATERIAL E METODOS

Foi conduzido um ensaio em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade Estadual de Santa Catarina, no municipio de Lages, no
periodo de 10/02/2010 a 29/03/2010. O ensaio foi conduzido em duplicata para permitir a
coleta em duas épocas, sendo a primeira aos 28 dias apds a semeadura em 09/03/2010, e a
segunda aos 48 dias apds a semeadura em 29/03/2010. A coleta em épocas diferentes teve
como objetivo avaliar o periodo de desenvolvimento vegetal onde é possivel observar um
efeito significativo dos tratamentos aplicados na nutrigdo e expressao génica das plantas de
feijoeiro.

Os tratamentos foram arranjados em fatorial 2x2x5, sendo um genétipo de feijoeiro
comercial (BAF 115 — Valente) e um genotipo crioulo (BAF 55); dois tratamentos de
inoculagdo (populagdo nativa de FMA e inoculagdo de G. clarum) e cinco doses de P
adicionadas ao solo (0, 100, 200, 400, e 600 mg de P dm™). Os tratamentos foram distribuidos
em delineamento completamente casualizados com cinco repeticdes.

A adubacdo foi realizada antes do plantio utilizando uma solucdo de fosfato de
potéssio, sendo que o teor de potéssio foi corrigido para todos os tratamentos utilizando uma
solucdo de cloreto de potéssio. O teor de fésforo observado no solo natural foi de 0,9 mg dm’
® A inoculagdo ou ndo com FMA foi realizada utilizando 5 gramas de um inéculo contendo
um isolado de G. clarum com concentracdo de 20,6 esporos por grama, totalizando 103
esporos por vaso e 0 solo com a populacédo nativa de FMAs.

As plantas foram conduzidas com uma mistura de solo e Areia (2:1; v/v), em vasos de
6 kg. O solo utilizado foi um Nitossolo, coletado no municipio de Capédo Alto - SC, nas
coordenadas 27°53°50,73”S e 50°25°44,04”0, Com teor de argila de 77% e 3,7% de matéria
organica, pH natural de 4,7; teor de P de 0,9 mg dm™, teor de K de 85 mg dm™ e CTC efetiva
de 4,7 cmol, dm™. O solo foi peneirado e o seu pH foi corrigido para 5,8. Todas as plantas
foram inoculadas com rizobio, utilizando o inoculante para feijdo da empresa Turfal,
composto com a cepa de Rhizobium tropici (SEMIA 4088). Uma semana apds a geminacao
foi realizado um desbaste mantendo apenas uma planta por vaso.

Com as amostras da primeira e segunda coleta foi determinado a massa de matéria
seca e teor de P, segundo as metodologias descritas em Tedesco et al. (1995) e pela relacdo da
matéria seca com o teor de P foi calculado o P acumulado. A coleta de raizes foi realizada
conjuntamente para a andlise da colonizacdo micorrizica, que foi determinada apos
clarificacdo e coloracdo das estruturas fungicas (KOSKE & GEMMA, 1989). Os resultados
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de colonizagdo micorrizica foram transformados em percentagem para uma melhor
interpretacao.

Foram coletadas amostras dos tecidos foliares 43 dias apds o plantio, as quais foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra-freezer a -80°C até as analises. A
extracdo de RNA-total foi feita por meio da homogeneizagdo do tecido fresco (150 mg) em
1,5 mL de regente Trizol, composto de fenol e isotiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKI
& SACCHI, 1987). O RNA recuperado da fase aquosa por precipitacdo em alcool
isopropanol, foi seguido por lavagens com etanol 70% em &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenado a -80 °C. O RNA-total extraido foi quantificado
por OD260 e OD260/280, seguido por uma corrida em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. A obtencdo do cDNA e amplificacdo da regido especifica do gene de
interesse por RT-PCR, foi realizada utilizando um Kit especifico da Invitrogen e seguindo a
recomendacéo do fabricante.

Foram examinados dois genes especificos: O gene PVPT, que possui alta afinidade ao
transportador do P e a sua expressdo € dependente da disponibilidade do P no meio (TIAN et
al., 2007) e o gene PvVPAP3 que pertence a PAP subfamilia de Apase. A PvPAP3 pode
funcionar na adaptacdo de plantas de feijoeiro conduzidas em niveis limitantes de P,
possivelmente através do seu envolvimento no ATP de hidrolise e a utilizacdo de ATP
extracelular como uma fonte de P do meio ambiente. Ambos apresentam “primers” relatados
nos trabalhos nos quais foram clonados e assim selecionados. Realizaram-se analises para
observar a integridade do “primer” e utilizou-se o0 BLAST das respectivas sequéncias de
nucleotideos para detectar o grau de similaridade com as diferentes espécies.

O RT-PCR inclui Tag DNA polimerase, mistura de nucleotideos, tampbes com e sem
MgCl,, controles com DNA e com primer. A mistura destes componentes e as concentragdes
foram o mais semelhantes com as citagdes nos respectivos trabalhos (HERNADEZ et al.,
2007). Apos a reagdo da transcriptase reversa o cDNA obtido foi clonado e sequienciado para
checar se 0 cDNA obtido corresponde ao gene de interesse. A quantificacdo foi feita de forma
relativa, apos padronizacao das condi¢bes de amplificacdo e o uso dos devidos controles (RT-
PCR). Foi observado o nivel de expressao do gene em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo; o tamanho do fragmento de cDNA foi determinado pelo uso de padrdes de DNA
com peso molecular conhecido (Invitrogen).

A expressdo dos genes nos diferentes tratamentos foi realizada por PCR em tempo
real, conforme descrito por Ramirez et al. (2005). Muitos trabalhos relatam a técnica RT-PCR

como sendo de grande valia para detectar de forma bastante sensivel a expressao do nivel de
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um transcrito, considera o uso de alguns padrdes internos em diluicdo serial como referéncia
para determinar com maior exatidao o nivel de expressdo do gene de interesse. Neste trabalho
foi usado gene actina (ACT) como gene de referéncia.

Os ensaios foram analisados de forma independente, sendo os resultados das variaveis
avaliadas submetidas a andlise de variancia (ANOVA) de acordo com as fontes de variacéo

testadas (genotipo, dose de P e inoculacdo) e as médias submetidas ao teste de Duncan a 5%
de significancia.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1. Efeito da primeira época de coleta (28 dias ap0s a semeadura)

Os resultados da analise de variancia dos dados de massa da matéria seca, teor de P, P

acumulado na parte aérea e coloniza¢do micorrizica total sdo apresentadas na tabela 13.

Tabela 13. Resultado da andlise de variancia dos dados da primeira coleta (28 dias) para
producdo de massa seca da parte aérea, teor de P na parte aérea, P acumulado e
colonizagdo micorrizica em plantas de feijoeiro para os fatores gendtipo,
inoculacdo com G. clarum e doses de P.

Fator de Variagao Massa seca (g)  Teor P (%) P ?fnungL:!la;do COIO(Q/':)aQaO
Genétipo ns * * *
Inoculacéo ns ns ns ns
Dose P * * * *
Gendtipo*Inoculacédo ns ns ns ns
GenGtipo*Dose P ns ns ns *
Inoculagdo * Dose P ns * * ns

AtT *
SerderDos s s s :

* - Significativo a 5% pelo teste F. ns — N&o significativo pelo teste F.

Para a massa seca da parte aérea foi observado somente efeito significativo das doses
de P aplicadas no solo (Figura 8), com a dose de 400 mg P kg™ obteve-se o maior valor,

porém este ndo foi diferente do tratamento com a dose méxima de 600 mg P kg™
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Figura 8. Efeito das doses de P na massa seca da parte aérea (g PI™") na época de colheita aos
28 dias ap0s o plantio. Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna nio diferem entre si pelo teste

de Duncan a 5%.

Os dois gendtipos testados (BAF 115 e BAF55) ndo apresentaram diferencas na

producdo de massa seca da parte aérea (Tabela 13), entretanto apresentaram efeito

significativo no teor de P (%) e P acumulado na parte aérea (Figura 9 e 10), sendo que 0

gendtipo crioulo de feijoeiro (BAF55) apresentou maiores teores de P e P acumulado na parte

aérea.

0,23
0,22
0,22
0,21
0,21
0,20
0,20
0,19
0,19
0,18
0,18

Teor de P (%)

BAF115 (comercial) BAF55

Gendtipo

Figura 9. Efeito dos gendtipos de feijoeiro no teor de P (%) na parte aérea na época de
colheita aos 28 dias apds o plantio. Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem

entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Figura 10. Efeito dos genétipos de feijoeiro no P acumulado na parte aérea (mg PI™*) na época

de colheita aos 28 dias apds o plantio. Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O teor de P da parte aérea apresentou efeito das doses de P no genétipo comercial
BAF115, tanto na condi¢do de inoculacdo com G. clarum como com FMAs nativos do solo,
independente da inoculacdo com G. clarum ou FMA nativos, a aplicacdo de P alterou o teor
de P na parte aérea das plantas de feijoeiro (tabela 14). Na condicdo de inoculagdo com G.
clarum o maior valor observado foi de 0,36% na dose de 600 mg P kg™ o valor de 0,36%
pode ser considerado alto para os padrdes de teor de P da parte aérea, porém a média de todas
as doses desta condicéo foi de 0,17% que pode ser considerada baixa para os padrées normais
de teor de P. O menor valor observado foi no tratamento sem adigédo de P (0,04%), sendo este
inferior aos demais. Na condicdo de FMAs nativos do solo o maior teor observado foi de
0,38% no tratamento com a dose de 400 mg P kg™ e os menores valores do teor de P foram de
0,07% e 0,11% obtidos nos tratamentos com 0 e 200 mg P kg™ respectivamente. Para o
genotipo BAF115 as condi¢es de FMAs nativos e inoculagdo com G. clarum apresentaram
diferencas significativas, na condigdo de FMAs nativos o teor de P da parte aérea foi superior
a condicdo de inoculacdo com G. clarum. No genétipo crioulo BAF55 para o teor de P da
parte aérea foi observado efeito das doses de P, na condigdo de inoculagdo com G. clarum,
sendo 0 maior teor de P encontrado na dose de 600 mg P kg™, o valor encontrado neste
tratamento foi 0 mesmo observado no genotipo comercial BAF115, este tratamento foi
superior aos demais. O menor teor de P foi de 0,05% observado no tratamento sem adicéo de
P, o comportamento do teor de P em relacdo as doses de P na condicéo de inoculagcdo com G.
clarum foi semelhante entre os dois gendtipos analisados, na condi¢do de FMAs nativos do

solo o maior teor foi de 0,41% observado no tratamento com a dose de 400 mg P kg™, este
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tratamento foi diferente dos demais, 0 menor teor de P foi de 0,05% observado no tratamento
sem adicdo de P, apesar da diferenca significativa entre os tratamentos com 0 menor e maior
teor de P da condicdo de FMASs nativos para o teor de P foi de 0,23% que é coerente com 0
esperado. As condicbes de inoculagdo com G. clarum e FMASs nativos ndo apresentaram
efeito no teor de P (Tabela 14).

Tabela 14. Teor de P na parte aérea (%) de gendtipos de feijoeiro BAF115 e BAF55
inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas ao solo na
época de colheita aos 28 dias ap0s o plantio.

Dose de P Genotipo BAF115 Genotipo BAF55
(mg kg™) G. clarum FMAs Nativos G.clarum  FMAs Nativos
0 0,04c 0,07c 0,05c¢ 0,05c¢
100 0,12 b 0,23 b 0,19b 0,24 b
200 0,16 b 0,11c 0,27 b 0,19 bc
400 0,17 b 0,38 a 0,21b 0,41a
600 0,36 a 0,23 b 0,36 a 0,25b
Meédias 0,17 0,20 0,22 0,23

Médias seguidas de mesma letra minidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

No P acumulado na parte aérea foi observado efeito das doses de P no gendtipo
comercial BAF115, na condig¢éo de inoculagdo com G. clarum o maior valor obtido foi de
23,08 mg P no tratamento com dose de e 600 mg P kg™, este tratamento foi o 50,17%
superior ao tratamento com a dose de e 400 mg P kg™ que apresentou o segundo maior
conteddo de P, o tratamento com a dose maxima de P foi superior aos demais, na condicdo de
FMAs nativos 0 maior contetdo de P foi de 22,57% no tratamento com a dose de 400 mg P
kg™, sendo este significativamente superior aos demais e concordando com o comportamento
do teor de P. As condicOes de FMAS nativos e inoculagdo com G. clarum ndo afetou o P
acumulado da parte aérea de plantas de feijoeiro. No gendtipo crioulo BAF55 o P acumulado
foi afetado pelas doses de P, 0 comportamento foi semelhante ao genotipo BAF115 e ao teor
de P da parte aérea que é diretamente relacionada com o conteudo total de P, na condigéo de
inoculagdo com G. clarum o maior valor observado foi de 24,26 mg P kg™ no tratamento com
a dose de e 600 mg P kg, sendo que este tratamento com a maior dose de P foi superior aos
demais, na condicdo de FMAs nativos o maior valor foi de 28,14 mg P kg™ no tratamento
com a dose de e 400 mg P kg™ que foi superior aos demais tratamentos. As condices de
inoculagdo com G. clarum e FMASs nativos ndo proporcionaram efeito no P acumulado
(Tabela 15).
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Em estudo com inoculagédo de FMAs em feijoeiro com condigdes de alto e baixo P
foram realizadas avalia¢cBes quanto & atividade das enzimas superoxidase dismutase (SOD),
guaiacol-peroxidase (GPX) e catalase (CAT), que demonstraram ndo haver efeito da
inoculacdo e baixa colonizacdo pelo fungo G. intraradices nas condi¢des de alto (150 mg P
kg ') e baixo (20 mg P kg™') P (LAMBAIS et al., 2003).

Tabela 15. Fosforo acumulado na parte aérea (mg por planta) de genotipos de feijoeiro
BAF115 e BAF55 inoculados com G. clarum em diferentes doses de P
adicionadas ao solo na época de colheita aos 28 dias apés o plantio.

Dose de P Gendtipo BAF115 Gendtipo BAF55
(mg kg™ G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 0,40d 0,28 ¢ 0,56 ¢ 0,39¢c
100 1,88 cd 593¢c 5,16 ¢ 3,87 cd
200 6,30 C 3,29 ¢ 13,76 b 9,41 bc
400 1150b 2257 a 14,14 b 28,14 a
600 23,08 a 15,04 b 24,26 a 15,82 b
Médias 8,63 9,42 11,57 11,53

Médias seguidas de mesma letra minidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Para a colonizacdo micorrizica no gen6tipo comercial BAF115 foi observado efeito
das doses de P, na condicdo de inoculagdo com G. clarum houve uma elevacgédo da colonizagéo
micorrizica com a aplicacdo de P, quando observamos os resultados para o tratamento sem P
(0 mg P kg') e o tratamento com a dose de P mais baixa aplicada (100 mg P kg™),
observamos um incremento de 123% na colonizagdo micorrizica, porém quando comparamos
o tratamento com a dose de 600 mg P kg™ com o tratamento com a dose de 100 mg P kg™,
observamos que o incremento foi de 61%, ou seja, a adicdo de P na dose de 100 mg P kg™
estimula a colonizacdo micorrizica em uma taxa mais elevada do que nas doses subsequentes.
Na condigdo de FMAs nativos do solo o comportamento foi similar ao encontrado na
condi¢cdo de inoculagcdo com G. clarum, o maior valor de colonizagdo foi de 15,46% no
tratamento com a dose mais alta de P (600 mg P kg™) e o menor valor foi 5,21% no
tratamento sem adicdo de P com (0 mg P kg™), as condicdes de inoculacdo com G. clarum e
FMAs nativos foram diferentes para a percentagem de colonizagédo, sendo que a condicao de
FMAs nativos foi superior a condicdo de inoculagdo G. clarum. No gendtipo crioulo BAF55
para a colonizagdo micorrizica foi possivel observar efeito das doses de P, na condigdo de

inoculagdo com G. clarum a Unica diferenca significativa observada foi em relacdo a
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colonizacdo do tratamento sem adi¢é@o de P que cujo valor foi de 4,07% que foi diferente dos
demais tratamentos, o maior valor de colonizacdo foi de 10,91% observado no tratamento
com 200 mg P kg?, na condicdo de FMAs nativos do solo o comportamento foi similar a da
condicdo de inoculacdo com G. clarum, o menor valor foi de 5,45% no tratamento sem adi¢éo
de P, sendo este tratamento inferior aos tratamentos com 400 e 600 mg P kg’ que
apresentaram os valores de 10,55% e 11,42% de colonizagdo micorrizica respectivamente, as
condi¢cdes de inoculacdo com G. clarum e FMAs nativas ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo a percentagem de colonizacdo micorrizica (Tabela 16).

As simbioses dos FMAs e rizObios sdo moduladas pelos fatores ambientais como a
disponibilidade de P e N, os beneficios destas simbioses dependem da relagdo entre o custo
despendido pela planta e o beneficio gerado pela maior absorcéo de P, proporcionado pelas
micorrizas e pela fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada pelos rizobios (MORTIMER et al.,
2008). Wang et al (2011) observaram efeitos positivos no desenvolvimento de plantas de soja
com a coinoculacao de rizébios e FMA em condicGes de baixo P e/ou N, porém em condi¢éo

de P e N adequados ndo foi observado efeito com a coinoculacdo com FMA.

Tabela 16. Efeito das doses de P e inoculacdo com G. clarum na colonizacdo micorrizica (%)
das raizes de feijoeiro dos gendtipos BAF115 e BAF55 na época de colheita aos
28 dias apo6s o plantio.

Dose de P Genotipo BAF115 Genotipo BAF55
(mg kg™ G. clarum FMASs Nativos G. clarum FMASs Nativos
0 3,90d 521c 407b 545b
100 8,72 bc 9,08 b 10,20 a 8,97 ab
200 6,97 cd 12,72 ab 1091 a 7,37 ab
400 11,91 ab 12,58 ab 8,21a 10,55 a
600 1401 a 15,46 a 10,59 a 11,42 a
Médias 9,10 11,01 8,80 8,75

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

6.3.2. Efeito da segunda época de coleta (48 dias apds a semeadura)

Os resultados da analise de variancia dos dados de producdo de massa seca, teor de P,
e P acumulado na parte aérea e da colonizagdo micorrizica das raizes do feijoeiro sdo
apresentados na Tabela 17. Com a andlise fatorial dos resultados do ensaio foi possivel
observar o efeito da inoculagdo de G. clarum no teor de P, P acumulado na parte aérea e na

colonizagdo micorrizica das raizes. A inoculagdo com G. clarum foi positiva no aumento da
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colonizagdo micorrizica, porém a inoculagdo com G. clarum decresceu o teor de P na planta e
0 P acumulado quando comparado com o tratamento sem inocula¢do de G. clarum e com
FMAs nativos do solo. Foi observado efeito da interagdo entre a inoculacdo de G. clarum e o
gendtipo de feijoeiro para o teor de P, também foi observado efeito da interacdo entre
genotipo e dose de P para o teor de P e colonizagdo micorrizica. Foi observado efeito do fator
dose de P no teor de P, P acumulado da parte aérea e coloniza¢do micorrizica. Foi observado
efeito do gendtipo na colonizagdo micorrizica, sendo que o genétipo comercial BAF55

(Valente) teve um maior percentual em relacdo ao genotipo crioulo BAF55.

Tabela 17. Resultado da analise de variancia dos dados da segunda coleta (48 dias) para
producdo de massa seca da parte aérea, teor de P na parte aérea, P acumulado e
colonizacdo micorrizica em plantas de feijoeiro para os fatores gendtipo,
inoculagdo com G. clarum e doses de P.

- P mul .

Fator de Variagdo Massa seca (g) Teor P (%) ?rcr?g Pul_?)do Colonizacéo (%)
Gendtipo ns ns ns
Inoculagéo ns * *
Dose P * *
Gen6tipo*Inoculagio ns * ns ns
GenoGtipo*Dose P ns * * *

~ n
Inoculagio * Dose P ns * * nz
Genotipo* Inoculagdo ns * * *

* Dose P
* - Significativo a 5% pelo teste F. ns — N&o significativo pelo teste F.

Foi observado efeito significativo do fator dose de P aplicada no solo na massa seca da
parte aérea. Pode-se observar o efeito positivo na massa seca da parte aérea das plantas dos
tratamentos com as doses de 400 e 600 mg de P kg™ que apresentaram os maiores valores e
diferiram das demais doses (Figura 11).
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Figura 11. Efeito das doses de P na massa seca da parte aérea (g PI™) época de colheita aos

48 dias apos o plantio. Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5%.

O teor de P da parte aérea apresentou efeito das doses de P aplicadas e pela inoculagéo
de G. clarum. Nos tratamentos inoculados com G. clarum no genétipo BAF115 o maior teor
foi com a dose de 600 mg de P kg™ e diferiu das doses de 0 e 100 mg de P kg™*. Nos
tratamentos sem inoculagdo com G. clarum o maior teor foi com a dose de 400 mg de P kg™ e
este diferente do tratamento com as doses 0 e 600 mg de P kg’. O teor de P foi
significativamente maior nos tratamentos com FMAS nativos, quando comparado com 0s
tratamentos inoculados com G. clarum. No genétipo BAF55 o teor de P apresentou efeito das
doses de P, nos tratamentos com inoculagdo de G. clarum os maiores teores foram observados
com as doses de 400 e 600 mg de P kg™, sendo estes diferentes dos demais. Nos tratamentos
com FMAs nativos os maiores teores de P foram encontrados nos tratamentos com as doses
de 200 e 400 mg de P kg™, a inoculagdo com G. clarum néo teve efeito no teor de P no
gendtipo BAF55 (Tabela 18).
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Tabela 18. Teor de P na parte aérea (%) de gendtipos de feijoeiro BAF115 e BAF55
inoculados com G. clarum em diferentes doses de P adicionadas ao solo na
época de colheita aos 48 dias ap6s o plantio.

Dose de P Gendtipo BAF115 Gendtipo BAF55
(mg kg™) G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 0,04 ¢ 0,16 b 0,06 ¢ 0,05¢
100 0,12 b 0,33 a 0,15b 0,18 bc
200 0,18 ab 0,25 ab 0,21b 0,39a
400 0,15 ab 0,34 a 0,33a 0,38a
600 0,22 a 0,21b 0,30 a 0,21b
Meédias 0,14 0,26 0,21 0,24

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O P acumulado apresentou efeito das doses de P e da inoculacdo de G. clarum. No
gendtipo BAF115 o tratamento inoculado com G. clarum apresentou o maior conteddo de P
com a dose de 600 mg de P kg™, nos tratamentos com FMAs nativos o maior valor de P
acumulado foi com a dose de 400 mg de P kg™. O P acumulado foi maior nos tratamentos
com FMAs nativos, quando comparado com os tratamentos inoculados com G. clarum no
gendtipo BAF115. No genotipo BAF55 o maior valor de P acumulado foi observado no
tratamento com a dose de 400 mg de P kg™ tanto nos tratamentos inoculados com G. clarum e
com FMAs nativos. (Tabela 19).

As diferencas entre gendtipos na eficiéncia de utilizacdo do P também foi observado
por Lana et al., (2006) que realizaram um estudo com o objetivo de determinar a eficiéncia na
absorcéo e utilizacdo de P de genotipos de feijoeiro e concluiram que existem diferencas entre
genotipos. Os autores classificaram como eficientes na absorgéo e utilizacdo de P os
gendtipos BAT 477, Jalo Precoce e Roxo, e como genotipos responsivos foram os Carioca
MG, Jalo Precoce, Pérola e Roxo.

O efeito da micorriza formada por Glomus etunicatum nos parametros cinéticos da
absorcéo radicular de P e no influxo de P em feijoeiro, cultivar IAC-Carioca, em duas epocas
do ciclo da planta foi avaliado por Silveira & Cardoso (2004). A micorrizagdo promoveu
maior crescimento e absorcdo de P pelas plantas, principalmente na fase de enchimento das
vagens e apresentaram maior influxo liquido de P por planta, em ambas as fases. O carbono
microbiano foi o pardmetro que mais se relacionou com a absorcao de P, ocorrendo correlacéo
significativa entre este e o teor e acumulo de P na parte aérea do feijoeiro (SILVEIRA &
CARDOSO, 2004).
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Tabela 19. Fosforo acumulado na parte aérea (mg por planta) de genoétipos de feijoeiro
BAF115 e BAF55 inoculados com G. clarum em diferentes doses de P
adicionadas ao solo na época de colheita aos 48 dias ap6s o plantio.

Dose de P Gendtipo BAF115 Gendtipo BAF55
(mg kg™) G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 0,47 ¢ 127¢ 0,35d 0,80 ¢
100 6,01c 15,05 b 7,38 dc 7,54 ¢
200 14,27 b 18,58 ab 11,72 ¢ 26,14 a
400 14,56 b 28,04 a 36,30 a 31,16 a
600 21,46 a 17,86 ab 2345b 16,95 b
Meédias 11,35 16,16 15,84 16,52

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

As doses de P na apresentou efeito na colonizacdo micorrizica, principalmente nos
tratamentos inoculados com G. clarum, onde no genétipo BAF115 as maiores colonizacdes
foram observadas nos tratamentos com as doses de 200, 400 e 600 mg de P kg™. Nos
tratamentos com FMASs nativos o tratamento com a dose 0 mg de P kg™ apresentou a menor
colonizacdo, sendo inferior aos demais tratamentos com doses mais elevadas de P. No
gendtipo BAF55, ao contrario que no gendtipo comercial a inoculagdo com G. clarum
incrementou a colonizacdo micorrizica em relacdo ¢ condicdo de FMAs nativos. Nos
tratamentos inoculados com G. clarum a maior colonizacdo foi observada no tratamento com
a dose de 600 mg de P kg™, o tratamento com a dose 100 mg de P kg™, ndo diferiu dos
tratamentos com as doses de 200 e 400 mg de P kg™ e foi superior ao tratamento com a dose 0
mg de P kg™. Nos tratamentos com FMAs nativos o comportamento em relacio & colonizagéo
do gendtipo BAF55 foi igual ao apresentado no genétipo BAF115, o tratamento com a dose 0
mg de P kg™ apresentou a menor colonizacéo, sendo inferior aos demais tratamentos com
doses mais elevadas de P (Tabela 20).

Costa et al., (2000) em estudo com inoculagdo de FMAs em plantas de feijoeiro e
aplicacdo de acido salicilico (AS) em condicdes de alto e baixo P observaram que o AS inibe
a colonizagdo micorrizica intra-radicular, de forma semelhante a condic¢des de alto P e que no
geral, o AS induziu atividades de quitinases e inibiu atividades de b-1,3-glucanases nas raizes.
Lambais (1996) em estudos com FMASs observou que, em raizes micorrizadas de feijdo, os
niveis de mRNAs codificando CHI (chalcone isomerase) sdo suprimidos em relacéo as raizes
ndo micorrizadas, em baixo e alto niveis de fosfato, enquanto os niveis de PAL (fenilalanina

amonia-liase) e CHS (chalcone sintase) sdo comparaveis.
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Miyauchi et al., (2008) avaliaram o efeito de trés bactérias diazotroficas (Azospirillum
lipoferum, A. amazonense e Burkholderia sp.), e de um fungo micorrizico arbuscular (FMA)
(Glomus clarum) em cinco gendtipos de milho (hibridos C333B, AS3466, PREMIUM e as
linhagens 1g40897-1 e 1g40505-1). Os autores mostraram que as plantas sem FMA e
inoculadas com Azospirillum apresentaram os maiores teores de N. As linhagens 1g40897-1 e
Ig40505-1 apresentaram maior concentracdo de P em relagcdo aos hibridos, principalmente
qguando micorrizadas. Os maiores niveis de colonizacdo micorrizica (90%) ocorreram nos
gendtipos C333B e 1g40897-1 que, por sua vez, apresentaram maior didmetro de raizes. O
FMA aumentou a biomassa da parte aérea e das raizes, comprimento total e especifico,
superficie total e incidéncia de pélos nas raizes em todos os gendétipos. O FMA também
estimulou a colonizacdo das raizes pelas bactérias diazotréficas. Ja as bactérias ndo alteraram
as caracteristicas morfologicas das raizes e nem a colonizac¢do micorrizica (MIYAUCHI et al.,
2008).

Tabela 20. Efeito das doses de P e inoculagdo com G. clarum na colonizagéo micorrizica (%)
das raizes de feijoeiro dos gendtipos BAF115 e BAF55 na época de colheita aos
48 dias ap0s o plantio.

Dose de P Genotipo BAF115 Genotipo BAF55
(mg kg™ G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 578¢c 6,41 b 5,61d 3,90b
100 9,23 bc 9,32 a 9,22 bc 9,21 a
200 13,44 ab 10,17 a 7,99 c 10,20 a
400 13,99 a 11,32 a 10,08 b 8,24 a
600 12,15 ab 10,28 a 14,45 a 10,28 a
Médias 10,92 9,50 9,47 8,37

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Foi realizada a analise de regressdo para o fator dose de P, em cada gendtipo e
condicdo de inoculagdo com G. clarum e FMAs nativos do solo para as variaveis de
percentagem de colonizacdo micorrizica e massa seca da parte aérea das plantas de feijoeiro.
A regressdo das doses de P para a colonizagdo micorrizica no genétipo BAF115 na condicdo
de inoculagdo com G. clarum foi significativa para o0 modelo quadrético com R*= 0,6427 e a
equacdo Y = 5,78 + 0,014x + 0,0003x% A regressdo das doses de P para a colonizacéo
micorrizica no genétipo BAF115 na condicdo de FMAs nativos foi significativa para o
modelo linear com R?= 0,5973 e a equagdo Y = 6,41 + 0,048x. A regressao das doses de P

para a massa seca da parte aérea no gendtipo BAF115 na condicdo de inoculacdo com G.
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clarum foi significativa para 0 modelo quadrético com R?= 0,9656 e a equacdo Y = 1,09 +
0,0399x + 0,000025x2. A regressdo das doses de P para a massa seca da parte aérea no
gendtipo BAF115 na condicdo de FMAs nativos foi significativa para o modelo quadratico
com R?= 0, 7948 e a equacdo Y = 0,78 + 0,0934x + 0,000075x? (Figura 12 e 13).

A regressdao das doses de P para a colonizagdo micorrizica no genotipo BAF55 na
condicdo de inoculacio com G. clarum foi significativa para o modelo linear com R*= 0, 8755
e a equacdo Y = 5,6 + 0,088x. A regressao das doses de P para a coloniza¢do micorrizica no
gendtipo BAF55 na condicdo de FMAs nativos foi significativa para o modelo linear com R?=
0, 8004 e a equacdo Y = 3,9 + 0,084x. A regressao das doses de P para a massa seca da parte
aérea no gendtipo BAF55 na condicdo de inoculagdo com G. clarum foi significativa para o
modelo linear com R? = 0, 7836 e a equagdo Y = 0,63 + 0,083x. A regressio das doses de P
para a massa seca da parte aérea no genotipo BAF55 na condi¢cdo de FMASs nativos foi
significativa para 0 modelo quadratico com R?= 0, 8545 e a equagdo Y = 1,71 + 0,017x +
0,00012x’ (Figura 14 e 15).

O sucesso da inoculacdo com FMAs depende de diversos fatores como a condicéo de
fertilidade e propriedades do solo e as espécies e cepas de FMAs que compdem o indculo
(HERRERA-PERAZA et al., 2011). Muitos estudos demonstram efeito positivo da
micorrizagdo, foi mostrado em um estudo com solos esterilizados, com auséncia da
competicdo com os FMAs nativos e em solos com baixa disponibilidade de P e sem
fertilizacdo (CHALK et al., 2006). A condicdo de esterilidade do solo ndo representa o
ambiente real do campo, o que pode influenciar a resposta dos FMAs contidos nos inoculantes

quando utilizados em condigdes de solo com populagdes nativas de FMAs.
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Figura 12. Efeito das doses de P e da inoculacdo com G. clarum e FMASs nativos na
percentagem de colonizagdo micorrizica no gendtipo comercial BAF115 na época de colheita
aos 48 dias apds o plantio.
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Figura 13. Efeito das doses de P e da inoculagédo com G. clarum e FMAS nativos na massa
seca (g) da parte aérea do gendtipo comercial BAF115 na época de colheita aos 48 dias apés o
plantio.
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Figura 14. Efeito das doses de P e da inoculagéo com G. clarum e FMAs nativos na
percentagem de colonizacdo micorrizica do gendtipo crioulo BAF55 na época de colheita aos
48 dias apds o plantio.
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Figura 15. Efeito das doses de P e da inocula¢do com G. clarum e FMAS nativos no massa
seca (g) da parte aérea do gendtipo comercial BAF55 na época de colheita aos 48 dias apds o
plantio.
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Figura 16. Foto de Gel de agarose demonstrando a integridade do cDNA obtido pela RT-
PCR.

Com a andlise da expressdo genética, realizada para os genes PVPT e PVPAPS3, foi
possivel observar que existem diferencas quanto aos gendtipos analisados, doses de P
aplicadas e a inoculagdo com G. clarum. Para o gene PVPAP3 a resposta obtida foi muito
baixa para ser possivel realizar comparagdes entre os fatores testados, porém o gene PVPT
obteve uma resposta significativa quanto aos tratamentos aplicados.

Foi possivel observar na expresséo génica do gene PVPT que existem diferencas entre
0S genotipos quanto a resposta as condi¢cdes de inoculagdo com G. clarum e doses de P. O
genotipo crioulo BAF55 respondeu tanto com a inoculagdo com G. clarum quanto sem a
inoculagdo com G. clarum e com a populagdo de FMAs nativos do solo. O gendtipo comercial
BAF115 (Valente) respondeu somente no tratamento sem inoculagédo com G. clarum, ou seja,
com FMAs nativos do solo. Em ambos o0s genotipos foi possivel observar a resposta da
expressdo genética somente na dose de 100 mg de P kg™, ou seja independente do genétipo
testado a expressdo do gene se da na dose de 100 mg de P kg™, sendo que esta resposta esta
associada aos FMAs nativos do solo e ndo inoculagédo com G. clarum.
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O genotipo crioulo BAF55 possui uma base genética mais ampla do que quando é
comparado com o genotipo comercial BAF115, desta forma o gendtipo crioulo apresenta uma
maior resposta quando inoculado com G. clarum. No genétipo crioulo BAF55 0 aumento da
dose de P na condicdo de FMAs nativos do solo promoveu um decréscimo na expressao
génica. Na dose de 0 mg de P kg™ no foi observada resposta a nivel de expressdo génica, o
que sugere que a presenca isolada do fungo micorrizico ndo é capaz de proporcionar resposta
na planta, ou seja, a planta precisa além da condicdo biolégica (FMA) de condigdes
ambientais (dose de P) para ter resposta na expressao genética (Tabela 21 e 22).

O genotipo comercial BAF115 (Valente) apresenta uma base genética mais restrita
que o gendtipo crioulo, devido aos processos de selecdo e melhoramento vegetal. O gen6tipo
comercial respondeu em nivel de expressdo génica a condicdo de FMAs nativos do solo sendo
que esta resposta foi duas vezes maior que para o geno6tipo crioulo (Tabela 21 e 22). O
genotipo comercial ndo respondeu na condi¢cdo de inoculacdo com G. clarum. O gendtipo
comercial apresentou uma tendéncia de resposta em nivel de expressdo génica na dose de 400
mg de P kg™ na condigdo de FMAs nativos onde existe uma maior diversidade, sendo que esta
resposta foi menos expressiva no genotipo crioulo. Foi observado relacdo entre a maior
resposta da expressdo génica e o contetdo de P total da parte aérea. E possivel observar que a
maior expressdo na dose 100 mg de P kg™ est4 associada ao incremento do contetido de P
total da parte aérea que ocorre da dose 0 para a dose 100 mg de P kg™, o mesmo ocorrendo
em relacdo ao teor de P (Tabela 21 e 22).

A interacdo entre simbiontes proporciona alteracfes na expressdo génica das plantas e
bactérias. Na simbiose entre leguminosas e rizébio os flavonbides exsudados ativam o
funcionamento dos genes nod e nol, presentes no cromossomo das espécies de
Bradyrhizobium e Azorrhizobium ou contidos nos plasmideos simbioticos das espécies de
Rhizobium. Os flavonoides sdo indutores potentes e a presenca de diversos indutores em
concentragdes sub-Otimas pode resultar numa resposta sinergética da expressao génica
(NEVES, 1998).

A simbiose com fungos micorrizicos esta relacionada a ativagdo de genes especificos
da planta, resultados demonstram que dois grupos de genes estdo envolvidos na simbiose que
sdo os genes relacionados a reposta a stress e defesa (LIU et al., 2003). Estudos com a cultura
da soja demonstraram que a disponibilidade de P esta relacionada a regulagéo de varios genes.
As identificagbes destes genes sdo fundamentais para compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no uso eficiente do P (GUO et al.,, 2008). Em estudos sobre a

sinalizacdo entre o P do solo e as raizes de plantas de feijoeiro, os resultados sugerem que
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existem duas vias de regulagem e sinalizagcdo, uma sinalizagéo sistémica a longa distancia e
uma sinalizacéo local do P com a raiz (LIU et al., 2010).

Hoffmann & Cardoso (2001) em estudo com o ativador de defesa vegetal BTH e
inoculacdo com Glomus intraradices e Bradyrhizobium elkanii, observaram que a colonizacéao
micorrizica ndo foi afetada pelo ativador de defesa BTH, porém a colonizacdo por B. elkanii
foi reduzida. Os mesmos genes e enzimas podem ser ativados como parte da reacdo das
plantas a colonizagdo por microssimbiontes mutualistas (HOFFMANN & CARDOSO, 2001).
O efeito da inoculacdo micorrizica e de crescentes niveis de P no solo sobre a expressdo de
proteinas e a atividade da peroxidase foi avaliado em raizes de maracujazeiro-amarelo. Os
dados demonstram a influéncia do nivel de P no solo sobre a expressdo protéica radicular,
sugerindo a influéncia desse elemento na expressdo génica radicular, bem como nos
mecanismos de controle/reconhecimento simbidtico (SANTOS et al., 2001).

Em estudo sobre a diversidade de gendtipos de feijoeiro no estado de Santa Catarina
foi observado uma diversidade de 73 genoOtipos representativos, demonstrando uma alta
diversidade a ser explorada pelos programas de melhoramento (PEREIRA et al., 2009). Os
recursos genéticos devem ser devidamente caracterizados para permitir ganhos genéticos mais
promissores no melhoramento e para 0 uso destes recursos pelo préprio agricultor. Em estudo
sobre a diversidade genética em acessos de feijoeiro foi observado niveis de produtividade
acima de 3.000 kg ha®, esses genétipos devem ser mais bem caracterizados para serem
incorporados nos programas de melhoramento da cultura e/ou indicado para os agricultores
(COELHO et al., 2007).

O entendimento genético do controle dos mecanismos relacionados ao uso eficiente do
P e simbiose com FMASs é importante para direcionar os programas de melhoramento vegetal
que buscam genotipos, mais eficientes na absorcdo de nutrientes, produtivos e que tenham
boas relagcbes com os micro-organismos. Em estudo avaliando o teor de fitato em grdos e a
absorcéo e distribuicdo de P em gendtipos de feijoeiro observou-se variabilidade genética
quanto ao teor de fitato nos grdos (COELHO et al., 2002). Resultado de estudos com a cultura
do feijoeiro tem demonstrado que a sintese de fitato tem pontos de regulagdo com as enzimas
MIPS (myo-inositol-3-phosphate synthase), e que a variabilidade genética da MIPS e a
expressao génica podem estar associadas a concentracdo de fitato durante o desenvolvimento

das sementes, 0 que deve ser estudado no futuro (COELHO et al., 2007).
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Figura 16. Relagdo entre PVPT/ACT e doses de P no genotipo comercial BAF115 nas
condicdes de inoculacdo com G. clarum e FMAS nativos.
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Figura 17. Relacédo entre PVPT/ACT e doses de P no genétipo comercial BAF55 nas
condi¢des de inoculagdo com G. clarum e FMAS nativos.
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Figura 18. Relacao entre PVPAP3/ACT e doses de P no gen6tipo comercial BAF115 nas
condicdes de inoculagdo com G. clarum e FMAS nativos.
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condicdes de inoculagdo com G. clarum e FMAS nativos.
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Tabela 21. Valores da expressdao génica do gene PVPT e PVPAP3 em relacdo a Actina
(ACT), para os fatores Dose de P e inoculagdo com G. clarum para o gendtipo
comercial BAF115 (Valente).

Dose de P PVPT/ACT PVPAP3/ACT
(mg kg™) G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 0,01 0,00 0,07 0,19
100 0,00 28,62 0,00 0,76
200 0,01 0,00 0,00 0,02
400 0,00 10,97 1,82 0,29
600 0,30 1,29 0,00 0,00

Tabela 22. Valores da expressao génica do gene PVPT e PVPAP3 em relacdo a Actina
(ACT), para os fatores Dose de P e inoculacdo com G. clarum para o gendtipo
crioulo BAF55.

Dose de P PVPT/ACT PVPAP3/ACT
(mg kg™) G. clarum FMAs Nativos G. clarum FMAs Nativos
0 0,00 0,00 0,00 0,36
100 18,08 15,37 0,03 0,25
200 0,03 6,60 0,01 0,04
400 2,52 0,00 0,01 0,02
600 0,00 0,10 0,00 0,04

6.4. CONCLUSAO

A dose de P proporcionou efeito na massa seca da parte aérea, nas duas epocas de
coleta o valor maximo de massa seca foi observado com a dose de 400 mg de P kg™,

O efeito do gendtipo foi observado no teor de P e P acumulado na primeira época de
coleta, sendo que o gendtipo crioulo BAF55 foi superior ao genétipo comercial BAF115.

Na segunda eépoca de amostragem a condicdo de FMASs nativos proporcionou
incremento no teor de P da parte aérea das plantas de feijoeiro em relacdo a inoculagdo com
G. clarum. O conteudo de P foi significativamente maior nos tratamentos com FMAS nativos,
guando comparado com os tratamentos inoculados com G. clarum no genétipo comercial
BAF115 (Valente).

As doses de P proporcionaram efeito na colonizagdo micorrizica nas duas épocas de
coleta. Na primeira época de coleta, no genétipo comercial BAF115 com inoculacdo de G.
clarum e dose de 100 mg P.kg™ houve elevacdo de 123% na colonizacdo micorrizica em
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comparacdo com o tratamento sem aplicagdo de P, na condicdo de FMAs nativos o
comportamento foi similar. No genétipo crioulo BAF55 nas condic¢Ges de inoculagdo com G.
clarum e FMAs nativos foi possivel observar que o tratamento sem aplicacdo de P apresentou
0s menores valores.

A interacdo entre genoétipos, doses de P e inoculagdo com G. clarum proporcionou
efeito na colonizacdo micorrizica do feijoeiro. Na segunda época de amostragem, no genoétipo
BAF55 a inoculagcdo com G. clarum aumentou a colonizacdo em relacdo a condicdo de FMAS
nativos. No tratamento inoculado com G. clarum a maior colonizacdo foi observada no
tratamento com a dose de 600 mg de P kg™.

A andlise da expressdo genética demonstrou que existe efeito dos genoétipos
analisados, doses de P e inoculacdo com G. clarum no gene PVPT. Foi observado na
expressao génica do gene PVPT que o genotipo crioulo BAF55 respondeu tanto com a
inoculacdo com G. clarum quanto com a populacdo de FMAs nativas, enquanto que o
genotipo comercial BAF115 (Valente) respondeu somente no tratamento com FMAS nativos
do solo. Em ambos os genotipos foi possivel observar a resposta da expressdo genética
ocorreu na dose de 100 mg de P kg™, sendo que esta resposta estd associada aos FMASs

nativos do solo e ndo inoculagdo com G. clarum.
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7. CAPITULO 5 - Efeito da coinoculacéo de rizobactérias, rizobio e Glomus clarum no

crescimento e nutricdo nitrogenada e fosfatada do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L).

RESUMO: A formacdo das micorrizas estimula a presenca de rizobactéria no cortex
radicular assim como a formacdo de nodulos por rizobios. Os efeitos da dupla interacéo
rizobio e micorrizas sdo bastante conhecidos, aumentando a &rea foliar, e a atividade da
nitrogenase, melhorando a eficiéncia da fixacdo biol6dgica do Ny, pouco se conhece, entretanto
sobre os efeitos da interacéo tripla rizobios-micorrizas-rizobactérias. O objetivo deste estudo
foi de avaliar o efeito da coinoculacdo de rizobactérias, Glomus clarum e Rhizobium. O
experimento foi conduzido em vasos contendo solo em casa de vegetacdo, utilizando a
inoculacdo simples e a coinoculacdo destes trés tipos de microrganismos. Foram analisados o
a nodulacéo por rizobios e a nutri¢do fosfatada e nitrogenada de gendtipo comercial e crioulo
de feijoeiro. Foi observado efeito positivo da coinoculacdo de rizobactérias e G. clarum na
massa seca da parte aérea, no P e N acumulado da parte aérea em plantas de feijoeiro. O
melhor tratamento observado foi a coinoculacdo de G. clarum e a estirpe Feb5 de
Pseudomonas moraviensis, que obteve 0s maiores valores de massa seca da parte aérea, do P
e N acumulado e na massa seca dos nddulos. A estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis
apresentou melhor desempenho que a estirpe Ai27 nos parametros analisados neste ensaio.
PALAVRAS-CHAVE: Glomus clarum, Rizobactérias, Coinoculacdo e Phaseolus vulgaris.

ABSTRACT: The formation of mycorrhizae stimulates the presence of rhizobacteria in root
cortex and the formation of nodules by rhizobia. The dual effects of rhizobium and
mycorrhizal interactions are well known, increasing the leaf area, and nitrogenase activity,
improving the efficiency of N2 fixation, little is known, however, about the effects of triple
interaction rhizobia-mycorrhiza-rhizobacteria. The objective of this study was to evaluate the
effect of co-inoculation rhizobacteria, Rhizobium and Glomus clarum. The experiment was
conducted in pots containing soil in a greenhouse, using the simple and the inoculating co-
inoculation these three types of microorganisms. Were analyzed by the rhizobial nodulation
and nitrogen and phosphorus nutrition of genotype bean trade. We observed positive effect of

rhizobacteria co-inoculation and G. clarum dry mass of shoots, P and N uptake of shoots in
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bean plants. The best treatment was observed co-inoculation G. clarum and strain Fe55 of
Pseudomonas moraviensis, which obtained the highest values of dry mass of shoots, the P and
N uptake and dry weight of nodules. A strain Fe55 of Pseudomonas moraviensis performed
better than strain Ai27 the parameters analyzed in this trial.

KEYWORDS: Glomus clarum, Rhizobacteria, Co-inoculation, Phaseolus vulgaris.

7.1. INTRODUCAO

A transmissdo de bactérias diazotroficas para plantas pode estar relacionada a presenca
de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS). A bactéria esta presente em esporos de fungos
micorrizicos, mas ainda se desconhece sua funcdo. No processo de penetracdo das hifas
infectivas, pode ocorrer maior exsudagdo de nutrientes pela planta, o que acelera o
crescimento de tais bactérias. Em contrapartida, as bactérias diazotréficas associadas a
esporos de FMAs podem promover o aumento e répida colonizacdo pelo fungo (SALA,
2007). Li & Strzelczyk (2000) isolaram Azospirillum spp. da superficie de diferentes espécies
de FMAs e sugerem que as bactérias diazotroficas podem contribuir para a nutricdo dos
FMAs, ao tornar disponivel o nitrogénio. Bactérias diazotroficas do género
Gluconacetobacter tém sido encontradas em esporos de fungos micorrizicos arbusculares
presentes no solo (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002).

Miransari (2011) relata a importancia da interacdo entre os FMAs e as bactérias do
solo e da elucidacdo dos mecanismos de controle e regulacdo. Estudos mostram que bactérias
do solo podem injetar moléculas dentro de esporos de FMAs e influenciar a expressdo génica
dos FMAs. Patten e Glick (1996) relataram que alguns organismos tais como
Gluconacetobacter spp, Acinetobacter spp, Actinomyces spp, Agrobacterium spp,
Azospirillum spp, Bacillus spp, Burkholderia spp, Curtobacterium spp, Pantoea spp,
Pseudomonas spp e Xanthomonas spp podem promover o crescimento vegetal aumentando o
comprimento das raizes e o numero de pelos radiculares. Mehnaz & Lazarovits (2006)
observaram efeitos positivos na massa seca de raizes e parte aérea em plantas de milho com a
inoculacdo de Pseudomonas putida. Arzanesh et al., (2011) observou efeito positivo na
produtividade e na capacidade em suportar estresse hidrico em plantas de trigo inoculadas
com Azospirillum lipoferum.

A busca por biotecnologias na cultura do feijoeiro com objetivo de incrementar a
eficiéncia do processo de FBN com rizdbios, proporcionar incremento na nutricdo fosfatada

das plantas e promocao de crescimento vegetal € uma necessidade para que no futuro a cultura
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seja manejada sem o uso de fertilizantes nitrogenados e alcance niveis elevados de
produtividade. O uso de microrganismos co-inoculados pode ser uma estratégia de sucesso
para promover 0 aumento das relacdes simbioticas e efeitos sinérgicos na promocdo de
crescimento de feijoeiro.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da coinoculacéo de rizébio, rizobactérias e
de FMA (G. clarum) na nutricdo e nodulacdo de gendtipo comercial de feijoeiro.

7.2. MATERIAL E METODOS

Para este estudo foi conduzido no CAV/UDESC em Lages — SC, um ensaio em casa
de vegetacdo, em delineamento completamente casualizados, com 5 repeticdes, para testar os
seguintes tratamentos: 1) controle total, sem adubacgdo nitrogenada e sem inoculacdo; 2)
Inoculacdo com Rhizobium SEMIA 4088, inoculante comercial “LeguMax” para feijao; 3)
Inoculacdo com G. clarum; 4) Coinoculacdo de Rhizobium SEMIA 4088 e G. clarum; 5)
Coinoculacéo de Rhizobium SEMIA 4088, G. Clarum e com estirpe Ai27; 6) Coinoculacgéo de
Rhizobium SEMIA 4088 e com estirpe Ai27; 7) Coinoculacdo de G. clarum e com a estirpe
Ai27; 8) Coinoculacdo de Rhizobium SEMIA 4088, G. clarum e com a estirpe Fe55 de
Pseudomonas moraviensis; 9) Coinoculacdo de Rhizobium com estirpe Fe55 de Pseudomonas
moraviensis; 10) Coinoculacdo de G. clarum e a estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis.

Foi utilizado o gen6tipo comercial de feijoeiro BAF 115 (Valente). A semeadura foi
realizada em mistura de solo e areia (2:1; v/v), em vasos de 6 kg. O solo utilizado foi um
Nitossolo, coletado no municipio de Capdo Alto - SC, nas coordenadas 27°53°50,73”S e
50°25°44,04”0, com teor de argila de 77% e 3,7% de matéria organica, com pH natural de
4,7, teor de P de 0,9 mg dm™, teor de K de 85 mg dm™e CTC efetiva de 4,7cmol. dm™. O
solo foi peneirado e o seu pH foi corrigido para 5,8. Neste ensaio o0 solo néo foi esterilizado,
mantendo-se as populacdes nativas de FMAS, rizobio e rizobactérias.

O in6culo de rizobactérias utilizado no ensaio foi produzido no Laboratério de
Microbiologia e Fauna do Solo do CAV/ UDESC e aplicado no tratamento de semente. A
concentracéo obtida do indculo utilizado foi de 7 x 10% UFC/ml de cultura, sendo utilizado um
volume 2 ml de meio, totalizando 1,4 x 10° UFC por semente. Para a inoculagdo com FMA
foram utilizadas 5 gramas de solo-in6culo contendo esporos, hifas e raizes colonizadas por
Glomus clarum. O solo-indculo apresentava 20,6 esporos por grama, totalizando 103 esporos

por vaso e foi distribuido no vaso com o auxilio de uma espatula no terco superior do vaso.
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As doses de P e K aplicadas foram o dobro da recomendacéo da Comissao de Quimica
e Fertilidade do Solo - RS/SC (2004), com objetivo de satisfazer a necessidade das plantas
conduzidas em vasos. Foi realizado um desbaste uma semana apés o plantio mantendo apenas
uma planta por vaso até a amostragem.

A data de plantio foi 05/03/2011 e as plantas foram colhidas 35 dias ap6s o plantio no
inicio da floragdo. Foram coletadas a parte aérea das plantas para a determinagdo da massa
seca, e o teores de N e P foram determinados segundo Tedesco et al. (1995). As raizes foram
coletadas para avaliacdo da nodulacéo e a determinacdo do comprimento de raiz colonizada
conforme McGonigle et al. (1990).

As caracteristicas avaliadas foram submetidas a analise de variancia considerando
apenas os tratamentos de inoculacdo. As médias foram submetidas ao teste de Duncan a 5%

de significancia.

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia demonstrou que existi variacdo na massa seca da parte aérea e
no P e N acumulado na parte aérea do feijoeiro, nos tratamentos com inoculacdo e

coinoculacgéo testados (Tabela 22).

Tabela 23. Resultado da analise de variancia para massa seca da parte aérea (g PI™"), teor de P
(%) e P acumulado (mg PI™), teor de N (%) e N acumulado (mg PI™) em funcéo
dos tratamentos aplicados.

Fator de Massa seca P (%) P acumulado
Variagéo (g PI 0 (mg)

Tratamentos * ns * ns *

N (%) N acumulado (mg PI™)

** - Significativo a 5% pelo teste F. ns — N&o significativo pelo teste F.

O maior valor de massa seca (2,47 g) foi observado com a coinoculagéo de G. clarum
e estirpe Fe55 de rizobactéria (Tabela 24), com valor médio superior ao controle (sem
inoculagédo), a inoculagéo simples com rizobio, com G. clarum e coinoculagdo com G. clarum
e estirpe Ai27. Estes resultados demonstram que existe uma interacdo benéfica e sinérgica
entre FMASs e rizobactérias, e indicam que a especificidade da estirpe Fe55 (oriundo de
plantas de feijoeiro e identificado como Pseudomonas moraviensis) € maior do que a estirpe

Ai27 (oriundo de plantas de arroz), para cultura do feijoeiro.
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Para o P e N acumulado o efeito dos tratamentos foi similar ao observado para a massa
seca, 0s maiores valores foram observados no tratamento com a coinoculagéo de G. clarum e
a estirpe Feb55, sendo este tratamento superior aos tratamentos controle (sem inoculacéo),
inoculacdo com rizdbio e inoculacdo com G. clarum, o que reforca a existéncia de sinergismo
entre os microrganismos. O tratamento com coinoculacdo de rizobio, estirpe Fe55 e G. clarum
apresentou valor de P acumulado inferior ao tratamento com a coinoculagéo de G. clarum e a
estirpe Fe55, 0 que pode indicar uma possivel interacdo negativa entre 0s microrganismos,
visto que a coinoculacdo com rizobio e estirpe Fe55 apresentou resultados superiores de P

acumulado (Tabela 24).

Tabela 24. Producdo de massa seca e P acumulados na parte aérea do genotipo comercial
BAF115 de feijoeiro.

Massaseca P acumulado N acumulado
Tratamentos

(@PI") (mg PI') (mg PIY)
Controle/Testemunha 1,07 ¢ 2,17¢c 21,78 ¢
Inoculacéo com Rizébio (SEMIA 4088) 1,18 bc 2,44 c 24,05 bc
Inoculagdo com G. clarum 1,34 bc 3,23 bc 25,75 bc
Coinoculacdo com Rizébio e G. clarum 2,03 abc 5,02 abc 33,92 abc
Coinoculagdo com Rizdbio, G. clarum e Estirpe Ai27 166abc 5,18abc 31,84 abc
Coinoculagdo com Rizdbio e Estirpe Ai27 2,09 ab 4,99abc 39,91 abc
Coinoculacdo com G. clarum e Estirpe Ai27 1,46 bc 4,17 abc 28,73 abc
Coinoculagdo com Rizdbio, G. clarum e Estirpe Fe55 1,69abc 3,50 bc 37,81 abc
Coinoculacdo com Rizébio e Estirpe Fe55 2,02 abc 6,38 ab 41,59 ab
Coinoculacdo com G. clarum e Estirpe Fe55 2,47 a 7,08 a 46,03 a
Médias 1,71 4,42 33,14

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A analise de variancia para o comprimento de raiz, numero de nodulos e massa seca
dos nodulos apresentou efeito significativo dos tratamentos para todas as variaveis estudadas
(Tabela 25).

Tabela 25. Resultados da analise de varidncia para comprimento de raiz (cm), NUmero de
nodulos por planta e massa seca dos nodulos (mg).

Fator de . . 0 N4 .
Variagio Comprimento de raiz  N° Nodulos por Planta Massa seca dos nédulos
Tratamento * * ns

* - Significativo a 5% pelo teste F. ns — N&o significativo pelo teste F.
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O valor médio observado para niamero de nddulos por planta foi de 41 (Tabela 26). Os
menores valores de nimeros de nodulos foram observados nos tratamentos testemunha e com
inoculacdo isolada de G. clarum. A nodulacdo, por sua vez, foi maior naqueles tratamentos
que apresentavam associacdo com as estirpes de rizobactérias. Nos tratamentos controle,
inoculagdo com G. clarum e coinoculagdo com rizébio e G. clarum, foram observados os
menores valores de nimero de nodulos por planta. O maior valor foi observado no tratamento
com coinoculacdo de rizdbio, estirpe Feb55 e G. clarum (60 nddulos por planta). O valor
médio obtido para a massa seca dos nédulos foi de 10,7 mg PI"*. O maior valor foi observado
no tratamento com coinoculacéo de rizdbios, estirpe Fe55 e G. clarum. Foi possivel observar
o efeito benéfico da inoculacdo com as estirpes Ai27 e Fe55 no incremento da massa seca dos
nodulos (Tabela 26), apenas o tratamento com coinoculacdo com rizobio, G. clarum e a
estirpe Ai27 apresentaram valor abaixo da média.

O comprimento de raiz variou com a inoculacdo, o menor valor observado com
inoculacdo de G. clarum e a estirpe Ai27 e o0 maior valor foi observado quando se inoculou

rizébio e a estirpe Ai27.

Tabela 26. Numero e massa seca (mg) de nddulos de rizobio e comprimento de raiz (cm) de
feijoeiro submetidos aos tratamentos de coinoculacéo de G. clarum e estirpes de
rizobactérias.

Tratamentos N” Nédulos gg: Sr?gdsjlcoas Comprimento
por Planta (mg PI") de raiz (cm)
Controle (Testemunha) 23 ¢ 7,4 abc 449 ab
Inoculacdo com Rizébio (SEMIA 4088) 40 abc 6,0 bc 419 abc
Inoculagdo com G. clarum 22¢C 8,6 abc 421 abc
Coinoculagdo com Rizobio e G. clarum 29 bc 3,8¢c 365 bc
Coinoculagcdo com Riz6bio, G. clarum e Estirpe Ai27 34 abc 8,4 abc 452 ab
Coinoculagdo com Riz6bio e Estirpe Ai27 52 ab 12,4 abc 533 a
Coinoculagdo com G. clarum e Estirpe Ai27 55 ab 15,4 ab 284 ¢
Coinoculacdo com Rizdbio, G. clarum e Estirpe Fe55 60 a 15,4 ab 321 bc
Coinoculacdo com Rizdbio e Estirpe Fe55 52 ab 11,6 abc 375 bc
Coinoculacdo com G. clarum e Estirpe Fe55 39 abc 17,8 a 410 abc
Médias 41,0 10,7 403

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O efeito da inoculagdo com a estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis no

incremento da nodulagdo e massa seca do feijoeiro observados neste ensaio séo semelhantes
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aos observados no estudo com coinoculagdo de Rhizobium e Pseudomonas fluorenscens na
cultura do feijoeiro conduzido por Yadegari et al. (2010), que observou que a coinoculagéo
estimulou a nodulagdo, aumentou o peso seca das plantas, a fixacdo biologica de nitrogénio e
a producdo de graos quando comparado aos tratamentos sem inoculacdo de Pseudomonas
fluorenscens, indicando que a inoculacdo de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
pode potencializar o processo de fixac¢do bioldgica de nitrogénio realizado pela simbiose com
Rhizobium.

Em estudo com o uso de inoculo de FMAs e rizébio foi observado que as inoculagdes
com FMAs ou com FMAs e rizdbio proporcionaram maior teor e contetido de P nas plantas
de eucalipto e de sesbania, cultivadas em consorciacao, e maior eficiéncia de utilizacdo de P
pelas plantas de eucalipto (RODRIGUES et al., 2003). A concentracdo de P nos tecidos de
soja foi maior em plantas micorrizadas, comparando com plantas ndo micorrizadas. A
colonizacdo radicular e o micélio externo total correlacionaram-se positivamente com a
varidvel massa seca da parte aérea, P na parte aérea, P nas raizes e Fe nas raizes e
negativamente com a disponibilidade de Mn, Mn na parte aérea e nas raizes e Fe na parte
aérea (NOGUEIRA & CARDOSO, 2002).

Estudos mostram que certas linhagens de rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas estimulam a nodulacdo de plantas leguminosas por Rhizobium e Bradyrhizobium.
Uma linhagem de P. putida, selecionada como agente de biocontrole, estimulou a nodulagéo
por Rhizobium em feijoeiro (MELO et al., 1998). Ndo obstante estes avan¢os conseguidos, o
aproveitamento das potencialidades da FBN no feijoeiro ainda é muito aquém do desejavel. O
que justifica o uso desta diversidade para estudos de interagdo com outros microorganismos,
como Azospirillum e outras espécies de rizobactérias. Em plantas de feijoeiro a coinoculagéo
de Rhizobium tropici e Paenibacillus polymyxa promoveu aumento na nodulagcdo quando
comparado com a inoculagdo isolada de Rhizobium tropici (FIGUEIREDO et al., 2008).
Pelaez et al., (2010) ndo observaram efeito positivo da coinoculagdo com FMAS e rizobios no
desenvolvimento de plantas de feijoeiro. Larsen et al., (2009) observaram efeitos supressivos
para 0s FMAs proporcionado por espécies de Paenibacillus quando co-inoculados em plantas

de Cucumis sativus.

7.4. CONCLUSAO

Existe efeito positivo da coinoculacdo de rizobactérias e G. clarum na massa seca da

parte aérea, no P e N acumulado da parte aérea em plantas de feijoeiro. O melhor tratamento
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observado foi a coinoculagédo de G. clarum e a estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis, que
obteve 0s maiores valores de massa seca da parte aérea, do P e N acumulado e na massa seca
dos nodulos.

A estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis apresentou melhor desempenho que a

estirpe Ai27 nos parametros analisados neste ensaio.
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8. CONCLUSOES GERAIS

A cultura do feijoeiro apresenta alto potencial para a utilizacdo de biotecnologias que
permitam uma producdo mais sustentdvel e com reducdo no uso de fertilizantes e
agroquimicos. Os ensaios e andlises realizadas neste estudo nos permitiram avaliar
tecnologias como a inoculagdo de Rhizobium tropici, rizobactérias e do FMA G. clarum em
gendtipos crioulos e comerciais de feijoeiro. Os resultados observados colaboram para uma
melhor compreensdo das simbioses formadas e da interacdo entre os fatores ambiente, planta
e microrganismos. A utilizacdo destas tecnologias a nivel comercial depende ainda do
entendimento das relacdes simbioticas para que seja possivel realizar um planejamento e
recomendacdo de uso de forma a possibilitar a eficacia agrondmica destas biotecnologias na
cultura.

Os resultados mostraram uma alta densidade de rizobactérias nas raizes de feijoeiro
amostradas com valores que variaram entre 3,85 x 10° a 1,36 x 10° células g™ de matéria
fresca, com o isolamento e caracterizacdo fisioldgica das estirpes foi possivel observar o
potencial na producdo de auxina e fixacdo bioldgica de nitrogénio, nos testes realizados in
vitro as estirpes Fe34 e Fe22 se destacaram na producdo de auxinas com valores de 33,72 e
30,47 mg de AIA L™ respectivamente. Para a FBN as estirpes Fe22 e Fe27 apresentaram 0s
melhores valores de 33,25 e 27,85 mg de N L™, respectivamente. A identificacéo das estirpes
de rizobactérias de raizes de feijoeiro demonstram a presenga de rizobactérias do género
Pseudomonas sp.; Rhizobium sp.; Pseudomonas moraviensis e Stenotrophomonas
maltophilia. O seqlienciamento das estirpes permitiu observar que existe um predominio do
género Pseudomonas sp.: 13 de um total de 15 estirpes.

N&o houve efeito significativo da inoculagdo com rizobactérias no NMP, na massa
seca das plantas, no teor de N e N acumulado na parte aérea das plantas de feijoeiro. Nao
foram observadas diferencas entre os genotipos de feijoeiro crioulo e comercial utilizadas no
ensaio. A época de coleta aos 28 dias ndo possibilitou resposta da planta a inoculagdo com
rizobactérias.

As doses de P proporcionaram efeitos no teor de P, conteldo de P e massa seca da

parte aérea das plantas de feijoeiro. Para a massa seca da parte aérea a dose de P mais elevada
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de 75 mg de P kg™ promoveu o incremento maximo. Os genétipos proporcionaram efeitos na
massa seca e P acumulado da parte aérea das plantas de feijoeiro, sendo o genétipo comercial
BAF115 (Valente) superior aos gendtipos crioulos BAF55 e BAF42. A colonizagdo
micorrizica foi regulada pelos fatores dose de P, gendtipo e inoculagéo, a elevacao da dose de
P ndo afetou a colonizagéo por G. clarum de no genotipo BAF115, enquanto o aumento da
dose de P implicou em diminuicdo da colonizacdo de 37% na dose 0 de P para 20% na dose
75 mg de P kg™. No genétipo crioulo BAF55 quando comparamos as condicdes de FMAs
nativos e inoculacdo com G. clarum foi observado uma diferenca a favor da inoculagdo G.
clarum, a colonizagdo micorrizica aumentou de 6,17% com a inoculagdo de G. clarum. No
genotipo crioulo BAF42 na condicdo de inoculagdo com G. clarum a maior colonizagéo foi
encontrada no tratamento sem aplicacdo de P com o valor de 35,97%.

A dose de P proporcionou efeito na massa seca da parte aérea, o valor maximo de
massa seca foi observado com a dose de 400 mg de P kg™. O efeito do genétipo foi observado
no teor de P e P acumulado na primeira época de coleta, sendo que o gendtipo crioulo BAF55
foi superior ao gendétipo comercial BAF115. As doses de P proporcionaram efeito na
colonizacdo micorrizica nas duas épocas de coleta. Na primeira época de coleta, no genétipo
comercial BAF115 com inoculacdo de G. clarum e dose de 100 mg P.kg™ houve elevaco de
123% na colonizacdo micorrizica em comparacdo com o tratamento sem aplicacdo de P, na
condi¢do de FMAs nativos o comportamento foi similar. No gendtipo crioulo BAF55 nas
condi¢cdes de inoculagdo com G. clarum e FMAs nativos foi possivel observar que o
tratamento sem aplicacdo de P apresentou os menores valores. A interacdo entre genotipos,
doses de P e inoculacdo com G. clarum proporcionou efeito na colonizacdo micorrizica do
feijoeiro. Na segunda época de amostragem, no gendtipo BAF55 a inoculagdo com G. clarum
aumentou a colonizagdo em relacdo a condigdo de FMAs nativos. No tratamento inoculado
com G. clarum a maior colonizagdo foi observada no tratamento com a dose de 600 mg de P
kg™.

A andlise da expressdo genética demonstrou que existe efeito dos genotipos
analisados, doses de P e inoculagdo com G. clarum no gene PVPT. Foi observado na
expressao génica do gene PVPT que o genotipo crioulo BAF55 respondeu tanto com a
inoculacdo com G. clarum quanto com a populacdo de FMAs nativas, enquanto que o
gendtipo comercial BAF115 (Valente) respondeu somente no tratamento com FMAS nativos
do solo. Em ambos os gendtipos foi possivel observar a resposta da expressdo genética
ocorreu na dose de 100 mg de P kg™, sendo que esta resposta estd associada aos FMASs

nativos do solo e ndo inoculagdo com G. clarum.
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Foi observado efeito positivo da coinoculacdo de rizobactérias e G. clarum na massa
seca da parte aérea, no P e N acumulado da parte aérea em plantas de feijoeiro. O melhor
tratamento observado foi a coinoculacdo de G. clarum e a estirpe Fe55 de Pseudomonas
moraviensis, que obteve os maiores valores de massa seca da parte aérea, do P e N acumulado
e na massa seca dos nddulos. A estirpe Fe55 de Pseudomonas moraviensis apresentou melhor
desempenho que a estirpe Ai27 nos parametros analisados neste ensaio.

A diversidade de genotipos de plantas de feijoeiro e de FMASs nativos demonstraram
serem os fatores fundamentais na resposta das variaveis analisadas, os resultados obtidos
neste trabalho nos permitem concluir que a diversidade de FMAS nativos proporcionou
respostas na nutricdo e expressao génica do feijoeiro e que a diversidade dos genoétipos
delimitou as respostas da planta as condi¢fes submetidas.

Como consideracao final é importante ressaltar que o desenvolvimento e a busca por
estirpes de rizobios, rizobactérias, FMAs e genotipos de feijoeiro responsivos a inoculagao é
um processo dindmico e constante, ou seja, novos estudos que tenham como objetivo avaliar a
eficiéncia agrondmica de cepas de rizobactérias e FMASs co-inoculadas com rizébios €
fundamental para comprovar a eficiéncia destas tecnologias e torna-las uma realidade
comercial no mercado brasileiro. A expectativa é que os resultados obtidos com este estudo
possam colaborar com estudos futuros para o processo de selecdo de rizobactérias na cultura
do feijoeiro e para a compreensdo do fator gen6tipo nas relagdes simbidticas com FMAS e o

nivel de P no solo.



