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RESUMO

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de PIgRBEPS) promovem o
crescimento de plantas leguminosas e ndo legunsinoseementando a sua
nutricdo, principalmente de nitrogénio e fosforareP isso, essas bactérias
utilizam de mecanismos como a solubilizacdo deafosinorganico insolavel,
producado de horménios de crescimento vegetal edoxhioldgica do nitrogénio
na rizosfera, além de outros mecanismos. O traliall®como objetivo estudar
o efeito da coinoculacdo da CIAT 899estirpe aprovada pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecing@rtomo inoculante para a
cultura do feijoeiro-comum, com estirpesBigrkholderia fungorunfUFLA 04-
226, UFLA 04-217, UFLA 04-155, UFLA 04-23Burkholderiasp. (UFLA 04-
234) e Azospirillum brasilense(BR 11001), selecionadas em “screening”
anterior como candidatas potenciais. Também sdiomri a capacidade de
estirpes com potencial de solubilizar fosfato idmigo insoluvelin vitro em
promover o crescimento de feijoeiro-comum e milho diferentes condicdes.
Em condicdes axénicas, a coinoculacao da estirpd GP9' com a estirpe
UFLA 04-155 aumentou a matéria seca dos nodulas gade aérea, conteldo
de P, Mg, Cu e Fe em relacéo & planta inoculadaisisntom CIAT 898 J4 no
solo, UFLA 04-155 proporcionou aumento significatios parametros citados
acima, e ainda o contetdo de K, Ca, S e Zn, estimdola comunidade nativa de
rizébios de forma significativa quando comparadm éoplanta ndo inoculada.
Pela primeira vez, estes resultados indicam o piglerde Burkholderia
fungorumpara promover o crescimento de feijoeiro-comumamilada ou nao
com a CIAT 899. Em condigbes axénicas, UFLA 04-155 e UFLA 04-21,
aplicadas conjuntamente ao fosfato de calcio inebl(P-Ca) foram capazes de
aumentar a matéria seca da parte aérea do feijgmmnom em relacéo a planta
gue recebeu somente o P-Ca, mas o aumento nZauiado pelo mecanismo de
solubilizacdo. J4& em solo, essas duas estirpess malUFLA 04-233,
promoveram o crescimento do milho pela solubilivagé fosfato natural, apés
45 dias apdés emergéncia. O mecanismo de soluldibzde fosfato insolavel
utilizado por estas estirpes provavelmente foi olideragcdo de &cido 2-
cetogluconico e também de acido oxalico. Essesadioram identificados e
guantificados entre os acidos estudados em HPLEs Essultados indicam que
Burkholderia sp. UFLA 04-21 pode ser uma candidata em potemaed 0
desenvolvimento de biofertilizante aplicavel nauna do milho.

Palavras-chave Rizobactérias Promotoras de CrescimeBiarkholderia Zea
mays Phaseolusulgaris



ABSTRACT

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) prontloéegrowth of legumes
and non-legume plants enhancing their nutrition,inlgaof nitrogen and
phosphorus. For this purpose, these bacteria ms&eofumechanisms such as
solubilization of insoluble inorganic phosphate,aml growth hormone
production and biological fixation of nitrogen ihet rhizosphere, in addition to
other mechanisms. The work was intended to invaighe effect of the co-
inoculation of CIAT 899, strain aproved by MAPA (Ministério da Agricultyra
Pecuaria e Abastecimento — Ministry of Agricultuel &supply) as an inoculant
for the bean plant crop with strains Bfirkholderia fungorun{UFLA 04-226,
UFLA 04-217, UFLA 04-155, UFLA 04-23Burkholderiasp. (UFLA 04-234)
and Azospirillum brasilenséBR 11007), selected in a previous screening as
potential candidates. Also there was the abilitysiwéins with the potential to
solubilize insoluble inorganic phosphaite vitro to promote the growth of
common bean and corn under different condition@xenic conditions, the co-
inoculation of strain CIAT 899with strain UFLA 04-155 increased the dry
matter fo the nodules and of the shoot, conte®, &flg, Cu and Fe in relation to
the plant inoculated only with CIAT 899However, in soil, UFLA 04-155
provided significant increase of the above-citedapeeters, and further the
content of K, Ca, S and Zn, stimulating the natteenmunity of rhizobes in a
significant way as compared with the non-inoculgiatht. These results point
out, for the first time, the potential &urkholderia fungorunto promote the
growth of common bean plant either co-inoculatednot with CIAT 899.
Under axenic conditions, both UFLA 04-155 and UFQ4-21, applied jointly
with insoluble calcium phosphate (P-Ca) were capalblincreasing the shoot
dry matter of the common bean plant in relatioth® plant which was given
only P-Ca, but the increase was not caused bydllabization mechanism. But
in soil, those two strains, more UFLA 04-233, proeabthe growth of the corn
by the solubilization of natural phosphate 45 dafter planting. The
solubilization mechanism of insoluble phosphatdizetil by these strains was
probably the one of release of 2-ketogluconic acid also of oxalic acid. Those
acids were identified and quantified among the sasitidied in HPLC. These
results point out thaBurkholderiasp. UFLA 04-21 may be a potential canditate
for the development of biofertilizer applicabledrtorn crop.

Keywords: Growth-Promoting RhizobacteriaBurkholderia Zea mays
Phaseolusulgaris
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CAPITULO 1 Introdugo geral

1 INTRODUCAO

Rizobactérias promotoras do crescimento de plan@PCPs),
conhecidas como PGPR - “Plant Growth-Promoting éYdzteria”, sdo
bactérias que crescem na rizosfera de uma plasigeteira, estimulando seu
desenvolvimento. Essas sao encontradas entre @siscle vida livre, além de
bactérias associativas e endofiticas, que sdo espde colonizar a raiz
(KLOEPPER,; LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989).

Através de certos mecanismos, as RPCPs interfeietamdente na
nutricdo das plantas, promovem o controle biol6gim fitopatdgenos e
produzem substincias promotoras de crescimento taleg@SHASD;
FRANKENBERGER, 1998), podendo também influenciasimabiose entres os
micro-organismos e as plantas, estimulando o enestd destas (KLOEPPER,;
LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989).

Avancos no conhecimento da relacdo solo-rizébiatplpara o aumento
da fixacdo simbiodtica do Nestdo ocorrendo constantemente e uma das
estratégias adicionais que vem sendo conduzidasSaciacdo de RPCPs com
rizobios em leguminosas de importancia agricola SSEY, 2003). E de
interesse agrondmico associar bactérias fixadegasittbgénio noduliferas em
leguminosas (BFNNL) com as rizobactérias, de fogue, associadas, possam
contribuir para o crescimento vegetal através decqssos importantes
realizados na rizosfera.

As RPCPs afetam positivamente o crescimento dasataglapor
mecanismos diretos ou indiretos. Entre os mecasista@cao direta, destacam-

se: a solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos, digilirando o fésforo para a
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planta e para si mesmo (CHABOT et al., 1998); pgddude horménios de
crescimento vegetal participantes do metabolismoddersas espécies de
bactérias associadas aos vegetais, 0s quais poelermossiderados agentes
causais da alteracdo do crescimento e desenvoliomegetal (BARSHAN;
HOLGUIM, 1997) como auxina, citocinina e etileno. mecanismo de acgéo
indireta € o antagonismo a fitopatdgenos, devidpr@éducdo de enzimas,
antibidticos, acido cianidrico, competicdo por imumtes e sideréforos
(KLOEPPER; LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989).

Uma vez presentes no solo, as rizobactérias preasote crescimento
vegetal podem contribuir para o incremento no efeitos inoculantes
comerciais, com maiores beneficios para os agoi@dt diminuindo a utilizacéo
nao s6 de fertilizantes nitrogenados, mas tambémfodéatados. Como
conseqléncia, a planta se desenvolve de maneildgeeoe mais sustentavel.
Assim, considerando aspectos econdmicos e amligétagcessario um esforco
por parte da pesquisa para incrementar a contibudps processos bioldgicos
nos inoculantes comerciais e de novas alternatieamoculante visando, por
exemplo, a solubilizacdo de fosfatos inorganicoshdexa solubilidade e sua
disponibilizacdo para as plantas.

Considerando a capacidade que os micro-organigmopdra promover
0 crescimento de plantas através de varios mecasjsnste trabalho teve como
objetivo verificar o efeito da inoculacdo de feijoecomum e milho com
estirpes bacterianas selecionadas previamientgtro por apresentar alguns
mecanismos que podem promover o crescimento vegetal
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Pltas (RPCPS)

Rizobactérias promotoras do crescimento de plartashecidas na
literatura como “plant growth-promoting rhizoba@ér(PGPR), sdo bactérias
de vida livre, associativas ou endofiticas, queo@adas a rizosfera estéo
envolvidas no crescimento das plantas de diversaginas.

O interesse pelo estudo dos mecanismos que as RfSBam vir a
realizar na rizosfera vem aumentando consideraveeneas Ultimas décadas e,
conforme seus efeitos, elas podem ser classificzolas benéficas, neutras ou,
até mesmo, deletérias em relacdo ao crescimentplatda (KLOEPPER;
LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989; NEHL; ALLEN; BROWN, 196). Esses
efeitos podem variar de cultura para cultura, segde se uma espécie
bacteriana ndo é capaz de ser benéfica para onceeo de uma cultura ndo se
pode generalizar para outras culturas, até que cegjirmada e testada em
outras condi¢cdes que possam ser propicias para bose funcionamento. As
diferencas na exsudacéo radicular e a diversidadrilostratos metabdlicos que
as RPCPs podem utilizar sdo fatores que influenammcolonizacdo das
popula¢gdes microbianas na rizosfera, podendo assingr de cultivar para
cultivar. Porém, se houver uma alteracdo no padrdoidativo da planta, o
mesmo isolado e 0o mesmo genoétipo vegetal podenragitede maneira
diferente. Na rizosfera de milho foram encontradstirpes dePseudomonas
fluorescense Bulkholderia cepaciacom capacidade para producdo de acido
indol 3-acético, &acido salicilico e sider6foros RNEANDEZ et al., 2004).
Pseudomonasp. e Agrobacteriumtumefaciens diazotroficas, produtoras de
AlA e de niveis baixos de etileno e ndo solubilrad de fosfato, induziram a

um aumento significativo no comprimento das razekl massa seca da parte
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aérea quando inoculadas em repolho chiBéasica chinensik.) (YIM et al.,
20009).

Trabalho realizado por Schlindwein et al. (2008ndestra nitidamente
como as RPCPs podem afetar negativamente o degenento das plantas,
pois plantulas de alface, quando inoculadas conrpest de Rhizobium
leguminosarumque produziram altas concentracfes de acido 3-iacktico
(AIA) (171,17pug mLY) tiveram prejuizos em seu desenvolvimento. Tdispes
foram deletérias para a alface. Enquanto, estideeBradyrhizobiumsp. que
produziram niveis baixos de AIA (1,2 a 3,3 pg hlaumentaram o vigor das
plantulas em relacdo ao tratamento sem inoculagao.

Os efeitos benéficos que as RPCPs exercem noroerdco das plantas
sdo os de maior interesse agricola, podendo dgilapéo direta e indireta. Entre
0s mais variados meios de promover o crescimerg@ldatas de forma direta,
esta a fixacdo do Natmosférico; sintese de substancias reguladoras de
crescimento vegetal (auxina, giberelina, citocinietileno, acido abscisico)
(VESSEY, 2003; XIE; PASTERNAK; GLICK, 1996), sintede algumas
enzimas (como 1 aminocyclopropane-1-carboxylateCCAdesaminase) que
modulam o nivel de hormdnios nas plantas; minexgdia de fosfato organicos e
solubilizacdo de fosfatos inorganicos (HARA; OLINRA, 2004, 2005;
MARRA et al., 2011; NAHAS, 2002; SYLVESTER-BRADLE¥t al., 1982;
VESSEY, 2003) que disponibilizam o fésforo parapdentas e para o seu
metabolismo (CHABOT et al., 1998).

A promocéo indireta do crescimento ocorre pela wmingio ou
prevencdo de efeitos deletérios de micro-organismpatogénicos,
principalmente devido & competicdo, sintese de biatitos (NEJAD;
JOHNSON, 2000) ou sider6foros (LEONG, 1986) pekastdrias.

A supressdo de micro-organismos deletérios do ambiendofitico

através de processos de competicdo ou antibiosi& weges ocorre porque o
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nicho ecoldgico ocupado por bactérias endofiticas gesmo ocupado por
espécies fitopatogénicas (NEJAD; JOHNSON, 2000).

Entre outras bactérias, as que pertencem aos gGéA&aspirilum
Azotobacter Arthobacter Bacillus  Clostridium  Hydrogenophaga
EnterobacterSerratig Pseudomona®furkholderiasdo conhecidas por produzir
metabolitos de interesse agricola e por promov@escimento vegetal, mesmo
sendo consideradas como organismos de vida livreeotizosfera (BENIZRI,;
BAUDOIN; GUCKERT, 2001). A colonizacéo de tecidas stes organismos
esta relacionada a diversos fatores, sendo queragéo entre os gendtipos do
vegetal e do micro-organismo € o principal dele OB et al.,, 1995;
MAHAFFEE et al., 1997).

Além do potencial de fixacdo biolégica do nitrogé(iBN) simbittica
em leguminosadkhizobiume Bradyrhizobiuntambém séo indicadas para serem
usadas como RPCPs em ndo leguminosas, pois prodfimmmoénios e
sideroforos e solubilizam fosfatos (ANTOUN et al998). O efeito da
inoculagdo de rizobactérias nas plantas pode sfargha isolada: rizobactéria-
planta, ou ainda de forma consorciada, quando coiada na simbiose rizébio-
leguminosa. Efeitos estimuladores nessa simbios®rgm encontrados por
alguns autores (ARAUJO et al., 2010; PETERSEN.e8P6; SILVA; SILVA;
FIGUEIREDO, 2006a, 2006b).

2.2 Producao de substancias reguladoras do crescinte de plantas (SRCP)

ou horménios de crescimento vegetal

Substancias reguladoras do crescimento de planRCHP séo
reguladores naturais que influenciam os processisloficos em baixas

concentracbes, controlando o crescimento da pldddem ser classificadas
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como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno cd@ abscisico. Quando
produzidas pela prépria planta, também sdo denaainde fitormdnios.

O mecanismo mais frequientemente citado para expieaefeitos das
bactérias promotoras de crescimento vegetal emtgsla@ a producdo de
hormdnios de crescimento vegetal, principalmenténas (PATTEN; GLICK,
1996). Dentre os horménios produzidos pelas bastéa acido 3-indol-acético
(AlA) é a auxina mais abordada na literatura, o pode ser devido ao AlA ser
a principal auxina de ocorréncia natural nas pfarixiste ampla evidéncia de
micro-organismos do solo que estéo ativamente eithod na sintese de auxinas
em meio de cultura com resultados positivos emtaéano solo (ANTOUN et
al., 1998; BISWAS et al., 2000; HAMEED et al., 20®0&HALID; ARSHAD;
ZAHIR, 2004; RADWAN et al.,, 2002; THAKURIA et al.2004; VEGA-
HERNANDEZ; LEON-BARRIOS; PEREZ-GALDONA, 2002) e difentes vias
metabdlicas para a biossintese do AlA bacteriafargn descritas (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; THEUNIS et al., 2004tssa substancia
afeta a morfologia das raizes aumentando o comptare o nimero de pélos
radiculares, conseqliientemente, aumentando a areati@&la de nutrientes e
exsudacéo radicular. Experimentos com rizobact@riasotoras de crescimento
vegetal isoladas da rizosfera de mostaBfagsica junced..) e trigo revelaram
diversidade de bactérias, com eficiéncia variawghproducdo de auxiria
vitro e que, ao serem inoculadas nessas plantas, pranoweaior crescimento
vegetal em relacdo aos tratamentos controle (ASGHAR., 2002; KHALID;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2004). No entanto, ha relatds que isolados
de rizobactérias tém efeito variavel (ambos, negatipositivo) no alongamento
e peso das raizes em diferentes cultivares de @iEALID et al., 2004). O
cultivo de isolado de rizébio na presenca de tfito foi deletério as plantulas
de alface, provocando perdas no vigor das semenfesmacao de plantulas
anormais (SCHLINDWEIN et al., 2008).



17

Em leguminosas, a fixacao bioldgica de nitrogérise nddulos é vista
como primeira funcdo da simbiose, a segunda sgur@ducdo de AIA, ambas
as funcdes suprem a planta hospedeira na simbiasbio-leguminosas
(GHOSH; BASU, 2006). Mudancas no balan¢co de auraa@lanta hospedeira
sdo pré-requisitos para organogénese do nodulo (MESIUS et al., 1998) e o
seu metabolismo pode ser importante para a pervsigtde um nédulo funcional
na raiz (BADENOCH-JONES; ROLFE; LETHAM, 1983).

2.3 Solubilizacdo de fosfato por micro-organismos

O fésforo (P) é um dos nutrientes mais limitantesdasenvolvimento
vegetal. No solo, seus teores sdo relativamenteadds, no entanto, a
concentracdo do P sollvel disponivel para a assjévl pelas raizes vegetais €
muito baixa, atingindo cerca de 0,05% do contelmsalo e apenas 0,1% do P
total esta prontamente disponivel para as plan@®U( BINKLEY;
DOXTADER, 1992).

Essa baixa disponibilidade do fésforo é devidota edatividade do P
soluvel com Ca, Fe e Al, formando fosfatos insoliv® que implica a
necessidade de grandes aplicacdes de fosfatosesoldw solo para que as
culturas alcancem alta produtividade. Em solosliates, fosfato de célcio é a
forma predominante de P, e nos solos acidos, conw agaso dos solos
brasileiros, a forma insollvel é predominante ertugeé da abundancia de oxi-
hidréxidos de aluminio e ferro. Estimam que a qdade de P acumulada nos
solos agricolas seria suficiente para sustentandupdo agricola mundial por
cerca de 100 anos sem a adicao do P extra, set@® ja aplicado pudesse ser
aproveitado pelas culturas (GOLDSTEIN; ROGERS; MEABQ3).

A maior reserva de P sdo as rochas e outros depositmo as apatitas e

outros minerais primarios formados durante as geasdgicas (RODRIGUEZ;
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FRAGA, 1999). Esse elemento é abundante no soldomiea inorganica ou
organica. Na forma organica, o fosforo apresentmoca@omponentes de
proteinas e acido graxos que devem ser minerakzpdoa serem absorvidos
pelas plantas, enquanto o fosforo inorganico padesslubilizado através da
atividade das raizes das plantas ou micro-orgasisitnsolo.

Véarios grupos importantes da comunidade microbiedafica ou da
rizosfera possuem a habilidade de solubilizar fosfanorganicos insoluveis,
por meio de mecanismos diversos (HARA; OLIVEIRAD202005; MARRA et
al., 2011; NAHAS; ASSIS, 1992; SYLVESTER-BRADLEY et., 1982),
tornando a solubilizagio de diferentes fontes défo6 inorganicos insolluveis
(hidroxiapatita, fluorapatita, variscita, estremgitetc) uma das principais
alternativas sustentaveis para aumentar a quastideste nutriente disponivel
as plantas (ANTOUN et al.,, 1998; CHABOT; ANTOUN; SEAS, 1996;
CHABOT et al., 1996, 1998; GYANESHWAR et al., 200aM; JORDAN;
MCDONALD, 1998; LAHEURTE; BERTHELIN, 1988;RICHA; KHOSLA,
REDDY, 2007; SOUCHIE et al.,, 2005). Destaca-se ésegos Bacillus
PseudomonasRhizobium Penicillium e Aspergillus como os de maiores
capacidade solubilizadora de fosfatos inorganices lmixa solubilidade
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

As bactérias fixadoras de nitrogénio nodulifera émguminosas
(BFNNL) estdo entre os micro-organismos com capagdde solubilizar o
fosfato inorganico de baixa solubilidade, podengimentar a disponibilidade de
fosforo para o crescimento das plantas leguminasasdo leguminosas
(ANTOUN et al., 1998; PEIX et al., 2001a, 2001b;S&EY, 2003 Plantas de
Phaseolus vulgari¢. inoculadas conRhizobium etlireduziram sua nodulacdo
em mais de 50 % quando submetida a baixa condigdbésforo (REMANS et
al., 2007), confirmando assim, a interferéncia dpahibilidade de fésforo na

associacdo Rizobio-leguminosa. Estirpes Rlgizobium tém sido relatadas
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solubilizando diferentes quantidades de fosfatonseio de cultura liquido B.
leguminosarunpromovendo o crescimento do milho (CHABOT et 4898).
Essas bactérias, quando envolvidas na solubilizagdosforo, podem aumentar
0 crescimento vegetal pelo aumento da eficiénciafixigdo bioldgica do
nitrogénio em leguminosas. A inoculacdo de bacténmmduliferas em
leguminosas (BNL) eficientes na fixagdo do nitrdagératmosférico e
solubiliza¢@o de fosfato no solo podem ser utisadomo forma de substituir
ou diminuir ndo s6 os fertilizantes nitrogenadossnambém os fertilizantes
fosfatados sollveis, aproveitando, assim, os fosfaaturais existentes ou as
formas insoluveis.

A solubilizacdo de fosfato inorganico estd relaaitm a fatores
ambientais, como niveis nutricionais e interacam cwutros micro-organismos
do ambiente (VESSEY, 2003). O principal mecanism@c¢fo na solubilizagédo
de fosfato inorganico é a producao de 4cidos ocgérsintetizados por diversos
micro-organismos do solo, incluindo bactérias egés (SILVA FILHO;
VIDOR, 2000), que promovem acidificacdo do ambiertieseu redor. O acido
mais freqlientemente observado entre os solubilizadde fosfato € o acido
glucbnico, mas outros acidos também estdo envavith solubilizacdo de
fosfato, como os acidos 2-cetoglucdnico, laticoyadérico, isobutirico, acético
glicélico, malbnico e succinico, em diferentes em® de bactérias
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Assim, micro-organismasnc capacidade de
solubilizar diferentes formas de fosfatos tém pcitdrpara o aproveitamento do
P presente na fase sélida do solo, constituindersealternativa viavel para
inoculacdo de plantas.

A capacidade dos micro-organismos de solubilizesfatos pouco
sollveis pode ser visualizada e estimada quawttagnte através do uso de
métodos em placa de Petri com meio de cultura gabilizadores contendo

fosfato insoltvel como Unica fonte de fésforo, oisdeforma uma zona (halo)
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transllcida ao redor da colénia (PEIX et al., 20@091b; HARA; OLIVEIRA,
2004; MARRA et al., 2011; SYLVESTER-BRADLEY et all982) e alguns
resultados indicam que a mobilizacédo do fosfora jparplantas esta diretamente
relacionada com a capacidade de solubilizacao eim aeecultura sélido (PEIX
et al., 2001a, 2001b; RIVAS et al., 2006).

2.4 Bactérias Fixadoras de Nitrogénio Noduliferas ne Leguminosas
(BFNNL) & Rizobactérias Promotoras do Crescimento @ Plantas (RPCPs)

A contribuicdo de bactérias fixadoras de nitrogénice nodulam
leguminosas (BFNNL) para a nutricdo de plantashagtante conhecida. Nesta
simbiose, a BFNNL coloniza tecidos vegetais interommo as raizes, causando
o desenvolvimento de estruturas altamente espegials, denominadas
nédulos. Uma vez que ocorre a formacao de nddulesidnais, elas fixam o
nitrogénio atmosférico, que é transferido paraamtal hospedeira em troca de
fotoassimilados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O feijoeiro-comum Rhaseolus vulgarid.) € uma dessas leguminosas
privilegiadas com os beneficios das BFNNL. E uiiia como alimento basico
pela populacdo brasileira, constituindo sua pradcfpnte de proteina vegetal.
Gracas a sua ampla adaptacdo edafoclimatica, faeete da maioria dos
sistemas de producédo dos pequenos e médios preslutwais, 0s quais utilizam
a producdo para consumo familiar e geracdo de re@dé&ijoeiro-comum
também é comumente cultivado em pequenas propdedadais na Africa e
outros paises da America Latina, usando geralnsahts marginais com baixa
fertilidade em nitrogénio (N e fésforo (P) (GRAHAM, 1981).

A inoculacdo de sementes destas culturas com BR&Niha tecnologia
capaz de substituir totalmente, ou parcialmenteadabacdo nitrogenada,

resultando em diminui¢do nos custos de producamfictando assim, a maioria
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dos agricultores, que geralmente sdo de baixo padsisitivo. Também é
alternativa para economizar combustiveis féssdlzados na fabricagcdo de
fertilizantes nitrogenados.

Efeitos benéficos de rizobios em feijoeiro-comum &do descritos em
diversos estudos, em diferentes condices clinsaéicenlos (PEIX et al., 2001b;
REMANS et al., 2007). No Sul de Minas Gerais, ekpentos implantados
também indicam que é possivel a cultura se beagon condicdes de campo,
do processo de FBN, podendo alcancar niveis deutivathde semelhantes a
adubacéo nitrogenada (SOARES et al., 2006).

O efeito positivo na simbiose rizébio-leguminostapeRPCPs ja foram
observado em alguns trabalhos. Nessa simbiosajtebeicdo no crescimento
da planta, nodulacéo e fixacdo dg M foi demonstrada na cultura de feijoeiro-
comum quando coinoculadas com algumas rizobactéfdszobium e
Azospirillum brasilenseaumentaram o numero total de nédulos e os nédulos
superiores no feijoeiro, além da matéria seca da p&rea (BURDMAN et al.,
1996; BURDMAN; KIGEL; OKON, 1997). A coinoculacdarhbém promoveu
a formacdo de pélos radicularesAe brasilenseaumentou a secrecdo de
flavonéides indutores dos genes nod (BURDMAN etH96).Rhizobium etli
quando coinoculada corA. brasilenseou com Bacillus subtilis aumentou
significativamente o nimero e 0 peso seco dos nédubh matéria seca da parte
aérea e da raiz (REMANS et al., 200Rhizobium tropiciCIAT899" e Bacillus
sp. aumentou 0 niUmero e a matéria seca dos ndfelmscomo na matéria seca
da raiz e na parte aérea das plantas de feijomitogtanto, a mesma estirpe de
Bacillus sp. afetou negativamente a simbiBsadyrhizobiumsoja (CAMACHO
et al., 2001)Bacillus cereugUW85) nédo teve nenhum efeito positivo quando
inoculado ou co-inoculado em plantas de feijoesoyam em condi¢bes de
campo (BULLIED; BUSS; VESSEY, 2002). JA a estirpaT899' deR. tropici

e P. polymyxaestimularam a nodulacdo, bem como fixacdo de g#trio,
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formando associa¢do de grande eficiéncia simbiétindeijdo (FIGUEIREDO

et al., 2008)P. fluorescen¢P-39) teve melhor efeito promotor nos componentes
de producéo do feijoeiro-comum, quando inoculadoa Rhizobium(133) do
gue o Azospirillum lipoferum(S-21) e os autores atribuiram a diferenca a
producdo de sideréforos, a alta habilidade paracalugdo de auxina e a
atividade solubilizadora de fosforo (P) Be fluorescen{YADEGARI et al.,
2008). Remans et al. (2007) ainda mostraram queito elas rizobactérias na
planta de feijoeiro é dependente da nutricdo déords(P). Petersen et al.
(1996), estudand&hizobium etlie P. polymyxaco-residentes na rizosfera de
feijoeiro-comum nos primeiros onze dias de desefwanto aps germinacao,
observaram aumento na densidade dos rizobios eafteig da raiz, no nimero
de nédulos e na formacao de raizes laterais.

Na simbiose Bradyrhizobium e feijdo caupi, a relagdo ;N
acumulado/matéria seca da raiz, foi significativareemaior quando as plantas
foram coinoculadas com. polymyxae nas comparacdes das médias, as plantas
coinoculadas apresentaram rendimento médio supdgionatéria seca da parte
aérea (12x), de matéria seca da parte aérea/ snatga da raiz (16x), de; N
acumulado (52x) e de N acumulado/matéria secaidd6ax) em comparacao
com o grupo inoculado somente com a RPCPs (SILVa. £2007).

Os resultados desses trabalhos indicam que, depmd estirpe de
RPCPs, existem limitagcbes para a fixagdo doeNpara o crescimento das
plantas. No entanto, é necessario um esforco dpiisasem selecionar estirpes
de RPCPs favoraveis para essa associacdo simpidtigavez que a producéo
de metabdlitos pelas bactérias pode oferecer aomeals concentracdes de N,
P, Fe, Ca e Cu, na parte aérea do hospedeironaadacdo d8radyrhizobium
sp. eP. polymyxaintroduzidas no solo, por exemplo, proporcionomeantos
nas concentragdes de célcio, ferro e foésforo rexstad de feijao caupi (SILVA;
SILVA; FIGUEIREDO, 2006b).
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Em alfafa, a inoculacdo coBinorhizobium melilotmais Bacillus spp.
solubilizadora de fosfato, aumentou a massa secaizla 0 seu comprimento, a
massa seca da parte aérea e o teor de N (GUINAZU, 010). Outros autores
demonstraram que algumas bactérias do géRsemdomonagstimularam a
nodulagdo de leguminosas pdRhizobium spp. e Bradyrhizobium spp.
(GRIMES; MOUNT, 1987; POLONENKO et al., 1987).

Além do potencial da fixacao biolégica do nitrogéralgumas bactérias
noduliferas comportam-se como rizobactérias. Rabodt na literatura indicam
estirpes simbiédticas de leguminosas comdRti&obiume deBradyrhizobium
com excelente potencial para serem utilizadas aironbactérias promotoras de
crescimento em ndo leguminosas, envolvendo os neesmoanismos de agao
ja conhecidos para outras rizobactérias, como gémlde horménios (AlA),
solubilizacdo de fosfatos inorganicos e producésider6foros (ANTOUN et
al., 1998; BOIERO et al., 2007). Entretanto, Oliae{2009) estudando BNL
com alta eficiéncia simbidtica em feijoeiro-comuntaupi, constatou que as
mais eficientes na FBN nessas leguminosas, ndagsfbas mais eficientes para
a solubilizacéo de fosfato e producdo de hormguios).
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RESUMO

O feijoeiro-comumPhaseolus vulgarisL. é a leguminosa alimentar mais
importante para o consumo humano do mundo, por estse as principais
fontes de proteina vegetal. Em contraste com olggasminosas, a simbiose
Rhizobiurdfeijoeiro-comum é considerada de baixa eficiénera fixar o
nitrogénio atmosférico. No entanto, rizobactériemntoras de crescimento de
plantas (RPCPs) tem sido estudada, de forma a nzaxianfixacdo bioldgica de
N, (FBN), disponibilizar e aumentar a eficiéncia ha@céo de nutrientes como
P ou substancias reguladoras de crescimento & idd#ncas. Portanto, o
objetivo do trabalho foi estudar o comportaments géantas de feijoeiro-
comum quando coinoculadas ou ndo com BPCPs em doadicfes
experimentais diferentes e assim avaliar a sineegi@e as bactérias como
alternativa para otimizar a FBN, além de promoverescimento vegetal por
outros processos. Os experimentos foram condugidipsasa de vegetacdo em
condicbes axénicas e no solo, utilizando o feieosmum cv. BRS-MG
Talisma. As BPCPs utilizadas foramBurkholderia fungorumt UFLA 04-226,
UFLA 04-217, UFLA 04-155 e UFLA 04-23Burkholderiasp. — UFLA04-234

e Azospirillum brasilense BR 11001 e a estirpe recomendada como inoculante
comercial para o feijoeiro-comunRhizobium tropici— CIAT 899. Em
condices axénicas, a coinoculacdo da estirpe G99 com a estirpe UFLA
04-155 aumentou a matéria seca dos nddulos e tha gaea, conteldo de P,
Mg, Cu e Fe em relacdo a planta inoculada somenmteac CIAT 899. J& no
solo, UFLA 04-155 proporcionou aumento significatidos parametros citados
acima, mais o do contelldo de K, Ca, S e Zn estimdola comunidade nativa de
rizébios de forma significativa quando comparadonca ndo inoculada. O
mecanismo de promoc¢do de crescimento da UFLA 04f@i2éstimulado pela
adubacéo nitrogenada. As leituras do SPAD cor@tacam-se, positivamente,
com os teores foliares de N e negativamente cordeo$. Estes resultados
indicam, pela primeira vez, o potencial Bierkholderia fungorunem promover
o crescimento de feijoeiro-comum coinoculada ouctdin a CIAT899,

Palavras-chavd®haseolus vulgariBactérias Promotoras de Crescimento de
PlantasRhizobium tropici
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ABSTRACT

The common-bean plaRfthaseolus vulgarik. is the world’s food legume most
important to human consumption for being among nt@n sources of plant
protein. In contrast with other legumes, the syraisiRhizobiuracommon-bean
plant is regarded as of low efficiency in fixing matpheric nitrogen.
Nevertheless, plant growth-promoting rhizobactéH&PR) have been studied
so as to maximize the biological fixation of KBFN), increase and make the
efficiency in absorbing nutrients such as P or plaarmones and inhibit
diseases. Therefore, the objective of the work wasstigating the behavior of
common-bean plants when co-inocualted or not WP Rs under two different
experimental conditions and also to evaluate thergjycs among the bacteria as
an alternative to optimize FBN, besides promoting plant growth by other
processes. The experiments were conducted in gsasehunder axenic
conditions and in soil, utilizing the common-bedanp cv. BRS-MG Talisma.
The PGPRs utilized wer&urkholderia fungorum UFLA 04-226, UFLA 04-
217, UFLA 04-155 and UFLA 04-23Burkholderiasp. — UFLA04-234 and
Azospirillum brasilense— BR 11001 and the strain recommended as a
commercial inoculant for the common-bean pl&fitizobium tropici— CIAT
899'. Under axenic conditions, the co-inoculation ofist CIAT 899 with
strain UFLA 04-155 increased the dry matter of fioglules and of the shoot,
content of P, Mg, Cu and Fe in relation to the planculated only with CIAT
899'. But in soil, UFLA 04-155 provided a significantcrease of the above-
cited parameters plus the one of the content &, S and Zn by stimulating
the native community of rhizobia in a significardyvas compared with the non-
inoculated one. The growth-promoting mechanism &&LA 04-226 was
stimulated by nitrogn fertilization. The SPAD reagh correlated positively with
the leaf contents of N and negatively with thos&oThese results point out, for
the first time, the potential @durkholderia fungorunio promote the growth of
common-bean plant co-inoculate or not with CIAT899

Keywords:Phaseolus vulgarisPlant Growth-Promoting Bacteri@hizobium
tropici.
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1 INTRODUCAO

A simbiose rizébio-leguminosa é conhecida por seanas eficiente
sistema de fixacdo biolégica do nitrogénio (FBNgndo importante no
fornecimento de proteinas para o consumo humanatr®e@s leguminosas
formadoras dessa simbiose, o feijoeiro-comuPhageolusvulgaris L.) é a
cultura que € considerada com a mais baixa efigiéde fixacdo do nitrogénio.
Isso se deve a diversos fatores genéticos, tanitadta como da bactéria, assim
como a interacdo desses fatores com ambiente. eDidggse problema, uma
estratégia adicional vem sendo conduzida com asbR&térias Promotoras de
Crescimento de Plantas (RPCPs) associad@kizobium tropici(CIAT 899"
(aprovada para o inoculante comercial), na terstadi® melhorar a nodulacgéo,
FBN e crescimento da cultura (CAMACHO et al., 20BIGUEIREDO et al.,
2008; LEE et al., 2005; OLIVERA et al., 2011).

As rizobactérias sdo componentes da comunidadeasfara que séo
capazes de colonizar as raizes (KLOEPPER; LIFSHEZBLOTOWICZ,
1989), exercendo efeitos benéficos ao crescimeato plantas por meio de
diversos mecanismos de acdo direta ou indiretae Exst mecanismos de agao
direta destacam-se a solubilizacdo de fosfatos gémicos insolavel,
disponibilizando o fésforo para a planta e parawmetabolismo (CHABOT et
al., 1998); a producdo de hormbnios de crescimeetetal participantes do
metabolismo de diversas espécies de bactériasiadaocaos vegetais e que
podem ser considerados agentes causais da altedgdorescimento e
desenvolvimento vegetal (BARSHAN; HOLGUIM, 1997)pnto auxina,
citocinina e etileno. E como mecanismo de acdorétalio antagonismo a
fitopatdgenos, devido a producdo de enzimas, atitibs, acido cianidrico;
sider6foros e competicdo por nutrientes (KLOEPPERIFSHITZ;
ZABLOTOWICZ, 1989).
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Além do solo, a interacéo rizobio— RPCP —leguminpsale ter efeitos
positivos na simbiose rizobio-leguminosa. Essesitosfepositivos foram
relatados pela coinoculacao &hizobiumcom Bacillus ou Paenibacillusna
nodulagdo e crescimento das plantas de feijoeimuioo (CAMACHO et al.,
2001; FIGUEIREDO et al., 2008; SRINIVASAN; PETERSENOLL, 1997).
O crescimento e a FBN nas plantas podem ser meit®rdevido as RPCPs
induzirem os rizébios introduzidos a ocupar os hdxlude leguminosas
(THILAK; RANGANAYAKI; MANOHARACHARI, 2006).

O estabelecimento efetivo de uma coinoculacdo eavfdtores que
muitas vezes podem ser mais complexos do que aigldpculacdo. Bullied,
Buss e Vessey (2002), estudando a coinoculacaoBmelyrhizobium e
Rhizobiumcom Bacillus verificaram queBradyrhizobiumestimulou nodulacao,
crescimento e acumulo de N em plantas de soja emdas dois locais
estudados, sendo que o0 mesmo ndo ocorreu quRimdobiumfoi coinoculada
com essa mesma estirpe nas plantas de feijoeirarocem qualquer dos locais
testados. Efeitos sinérgicos ou antagbnicos tamapanece como respostas
nessa interacéo, o que ocorreu com a CIAT 8@8hoculada conzospirillum
brasilensg BURDMAN; KIGEL; OKON, 1997).

Diante do exposto, nosso objetivo foi verificarefsitos de promocao
de crescimento por estirpes Barkholderiae Azospirillum separadamente ou
coinoculadas com a CIAT 899Rhizobium tropidi em feijoeiro-comum sob

condicbes axénicas e em solo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpes

Foram estudadas sete estirpes de bactérias (Tahelsendo cinco
estirpes de Burkholderig pertencentes & cole¢cdo do Laboratério de
Microbiologia do Solo da Universidade Federal derha (UFLA) mais a BR
11001 de Azospirillum brasilense(TARRAND; KRIEG; DOBEREINER,
1978), e a CIAT 899deRhizobium tropiceprovada pelo MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) como inati@lapara a cultura do
feijoeiro-comum (Tabela 1). Elas foram isoladas miédulos de siratro,
inoculadas com suspensado de amostra de solo sbrdés sistemas de uso da
terra (SUTs) na Amazdnia Ocidental (LIMA, 2007).

Os critérios de selecdo das cinco primeiras estigaga este trabalho
foram: (1) potencial para promover o0 crescimentoget@ in vitro
principalmente pela producéo da auxina (AlA), seleando estirpes com baixa,
média e alta producdo do horménio de acordo corasadtados encontrados por
Oliveira (2009). (2) Nao apresentar potencial nifdtd em feijoeiro-comum, o
gue pode ser comprovado pelos testes de efici&miaidtica conduzido por
Ferreira et al. (2012).



Tabela 1 Origem e caracteristicas promotoras de crescimesgetal das estirpes bacterianas isoladas dos dalos
Amazo6nia (AM) sob diferentes sistemas de uso da tE8UT) e a CIAT 899 aprovada pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecino@rgara a cultura do feijoeiro-comui@haseolus vulgaris
L.) e da estirpe dazospirillum brasilens8R 11001

Estirpes Local de Espécié” N° de Caracteristicas Promotoras de Crescimé&nhto
coleta/ acesso N0~ golubilizagdo Auxina - AIA Atividade da
suT GenBank (ng mrY) nitrogenase

(NCBI)  “Fosfato Fosfato Triptofano em vida livre
deCa deAl - +
UFLA 04-226 AM/AF Burkholderia fungorum JF412050 + + 0,00 2,2 +
UFLA 04-217 AM/FA Burkholderia fungorum - + + 0,00 28,74 +
UFLA 04-155 AM/FI Burkholderia fungorum GU144382 + + 4,5 6,73 +
UFLA 04-232 AM/P Burkholderia fungorum JF412055 + - 4,84 7,6 +
UFLA 04-234 AM/AG Burkholderiasp. JF412057 + - 0,00 25,43 +
BR 11001 - Azospirillumbrasilense - NA NA 12,35 37,79 +
CIAT 899" Colémbia Rhizobium tropici - + - 7,73 10,16 +

"FA: Floresta secundaria em estagio avancado deneemgfio, AG: Agricultura, P: Pastagem, AF: Agrafiia, Fl: Floresta
secundaria em estégio inicial de regeneracédo. dtlRrao do AIA na auséncia (-) e presenca (+) gtofano. NA: N&o avaliada

[Dados obtidos d&Ferreira et al. (2012) @Oliveira (2009)]

6€
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2.2 Experimentos em casa de vegetacao

2.2.1 Experimento em vasos Leonard

O primeiro experimento foi conduzido durante o g&oi de junho a
julho de 2010 em casa de vegetacdo do Laboratéridictobiologia do Solo do
departamento de Ciéncia do Solo (DCS) da Univedsidaederal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. Neste primeiro experimentis plantas foram
crescidas em vasos Leonard, com a parte superivasbocontendo uma mistura
1:2 de areia (150 cine vermiculita (300 cf), e a inferior com soluco nutritiva
(HOAGLAND; ARNON, 1950) com baixa adi¢do de nitrog# (21,00 mg [),
sendo esta diluida quatro vezes. Apés o prepargakus e da solugdo nutritiva,
estes foram autoclavados por uma hora, a 121 °C.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, em esquema
fatorial 2 x 7, sendo o primeiro fator a inoculag&@m a CIAT 899 e sem a
inoculacdo da CIAT 899e o segundo fator a inoculacdo com as estirpes
selecionadas como promotoras de crescimento (RREBA 04-226, UFLA
04-217, UFLA 04-155, UFLA 04-232, UFLA 04-234 e BRDT, com 3
repeticoes.

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meiouttara liquido 79
(FRED; WAKSMAN, 1928), pH 6,8, sob agitacdo de 1pf, sendo inoculados
10° UFC por semente. As sementes foram desinfestagesfisialmente com
etanol 96% por 30 segundos e hipoclorito de sé&topbr 3 minutos, e em
seguida lavadas seis vezes com agua destiladdlizster Foi pré-geminada
sobre algodao e papel de filtro umedecido coi® destilada esterilizada, em
placas de Petri, incubadas em estufa a 28 °Ceaatésado da radicula.

Cada vaso recebeu 4 sementes de feijoeiro comur8-B& Talisma)

pré-germinadas e cada semente foi inoculada e/moadada, sendo que o
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tratamento CIAT 899sem a RPCP e os tratamentos sem a CIAT 83®m as
RPCP receberam também 1 ml de meio de culturagomatratamentos sem a
CIAT 899" e sem RPCP receberam 2 ml. Apds a inoculacdo siss iaram
recobertos com uma fina camada de areia parafife@l&g de areia, 1 L de
cloroformio e 10 g de parafina) para evitar cont@géo. O desbaste foi
realizado ao sétimo dia apds a emergéncia (DAE)ptiasas, permanecendo

duas plantas por vaso. A colheita foi realizada d5rDAE.

2.2.2 Experimento em vasos com solo

2.2.2.1 Determinacdo do numero mais provavel de bbios nativos,

utilizando feijoeiro-comum

Para estimar o nimero mais provavel (NMP) de riahio solo,
utilizou-se tubetes de 375 ml contendo uma mistirasermiculita e areia na
proporcéo de 2:1. Sete diluicbes decimais seriatasolucéo salina (8,5 g'L
de NaCl) de 16 a 10" e controles n&o inoculado. Os tratamentos inooslad
receberam 1 mL da suspenséo de solo das diluigheslas obtidas. Solucdo
nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950) sem adicdo de Nitaclavada foi
aplicada periodicamente. Apos 30 dias da inoculagélantas noduladas em
cada diluicdo tiveram seus nédulos contados e o KNiBalculado usando o
programa “Most Propable Number Estimate” (MPNESO@MER; BENNET;
YOST, 1990).

2.2.2.2 Conducéo experimental

O segundo experimento foi conduzido de Fevereidkbdl de 2011,
utilizando vasos plasticos com capacidade de 2d#mum Latossolo Vermelho
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distroficos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPHERIA -
EMBRAPA, 1997), coletado no campus da UFLA. O sfilb coletado na
camada aravel (0 a 20 cm), seco ao ar, destorrbadmgeneizado e passado na
peneira de 4 mm de abertura, apresentando as tegoaracteristicas quimicas
(Tabela 2).

Tabela 2 Caracteristicas quimicas do solo coletadmo campus da
Universidade Federal de Lavras (UFLA —Lavras-MG), @ra o
crescimento do feijoeiro-comum Phaseolus vulgarid..)

PH 120 p K Ca Mg Al H+Al  SB? @©® T@
__mgdm’__ cpuin®
51 1,0 14,C 0,2 0,C 0,¢ 7,C 0,24 1,14 7,24
v® M©® MO®  Prem® zZn  Fe Mn Cu B S
% dagk?  mglL? mg dn®
3,32 12,4 3,1 5,95 15 954 31,0 1,2 0,3 154

“Método Mehlich-1.Soma de bases trocavelSCTC efetiva."’'CTC a pH 7,0.
®indice de saturacdo de basBindice de saturacdo de alumini®Matéria Organica.
®Fgsforo remanescente

Para correcdo deste solo, foi realizada a calaggunslo o método de
saturacdo por bases, de modo a elevar a saturagdo6p%. Em todas as
parcelas foi efetuada uma adubacéo basica comasoiugritiva contendo, 300,
300; 100; 40; 0,8; 1,5; 3,6; 5,0 e 0,15 mgtde N, K, P, S, B, Cu, Mn, Zn e
Mo respectivamente, sendo a adubacédo nitrogengm#assica parcelada em
trés vezes. A adubacédo nitrogenada foi realizadseste para os tratamentos
que receberam o fertilizante nitrogenado.

O preparo do in6culo e das sementes foram reabzadguindo as
mesmas metodologias conforme citado no ensaio i@antftem 2.2.1). O
delineamento estatistico aplicado foi o inteirareerdsualizado, em esquema
fatorial 3 x 3 envolvendo 3 fontes de N (CIAT 89@ontrole com N-mineral, e
um Controle sem CIAT 89% sem N-mineral) e 3 estirpes de RPCP (UFLA 04-
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155, UFLA 04-226 e BR 1100} selecionadas do primeiro experimento (vaso
Leonard), com 3 repeticbes. O desbaste foi realizaal sétimo dia apés a
emergéncia (DAE) das plantas, permanecendo duaspor

Durante o florescimento das plantas (45 DAE) foreealizadas as
leituras do SPAD oil Plant Analysis Developmegnt clorofildbmetro Minolta
SPAD-502 (MINOLTA, 1989) em cinco folhas entre octe médio e superior
das plantas. Essas folhas foram imediatamenteadalgt lavadas, secadas em
estufa a 70 °C até massa constante, moidas entivezas teores de N e S

determinados, conforme método descrito em Malay¥ltt e Oliveira (1997).

2.2.3 Parametros analisados

Os parametros analisados para ambos o0s experimenéos: nimero
de ndédulos (NN), matéria seca dos nddulos (MSNjérnizaseca da parte aérea
(MSPA) e raizes (MSR), contetido de Nitrogénio @®fsforo (P), Potassio (K),
Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S), Cobre (Ckgrro (Fe), Manganés
(Mn) e Zinco (Zn), na parte aérea das plantas dgoefm-comum
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

2.2.4 Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a andlise de eajampregando-se
0 sistema de andlise estatistica SISVAR, versaoFERREIRA, 2008). As
médias dos tratamentos foram agrupadas pelo tes®cdtt-Knott, a 5% de
probabilidade. Os valores das varidveis nimerosddiellos e matéria seca de

nédulos foram previamente transformados pela féartxi#0,5§.



44

3 RESULTADOS

3.1 Efeito da coinoculacdo da CIAT 899com as potenciais estirpes para
promocgédo do crescimento do feijoeiro-comumRhaseolus vulgarisL) em

vasos Leonard
Em condicdes axénicas a coinoculacao da CIAT' §&hizobium
tropici) com as estirpes UFLA 04-217, UFLA 04-155 e UFLA-ZB2

(Burkholderia fungorute a BR 110071(Azospirillum brasilensendo altera o
nimero de nddulos, em relagdo a planta inoculadeesie com a CIAT 899

(Figural). No entanto, quando coinoculada com dspes UFLA 04-226
(Burkholderia fungorum e UFLA 04-234 Burkholderia sp.), apresentaram

efeitos deletérios na nodulacédo das plantas (Figura
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Figura 1 Efeito da coinoculagdo coRhizobium tropici CIAT899" e diferentes
Rizobactérias Promotoras de Crescimento de PIdRBEPS), bem como,
inoculagdo com a CIAT89% RPCPs separadamente, no nimero de nédulos

em duas plantas do feijoeiro-comum no florescimesto vasos Leonard.

Barras de erro: = Erro padrdo da média
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A coinoculag&o da CIAT 89%om a UFLA 04-155R. fungorun) e BR
11007 (A. brasilensg¢ aumentaram a matéria seca dos nddulos em retacéo

planta inoculada somente com CIAT 89igura 2), enquanto que, com a
UFLA 04-217 teve matéria seca dos nodulos semahanCIAT 899, e as
estirpes UFLA 04-226, UFLA 04-232 e UFLA 04-234dor deletérias para a

matéria seca dos nédulos (Figura 2).
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Figura 2 Efeito da coinoculagdo coRhizobium tropici CIAT899" e diferentes
Rizobactérias Promotoras de Crescimento de PIdRBEPS), bem como,

inoculacdo com a CIAT899% RPCPs separadamente, na matéria seca dos
nédulos de duas plantas de feijoeiro-comum no d$khneento em vasos

Leonard. Barras de erro: + Erro padrdo da média

A matéria seca da parte aérea da planta do fejgeinum aumentou
com a coinoculacdo da CIAT 89@ UFLA 04-155 (Figura 3). Entretanto, a
coinoculacéo da CIAT 89%om a BR 11001manteve a matéria seca da parte
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aérea semelhante a planta inoculada somente conT838h sendo a

coinoculacdo com as demais estirpes deletériastérimaeca da parte aérea

(Figura 3).
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Figura 3 Efeito da coinoculagéio cddhizobium tropiciCIAT899" e RPCPs, bem como,
inoculagdo com a CIAT89% RPCPs separadamente, na matéria seca da parte
aérea e raiz de duas plantas de feijoeiro-comurflonescimento em vasos
Leonard. Barras de erro: £ Erro padrdo da média
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Todas as estirpes quando coinoculadas ou n&o, cdAZ 899
promoveram aumento significativo na matéria seca rdézes em relacdo a
planta inoculada somente com a CIAT 89xceto a coinoculacdo da CIAT
899" com a UFLA 04-226 e UFLA 04-232 isoladamente (FagB). Destacando
a coinoculacéo da CIAT 89@om UFLA 04-155 e BR 1100 Figura 3).

A coinoculagdo da CIAT 899com a UFLA 04-155 proporcionou
aumento no conteldo de fosforo (P), Magnésio (Mghre (Cu) e Ferro (Fe)
(Tabela 3). O contetdo de potassio (K), calcio (@akofre (S) e zinco (Zn),
permaneceram semelhante & planta inoculada sormeme CIAT 899, e o
contetdo de nitrogénio (N) e o Manganés (Mn) iofes (Tabela 3). Ja com a
BR 11001, aumento significativo no contetido de P e Fe, eagéo a planta
inoculada somente com a CIAT 89®i observado. O contelido de N, Ca, Mg,
S, Cu, e Zn foram semelhante a planta inoculadaac@AT 899, e 0 K e Mn
inferiores.

Entretanto, a coinoculacdo da CIAT 898om a UFLA 04-217
aumentou o conteldo de Fe em relacdo a plantalatzcgomente com CIAT
899", sendo os outros contetidos inferiores.

O contetido de nutriente da coinoculacdo da CIAT 898 as estirpes
UFLA 04-226, UFLA 04-232 e UFLA 04-234 foram benfieriores ao contetdo
de nutriente da planta inoculada somente com a @9d (Tabela 3). Essas
trés estirpes, coinoculada com CIAT 898iveram o contedo de nutrientes
semelhante as plantas que receberam a inoculagaestigpes de rizobactérias
isoladamente e também com a planta que nado recebebum tipo de
inoculacdo (Sem CIAT 899% Sem RPCPs), exceto UFLA 04-232 para 0 S
(Tabela 3).



Tabela 3 Efeito da coinoculagdo coRhizobium tropici CIAT 899 e diferentes Rizobactérias Promotoras de

Crescimento de plantas (RPCPs) bem como a inoaulegé a CIAT 899 e RPCPs separadamente no
conteddo de nutrientes da parte aérea de feijageimsm Phaseolus vulgarik.) em vaso Leonard

N cont) P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
Tratamentos
(mg vaso (ugYaso
CIAT 899 1176 a 10,6 c 83,2a 60,5 a 244b a3,5 38,7b 5188b 520,2a 85,8a
CIAT 899+ UFLA 04-22¢ 218 ¢ 34d 18,Cd 14,€c 5,6d 79¢ 8,9¢c 216,7 ¢« 1141« 16,4 «
CIAT 899 + UFLA 04-217 63,6 b 9,3c 60,1c 44,7b 4,9c 19.2b 2347c 891,7a 3576b 5517b
CIAT 899 + UFLA 04-155 71,7b 19,7 a 909 a 61,8a279a 32,3a 4723a 8385a 3834b 930a
CIAT 899+ UFLA 04-232 30,3¢c 3,7d 186 d 20,6c 6,8d 10,Z¢c 11,3 ¢ 1599« 177,2« 23,1c
CIAT 899 + UFLA 04-234 17,7c 3,2d 145d 13,1c ,38 6,7d 7,0d 126,4c 126,0d 19,1c
CIAT 899 + BR 11001 1180 a 12,7b 75,1b 60,5a ,9P0 282a 34,8b 7958a 356,4b 84,7 a
Sem inoculaca 94c 29d 11,8 ¢ 12,3 ¢ 58¢ 6,3 ¢ 6,7 C 138,0c 60,5 20,6 c
UFLA 04-22¢ 145¢ 44d 18,cd 19,1c 7,3d 8,Cd 10,2d 160,0¢ 126,6« 23,0 ¢
UFLA 04-217 11,5c 35d 12,0d 12,0c 46d 55d 9& 140,5c¢c 99,3d 17,2c
UFLA 04-155 16,3 ¢ 3,86d 15,63d 13,5¢c 59d ®%,1 10,6d 1539¢c 65,6d 220c
UFLA 04-23Z 22,64 ¢ 559c¢ 22,9:d 20,82« 6,7d 8,8 ¢ 11,6 ¢ 190,9¢ 201,1¢ 30,8«
UFLA 04-234 16,12 c 5,20d 2429d 20,84c 6,7d 4d, 14,1d 207,3c 87,9d 28/4c
BR11001 13,45¢c 4,67 d 18,95d 16,71c 6,9d 9,2d18,8¢c 1799c 82,9d 25,7c
% CV 18,1 19,1 17,1 17,4 18,4 20,1 14,6 22,1 189 591

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdiféiem significativamente de acordo com o tegteéSdott-Knott com 5% de

probabilidade

8y
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De acordo com esses resultados as estirpes UFLI5B4 UFLA 04-
226 deBurkholderia fungorunforam selecionadas para o experimento em vaso
com solo, a primeira pelo seu potencial de promowveaescimento em feijoeiro-
comum em condicdes axénicas, e a segunda por afaeséeitos deletérios em
todos os parametros analisados quando coinocutadaacCIAT 899. E a BR
11001 deAzospirillum brasilensgue geralmente é utilizando como um modelo

padréo de rizobactéria.

3.2 Efeito da coinoculacdo da CIAT 899com as potenciais estirpes para
promocao do crescimento do feijoeiro-comumRhaseolus vulgarisL) em

vasos com solo

Neste segundo experimento a populagdo nativa dbiog no solo
encontra-se em torno de 2X#04,3 x16 g* de solo.

A coinoculacdo da CIAT 899Rhizobium tropidi com as trés estirpes
UFLA 04- 155, UFLA 04-226 e BR 1100130 tiveram efeito no nimero de
nédulos, em relacdo a planta que foi inoculada steneom a CIAT 899
(Figura 4). No entanto, quando inoculadas separadimas estirpes UFLA 04-
155 e BR 11001 aumentaram o nimero de nédulos das plantas no esalo
UFLA 04-226 permaneceu com o numero de nodulos lkame & planta que

nao recebeu nenhuma forma de nitrogénio (S/N) (&igu
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Figura 4 Efeito da coinoculacdo comhizobium tropici CIAT899" e diferentes
rizobactérias promotoras de crescimento de pla(R&®CPs), bem como,

inoculagdo com a CIAT89% RPCPs separadamente no nimero de nédulos
em duas plantas do feijoeiro-comum no florescimestto vasos com solo.
Barras de erro: = Erro padrdo da média. S/N e s®fin nitrogénio e sem

inoculacéo

N&o se verificou qualquer efeito em relacdo a neat®ca dos nodulos
das plantas coinoculadas com as trés estirpes,otammpem relacdo a planta

inoculada somente com CIAT 899Figura 5). J& as plantas inoculadas
separadamente, com as estirpes UFLA 04-155 e BR1L1i@eram um aumento

N

de matéria seca dos nédulos em relacdo a plantan@ueaecebeu nenhuma

forma de nitrogénio (S/N e S/1) (Figura 5).
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Figura 5 Efeito da coinoculagdo coRhizobium tropici CIAT899" e diferentes
rizobactérias promotoras de crescimento de pla(R®CPs), bem como,
inoculagdo com a CIAT89% RPCPs separadamente na matéria seca dos
nédulos em duas plantas de feijoeiro-comum no $lbneento em vasos com
solo. Barras de erro: + Erro padrdo da média. SBN:esem nitrogénio e sem

inoculacéo
A inoculacdo da UFLA 04-226 no solo adubado comitcogénio
mineral (C/N + UFLA 04-226) proporcionou aumentopraducdo de matéria
seca da parte aérea, em relagdo a planta que uesebgente o nitrogénio
mineral (C/N) (Figura 6). Enquanto, UFLA 04-155 NCA UFLA 04-155)
manteve a matéria seca da parte aérea do feijoainoim igual ao do solo que
recebeu somente o nitrogénio mineral (C/N), a BBO1L(C/N + BR 1100])
apresentou efeitos deletérios com a presencamgditio mineral (Figura 6).
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Figura 6 Efeito da coinoculagéo cddhizobium tropiciCIAT899" e RPCPs, bem como,
inoculagdo com a CIAT89% RPCPs separadamente na matéria seca da parte
aérea e raiz em duas plantas de feijoeiro-comufforescimento em vasos com
solo. Barras de erro: + Erro padrdo da média. SBil:.esem nitrogénio e sem

inoculacéo

A coinoculacéo da CIAT 899com a UFLA 04-155 no solo, n&o teve
efeito sobre a producdo de matéria seca da paea dé feijoeiro-comum em
relacdo a planta que recebeu somente a CIAT @9@ura 6). Enquanto a
coinoculagdio com a UFLA 04-226 e BR 11D0dfeitos deletérios foram
apresentados (Figura 6). A matéria seca da pareaaga UFLA 04-155

inoculada separadamente permaneceu igual a coapdauldas duas estirpes
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(CIAT 899" + UFLA 04-226) e (CIAT 899+ BR 11001) que foram deletérias
em relagdo a planta inoculada somente com a CIAF 8%oi maior do que
essas duas, quando inoculadas separadamente entasiebélanta que né&o
recebeu o nitrogénio mineral e nem inoculagéo €A (Figura 6).

A coinoculaco da CIAT 899com as RPCPs e as RPCPs inoculadas
separadamente, ndo interferiram na producdo derima@ca das raizes em
relacdo a planta inoculada somente com a CIAT &0 controle que ndo
recebeu nenhuma forma de N (S/N e S/I)) (Figur&&uando inoculadas com
0 nitrogénio mineral, ndo se verificou qualqueritefesobre a matéria seca da
raiz em relacdo a raiz da planta que recebeu sementitrogénio mineral,
exceto quando inoculada com a BR 11001 que efeitetétio foi observado
(Figura 6).

A inoculacdo da UFLA 04-155 no solo adubado comitcogénio
mineral (C/N + UFLA 04-155) apresentou aumento doteddo de N, K e S
(Tabela 4). Enquanto que a inoculacdo da UFLA B{ZZIN + UFLA 04-226)
proporcionou aumento significativo no contetdo at#os os nutrientes (Tabela
4). J4 a BR 11001(C/N + BR 11001) aumentou o contetido de K, S e Mn nas
plantas de feijao, em relacdo a do solo que recsetm@ente o nitrogénio mineral
(Tabela 4).

A coinoculacio da CIAT 89%om as estirpes tiveram efeitos deletérios
ao contetdo de N e Fe, em relacdo a planta incxs@uente com a CIAT 899
(Tabela 4). No entanto, permaneceram semelhantes todos os outros
nutrientes, exceto quando coinoculada com a UFLA%E!I que teve aumento
no contetido de S (Tabela 4).



Tabela 4 Efeito da coinoculagdo c&hizobium tropiciCIAT 899 e diferentes Rizobactérias Promotoras de Cresciment
de plantas (RPCPs) bem como a inoculacdo com a &2 e RPCPs separadamente no contetdo de

nutrientes da parte aérea das plantas de feijoeiratm Phaseolus vulgaris.) em vaso com solo

N P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
Tratamentos
(mg vdso q vso)
Com nitrogénio (C/N) 248,7b 23,6 b 98,9¢c 180,4b35,3b 915b 51,4b 779b 318,3¢c 226,5b
CIN + UFLA 04-155 350,1a 23,0b 1262b  1972b ,83b 1149a 605b  6626c  3577c  251,3b
CIN + UFLA 04-226 349,4 a 53,3 a 1743a 2316a 944 1190 a 727a  1058a  5358a  2993a
CIN + BR 11001 2079 ¢ 27,3b 116,7b  200,4b 87,5 113,2a 546b  651,9c  4114b  2355b
CIAT 899" 161,1d 12,9¢c 67,7d 90,6 ¢ 18,2 ¢c 77,7b 30,7¢5558¢c  1745d  1088c
CIAT 899" + UFLA 04-155 1217 e 14,7 ¢ 57,7d 959 ¢ 189c¢ 1149a 31,8c  4516d  171,5d  100,7c
CIAT 899" + UFLA 04-226 1334 e 13,3¢ 57,6d 929c¢ 165¢c 856b 285c  366,7d 161,7d  1084c
CIAT 899" + BR 11001 989e 151 ¢ 52,1d 90,2 ¢ 16,9 ¢ 8B3, 27,7c¢ 3815d  162,2d 97,2¢
SINe S/l 12,0f 65d 302e 36,6d 7.2d 87,8b 131d  1015f 819d 52,6d
UFLA 04-15¢ 34,51 15,7 « 60,9 ¢ 87,7 ¢ 16,4 « 124,8; 336¢( 3784¢ 1633( 10661
UFLA 04-226 28,8 f 13,0¢c 413e 719¢ 135¢ 1w, 261c  2302e  1499d  101,8c
BR11001 19,3f 13,2 ¢ 442 e 73,0 ¢ 13,8¢c 863b 188 3959d 167,7d 92,7¢
% CV 12,5 14.,¢ 10,0 12,5 12,2 134 13,3 134 16,6 12,1
Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdiféiem significativamente de acordo com o tegtesSdott-Knott com 5% de

probabilidade. S/N e S/I: sem nitrogénio e semutagéo

G !
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As leituras do SPAD apresentaram uma correlacanfisigtiva para os
teores de N e S obtido das folhas do feijoeiro-aomela analise quimica. Essa

correlacéao foi positiva para o teor de N e neggitva o S (Figura 7).
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Figura 7 Correlacdo de Pearson entre as leiturdDSP os teores de nitrogénio e

enxofre nas folhas do feijoeiro. *Significativo cofi® de probabilidade,
respectivamente, pelo teste t (n=12)
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, usamos a BR 110Qe A. brasilensecomo estirpe
referéncia para a promog¢éo de crescimento, pdasdmde uma bactéria capaz
de aumentar a producgéo de vérias culturas impertanttivadas em varios tipos
de solos e condigcbes climéticas, segundo a avaliagh dados mundiais
acumulados nos dltimos 20 anos de experimentos alep@ (OKON;
LABANDERA-GONZALES, 1994) os quais se mantiverargé as anos atuais.
Entretanto, a redugéo na producdo da matéria separnte aérea do feijoeiro-
comum com a coinoculagdo da CIAT 89&m A. brasilensetambém foi
observada pela estirpe Cd (ATCC29729), quando caolada 18 UFC,
corroborando com o0s nossos resultados, ja quamdinaculacéo foi de 5xf0
UFC a matéria seca da parte aérea do feijoeiro-cofoi maior que a CIAT
899 separadamente (BURDMAN; KIGEL; OKON, 1997). A jrarte nossos
resultados foi possivel observar que a coinocula#CIAT 899 com A.
brasilense(BR 11001") promoveu aumentos na matéria seca de nddulds,e ra
além de conteldo de P e Fe em condi¢des axénicas. sblo em vasos, néo se
verificou qualquer benéfico dessa coinoculacédo elacéio a planta inoculada
somente com a CIAT 899

Esse é o primeiro relato da coinoculacadrdéropici (CIAT 899") com
estirpes deB. fungorum Relatos da coinoculacdo da CIAT 8%®m outras
RPCPs em feijoeiro-comum, destacam efeitos posifpava a coinoculagdo com
Paenibacillus polymyxéestirpe Loutit) sobre a nodulacdo especificardetmo
de nitrogénio em vasos com solo autoclavado, ajnéao Gltimo néo diferiu da
inoculagcdo somente com a CIAT S8GRIGUEIREDO et al., 2008) e com
Bacillus sp. (CECT 450) em nimero e matéria seca de néemosondicoes
axénicas e no campo (CAMACHO et al.,, 2001). Sende gm ambos 0s

trabalhos a matéria seca da parte aérea para@srasulacbes ndo diferiram
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daquelas inoculadas com a CIAT 8@@paradamente. Em condi¢des axénicas a
coinoculagdo da CIAT 899com B. fungorum(UFLA 04-155) aumentou a
matéria seca dos nodulos da parte aérea e raiz,dal€onteddo de P, Mg, Cu, e
Fe das plantas de feijoeiro-comum em relacdo a C38Y separadamente,
guando co-inoculado no solo efeitos benéficos néani observados.

Os resultados indicam que a nodulagdo do feijammum pela
populacdo nativa de rizobios (2X1@té 4,3x1f) foi estimulada de forma
significativa porB. fungorume A. brasilense estirpes UFLA 04-155 e BR
11001, respectivamente.

O aumento da matéria seca da parte aérea propatcqela UFLA 04-
155 em feijoeiro-comum, também foi observado porrdi@a et al. (2012)
quando comparada com a matéria seca da parte darpkanta que recebeu
nitrogénio mineral, corroborando assim com os rosssultados. O processo de
promocao de crescimento j4 descrito para estgestira producdo de 4cido
indolacético (AIA) que varia em torno de 4,5 a ,&BmI* em meio de cultura
sem a adicdo do triptofano e com adicdo do amidoacespectivamente, e 0
alto potencial para a solubilizacéo de fosfato &eic (OLIVEIRA, 2009). No
presente trabalho, também verificamos que essaestielhora a absorcao dos
nutrientes pelas plantas.

Dentre os génerddurkholderig até 0 momento, a mais conhecida como
promotora de crescimento éBa cepacia. A Estirpe SAOCV2 dessa espécie,
quando inoculada em plantas de feijoeiro-comum gnapnou aumentos
significativos na matéria seca da parte aérea ewdos de P, N, K, Ca e Mg
guando comparada a planta ndo inoculada (PEIX,e2@01). No entanto, essa
espécie € patogénica, sem nenhuma perspectivaiganaa agricultura. Outras
estirpes dd. cepacialLIN et al., 2006; SONG et al., 2008) e tambénirjgstde
B. vietnamiensiPARK et al., 2010) séo relatadas com potenciah pso

RPCP. Portanto, nossos resultados mostram o patateB. fungorumpara a
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coinoculacdo com a CIAT 899 precisando assim, de mais estudos com
diversidade de solos para verificar o0 mais adequaade contribui nessa
interacdo para estimular as atividades promotaasstirpe.

Para algumas culturas, a concentracdo de clor(dilaor verde das
folhas) correlaciona-se positivamente com a conaefiv foliar de N, pelo fato
de que 70% do N contido nas folhas serem encorstrads cloroplastos,
participando da sintese e da estrutura das modelalorofila (MARENCO;
LOPES, 2005). Para a cultura do feijoeiro-comuna essrelacdo também foi
observada com a produtividade (BARBOSA FILHO et 2008; BISCARO et
al., 2009; CARVALHO et al., 2003; SILVEIRA; BRAZ; IDONET, 2000).

Além do N, outros elementos como o S, Fe e Mn mrawoclorose nas
folhas, em caso de deficiéncia, o que evidenciairapartancia na sintese da
clorofila (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). O comportamento da
correlagdo negativa para o0 S em nosso trabalhoranqee em concentracdes
maiores de S nas folhas, as concentracdes de Neapsen tendéncias a serem
reduzido, o que, provavelmente , decorre da cogfmetntre os dois elementos,
durante a absorcdo ou translocacdo. O que tambémi gvidenciado para
plantas de algoddo (NEVES et al., 2005).

As condi¢Bes experimentais (limitacdo de N, augédaiinteracdo com
outros micro-organismos e de substancias estimidaplodo primeiro
experimento ndo contribuiram para a manifestacénetdium efeito benéfico
das RPCPs sobre a matéria seca da parte aéredeéidmmle nutrientes nas
plantas quando inoculadas separadamente. Issovetmente ocorreu porque
essa condicdo experimental (condigcbes axénicas)foidadequada para a
expressdo de genes esséncias que poderia melhadasemvolvimento da
cultura, (como por exemplo, o da fixacdo biolégicanitrogénio, da producéo
de substancias reguladoras de crescimento) comtgndteassim, a entrada dos

nutrientes para a planta. Isto é bem evidenciaa@ vez que no solo, além de
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obtermos respostas significativas da matéria sagaade aérea e conteldo de
nutrientes em relagdo ao solo sem inoculagéo eostartilizante nitrogenado,
também observamos, mesmo que sem diferenca estatemimento de quase
trés vezes no contetdo de N nas plantas. A magndad-BN pela RPCPs na
rizosfera pode ser considerada irrelevante em teagdcola, mas em condi¢des
naturais esses valores se tornam relevante (VESZEDB).

Assim, pode-se sugerir que em trabalho futuro sutestes, como
producdo de quitinase, citocininas, giberelinareentitros metabdlicos, podem
ser realizados com essa estirpe a fim de encowtutnas caracteristicas
promotoras nessa bactéria, bem como testar a UBLEEB8 em outras culturas
coinoculadas ou ndo, uma vez que ela apresentengiat para o crescimento

no feijoeiro-comum.

5 CONCLUSOES

As estirpes deBurkholderia fungorumséo influenciadas diretamente
pelas duas condi¢cdes experimentais, axénicas e solo

UFLA 04-155 apresenta potencial para o crescimeaittofeijoeiro-
comum quando coinoculada com a CIAT 888 condicdes axénicas ou quando
inoculada separadamente no solo.

UFLA 04-226 apresenta potencial para o crescimattofeijoeiro-
comum quando associado a adubacao nitrogenada.

A populagdo nativa de rizébios é estimuladaBdiungorumUFLA 04-
155 eA. brasilenseBR 11001,
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CAPITULO 3 Promog&o de crescimento de feijoeiro-conm (Phaseolus
vulgarisL.) e milho (Zea may$ por estirpes deBurkholderia solubilizadora

de fosfato
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RESUMO

A eficiéncia de estirpes selecionadas Rlgkholderia spp. para aumentar o
crescimento e o0 conteldo de fésforo (P) nas plad&asfeijoeiro-comum
(Phaseolus vulgarit.) e de milho Zea maygfoi avaliadas quanto a capacidade
de solubilizacdo de fosfato inorganico insollveis easa de vegetacdo, em
condicbes axénicas e no solo. Os resultados obtidosonstraram que as
estirpes UFLA 04-155 e UFLA 04-21 inoculadas cosfdt de célcio insoluvel
(P-Ca) foram capazes de aumentar o conteldo daiansééa da parte aérea do
feijoeiro-comum em relagéo a planta que recebewestsmo P-Ca, em condi¢cbes
axénicas. Porém, o aumento nado foi identificadoo petecanismo de
solubilizac&o e pode ter ocorrido por meio de auinecanismos. No entanto, as
estirpes testadas aumentaram a matéria seca @éaagae e 0 contetdo de P,
além de outros macros e micronutrientes no millando cultivado em solo
com fosfato natural de Araxa ap0Os 45 dias emergédciestirpe UFLA 04-21
aumentou 109% da matéria seca da parte aérea21%@4dp contetdo de P na
parte aérea do milho. O mecanismo de solubilizatgidosfato utilizado por
estas estirpes foi provavelmente o acido 2-cetégico identificado nas
concentracbes de 103,19 - 81,16 e 84,88 mrﬁqhara UFLA 04-155, UFLA
04-21 e UFLA 04-233 respectivamente. Esta Ultin@pziu ainda 0,155 mmol
L de &cido oxalico. Estes resultados indicamBurkholderiasp. UFLA 04-21
pode ser uma candidata em potencial para o desémeoito de biofertilizante
aplicavel a cultura do milho.

Palavras-chave: Solubilizacdo de Fosfato Insoldieljoeiro-comum. Milho.
Burkholderia fungorumBurkholderiasp.
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ABSTRACT

The efficiency of selected strains Blirkholderiaspp. to increase the growth
and phosphorus ( P) content in the be@imageolus vulgarig.) and corn plants
(Zea mayswas evalauted as to the capacity of solubilizimgpluble inorganic
phosphate in greenhouse both under axenic congliimd in soil. The results
obtained demonstrated that strains UFLA 04-155 dRUA 04-21 inoculated
with insoluble calcium phophate (P-Ca) were capaliflencreasing the dry
matter content of the shoot of the common beant plaich was given only P-
Ca, under axenic conditions. But, the increase was identified by the
solubilization mechanism and may have occurred bgama of other
mechanisms. Nevertheless, the strains tested seniehe shoot dry matter and
the P content, besides other micro and macrontdri@corn, when cultivated
in soil with natural phosphate (natural-P) afterd&ys of planting. Strain UFLA
04-21 increased 100% of the shoot dry matter add2#% of the P content in
the corn shoot. The phosphate-solubilizing mechanitlized by these strains
was likely 2-ketogluconic acid identified at thencentrations of 103.19 — 81.16
and 84.88 mmol t for UFLA 04-155, UFLA 04-21 and UFLA 04-233
respectively. That latter one produced further 8.08mol L* of oxalic acid.
These results point out thBurkholderiasp. UFLA 04-21 can be a potential
candidate to the development of biofertilizer apgiile to corn crop.

Keywords: Insoluble Phosphate Solubilization. Comnimean plant. Corn.
Burkholderia fungorumBurkholderiasp.
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1 INTRODUCAO

O fosforo (P) é um nutriente que desempenha impimgafuncbes
metabodlicas nas plantas, sendo essencial para esenwblvimento. Em
decorréncia da baixa concentragdo de P dispondveblo, tornando-o um fator
limitante para o crescimento vegetal, este nukielelve ser adicionado ao solo
em formas de fosfatos inorgénicos. A maior partstede fosfatos utilizados
como fertilizantes séo imobilizados apds sua agica indisponibilizando-os
para as plantas, requerendo, assim, a aplicacGpa®idades crescentes de
fertilizantes fosfatatos.

A imobilizacdo do P adicionado ao solo ocorre tgeta precipitacdo
do P em solucdo com formas ibnicas de Fe, Al ee@ap principalmente, pela
sua adsorcao pelos 6xidos, hidroxidos e oxi-hididside Fe e Al, presentes em
maiores quantidades em solos mais intemperizado¥/A\S; SMITH, 1999),
dando origem aos fosfatos inorgéanicos insolUvessim, os solos sdo grandes
reservatorios de fosfato insolUveis que podem diizados pelos micro-
organismos, disponibilizando elementos essenciaia pumentar a producao
agricola. Estratégias vém sendo conduzidas de farnmvestigar bactérias e
fungos solubilizadoras desses fosfatos inorganiomoldveis a fim de
disponibilizar o fésforo (P) indisponivel do solarp plantas como: milho
(CHABOT et al., 1996, 1998; LAHEURTE; BERTHELIN, 88; RICHA;
KHOSLA; REDDY, 2007), tomate (HARIPRASAD et al., @), soja
(FERNANDEZ et al., 2007), canola (FREITAS; BANERJEEERMIDA,
1997), trigo (BABANA; ANTOUN, 2006); grao de bicocevada (PEIX et al.,
2001a; RIVAS et al.,, 2006). A solubilizacdo de &ief € um fenbmeno
complexo que depende de fatores nutricional, fgicb e condicdes de
crescimento da cultura (REYES et al., 1999).



69

Na solubilizacdo dos fosfatos inorganicos insoliveds micro-
organismos utilizam mecanismos como a producdoberagdo de &cidos
organicos de baixo peso molecular (HWANGBO et 2003; KPOMBLEKOU;
TABATABAI, 1994, 2003; RODRIGUEZ et al., 2004), que soluhilizformas
precipitadas de P, como os fosfatos de Fe e Akalws acidos e os fosfatos de
Ca em solos alcalinos (TAN, 1993), atuando comde®rde prétons ou na
guelacdo do elemento acompanhante do ion fosfatBOBLEKOU;
TABATABAI, 1994; LIM et al., 2006). Sao reportadegrios tipos de acidos
organicos produzidos pelos micro-organismos englok/i na solubilizacéo,
como glucénico, 2- cetoglucdnico, oxalico, citripoppidnico, latico, succinico,
butirico, fumarico e acido acético (RODRIGUEZ; FRAGL999). Entretanto,
outros mecanismos como a extrusao de prétons sigraedo celular e absorcdo
de NH," como fonte de nitrogénio (ILLMER; SCHINNER, 1992)lém da
producao de exopolissacarideos (YI; HUANG; GE, 2@88ibém séo relatados.

Uma vez presentes no solo, ou até mesmo introdsjziekses micro-
organismos, tém o potencial de diminuir o uso ddlifantes fosfatados por
favorecer a disponibilizacdo e por reduzirem acfiana matriz do solo dos
constituintes dos fertilizantes presentes no seldyzindo custos e melhorando
o0 rendimento das culturas. Assim, o0 objetivo ddsédalho foi avaliar a
solubilizacdo de fosfato inorganico insoltvel eradpcédo de &cidos organicos
envolvidos na solubilizagcdo de fosfatos por estirgeacterianas e sua
contribuicdo no crescimento de feijoeiro-comhdseolus vulgarik.) e milho
(Zea mays..).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estirpes estudadas

Foram estudadas seis estirpes (Tabela 1) pertescéntcolecdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidaffederal de Lavras
(UFLA). As estirpes foram isoladas de amostrasallesssob diferentes usos na
Amazonia Ocidental (LIMA et al., 2009) e ndo formaimbiose com feijoeiro-
comum, exceto UFLA 04-195 (FERREIRA et al., 201R3tas estirpes foram
previamente selecionadas pelo alto indice de dlabfio de fosfato de célcio
em meio solido (GES) e a UFLA 04-195 foi selecianadmo controle negativo
para a solubilizacdo de fosfato de célcio (OLIVEIR2009). Também foi
estudada a estirpe LMG 122@e Burkholderia cepaciaomo controle positivo

para a solubilizacao de fosfato de célcio in iR&IX et al., 2001b).



Tabela 1 Origem e caracteristica promotora de icnesto vegetal das estirpes isoladas dos solosndazdnia, sob

diferentes sistemas de uso da terra ($8Ta LMG 1222

Caracteristicas Promotoras de Crescimento
(OLIVEIRA, 2009

N° de -
A Indice de Auxina — AIA** Atividade
Estirpes LocglllJzTe}(;ao/ Espécid? aG(:eens;gnnko Solubilizagéo (1.S (g m?) da
(NCBI) Fosfato  Fosfato - + nitrogena-
de Ca de Al Triptofano seem
vida livre
UFLA 04-195 Amazonas/FA Rhizobiunsp. JF412048 NS Baixa 0,44 7,73 +
UFLA 04-217 Amazonas/FA  Burkholderia fungorum - Médio Baixa 0 28,74 +
UFLA 04-155 Amazonas/FI Burkholderia fungorum GU144382 Alto Baixa 6,29 4,53 +
UFLA 04-232 Amazonas/P Burkholderia fungorum  JF412055 Alto NS 4,84 7,6 +
UFLA 04-233 Amazonas/AG  Burkholderia fungorum  JF412056 Alto NS 2,53 2,14 +
UFLA 04-21 Amazonas/A( Burkholderiasp JF53464 Médic Baixa 2,3t 6,51 +
LMG 12277 Estados Unidc Burkholderia cepaci - - - - - -

FA: Floresta secundaria em estigio avancado deeesgfio, AG: Agricultura, P: pastagem, Fl: Florestaundaria em estagio
inicial de regeneracéo. |.S = didmetro do halo (rhdiimetro da coldénia (mm); Baixo: 1.5<2, Médigd@< S.I < 4,00, Alto: S.b
4.00. NS: N&o solubilizadora. **Producdo do AlAaaséncia (-) e presenga (+) do triptofano

(YFERREIRA et al., 2012PLIMA et al., 2009)

TL
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2.2 Capacidade de solubilizacéo de fosfato de c@léhorganico insoltvel em

meio liquido.

A capacidade solubilizadora de fosfato das estifiesvaliada em meio
NBRIP contendo (g ©): glicose (10); C#&PQy), (5); MgCL6H,O (5);
MgSO,.7H,0 (0,25); KCI (0,2) e (NB,SOs (0,1) (NAUTIYAL, 1999). Nesta
condicdio, a concentracdo de P precipitado é deiapmdamente 1000 mg'L
O pH do meio foi ajustado em 6,8.

Para obtencdo dos inéculos, as estirpes foranvadéts em meio 79
(FRED; WAKSMAN, 1928) (g [): KHPO, (0,1); KHPO, (0,4);
MgSQ,.7H,0 (0,2); NaCl (0,1); manitol (10) e extrato de léwea (0,4) com pH
6,8. Quando necessaria solucdo salina (0,85%)dfoicada ao meio 79 para
ajustar a concentracdo das células a densidade @®) de 0,5 (560nm),
equivalente a f0células ml*. Um mL desse inéculo foi adicionado em
Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL do meio (NBRIP) somatados com a fonte
de fosfato de célcio.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com tratamentos
(BR3267, UFLA03-84, CIAT899, UFLA04-232, UFLA04-155, INPAO3-
11B, UFLA04-233, UFLA04-21, UFLAO4-217 e a LMG 132#ais o controle
(meio de cultura com a fonte de fosfato na ausédaim estirpes), com trés
repeticdes. Os frascos foram incubados a 28 *Qa@b por sete dias. Apos
este periodo, as amostras foram centrifugadas9@2@7por 10 min.) e uma
aliquota foi retirada para a identificacdo e quimaitdo dos acidos organicos, a
outra parte do sobrenadante foi determinado o gthaetificados os teores de P-
solivel no sobrenadante usando o método fosfositaido(MURPHY; RILEY,
1962). A capacidade solubilizadora foi determingmda diferenca entre a
guantidade de P-soluvel no meio inoculado e o deoelemento no respectivo

tratamento controle.
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2.3 Identificacdo e quantificacdo dos acidos orgasos

Uma aliquota de 100 pL do meio de cultura prepacadeoo descrito no
item 2.2, obtida através da centrifugacdo das amwsfoi retirada para
identificacdo e quantificacdo de acidos organiéasandlises foram realizadas
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéngiPLC) (Agilent HP Série
1100).

As amostras foram filtradas em membrana celulésica 0,45um de
diametro do poro para injecdo em coluna cromatmgrafiodelo Supelcogel C-
610H 9um, 30 cm x 7,8 mm. Como padrdes analitiocsni utilizados acidos
organicos pré-analise Merck®. A fase movel utiladdi H;PO, a 0,1% (pH
1,81) com fluxo de 0,5 mL mihe injecdo de 10QL por amostra. O tempo de
aquisicdo do cromatograma foi estimado em 30 ngom intervalo de 30
minutos entre as corridas. A deteccao foi por U¥18 nm, utilizando-se um
detector de arranjo de diodos (DAD). Os acidos riogé avaliados foram:
acido citrico, acido 2-cetoglucénico, acido glucdniacido latico, acido oxalico,
acido propidnico, acido succinico, acido tartariocido malico, acido maléico e
acido malbnico. A quantificacdo dos acidos presentes amostras foi realizada
através de curvas de calibracdo construidas cqrads§es analiticos.

2.4 Experimento em casa de vegetagao
2.4.1 Experimento em vasos Leonard (VINCENT, 1970)

O primeiro experimento foi conduzido durante o @éoi de Marco a
Abril de 2011em casa de vegetacao do Laboratério de MicrobialdgiSolo da

Universidade Federal de Lavras (UFLA). Neste primekperimento, as plantas

foram crescidas em vasos Leonard, com a parteisuper vaso contendo uma
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mistura 1:2 de areia (150 &re vermiculita (300 cf), a inferior, com solug&o
nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950) com composi¢aorplitro de solucdo

de acordo com os tratamentos: com P-soltvel (3L MdNH,H,PO,114,0 mg;
KNO; 606,7 mg; Ca(Ng)..4H,O 944,6 mg; MgSQ7H,O 493,8 mg; HBO;
2,86 mg; MnCl.4H,O 1,81; ZnSQ7H,O 0,22 mg; CuS@5H,O 0,08 mg;
NaMoO,.2H,0 0,023 mg e Fe-EDTA 1 mL. Para o P-soltvel (62 Lity foi
adicionado o reagente NH,PO, em dobro, sendo que os demais seguiu a
mesma concentracdo. Enquanto, para os tratamesto®dnsolivel (0,259 de
Ca(PQy),) e com baixa concentracdo de P (3,1 mt & composicéo foi
NH H,PO, 11,5 mg; KNQ 606,7 mg; Ca(Ng),.4H,0 944,6 mg; MgSQ7H,0
493,8 mg; NHNO; 80,0 mg; HBOs; 2,86 mg; MnCl4H,O 1,81 mg;
ZnSQ,.7H,0 0,22 mg; CuSE5H,O 0,08 mg; NaMo@2H,O 0,023 mg; Fe-
EDTA 1 mL por L solugdd. Sendo estas solucdes diluidas quatro vezes
apresentando pH entre 6,5 e 6,7. Apds o preparovdsss e das solugbes
nutritiva, estes foram autoclavados por uma horpredséo de 1,5 kg ¢ima
127° C.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, constando da
inoculacdo das estirpes UFLA 04-155, UFLA 04-23BLA 04-21, UFLA 04-
217 (solubilizadoras de fosfato de calcio) e UFL4I®5 (controle negativo
para a solubilizacdo de fosfato de célcio) (Tatgkem vasos contendo 0,259 L
! de Ca(PQ), (SIGMA) equivalente a 50 mg de P vdsorasos contendo
somente 0,25 g de ROy, sem a inoculacdo e dois controles positivos
contendo 31 e 62 mg'lLde P-solGvel na forma de NHLPO,, € um controle
negativo com baixa adicdo de P-solivel e sem o s@f¥iael
(CasPOy).(apresentando 3,1 mg'lde P-soltvel na forma de NH,PO,), com 3
repeticdes.

As culturas estudadas foram feijoeiro-comum cultivBRS-MG

Talisma, tipo de gréo carioca, langcada em 200%teede ao virus do mosaico
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comum e antracnose e moderadamente resistente achawangular
(RAMALHO et al., 2002) e o milho cultivar BR 206hhnido duplo precoce,
sendo que cada espécie vegetal constituiu um expeto.

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meiouttara liquido 79
(FRED; WAKSMAN, 1928), pH 6,8, sob agitacdo de 1ptM e inoculadas £0
UFC por semente. As sementes foram desinfestagasfisialmente com etanol
96% por 30 segundos e hipoclorito de sddio 1%,3potinutos e, em seguida,
lavadas seis vezes com agua destilada esteriligadam pré- geminadas sobre
algodéo e papel de filtro umedecido corOHlestilada esterilizada, em placas
de Petri, incubadas em camara de crescimento@ a&°% emissao da radicula.

Cada vaso recebeu 4 sementes pré-germinadas. dmtsmeadura, 0s
vasos receberam 5 mL de agua destilada esterilgadaaumentar a umidade
do substrato. Também foi adicionado, apds a semeaslobre a superficie do
vaso, uma fina camada da mistura esterilizada ela 10 kg), cloroférmio (1
L) e parafina (0,03 kg) para evitar contaminac@@slesbaste foi realizado no
sétimo dia ap6s a emergéncia (DAE), permanecemdangas por vaso.

A solucéo nos vasos foi substituida semanalmentagdocdo nutritiva
estéril até o final do experimento. A temperatuédia da casa de vegetacéo foi
avaliada semanalmente, identificando-se a médiandasnas de 15 °C e a

média das méximas de 36 °C. A maxima obtida féiGl2 a minima 13 °C.

2.4.2 Experimento em vaso com solo

2.4.2.1 Contagem de micro-organismos solubilizadasale fosfato no solo
Para estimar o nimero de micro-organismos solabitizes no solo,

foram utilizadas placas de Petri com meio de caltNBRIP, dez diluicdes

decimais seriadas em solucéo salina (8,5 gé.NaCl) de 16a 10" e controle
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nao inoculado. O espalhamento foi realizado comll0@a suspenséo de solo
das diluicbes seriadas obtidas, nas placas. A gemafoi realizada

periodicamente até o oitavo dia apds inoculacao.

2.4.2.2 Conducdo do experimento

O segundo experimento foi conduzido entre os mésddaio a Junho
de 2011, utilizando vasos plasticos com capacidad2 dri com solo arenoso,
Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico  textura médidEMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2006
coletado na regido de Itumirim, MG-Brasil de umaaarcom plantio de
braquiaria. O solo foi coletado na camada araveh (20 cm), seco ao ar,
destorroado, homogeneizado e passado na peneird men de abertura,
apresentando as caracteristicas quimicas antesridgdo na Tabela 2. Para a
corre¢do deste solo, foi realizada a calagem segomdétodo de saturacao por
bases, de modo a elevar a saturagdo para 60%.damde parcelas, foi efetuada
uma adubacao béasica (mg '?.)m?;OO de N, 300de K; 40 de S, 1,5 de Cu; 3,6 de
Mn; 5,0 de Zn; 0,8 de B; 0,15 de Mo, sendo a adidaitrogenada e potassica
parcelada em trés vezes, a primeira 12 dias apfimeagéncia (DAE) e as
demais com 24 e 40 DAE.

O delineamento experimental foi 0 mesmo para ogirgrexperimento,
constando da inoculacdo das cinco estirpes em easosolo contendo 6,0 g de
fosfato natural de Araxa (Apatita — 23% dgDF) equivalente a 600 mg de P
vaso', um controle somente com o fosfato natural de &(&0 g vaso) e dois
controles positivos contendo 300 e 600 mg Vade P-solivel aplicado na
forma do adubo super triplo, e um controle negatmm a adicdo de P-sollvel e
sem adicao de fosfato natural de Araxa e sem iagéal com 3 repeticdes . O
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fosfato natural de Araxa e o adubo super simplesf@aplicados 2 dias antes do
plantio.

O preparo do inoculo e a desinfestacdo das semfemian realizados
seguindo as mesmas metodologias conforme desodtamnsaio anterior (item
2.4.1). Cada vaso recebeu 4 sementes pré-germjrsaaie®® que os tratamentos
inoculados receberam 8OFC por semente. Apds a semeadura, 0s vasos foram
irrigados com agua destilada. O desbaste foi edizno sexto dia apds a

emergéncia (DAE), permanecendo 2 plantas{aso



Tabela 2 Caracteristicas quimicas e fisicas do cuktado na regido de Itumirim, MG - Brasil pararescimento de
feijoeiro-comum Phaseolus vulgarit.) e de milho Zea mayp

PH 10 p® K® ca®?  mg? H+A® SB (t) T
__ _mgdn®___ cmdl, dm®
4,6 1,2 19,0 0,1 0,1 2,3 0,2 0,t 2,6
. Muito . Muito  Muito . . Muito Muito .
Baixo . Baixo . . Baixo Baixo . . Baixo
baixo baixo  baixo baixo baixo
\% M  Silte Argila MO P-rem Fe Mn Cu B S
% gke® mglL? mg dn®
9,7 54,7 4 27 60,0 33,8 17,0 04 0,5 01 20,¢
MUIto A - - Muito Bom Baixo Ut Baixo MY piuito bom
baixo baixo baixo baixo
Classe de interpretaca@ibeiro, Guimarées e Alvare@1999. “Extrator Mehlich-1 (MEHLICH, 1978, 1984y’ Extrator KCI 1 mol

L. ® Acidez potencial em pH 7,0 ex@raida com acetatoddieio 1 mol [*. SB: soma de bases trocéveis; t: CTC efetiva; TIC @
pH 7,00; V: saturacdo por bases; M: Indice de agfio de aluminid® Matéria organica —oxidacgéo: pGer,0; 4N + H,SO, 10N.P-

rem: Fosforo remanescente

8.
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2.4.3 Coleta e parametros analisados

O feijoeiro-comum foi colhido no inicio do floreseénto, 40 dias apos
emergéncia (DAE) para o experimento em vasos Ldomaom 50 DAE para o
experimento em vasos com solo, enquanto o milhtivadb em vaso Leonard
foi colhido aos 40 DAE (2 plantas va3e, em cultivo no solo, foram realizadas
duas coletas, uma com 30 DAE e outra com 45 DA&ult@dos para uma planta
vaso).

Os parametros analisados foram: matéria seca ta g@nea (MSPA) e
raizes (MSR), conteldo de Fésforo (P), Potassio (€cio (Ca), Magnésio
(Mg), Enxofre (S), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manga(@®) e Zinco (Zn), na
parte aérea das plantas de feijoeiro-comum e nflh&LAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1997).

2.2.4 Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a andlise de ea@jampregando-se
0 sistema de andlise estatistica SISVAR, versaoFERREIRA, 2008). As
médias dos tratamentos foram agrupadas pelo tesBeatt-Knott, com 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Solubilizacdo de fosfato de célcio, identificdgo e quantificacdo dos
acidos organicos pelas estirpes em meio liquido NBR

Todas as estirpes foram capazes de solubilizarstatfo inorganico
insoltvel em meio liquido NBRIP (Figura 1). A masmlubilizagdo ocorreu com
a estirpe LM 1222 (Burkholderia cepacipcom 27,71 mg L de fésforo solavel
(P-soluvel) (Figura 1 ). As outras cinco estirpg&Il(A 04-232, UFLA 04-155,
UFLA 04-233, UFLA 04-21 e UFLA 04-217) apresentarantre 22,70 a 25,12
mg L de P-solivel. O decréscimo do pH do meio de ailtoir observado nas
seis estirpes, que mostraram capacidade de sphgdith de fosfato de calcio
(Figura 1).

[ Acido 2-cetogluconico

120 4 —e— Solubilizagdo de fésforo r1co  rs8o0
—0— pH
P L 7.0
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3 L 80
° —~ 60
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60 S +40
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Figura 1 Solubilizagédo, pH e producédo de acido tdgtacdnico, apds incubagédo das
estirpes em meio liquido NBRIP na presenca d¢RC),
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Entre os onze acidos estudados, somente o acigdoghecbnico e
oxalico foram produzidos pelas estirpes (Figura 2).eSendo que o acido 2-
cetoglucodnico foi produzido por todas as estirgéigufa 1). UFLA 04-155
(Burkholderia fungorumppresentou maior producao do acido 2-cetogluconico
com 103,12 mmol £, enquanto LMG 12Z2apresentou menor producéo 45,17
mmol L* (Figura 1). O &cido oxalico foi produzido pelasirpss UFLA04-232
e UFLA 04-233, ambaB. fungorum nas concentra¢des de 0,063 e 0,115 mmol
L™, respectivamente (Figura 2).

[ Acido oxalico
—@— Solubilizagao de foésforo

0,14 - —o pH -100 80

0,12

- 80
— T~ 60
<, 010 -
©° (=]
£ o——o—7 7 | Lo £
E 008 A 5
9 3 tao I
L S ' Q
S 0,06 &
5 - 40 o
o (]
2 G
S 0,04 - 3
< o« o1 °% L or2o0
- 20
0,02
0,00 ; ; ; ; ; ; » 0 L 0,0
v 5 > > A v <
» N g v AN o~
> > > o 0 <&
ot ot ot & ¥ ¥ S

Figura 2 Solubilizacéo, pH e producdo de acidoiogabpos incubacao das estirpes em
meio liquido NBRIP na presenca de;®D4)
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3.2 Efeito das bactérias solubilizadoras de fosfatem feijoeiro-comum

(Phaseolus vulgarid..) e milho (Zea may}¥em vasos Leornad.

No primeiro experimento em casa de vegetacao, tapessUFLA 04-
155 e UFLA 04-21 Burkholderia fungorume Burkholderiasp.) promoveram
aumento da matéria seca da parte aérea da plantaijairo-comum, em
relacdo ao controle que recebeu somente o fosfatdlvel (P-Ca) (Figura 3),
sendo que a UFLA 04-21 apresentou matéria secarda pérea semelhante a

planta que recebeu 31 mg He fésforo soltvel (Figura 3).
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Figura 3 Efeito da inoculacdo das estirpes sokdiioras de fosfato de célcio
Burkholderia fungorume Burkholderiasp. e o controle ndo solubilizador

UFLA 04-195 Rhizobiumsp.) na matéria seca da parte aérea e raiz do
feijoeiro-comum em vasos Leonard. Barras de errarr padrdo da média.

P-Ca: Ca(POy),
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Todas as estirpes contribuiram significativameraea  aumento da
matéria seca da raiz, exceto o controle ndo sdadir, UFLA 04-195
(Rhizobiumsp) que permaneceu igual a planta que recebeu smdhCa e a
gue ndo recebeu nenhuma fonte de fésforo (Sem deni® (Figura 3).

Apesar de ndo terem ocorrido diferencas signifieatno contetdo de P
das plantas inoculadas com as estirpes em relagdmrmrole que recebeu
somente o P-Ca, o contetdo de K, Mg, Cu e Zn nastad inoculadas com
UFLA 04-155 e UFLA 04-21 foi maior, sendo que aanphs inoculadas com
UFLA 04-155 apresentaram, também, maior conteldd deZn e a UFLA 04-
21 de Mn e Fe (Tabela 3).

As estirpes UFLA 04-233 e UFLA 04-195 proporciomaraumento no
contetdo de Mg, sendo que a primeira ainda aumenmtQu, Mn e Zn em
relacdo a planta que recebeu somente o P-Ca. BogudRLA 04-217 nao

apresentou aumento no contetdo de nenhum dosmesri@ abela 3).



Tabela 3 Efeito da inoculacé@o das estirpes sohatitiras de fosfato de cal@arrkholderia fungorune Burkholderiasp.
e o controle ndo solubilizador UFLA 04-19Bhizobiumsp.) no conteldo de nutrientes da parte aérea de
feijoeiro-comum Phaseolus vulgarig.) em vaso Leonard

Tratamentos

P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
(mg vaYo (ngYaso

UFLA 04-155+ P-Ca
UFLA 04-233+ P-Ce
UFLA 04-21 + P-Ca
UFLA 04-217 + P-Ca
UFLA 04-195 + P-Ca
P-Ca
Sem fonte de P
P-Soltvel (3:mg L%
P-Soltvel (62 mg )
% CV

558¢c 399a 26,51 a 2537a 4D, 2193a 229,08b 116,54 b 76,64 a
4,10 ¢ 29,30t 27,22 24,01 22,55« 16,20 ¢ 208,781 144,44 65,61 ¢
4,87c 40,46 a 31,60 a 22,69 a ,3@06 16,70 a 300,43 a 148,94 a 76,88 a
4,25¢ 27,99b 20,94 b 169b ,026 11,95b 19191 b 96,71 b 46,42 b
341c 28,06 b 23,21b 23,23a7,91c 13,80 b 22511b  104,58b 50,70 b
3,28 ¢ 30,08 b 2750 a 17,69 b 17,77 c 11,50 271,64 b 105,93 b 67,20 b
165e 26,65b 14,50 b 12,73b 06,6 10,88b 147,91 b 96,72 b 44,07 b
9,19t 43,35 35,60 : 31,77 41,62 18,90 ¢ 337,60 112,051 44,071
12,78 a 15,98 ¢ 2574 a 2552 a 36,29 a 21,12 a30.5@ b 107,46 b 90,49 a
12,82 19,32 17,37 17,65 18,04 16,83 17,33 19,8 19,85

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdiféiem significativamente de acordo com o tegteéSdott-Knott com 5% de

probabilidade. P-Ca: G@Oy),

v8
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J& nas plantas de milho, nenhuma das estirpesaédsisighroporcionou
aumento na matéria seca tanto da parte aérea, d@maz em relacdo a planta
que recebeu somente o P-Ca (Figura 4). No entantojltura aumentou a
matéria seca tanto da parte aérea, como da ralgualtivada com o dobro da
dosagem de P-soltvel (62 mg)Lna forma de NgH,PO, em solucéo nutritiva,

em relacio a dose normal da solucéo de 31 hiEigura 4).
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Figura 4 Efeito da inoculacdo das estirpes sokdiioras de fosfato de célcio
Burkholderia fungorume Burkholderiasp. e o controle ndo solubilizador

UFLA 04-195 Rhizobiumsp.) na matéria seca da parte aérea e raiz do milh
em vasos Leonard. Barras de erro: + Erro padrdoétha. P-Ca: G&P Q).
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Todas as estirpes proporcionaram aumento signvficab contetdo de
Zn, sendo que UFLA 04-155 e UFLA 04-233 também prapnaram aumento
no contelido de K e UFLA 04-21 além do K, o S (Tald@l



Tabela 4 Efeito da inoculacé@o das estirpes sohatitiras de fosfato de cal@arrkholderia fungorune Burkholderiasp.
e o controle ndo solubilizador UFLA 04-19Rljizobiumsp.) no contetdo de nutrientes da parte aérealdo m

(Zea mayd..) em vaso Leonard

P K Ca Mg S Fe Zn
Tratamentos
(mg véko (ugVso
UFLA 04-155 + P-Ca 2,33¢c 30,66 a 21,28 a 18,67 a 8,54lb 238,66 a 88,49 a
UFLA 04-233 + P-Ca 1,97 c¢c 30,83 a 18,40 a 18,37a 0,8&b 196,52 a 85,93 a
UFLA 04-21 + P-Ca 240c 38,26 a 2381l a 22,20 a 13a 219,73 a 113,89 a
UFLA 04-217+ P-Cs 2,13« 24,62t 17,04 ¢ 16,21 ¢ 15,65t 225,43 77,65
UFLA 04-195+ P-Cs 2,26 « 21,42t 17,77 ¢ 15,50 ¢ 15,14 | 196,31 82,23
P-Ca 2,06 c¢c 26,81b 17,69 a 14,50 a 14,89 b 187,63 66,23 b
Sem fonteP 1,36« 13,85« 11,641 8,99t 2,57c 109,47 55,811
P-Soluvel (3: mg L'l) 10,02b 33,53 18,25 16,49 ¢ 4,47 ( 238,66 55,531
P-Solavel (62 mg E) 20,38 a 25,72 b 10,11 b 10,92 b 18,54 b 187,82a 52,06 b
% CV 15,29 15,82 20,61 18,59 28,50 22,06 25,60

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdifétem significativamente de acordo com o tegteéSdott-Knott com 5% de
probabilidade. NS: N&o significativo para Cu e lRrCa: Ca(PQy),

.8
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3.3 Efeito das bactérias solubilizadoras de fosfatem feijoeiro-comum

(Phaseolus vulgarid..) e milho (Zea may}¥em vasos com solo.

No segundo experimento utilizando o solo, nenhustigpe aumentou a

matéria seca da parte aérea e raiz da planta jdeifeicomum em relacdo a
planta que recebeu somente o fosfato natural dedAfeosfato natural) (Figura
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Figura 5 Efeito da inoculagéo
Burkholderia fungorume Burkholderiasp. e o controle ndo solubilizador
UFLA 04-195 Rhizobiumsp.) na matéria seca da parte aérea e raiz do
feijoeiro-comum em vasos com solo. Barras de erferro padrao da média
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A matéria seca da parte aérea, raiz (Figura 5)oemeldos de todos os
nutrientes (Tabela 5) aumentaram quando a plaoéhbeer 300 mg de P-solavel
por kg de solo em relacéo a dosagem de 150 g kg

As plantas de feijoeiro-comum inoculadas com dgpest ndo diferiram
no conteddo dos nutrientes em relagédo a plantaepsbeu somente o fosfato
natural de Araxa (Fosfato natural), exceto UFLA 16%; que apresentou

aumento significativo no contelido de K, Ca e Zrbéla5).



Tabela 5 Efeito da inoculacé@o das estirpes sohatitiras de fosfato de cal@arrkholderia fungorune Burkholderiasp.
e o controle ndo solubilizador UFLA 04-19Rh{zobiumsp.) no conteldo de nutrientes da parte aérea do
feijoeiro-comum em vaso com soBHaseolus vulgarit.)

P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
(mg vao (g Yaso

Tratamentos

UFLA 04-155 + Fosfato natural 531c 3433b 4®42 20,06c 54,40 c 19,38 ¢ 584,2c¢c 410,3c 161,35b
UFLA 04-233 + Fosfato natural 459c¢c 2636c 2922 15,71c 34,26 ¢ 18,59 ¢ 569,0 c 2889¢c 115,48 ¢

UFLA 04-21 + Fosfato natural 4,48 c 24,47 ¢ 26,66 d14,89 c 40,50 ¢ 16,66 c 558,0c 285,36 c 107,49 ¢
UFLA 04-217 + Fosfatc natura 3,78¢ 23,72« 26,22« 14,12« 30,61 « 12,99 « 388,51« 260,7 « 105,06
UFLA 04-195 +Fosfato 1atura 4,11 ¢ 25,87 « 29,22 « 14,56 « 31,97 « 16,23 « 530,7 « 288,6( 128,39
Fosfato natural 4,20c 23,71c 31,03d 16,30 ¢ 86,9 16,51c 624,9c 297 ¢ 142,26 ¢
Sem fonte deP 0,36 ¢ 3,96 ¢ 4,13 ¢ 2,95 ¢ 8,97 ¢ 4,93 ¢ 93,58 « 48,2 ¢ 26,72«
P-Solavel (150 mg K'l) 36,551 55,05t 91,711 41,751 111,42 | 52,42 | 1661t 683t 195,29 |
P-SolGvel (300 mg K§) b565a 74,07a 148,29a 51,66 a 258,50 a 66,04 2188 a 1268 a 312,38 a
% CV 12,09 9,71 12,15 16,30 14,94 18,54 23,80 20,45 19,94

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdiféiem significativamente de acordo com o testeSdott-Knott com 5% de
probabilidade

06
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Trinta dias apds o plantio do milho, as estirpesAJB4-233 e UFLA
04-217 B. fungorum aumentaram a matéria seca da parte aérea dasspéam
relacdo ao controle que recebeu somente o fosttoah de Araxa (Fosfato

natural) (Figura 6).
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Figura 6 Efeito da inoculacdo das estirpes sokdiioras de fosfato de célcio
Burkholderia fungorume Burkholderiasp. e o controle ndo solubilizador
UFLA 04-195 Rhizobiumsp.) na matéria seca da parte aérea e raiz do milh
em vasos com solo. Barras de erro: + Erro padranétha
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No entanto, com 45 dias, as estirpes UFLA 04-233| AJ04-155 e
UFLA 04-21 aumentaram a matéria seca da parte aéne@lacao a planta que
recebeu somente o fosfato natural de Araxa (Fosfataral) (Figura 6) e nao
houve diferenca entre as duas doses de P-solitizdas (Figura 6).

Todas as estirpes estimularam o aumento das @dzpknta do milho,
em relacdo a planta que recebeu somente o fosftmah de Araxa (Fosfato
natural), permanecendo semelhante as plantas geberam as doses de P-
solavel (Figura 6).

Apods 30 dias de plantio, os contelidos dos nutseRteCa, Mg, S e Cu
nas plantas inoculadas com as estirpes nado diferita planta que recebeu
somente o fosfato natural de Araxa (Fosfato ngt(fabela 6). A estirpe UFLA
04-155 proporcionou aumento no conteddo de K elHbL,A 04-217 além do K
também aumentou o Fe, Mn e Zn e UFLA 04-233 Fe € Tdbela 6).

Ja com 45 dias, as estirpes UFLA 04-155, UFLA 0323JFLA 04-21
aumentaram o conteddo de P nas plantas de milhaelgdo a planta que
recebeu somente o fosfato natural de Araxa (Fosfatioral) (Tabela 7). Além
do conteldo de P, todos os outros conteldos demtes na parte aérea do
milho aumentaram significativamente nas plantaget®x o Zn que, com a
inoculacdo da UFLA 04-155 e UFLA 04-21, se mantewe concentracfes
semelhante ao da planta que recebeu somente aofasfdural de Araxa
(Fosfato natural).

A dosagem de 300 mg de P-solGvel por kilo de salopentou o
contetdo de P e Cu na parte aérea do milho emaelgosagem de 150 mg
kg
semelhante (Tabela 7).

', enquanto, que os contetdos de Ca, Mg, S, Fe Mmapeceram



Tabela 6 Efeito da inoculacé@o das estirpes sohatitiras de fosfato de cal@arrkholderia fungorune Burkholderiasp.
e o controle ndo solubilizador UFLA 04-198hjzobiumsp.) no conteddo de nutrientes da parte aérealdo m
(Zea mayd..) em vaso com solo com 30 dias apds emergébDéik)

P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
Tratamentos
(mg valo (ngYas
UFLA 04-155 + Fosfato natural 161c 2391b 1m39 7,49b 355b 12,07 b 95,60 c 179,76 b 52,85¢c
UFLA 04-233 + Fosfato natural 2,44 c 18,63 c 1m73 8,21b 391b 17,08 b 115,39b 193,80b 54,06 c
UFLA 04-21 + Fosfato natural 159c 15,49 c 7,62b 543b 35b 997b 79,74 c 126,29 ¢ 38,81d
UFLA 04-217 + Fosfatonatura 2,63« 29,331 11,81t 8,46 | 5,06t 14,49 | 113,76 1 191,001 75,581
UFLA 04-195+ Fosfato latura 2,15« 17,88 « 7,69t 10,13t 3,27t 1030k 91,30« 143,25 52,75«

Fosfato natural 1,88 ¢c 16,36 c 9,49b 7,68Db 3,74b11,37b 10462c 14799c 54,18 ¢

Sem fonte deP 0,23 « 4,71 ¢ 3,13 ¢ 4,77t 112+t 3,29 « 38,97 « 46,64 « 18,08 «

P-Soluavel (1'0 mg kg™ 14,80t 39,99 19,62 ¢ 17,66 13,86« 27,30« 239,63: 314,03: 118,71:
P-Solavel (300 mg k§ 25093a 30,32b 18,84 a 17,66 a 1295a 30,02a42,62b 14826¢c  50,67c
% CV 15,92 17,85 19,00 23,30 21,92 21,87 15,02 618,2 12,59

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdiféiem significativamente de acordo com o tegtesdott-Knott com 5% de
probabilidade

€6



Tabela 7 Efeito da inoculacé@o das estirpes sohatitiras de fosfato de cal@arrkholderia fungorune Burkholderiasp.
e o controle ndo solubilizador UFLA 04-198h{zobiumsp.)no conteddo de nutrientes da parte aérealdo mi
(Zea mayd..) em vaso com solo com 45 dias apés emergébDéig)

P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
(mg vé3o (ug¥aso

Tratamentos

UFLA 04-155 + Fosfato natural 9,16 c 108,40c 3%47 26,86 ¢C 23.21b 5428c 646,24b 849,09 b 273,27
UFLA 04-233 + Fosfato natural 10,56¢ 110,41c 8Kl 2940c 26,88 b 58,59¢ 912,19a 1184,58 a 166v,
UFLA 04-21 + Fosfato Nature 11,<3c 140,201 56,55¢ 4042t 23,30t 69,01t 944,51 1055,57 . 356,67 |

UFLA 04-217 + Fosfato Nature 6,84 76,48 ( 31,69¢ 19,83« 18,42 « 43,37 ¢ 569,121 747,411 310,68 |
UFLA 04-195 + Fosfato Natural 6,51d 79,46 d 3%47 27,44 c 20,58 ¢ 41,33d 643,40Db 770,68 b 304,76

Fosfatonatura 5,32 ¢ 55,33 ¢« 22,91 ¢ 15,86« 10,14 « 3258 434,821 471,18 255,871

Sem fonte de¢P 0,35 ¢ 8,22 ¢ 4,34 ¢ 7,03 ¢ 2,43 ¢ 6,49 ¢ 40,83 « 44,25 ( 23,18«
P-Soluvel (150 mg k'@ 36,24b 185,03a 51,13a 48,03 a 45,56 a 65,91842,24 a 944,36 a 466,26 a
P-Solavel (300 mg k'b) 60,79a 148,39b 58,23a 53,84a 4591 a 80,52866,45 a 985,79 a 316,69 b

% CV 18,03 14,69 10,54 14,57 11,61 13,39 10,70 58,7 23,69

Em cada coluna, valores seguidos da mesma letrdifétem significativamente de acordo com o tegteésdott-Knott com 5% de
probabilidade

v6
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4 DISCUSSAO

O P-solivel liberado no meio de cultura foram acamm@adas pela
diminuicdo do pH do meio. Estas observacdes coranbgesultados anteriores
gue mostram que a solubilizacéo do fosfato inomgAmisollvel é acompanhada
pela reducéo do pH (CHEN et al., 2006; LIN et2006; MARRA et al., 2011;
PARK et al., 2010; TAO et al., 2008).

A correlacdo inversa entre os valores de pH naireué concentracdo de
P-liberado indicam que a producdo dos &cidos organ?-cetoglucénico e
oxalico pelas estirpes de8. fungorum Burkholderiasp. e B.cepacia
desempenham o papel principal da solubilizacamsi@to insolivel.

Entre 13 tipos de acidos orgénicos estudaBos;epacia(CC-Al174)
produziu somente os &cidos glucbnico e o 2-cetégigo, sendo o primeiro
produzido em maior quantidade (LIN et al., 2006).4€do glucdnico foi
relatado como principal acido produzido e envolwidosolubilizacao de fosfato
de célcio poB. cepacia(estirpe DA3) (SONG et al., 2008). No entantog est
acido foi o unico estudado pelos autores. Em nosssgltados ndo houve
producao do acido glucbnico pBr cepaciaLMG 1222), mas a producéo do 2-
cetogluconico foi confirmada para esta espéciera Barkholderia fugorum
Assim, pode-se verificar que o0 acido organico pradtu pelas estirpes e
responsavel pela solubilizacdo pode variar entpgaiss e até mesmo entre
estirpes de uma mesma espécie. O potencial deilszzlgho pela estirpe d8.
viethamiensisM6 pode ser aumentado pela producdo simultaneaci® &
glucdnico e 2 cetoglucénico (PARK et al., 2010).

Apesar de as condicdes axénicas (vaso Leonard)mugirarem a
eficiéncia das estirpes em solubilizar o fosfatocdkcio (P-Ca) em feijoeiro-
comum e milho, isso ndo impediu que as estirpeButtkholderia (UFLA 04-

155 e UFLA 04-21) promovessem o crescimento dodeip-comum. A estirpe
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UFLA 04-155 deB. fugorum ja é relatada por sua habilidade em estimular o
crescimento do feijoeiro-comum, principalmente pogio do incremento na
absorcdo de fésforo para a planta (OLIVEIRA, 20@®n condicbes de P-
sollvel, a estirpe dB. cepacia SAOCV2) promove o crescimento do feijoeiro-
comum pela mobilizacdo de P na planta, com melhwmiabsorcdo de outros
nutrientes (PEIX et al., 2001b).

De modo geral, nessas condi¢Bes as estirpes nawstraaior potencial
para a promocao de crescimento nas plantas desifejoomum do que nas
plantas de milho. Isso pode ser identificado petedhores resultados na
absorcéo de K, Mg, S, Cu, Mn e Zn encontrado nodi&b. Enquanto que o
milho s6 ocorreu melhoras na absorcdo de K, S eCZteor inadequado de
micronutrientes nas culturas, que é limitante ap @escimento, e que pode
passar despercebido, ndo s6 tem efeito direto sobdesenvolvimento da
cultura, mas também reduz a eficiéncia de uso doliZantes contendo
macronutrientes (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Ja em vasos com solo, os efeitos positivos na pémdde matéria seca
da parte aérea das duas estirpes (UFLA 04-155 &WRBE21) que promoveram
o crescimento do feijoeiro-comum ndo sobressaiNanentanto, para o milho,
efeitos positivos na solubilizacdo do fosfato reltdie Araxa foram observados
para essas duas estirpes e pela UFLA 04-233 ers ¢aso solo, aumentando o
contetdo de P em 72,18, 124,25 e 98,5 %, respewivié, em relacdo ao
contetdo de P da planta, refletindo aumento de 38®e 74 % na matéria seca
da parte aérea em relacdo a planta que recebewnteomdosfato natural de
Araxa. Laherurte e Berthelin (1988) observaram qudesenvolvimento das
plantas de milho nédo foi estimulado pela inoculacéomm bactérias
solubilizadora de fosfato em meio deficiente dddidse nem em presenca de
fosfato de rocha. Isso pode ser explicado pelauénftia do ambiente na

composi¢do dos exsudados radiculares produzidde faela planta, quanto
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pelas bactérias que, em geral, estd relacionado @odisponibilidade de

nutrientes para absorcédo pelas plantas, especi@mdéh(GRIERSON, 1992).

5 CONCLUSOES

Estirpes deBurkholderia fungorum(UFLA 04-155, UFLA 04-233) e
Burkholderia sp. (UFLA 04-21) promovem o crescimento do milhcarmgo
cultivadas em solo pela solubilizacdo de fosfatedeio insoltvel, destacando-
se a UFLA 04-21 como maior potencial para promogéocrescimento em
milho.

O acido 2 cetoglucdnico provavelmente é o respaisipela
solubilizac¢éo do fosfato de calcio inorganico idsel das trés estirpes.

As estirpes ndo sao eficientes em promovem o cnesto do feijoeiro-

comum pela solubilizacédo de fosfato de calcio ingell
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