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RESUMO GERAL

Estudos referentes a fixacdo bioldgica de nitrogénio em leguminosas
arbéreas sd0 importantes, ja que estas sdo utilizadas em diversos aspectos,
incluindo em areas de recuperacdo. As bactérias promotoras de crescimento
vegetal sdo aquelas gue contribuem de alguma forma para o desenvolvimento da
planta, porém, existem poucos estudos com relatos do uso dessas bactérias com
espécies de leguminosas arbéreas. Dessaforma, o presente trabalho foi realizado
como objetivo de avaliar a nodulagéo e a eficiéncia simbidtica de estirpes de
Bradyrhizobium inoculadas em Enterolobium contortisiliquum (tamboril) e
Anadenanthera macrocarpa (angico-vermelho). Objetivou-se, também, avaliar,
in vitro, a capacidade dessas estirpes em promover 0 crescimento vegetal,
solubilizando fosfatos inorgénicos, produzindo o fito-horménio e fixando
nitrogénio em vida livre. Todas as estirpes estudadas foram capazes de formar
nédulos com o tamboril e o angico-vermelho. As estirpes INPA 54B e INPA
86A foram as mais eficiente na simbiose com tamboril e as estirpes USDA 76,
UFLA 03-325, INPA 104A, UFLA 03-33, UFLA03-144, UFLA 04-212, SEMIA
587, UFLA 03-154, ATCC 10324 e UFLA 04-275, BR 4406, BR 4101,
(Ochobactrum) e BR 4812 (Burkholderia), as mais eficientes na simbiose com o
angico-vermelho. O AIA foi produzido pelas estirpes INPA 54B, BR 29, ST2-
12, UFLA 03-315, UFLA 03-317, UFLA 03-153, UFLA 03-324, INPA 03-11B,
UFLA 03-38, USDA 76 e BR 4101. Dezessete estirpes foram capazes de
solubilizaram fosfato de célcio em meio sdlido. Apenas a estirpe SEMIA 587 se
mostrou capaz de fixar nitrogénio em vida livre. Dessa forma, as estirpes
eficientes na simbiose e as promotoras de crescimento vegetal apresentam
potencial paramais estudos, visando a aplicagdo em campo.

Palavras-chave: Bactérias fixadoras de nitrogénio. Espécies arboreas. Bactérias
promotoras de crescimento vegetal.



GENERAL ABSTRACT

Studies related to biological nitrogen fixation in legume trees are
important, since they are used in various ways, including in areas of recovery.
The plant growth-promoting bacteria are those that contribute in some way to
the development of the plant, but there are few studies relating these bacteria
with leguminous trees. Thus, this study aimed to evaluate nodulation and
symbiotic effectiveness of the strains inoculated in Enterolobium
contortisiliquum (tamboril) and Anadenanthera macrocarpa (angico-vermelho).
The aim was also to evaluate in vitro the ability of these strains to promote plant
growth, solubilizing inorganic phosphates, producing phytohormone and fixing
nitrogen in the wild. All stems studied were able to form nodules with tamboril
and angico-vermelho. The strains INPA 54B and 86A INPA were the most
efficient in symbiosis with tamboril and strains USDA 76, UFLA 03-325, INPA
104A, UFLA 03-33, UFLAQ03-144, UFLA 04-212, SEMIA 587, UFLA 03-154,
ATCC 10324 e UFLA 04-275, BR 4406, BR 4101, (Ochobactrum) and BR 4812
(Burkholderia) the most efficient in symbiosis with angico-vermelho. The AIA
was produced by strains INPA 54B, BR 29, ST2-12, UFLA 03-315, 03-317
UFLA, UFLA 03-153, 03-324 UFLA, INPA 03-11B, 03-38 UFLA, USDA 76
and BR 4101. 17 strains were able to solubilize calcium phosphate solid
medium. Just strain SEMIA 587 was capable of fixing nitrogen in the wild.
Thus, the effective strains in symbiosis and plant growth promoters has potential
for further studies aiming to field application.

Keywords: Nitrogen fixing bacteria. Tree species. Plant growth promoting
bacteria.
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PRIMEIRA PARTE

1INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um macronutriente importante para todas as formas
de vida. Este elemento, na forma gasosa (N,), compde grande parte do ar
atmosférico, aproximadamente 78%, entretanto, nessa forma, se encontra
indisponivel para a maioria dos organismos. Para estar disponivel, o N, deve ser
transformado em NHgz, 0 que pode acontecer por meio de descargas elétricas,
processos industriais e, principalmente, pela fixacdo biol6gica por bactérias, que
representa a maior parte do nitrogénio fixado no mundo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Estes microrganismos, representados pelas bactérias fixadoras
denitrogénio (BFN), sdo capazes de romper esta ligacdo e transformar o
nitrogénio atmosférico em aménia (NHs), sendo, dessa forma, possivel de ser
utilizado pelas plantas e por outros organismos. Estas bactérias possuem uma
enzima, a nitrogenase, que possibilita que elas realizem este processo. Algumas
espécies BFN podem estabelecer simbiose com diversas espécies de
leguminosas, podendo ser chamadas de bactérias noduliferas em leguminosas
(BNL), pois formam nodul os nas raizes e/ou, excepcional mente, no caule.

Nessa simbiose, a BNL disponibiliza 0 nitrogénio necessario para o
desenvolvimento da leguminosa e esta fornece fotoassimilados para a BNLSs.
Estas bactérias sdo conhecidas vulgarmente por rizobios. Este processo
apresenta uma grande vantagem econdmica, pois substitui, parcial ou totalmente,
os fertilizantes nitrogenados utilizados na agricultura, gerando uma economia de
bilhdes, todos 0s anos, no cultivo de leguminosas. Além da capacidade de fixar o

nitrogénio, as BNLs podem apresentar a capacidade de promover o crescimento



11

vegetal por outros processos, e sdo conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV).

A promocao do crescimento vegetal pelos microrganismos pode ocorrer
de forma direta ou indireta, sendo a primeira pela solubilizacdo de fosfato ea
producdo de horménios, como o &cido indolacético (GLICK; BASHAN, 1997),
entre outros. O uso das BPCV's pode auxiliara planta a se estabelecer em solos
de baixa fertilidade natural ou, mesmo, degradados. No entanto, a maior parte
dos estudos com as BPCV s esta relacionada com espécies de interesse agricola,
como caupi (Vigna unguiculatal..), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), soja (Glycine
max L.) e outras, sendo poucos os estudos envolvendo leguminosas florestais
(LUCY; REED; GLICK, 2004).

O uso de leguminosas em areas degradadas é amplamente difundido
pelos seus beneficios, como producéo de serapilheira com baixa relacdo C/N,
que favorece a decomposi¢do rapida pel os microrganismos e, consequentemente,
aumentando a ciclagem de nutrientes, que favorece o desenvolvimento de outras
espécies vegetas, contribuindo, principalmente, para o aporte do nitrogénio no
solo.

Entretanto, é necessaria a selecdo de BNLs que estabelecam simbiose
eficiente com as leguminosas utilizadas, garantindo, assim, o maximo de
desenvolvimento do vegetal. Anadenanthera macrocarpa, conhecida como
angico-vermelho e Enterolobium contortisiliquum, conhecida como tamboril,
s80 duas espécies nativas, de crescimento rdpido, recomendadas para 0 uso em
reflorestamentos (LORENZI, 2002) e, portanto, de interesse.

O presente trabalho foi realizado como objetivo de avaliar a nodulagéo e
a eficiéncia smbidtica de estirpes de Bradyrhizobium inoculadas em
Enterolobium contortisiliquum (tamboril) e Anadenanthera macrocarpa

(angico-vermelho). Objetivou-se, também, avaliar, in vitro, a capacidade destas
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estirpes em promover o crescimento vegetal, solubilizando fosfatos inorgénicos,

produzindo o fito-hormdnio e fixando nitrogénio em vidalivre.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixacao biol6gica de nitrogénio

A importancia do nitrogénio para organismos vivos € claramente
evidenciada pela presenca deste nutriente na composicdo de aminoécidos,
proteinas, DNA e outras estruturas da célula. A maior parte do nitrogénio, cerca
de 78%, encontra-se na atmosfera na forma de N,, porém, a maioria dos
organismos ndo é capaz de utiliza-lo, devido a forca da tripla ligagdo de pontes
de hidrogénios, que confere ata estabilidade a esta molécula (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006).

A fixac8o biolégica do nitrogénio (BFN) foi primeiramente descrita
pelos cientistas Hellriegel e Wilfarth, em 1886, que relataram a existéncia de
nodulos nas raizes de leguminosas. Estes pesquisadores observaram que 0s
microrgani smos presentes nos nddul os poderiam utilizar moléculas de nitrogénio
em forma gasosa. Em 1888, Beijerinck isolou a primeira estirpe de bactéria do
nddulo daraiz (FRANCHE; LINDSTROM; ELEMERICH, 2009).

Ao longo de muitos anos, estudos e pesquisas foram realizados, j& que
este processo apresenta grande importancia econbmica e ambiental.
Economicamente, a FBN reduz a necessidade de fertilizantes quimicos que
apresentam um alto custo. Além disso, os fertilizantes quimicos necessitam de
trangporte e armazenamento adequados, cuidados na sua aplicagcdo e podem
provocar contaminagdo de solos e da &gua, sendo a inoculacdo de FBN uma
aternativaviével, gue ndo causa danos ao ambiente e de baixo custo.

Dentre as bactérias fixadoras de nitrogénio, encontram-se aquelas que
sd0 de vida livre, as associativas e as que estabelecem simbiose com as
leguminosas. Estas Ultimas sdo capazes de formar estruturas especializadas

denominada noédulos e sdo conhecidas como bactérias noduliferas de
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leguminosas (BNL). Uma vez formados os noédulos, as BNL, por meio da
enzima nitrogenase, quebram atriplaligacdo do nitrogénio atmosférico, fixando
naforma de aménia (NHs), que é translocada para a planta. Em contrapartida, ha
o fornecimento de fotoassimilados para as bactérias (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

2.2 Bactériasfixadoras de N, do género Bradyrhizobium

Segundo Jordan (1982), a partir de uma reunido do Subcomité
Internacional sobre Agrobacterium e Rhizobium, durante o IV Simpdsio
Internacional sobre Nitrogénio Fixacdo, em 1980, foi proposta a criacdo de um
novo género de BNL, Bradyrhizobium, para as bactérias isoladas de nédulos de
leguminosas que apresentavam crescimento lento. Bradyr hizobium sdo bactérias
gram-negativas, aerébias, que ndo tém a formacdo de esporos, possuem um
flagelo polar ou subpolar tornando méveis, com um crescimento lento em meio
extrato de levedura-manitol. Elas ndo apresentam col6nias superiores a1l mm de
didmetro, dentro de 5 a 7 dias e a temperatura ideal de crescimento € de 25 a
30 ° C (JORDAN, 1982).

A simbiose entre as leguminosas e Bradyrhizobium é amplamente
estudada pela sua importancia econdmica e ecologica. E amplamente utilizado
na agricultura, principalmente na cultura da soja (Glycine max L.) e do feijdo-
caupi (Vigna unguiculata(L.) Walp.). Na cultura da soja, quatro estirpes séo
aprovadas pelo Ministério da Agricultura, duas de B. japonicum (SEMIA 5079 e
SEMIA 5080) e duas de B. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019) (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011).

O caupi € uma espécie promiscua para varios géneros de rizobio
(MOREIRA et al., 2006), porém, as estirpes que apresentam melhor resultado

nesta nodulacéo séo as de Bradyrhizobium, sendo recomendadas a UFLA03-84,
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INPAO3-11B, BR3262, BR3267.A simbiose entre espécies de leguminosas € o
Bradyr hizobium pode garantir o nitrogénio parcial ou total, como é o caso da
sOja, hecessario para 0 desenvolvimento da planta, contribuindo para a reducdo
dos custos de producdo (ZAHRAN, 1999). Estudos sempre so realizados no
intuito de selecionar estirpes mais €ficientes e competitivas para a inocul agdo.

Egtirpes de Bradyrhizobium sdo amplamente encontradas em
ecossistemas das regides tropicais e temperadas. No Brasil, a maioria das
estirpes isoladas de nodulos de leguminosas florestais na Amazbnia foi
classificada como Bradyhrizobium (MOREIRA et al., 1993; MOREIRA, 1997).
Segundo a Instrucdo Normativa n° 13, de 24 de marco de 2011 (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,2011), das 23
espécies de leguminosas arbéreas que tém estirpes autorizadas para a producéo
de inoculantes no Brasil, 17 apresentam pelo menos uma estirpe de
Bradyr hizobium.

As estirpes de Bradyrizobium podem trazer, aém do beneficio da
fixac8o bioldgica do nitrogénio, a producéo de substéncias promotoras de
crescimento vegetal. Estudos mostram a produgdo destas substéncias, como a
producdo do AIA (ANTOUN et a., 1998; BOIERO et a. 2007) e a
solubilizagcdo de fosfatos inorgénicos nos solos (ANTOUN et al., 1998). Devido
a importancia econdmica desse género, o estudo sobre o potencial de uso além

da fixagéo biol6gica deve ser mais explorado.

2.3 Bactérias promotor as de crescimento vegetal

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo aguelas
capazes de promover o desenvolvimento da planta de forma direta ou indireta.
Estas bactérias sdo encontradas na rizosfera e também s30 conhecidas como

“rizobactérias promotoras de crescimento”. As BPCV sdo, na grande maioria,
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de vida livre (KLOEPPER; LIFSHITZ, R.; ZABLOTOWICZ, 1989), porém,
bactérias simbidticas formadoras de nédulos também apresentam a capacidade
de ser BPCV.

Na promocao do crescimento de forma direta, as bactérias sintetizam um
composto ou facilitam a absorcdo de certos nutriente do meio ambiente,
fornecendo, dessa forma, para a planta, nitrogénio fixado, fosforo solubilizado
do solo e fito-hormdnios, como as auxinas (GLICK; BASHAN, 1997). Também
pode ocorrer, como efeito direto, areducdo do potencial de membrana das raizes
(BASHAN; LEVANONY, 1991) e sintese de algumas enzimas que regulam o
nivel de hormdnio na planta (GLICK; PENROSE, 1998). Na promoc&o indireta
do crescimento, a bactéria diminui ou previne os efeitos deletérios de
organismos patégenos (GLICK; BASHAN, 1997), pela sintese de sideréforos
(LEONG, 1986) e antibidticos.

As substancias sintetizadas pelas bactérias, conhecidas como substancias
reguladoras do crescimento vegetal (SRCP), s80 compostos organicos naturais,
gue interferem nos processos fisiol6gicos das plantas. Estas substancias também
podem ser produzidas ndo s6 pelo microrganismo, mas também pela propria
planta, como as auxinas. Fatores como disponibilidade de nutrientes,
temperatura, pH, composi¢cdo e quantidade de substrato na rizosfera afetam a
sintese de SRCP (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A maior parte dos estudos envolvendo as BPCV esta relacionada com a
aplicagdo na agricultura. Estudos mostram que, além da capacidade de fixar
nitrogénio, agumas estirpes dos géneros Bradyrhizobiume Rhizobium
apresentam potencial de utilizacdo como BPCV em ndo leguminosas, como 0
rabanete (Raphanus sativus L.), na producéo de fito-hormanios, na solubilizagdo
de fosfato e na producdo de sider6foros (ANTOUN et al., 1998). Juntamente

com residuos organicos, Bacillus subtilis, uma BPCV, apresentou potencial para
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incrementar a nutricdo e o crescimento de algoddo (Gossypium L.) e soja
(Glycinemax L.) (ARAUJO, 2008).

As BPCV também sdo utilizadas associadas a bactérias noduliferas para
0 melhor desenvolvimento do vegetal. Silva et a. (2007) observaram que,
guando inoculado BPCV, Paenibacillus e Bacillus, na simbiose entre caupi
(Vigna unguiculata L.) e Bradyrhizobium (BR2001), ocorreu um aumento na
nodulacdo e, como consequéncia, promoveu uma melhor fixacéo de nitrogénio.
Petersen, Srinivasan e Chanway (1996) observaram que a inoculacdo de
Paenibacillus polymyxa, juntamente com Rhizobium etli, em sementes de feijéo
(Phaseolus vulgaris L.), aumentou a densidade de rizobio na superficie daraiz,
mostrando a acéo indireta de P. polymyxa sobre o rizobio e, também, o aumento
do nimero de nédulos e de raizes laterais da planta.

Pesquisas sobre a utilizacdo de BPCV em é&reas florestais sdo raras,
quando comparadas com as de aplicacdo agricola. Estudos com espécies
arbéreas podem beneficiar o setor comercia de espécies arboreas e também o
reflorestamento de ambientes degradados, em diversas regites (LUCY; REED;
GLICK, 2004). Os beneficios da utilizagdo de BPCV em espécies florestais sao
significativos, aumentando a sobrevivéncia das plantas e potencializando o
crescimento e também o controle de doencas (ENEBAK; WEI; KLOEPPER,
1998).

2.4 Solubilizacéo de fosfato

O fésforo (P), assim como o nitrogénio, € um elemento exigido em
grande quantidade para o crescimento dos organismos. Este elemento é
constituinte de biomoléculas, como &cidos nucleicos, coenzimas e outros, e, ao
mesmo tempo, é um dos nutrientes que mais limitam a producéo agricola, por

ser encontrado nos solos tropicais em formas atamente insollveis. Quando
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disponivel nos solos de forma solGvel, as plantas podem absorver o P na solugéo
de solo como anions de fosfato, predominantes nas formas de HPO,> e H,PO,
(WAKELIN et al., 2004).

A baixa disponibilidade em solos tropicais deve-se a sua ligacéo a outros
componentes quimicos. Geralmente, em solos acidos, a maior parte desse
elemento se encontra ligada a éxido de ferro e aluminio, como € o caso dos
tropicos, e, em solos acalinos ou neutros, ele se liga ao calcio. Em estudo de
Barroso e Nahas (2005) sobre as fragdes de fésforo encontradas em solos
brasileiros sob pastagem, cultivo de milho, mata e florestas, foi demonstrado que
a mais frequente foi a de fosfato de ferro, seguida de fosfato de aluminio e
fosfato de célcio.

Alguns fungos e bactérias tém a capacidade de disponibilizar este
fosfato ligado a outro elemento, processo responsavel por aumentar a
disponibilidade de P no solo. Estudo com diferentes espécies bacterianas, quanto
a sua capacidade de solubilizagdo, mostram que espécies de Rhizobium,
Pseudomonas e Bacillus apresentam o maior potencia de solubilizagdo
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Segundo dados encontrados na literatura, estes microrganismos
solubilizam o fosfato inorgénico por dois mecanismos principais. pela produgdo
de &cidos organicos ou pela secrecéo de prétons (H') (ILLMER; BARBATO;
SCHINNER, 1995). A solubilizaggo do fosfato também varia de acordo com a
natureza do mineral de fosfato fornecido e a composicdo do meio que o
microrganismo é inoculado (GYANESHWAR; PENROSE; LI, 1998). Em
campo, esta eficiéncia varia de acordo com o tipo de solo e a cultura
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Inicialmente, Gerretsen (1948) observou que a quantidade de fdsforo
assimilado pelas plantas inoculadas com microrganismos rizosféricos foi maior

do que no tratamento sem inoculagdo, demonstrando a capacidade dos



19

microrganismos de solubilizar fosforo inorganico, contribuindo, assim, para o
desenvolvimento da planta. Dentre os microrganismos solubilizadores de
fosfato, merecem destaque as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico que,
além de fornecer o N para o desenvolvimento vegetal, podem também contribuir
com o fornecimento de P para as plantas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999;
MARRA et al., 2012).

2.5 Producao de acido-3-indolacético

As auxinas s8o0 compostos que estimulam o crescimento, sendo o &cido-
3-indolacético (AlA) a principal auxina encontrada nas plantas ,nas quais €
produzido no meristema apica do caule, folhas jovens, flores, frutos em
desenvolvimento e sementes, sendo também encontrado nas raizes. O seu
transporte ocorre unidirecionalmente, através de células parenquiméticas do
floema e parenquiméticas que circulam os tecidos vasculares (RAVEN; RAY;
EICHHORN, 2001). Este fito-horménio é o mais estudado e também o que tem
maior ocorréncia de producéo pelas bactérias.

Entre as BPCV, tem sido demonstrado que o aumento da proliferacéo da
raiz estd relacionado com a biossintese de AIA. Dobbelaere et al. (1999),
estudando mutantes de Azospirillum, constataram que o aumento da raiz esta
relacionado com a biossintese de AIA pela bactéria. Este aumento daraiz auxilia
na melhor absor¢do de nutrientes e na liberagdo de exsudados. Estudos de
Kaneshiro e Kwoleck (1985) demonstraram que a inoculagdo de mutantes
espontaneos de B. japonicum que produziam mais AlA resultou em um aumento
do volume do nodulo daraiz.

Estudos com estirpes de Azospirillum brasilense mostraram a existéncia
de, pelo menos, trés vias biossintéticas de AlA, sendo duas dependentes de

triptofano, via do &cido indole-3-acetamida (IAM) e via do &cido indole-3-
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piruvato (IpyA), e uma via independente de triptofano (PRINSEN et al., 1993).
A via do é&cido indole-3-piravico (IPyA) € a via principal para a producdo de
AlA na presenga de triptofano exégeno (DOBBELAERE et al., 1999). O
aminoéacido L-triptofano funciona como um precursor fisiologico na biossintese
de auxina em plantas e em microrganismos (KHALID; ARSHAD; ZAHIR,
2004).

Chagas-Junior, Oliveira e Oliviera (2009) avaliaram, em meio de
cultura, a producdo de AIA de rizébios isolados de solos da Amazbnia,
verificando que as 92 estirpes produziram AIA sem a adicdo de triptofano,
porém, em 52 isolados, a adicdo e a elevacdo da concentracdo de triptofano
aumentaram a producdo deste fito-hormdnio. Prinsen et a. (1993) ducidaram
gue 90% do AlA produzido por Azospirillum brasilenseséo sintetizados pelavia

ndo dependente de triptofano.

2.6 Leguminosas

A familia das Leguminosas € congtituida por trés subfamilias,
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, de acordo com Lewis et al.
(2003). Esta familia apresenta uma grande diversidade de espécies nos biomas
brasileiros, sendo elas de porte herbéceo, arbustivo ou arbdreo. Segundo Franco,
Resende e Campello (2003), a grande diversidade desta familia a situa como
importante e estratégica na sustentabilidade ecoldgica, social e econdmica.
Dessa forma, afamilia das leguminosas apresenta amplaimportancia paratoda a
sociedade, sendo utilizada em diversos aspectos.

Na agricultura em gera, muitas espécies de leguminosas sdo de
importancia econémica pela producdo de gréos, fibras, carne e biocombustivel.
Na aimentacdo humana, devido a sua alta concentragéo de proteinas, em paises

em desenvolvimento, as leguminosas 8o uma aternativa a proteina animal
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(PHILLIPS, 1993). Além da sua importancia nutricional, a inclusdo das
leguminosas na dieta tem muitos efeitos benéficos na prevencéo e no controle de
vé&rias doengcas metabdlicas, como doengas coronarianas e diabetes
(THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003). Também sdo utilizadas na
cobertura vegetal do solo e como adubacdo verde, favorecendo a conservacgao e
afertilidade do solo, com 0 aumento da matéria orgéanica no solo, a ciclagem de
nutrientes e a ativacao da atividade microbiota do solo.

Em estudos utilizando a adubacdo verde em sistemas cafeeiros, foi
observado que Arachispintoi, Calopogonium mucunoides, Sizolobium
aterrimum e Stylosanthes guianensis melhoram a ciclagem de nutrientes, por
meio da microbiota do solo, 0s quais se tornam acessiveis para a cultura apds a
mineralizacdo dos residuos das leguminosas (MATOS et al., 2008; MATOS et
al.,2011).

Outro aspecto que vem sendo estudado é a utilizagdo das leguminosas
arboreas na recuperacdo de solos degradados pela minerago e/ou pela atividade
agropecuéria. A habilidade que a maioria das espécies arboreas desta familiatem
de obter nitrogénio pela simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio
contribui para o estabelecimento destas nos sistemas florestais, auxiliando na
recuperagdo de solos degradados e acelerando, dessa forma, a sucessdo natural
(FRANCO; FARIA, 1997).

Na degradacdo, a remocao da superficie do solo e, consequentemente, a
retirada da matéria organica causam sérios problemas na estrutura do solo, bem
com na disponibilidade de 4gua e na atividade biolégica, prejudicando o
suprimento de nutrientes essenciais com N, P e S para as plantas (FRANCO et
al., 1995). A recuperacdo natural de florestas tropicais é, na maioria das vezes,
precaria e lenta, devido a fatores como baixa fertilidade no solo, esgotamento do

banco de sementes local, disténcia de florestas nativas, que sdo fontes de
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semente e dominancia de gramineas, que impedem a colonizacdo de outras
espécies (PARROTTA; TURNBULL; JONES, 1997).

A recuperacdo de solos degradados deve ser baseada em uma estratégia
segundo a qual as espécies utilizadas sgjam de crescimento rapido e também
possam melhorar 0 solo pelo aporte de matéria organica (FRANCO et a., 1995).
Costa et a. (2004) avadiaram diferentes leguminosas arbéreas, Mimosa
caesalpiniifolia (sabid), Acacia auriculiformis (acécia) e Gliricidia sepium
(gliricidia), utilizadas na revegetacdo de uma area degradada e, comparando a
guantidade e a qualidade nutricional da serapilheira a de uma capoeira vizinha,
observaram que as espécies foram eficientes na producdo de serapilheira,
a cancando valores obtidos na capoeira vizinha.

Além da producdo de serapilheira, que ocorre com a plantaco de
espécies florestais, as leguminosas auxiliam no aporte de nitrogénio em solos
degradados. A matéria vegetal das leguminosas, no geral, apresenta baixa
relagdo carbono/nitrogénio (C/N), ou seja, a liberacdo dos nutrientes da matéria
vegetal é mais répida, quando comparada com plantas que tém relagdo C/N alta
(FRANCO et al., 1995). Outro aspecto € o estudo da simbiose do rizébio com a
leguminosa arbérea, ja que esta disponibiliza o nitrogénio para a planta.

Entretanto, algumas espécies de leguminosas ndo tém a capacidade de
formar simbiose com microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico,
sendo a maioria destas espécies pertencentes a subfamilia Caesalpinoideae. A
nodulacdo também auxilia a planta a se estabelecer no ambiente degradado e,
antes da introducéo da leguminosa, é necess&rio o estudo da espécie utilizada e
do rizébio a ser inoculado.

A simbiose depende de fatores da planta e do microrganismo simbionte.
A leguminosa hospedeira pode ter ata promiscuidade na simbiose, apresentando
ampla variedade de bactérias, pela qual é capaz de formar nédulo, ou pode ser

altamente especifica, nodulando apenas com poucas ou uma espécie de rizobio.
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N&o existe relacdo entre a filogenia da planta e a do microrganismo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Porém, a planta e o rizébio que estabelecem associacdo
coevoluiram namesmaregido (LIE et a., 1987).

As leguminosas podem estabelecer a simbiose com o rizobio nativo e
aqueles que sdo introduzidos por meio da inoculagdo nas sementes ou
inoculados na planta (PEREZ-RAMIREZet a., 1998; BALA et al., 2003).
Leucocephala cal othyrsus é capaz de nodular em solos de diferentes continentes,
por possuir rizébios compativeis. Mas, algumas espécies podem ter necessidade
de rizébios provenientes do seu local de origem, como Sesbania sesban, que ndo
é capaz de nodular na maioria dos solos africanos (BALA et a., 2003). E
observada alta especificidade e eficiéncia entre a simbiose com Sesbania virgata
com o simbionte Azorhizobium doebereinerae (FLORENTINO et a., 2009g;
FLORENTINO; MOREIRA et a., 2009b)

Anadenanthera macrocarpa, conhecida como angico-vermelho e
Enterolobium contortisiliquum, conhecida como tamboril, sGo duas espécies
arbéreas utilizadas em reflorestamento e formam simbiose com rizébios. Dentre
as espécies arboreas estudadas para o reflorestamento de pastagens na regido de
Mata Atlantica, E. contortisiliquum foi uma das que apresentaram um rapido
estabel ecimento nesse tipo de ambiente (SOUCHIE et a., 2006).

Lacerda e Figueiredo (2009) selecionaram seis espécies arboreas nativas
para recompor a mata ciliar, acompanhando a sobrevivéncia pelo plantio de
mudas e semeadura direta a lango. O resultado obtido mostra que E.
contortisiliquum foi indicada para reflorestamento a partir de semeadura direta,
pela sua baixa germinacdo das sementes e rapido crescimento da plantula e A.
macrocarpa para reflorestamento a partir do plantio de mudas, pela sua adtataxa
de germinacdo e crescimento lento.

Estas duas espécies tém importancia em outros setores. A madeira do

tamboril é utilizada para a elaboracdo de mbéveis e na construcdo civil. Esta
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espécie também € utilizada em embarcages, pranchetas, palitos de fésforo,
(TOMAZELLO FILHO et d., 1982), para fins ornamentais e como alimento
animal, também no processo de obtencdo de celulose, com fins medicinais, na
arborizag&o urbana (SARMENTO; VILLELA, 2010), para a producéo de carvéo
e melifera O angico-vermelho também é utilizado na construcéo civil, na
producdo de carvdo, em arborizacdo urbana, com fins medicinais, como
melifera, em paisagismo e na producéo de resina. Para a utilizacdo de qualquer

gue sgja a aplicacdo, é importante conhecer a sua ecologia.

2.6.1 Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong

O tamboril, como é popularmente conhecido, pertence a familia
L eguminosae-Mimosoideae. E uma espécie encontrada no Paré, no Maranh&o e
no Piaui até o Mato Grosso do Sul e o Rio Grande do Sul, em floresta pluvia e
semidecidua, sendo particularmente frequente na floresta latifoliada da bacia do
Parand. E uma espécie 6tima para o reflorestamento de &reas degradadas de
preservacdo em plantios mistos, devido a0 seu rdpido crescimento inicia
(LORENZI, 2002).

E uma espécie decidua no inverno, helidfita, seletiva, higrofita, pioneira,
difundida em vérias formagdes florestais. E pouco comum em florestas
primérias e frequentemente concentrada em solos umidos. Sua frequéncia €
maior em capoeiras em estagios mais adiantados da sucessdo secundaria
(LORENZI, 2002).

2.6.2 Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan

O angico-vermelho, como é popularmente chamado, pertence a familia

L eguminosae-Mimosoideae. E uma espécie encontrada no Maranhdo e no



25

nordeste do pais até Sdo Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul,
principamente nas florestas latifoloadas semideciduais. Esta espécie apresenta
crescimento rgpido, mostrando a sua capacidade para o reflorestamento de areas
degradadas e de conservagéo (LORENZI, 2002).

E uma planta decidua, pioneira, helidfita, seletiva e xerdfita,
caracteristicas das capoeiras e florestas secundérias situadas em terrenos
casca hentos e arenosos. Também é comum em interior da mata primaria densa.
E frequente em cerraddes e matas de galeria de todo Brasil Central. Ocorre, de
preferéncia, em terrenos drenados e atos, podendo formar agrupamentos quase
homogéneo (LORENZI, 2002).
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3 CONSIDERACOESFINAIS

As bactérias fixadoras de nitrogénio apresentam grande importancia
econdmica e ambiental, e o nitrogénio fixado por estas estirpes auxilia no
desenvolvimento do vegetal. Além de fixar o nitrogénio, algumas bactérias
também auxiliam no desenvolvimento da planta, de forma direta ou indireta,
sendo conhecidas como bactérias promotoras de crescimento vegetal. Espécies
do género Bradyrhizobium sdo amplamente utilizadas na agricultura e também
no setor de espécies florestais. Estas bactérias podem apresentar a capacidade de
promover o crescimento da planta por meio de outros processos além da fixacéo
biol6gica do nitrogénio.

Dessa forma, pesquisas com estirpes eficientes na simbiose de espécies
arboreas se tornam importantes para auxiliar a planta a se estabelecer melhor no
ambiente. Também s8o importantes estudos a respeito da capacidade destas
estirpes em promover o crescimento da planta, por meio da produc&o de auxinas,
como o AlA, solubilizando fosfatos inorganicos de célcio, auminio e ferro e

fixando nitrogénio em vidalivre.
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Resumo: O trabaho foi realizado com objetivo de avaliar a nodulacéo e a
eficiéncia simbiética de estirpes do género Bradyrhizobium, quando inoculadas
no tamboril (Enterolobium contortisiliquum) e no angico-vermeho
(Anadenanthera macrocarpa). Também foi avaliada a capacidade destas
estirpes, in vitro, de produzir fito-horménio, solubilizar fosfatos inorgéanicos e
fixar nitrogénio em vidalivre. As 27 estirpes de Bradyrhizobium utilizadas neste
estudo pertencem a colecdo do Setor de Biologia, Microbiologia e Processos
Bioldgicos do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O teste de
nodulacdo e eficiéncia simbidtica foi realizado em tubetes contendo areia e
vermiculita na propor¢do 1:2(v:v), por um periodo de 70 dias. Para a realizacdo
dos testes fisiologicos, foram realizados experimentos de: producdo de AlA
(&cido-3-indolacético) em meio 79 e Dygs, com e sem adicdo de triptofano;
solubilizagdo em meio solido de fosfatos inorganicos de calcio (meio NBRIP),
aluminio (meio GES) e ferro (meio GELP) e fixagdo bioldgica do nitrogénio em
vida livre utilizando o meio semissolido LO. Todas as estirpes inoculadas foram
capazes de formar simbiose com o tamboril e com o angico-vermelho. As
estirpes INPA 54B e INPA 86A foram as mais eficientes na simbiose com
tamboril e as estirpes USDA 76, UFLA 03-325, BR 4406 e BR 4101,as mais
eficientes na simbiose com o angico-vermelho. O AlA foi produzido pelas
estirpes INPA 54B, BR 29, UFLA 04-212, UFLA 03-315, UFLA 03-317, UFLA
03-153, UFLA 03-324, INPA 03-11B, UFLA 03-38, USDA 76 e BR 4101.
Dezessete estirpes foram capazes de solubilizar fosfato de calcio em meio
solido, tendo a INPA 104A, UFLA 03-318, BR 29, UFLA 03-84, ST2-12 e BR
4812 solubilizado fosfato de célcio a um indice de solubilizacdo médio, e
nenhuma estirpe foi capaz de solubilizar fosfato de ferro e aluminio. Apenas a
estirpe SEMIA 587 se mostrou capaz de fixar nitrogénio em vida livre.Para a
aplicagdo destas estirpes eficientes na simbiose e promotoras de crescimento
vegetal, € necessaria arealizagdo de estudos em vasos com solo e em campo.

Palavras-chave: Enterolobium contortisiliqguum; Anadenanthera macrocarpa;
Fixacao bioldgica de nitrogénio.
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Bradyrhizobium spp.: Efficiency in symbiotic tamboril and angico-
vermelhoand the potential for use as plant growth promoting

Abstract: The objective of this study was to evaluate nodulation and symbiotic
effectiveness of strains of the genus Bradyrhizobium inoculated on tamboril
(Enterolobium  contortisiliquum) and angico-vermelho  (Anadenanthera
macrocarpa). We aso evaluated the ability of these strains in vitro to produce
phytohormone, solubilize inorganic phosphates and nitrogen fixation in the wild.
The 27 Bradyrhizobium strains used in this study belong to the collection of the
Department of Biology, Microbiology and Biological Processes of Soil UFLA
(UFLA). The test for nodulation and symbiotic efficiency was performed in
tubes containing sand and vermiculite in the proportion 2:1 (v: v) for a period of
70 days. To achieve the physiological tests, experiments were carried out:
production of 1AA (3-indoleacetic acid) in medium 79 and Dygs, with and
without the addition of tryptophan; solubility in solid of inorganic phosphates of
cacium (half NBRIP), auminum (haf GES) and iron (haf GELP) and
biological nitrogen fixation in the wild using semi solid LO. All inoculated
strains were able to form a symbiosis with the tamboril and with the angico-
vermelho. The INPA strain 54B and 86A INPA were the most efficient in
symbiosis with tamboril and strains USDA 76, 03-325 UFLA, BR 4406 and BR
4101 the most efficient in symbiosis with angico-vermelho. The AIA was
produced by strains INPA 54B, BR 29, UFLA 04-212, UFLA 03-315, 03-317
UFLA, UFLA 03-153, 03-324 UFLA, INPA 03-11B, 03-38 UFLA, USDA 76
and BR 4101. 17 strains were able to solubilize calcium phosphate solid
medium, and the INPA104A, UFLA 03-318, BR 29, UFLA 03-84, ST2-12, and
BR 4812 solubilize calcium phosphate at a rate of solubilization medium, and no
strain was capable of solubilizing iron phosphate and aluminum. Just strain
SEMIA 587 was capable of fixing nitrogen in the wild. For efficient
implementation of these strains in symbiosis and promote plant growth, it is
necessary to carry out studiesin pots with soil and field.

Keywords: Enterolobium contortisiliguum; Anadenanther amacrocarpa;
Biological nitrogen fixation.
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1 Introducéo

As atividades antropicas, como queimadas, desmatamentos, mineragdo e
a prépria atividade agropecuéria, ateramos atributos quimicos, fisicos e
biol6gicos do solo. A regeneracdo natural destas &reas, na maioria das vezes, é
lenta, sendo necessd&ria a intervencdo para que esta seja bem sucedida. Uma
medida que tem sido adotada com sucesso é a utilizagdo de leguminosas
arboreas de rapido crescimento, promovendo o aporte de matéria organica no
solo (FRANCO et a., 1995). Além disso, o cultivo de leguminosas nessas areas
pode ser, ainda, indicado devido ao fato de estas plantas estabel ecerem simbiose
com as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, resultando na entrada de
carbono e nitrogénio no ambiente, auxiliando o desenvolvimento das espécies
leguminosas.

O tamboril (Enterolobium contortisiliquum) e o angico-vermelho
(Anadenanthera macrocarpa) sdo espécies vegetais da familia das leguminosas
que apresentam crescimento répido e baixa exigéncia na fertilidade do solo, sdo
grandes produtoras de serrapilheira e estabelecem simbiose com os rizébios,
introduzindo nitrogénio no sistema solo. Além disso, ha relatos, na literatura, de
gue estas duas espécies apresentam o potencial de utilizagdo em reflorestamento
de matas ciliares (LACERDA; FIGUEIREDO, 2009). O tamboril também pode
ser utilizado em sistema silvipastoril (SOUCHIE et a., 2006) e é capaz de
crescer em solos contendo metais pesados (TRANNIN; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2001; SILVA et a., 2011).

Dentre os géneros de rizébios, Bradyrhizobiumtem sido amplamente
encontrado em nddulos de leguminosas florestais da regido Amazbnica
(MOREIRA €t a., 1993; MOREIRA, 1997). Das 23 espécies de leguminosas
arbéreas que possuem estirpes autorizadas para a producéo de inoculantes no
Brasil, 17 tém, pelo menos, uma estirpe de Bradyhrizobium (MINISTERIO DA
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AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011). As estirpes deste
género contribuem para o estabelecimento e o desenvolvimento da planta
hospedeira por meio da producdo de substéncias capazes de auxiliar no
crescimento da planta, sendo também conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) (ANTOUN et a., 1998; VERSSEY, 2003).

Apesar da grande importancia das BPCV, poucos trabalhos relatam o
uso da inoculagdo dessas bactérias em leguminosas arbéreas (LUCY; REED;
GLICK, 2004). Dessa forma, o presente trabalho compde-se de dois estudos: 0
primeiro teve como objetivo avaliar nodulaco e a eficiéncia simbidtica de
estirpes do género Bradyrhizobium, quando inoculadas em Anadenanthera
macrocarpa (angico-vermelho) e Enterolobium contortisiliquum (tamboril); no
segundo, o objetivo foi avaliar, in vitro, a capacidade destas estirpes de produzir

fito-horménio, solubilizar fosfatos inorganicos e fixar nitrogénio em vidalivre.

2 Material e M étodos

2.1 Estirpes utilizadas

As egtirpes bacterianas utilizadas neste estudo pertencem a colecdo do
Setor de Biologia, Microbiologia e Processos Biol6gicos do Solo (SBMPBS) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e foram isoladas de diferentes biomas
(Tabela 1). Estas bactérias foram estudadas quanto a capacidade de estabel ecer
simbiose com duas leguminosas arboreas (tamboril e angico-vermelho) e
também foi analisado o potencial dessas estirpes de atuar como promotoras de

crescimento vegetal.



Tabela 1 Estirpes utilizadas no experimento, suas origens e referéncias

Estirpe Bioma Sstgrgr;ﬁi U0 panta hospedeira ou fonte do isolamento Referéncia
Bradyrhizobium

INPA 86A Amazbnia Floresta Swartzia Schreb sp SBMPBSIUFLA

INPA 10A Amazbnia Floresta Samanea saman (Jag.) Merr. SBMPBS/UFLA;

INPA 54B Amazonia Floresta Inga Mill. Sp SBMPBS/UFLA; Moreiraet al., 1998
INPA 104A Amazonia Floresta Campsiandra surinamensisBenth SBMPBS/UFLA;

INPA 237B Amazbnia Floresta Pterocarpus Jacq SBMPBSUFLA;

SBMPBS/UFLA; Jaramillo et a.,

UFLAO03-280 Amazdnia Agrofloresta  Vigna unguiculata (L.) Walp (submetido)
UFLAO3-315  Amazbnia Floresta Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBSIUFLA
UFLA03-144 Amazdnia Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Guimardeset al., 2012
UFLAO3-318  Amazbnia Pasto Vigna unguiculata(L.) Walp SBMPBSIUFLA
UFLAO03-317 Amazdnia Pasto Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBSIUFLA

UFLAO03-38 Cerrado Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Florentino et al., 2010
UFLAO03-33 Cerrado Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Florentino et al., 2010
UFLAO03-324 MataAtlantica  Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Rufini et a., (submetido)
UFLAO03-319 MataAtlantica  Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Rufini et a., (submetido)
UFLAO03-325 MataAtlantica  Agricultura Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Rufini et a., (submetido)

Mineragdo de
UFLAO03-153 Minas Gerais Bauxita Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Méelloni et al., 2006
Mineracéo de
UFLAO03-164 Minas Gerais Bauxita Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Mélloni et al., 2006
UFLA04-275 Cerrado gﬁr;gt)re Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb. SBMPBS/UFLA de Carvalho, 2010
UFLAO4-212  Amazbnia Agricultura Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb. SBMPBS/UFLA
BR29 MataAtlantica - - FEPAGRO/UFRGS; Peres et a,1993

6€



Tabela 1, conclusdo

Sistema de uso

Estirpe Bioma do solo Planta hospedeira ou fonte do isolamento Referéncia
Bradyrhizobium
SEMIA 587 MataAtlantica - - FEPAGRO/UFRGS; Peres et a,1993
ATCC 10324 - - - Jordan, 1984
USDA 76 - - - Kuykendall, 1992
BTA-1T - - Chamaecytisus proliferus(L .f.) Vinuesaet d., 2005
UFLA 03-84 Amazbnia Pasto Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA; Soares et d., 2006
INPA 03-11B Amazbnia Floresta Centrosema(DC.) Benthsp. SBMPBS/UFLA; Soares et a., 2006
BR4406R MataAtlantica - - EMBRAPA Agrobiologia; Faria, 1997
Burkholderia spp.
Mineracéo de
UFLAOS-154 Mata Atlantica Bauxig; Vigna unguiculata (L.) Walp SBMPBS/UFLA,;
BR4812R MataAtlantica - - EMBRAPA Agrobiologia; Faria, 1997
Ochobactrum spp.
BR4101R MataAtlantica - - EMBRAPA Agrobiologia; Faria, 1997

R: estirpes recomendadas para espécies arboreas

ov
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2.2 Eficiéncia simbidtica em espécies ar béreas

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticbes. O experimento de nodulacdo e eficiéncia
simbidtica foi realizado em casa de vegetacdo e as plantas foram cultivadas em
tubetes de polipropileno com capacidade volumétrica de 280 cm?®, contendo uma
mistura de areia e vermiculita na propor¢do 1:2 (v:v), esterilizados e
adicionados de solucdo nutritiva de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1950)
esterilizada, de acordo com a necessidade das plantas.

As sementes das duas leguminosas arbéreas foram obtidas no
Laboratério de Sementes, no Departamento de Engenharia Florestal da UFLA.
As sementes de tamboril passaram pelo processo de quebra de dorméncia por
meio de escarificacdo quimica, em 30 minutos em acido sulfarico P. A. (H2SOy)
e, em seguida, lavadas em agua destilada (DAVIDE; FARIA; BOTELHO,
1995). As sementes do angico-vermelho ndo necessitaram passar pelo processo
de quebra de dorméncia, sendo realizada apenas a desinfestacdo, na qual foram
submersas em acooal etilico, por 30 segundos e em hipoclorito de sddio (NaClO)
P.A. a 2%, por 5 minutos. Apds esse processo, as sementes foram lavadas,
sucessivas vezes, em agua destilada esterilizada.

A germinacéo das sementes de ambas as espécies foi feita em placas de
Petri contendo papel filtro com agua destilada, tendo sido esterilizadas por trés
dias, antes de serem plantadas. No momento do plantio, foram colocadas duas
sementes germinadas em cada tubete e, apds uma semana, uma das pléantulas foi
toda descartada, com o auxilio de uma pinca esterilizada, deixando-se apenas
uma planta/tubete. Nesse mesmo periodo, uma semana apés o plantio, foi feita
também a inoculagdo com 1mL de suspensdes das estirpes de Bradyrhizobium,

que corresponde a 1x10° células . Para isso, elas foram cultivadas em meio 79
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(FRED; WAKSMAN, 1928), também conhecido como YMA (VINCENT,
1970), semissolido por cinco dias.

Dentre as estirpes de Bradyrhizobium estudadas, foram selecionadas
aquelas ja aprovadas pelo MAPA (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011) como inoculantes para espécies
arbéreas. BR 4406 (tamboril) e estripes de outros géneros, como a de
Ochobactrum BR 4101 (Erythrina speciosa), e a estirpe de Burkolderia BR
4812 (Piptadenia stipulacea). Além dos tratamentos inoculados com as estirpes
de Bradyrhizobium e as estirpes inoculantes, foram utilizados dois controles sem
inoculacdo, um contendo uma minima quantidade de N mineral (5,25 mg L™),
sendo considerado apenas uma dose que contribui para o processo de fixagdo
biol6gica de nitrogénio e ndo interferindo na nodulacéo, e o outro contendo 52,5
mg L™ de N mineral, de acordo com a soluco nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950), a¥adeforga.

Ambos os experimentos foram conduzidos por 70 dias. O experimento
do angico-vermelho foi realizado no periodo de novembro de 2011 ajaneiro de
2012, com as temperaturas minimas e maximas entre 13 e 33 °C, de acordo com
os dados do Instituto Brasileiro de Meteorologia. O experimento do tamboril foi
realizado no periodo de setembro de 2012 a novembro de 2012, com as
temperaturas entre minimas e méximas entre 12 e 35 °C, de acordo com 0s
dados do Ingtituto Brasileiro de Meteorologia. Apés o periodo de cultivo, foram
analisados: nodulagdo (positiva ou negativa), altura (AL), matéria seca da parte
aérea (MSPA) e da raiz (MSR), eficiéncia relativa (ER), que é calculada pela
formula ER = (MSPA inoculadadMSPA com N x 100) e relacdo MSR/MSPA.
Os vaores de MSPA e MSR foram obtidos por secagem em estufa, a 70°C, por
72 horas, periodo no qual se obtém o peso constante em estufa. Os dados foram

submetidos a andlise de variancia utilizando-se o software Sisvar 5.3
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(FERREIRA, 2008) e as medias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a
5%.

2.3 Producdo de hormdnio de crescimento vegetal — auxina (acido-3-

indolacético)

O delineamento estatistico utilizado foi o DIC, com trés repeticOes. As
estirpes listadas na Tabela 1foram testadas quanto a capacidade de produzir
acido-3-indolacético(AlA), utilizando dois tipos de meio de cultura meio 79
(FRED; WAKSMAN, 1928) e o meio Dygs (RODRIGUES-NETO;
MALAVOLTA JUNIOR; VICTOR, 1986). O controle positivo utilizado foi a
estirpe BR 11001, da espécie Azospirillum brasilense. Os isolados foram
cultivados em meio liquido 79 sem a adicdo de azul de bromotimol e em meio
Dygs liquido, por cinco dias. O nimero de céulas foi gjustado no meio 79,
utilizando-se solucéo salina (0,85%) estéril até que o meio atingisse a turbidez
equivalente & escala McFarland n° 2 (6 x 10° cdlulas). No meio Dygs, 0 nimero
de células foi gjustado também se utilizando solugdo salina (0,85%) estéril, até
atingir uma D.O. 0,5 a 600 nm, no espectrofotdmetro. Esta diferenca se deve a
cor do meio Dygs, sendo a padronizacdo correta deste meio possivel de ser
realizada somente em espectofotdmetro.

Apbs o guste do nimero de céulas do inéculo, uma aliquota de 500 pL
de solucdo bacteriana foi inoculada em 20 mL dos respectivos meios de cultivo,
79 e Dygs sem L-triptofano e meios 79 e Dygs suplementados com 100 mg L
'de L-triptofano) e incubados, por 72 horas, a 30 °C, sob agitacdo, a 112 rpm.
Apbs este tempo, foram centrifugadas, a 13.000 rpm, por 10 minutos €, logo em
seguida, retirados 3 mL do sobrenadante e col ocados em tubos, adicionando-se 2
mL do reagente de Salkowski (SARWAR; KREMER, 1995). O materia foi
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reservado, por 30 minutos, no escuro, para o desenvolvimento da coloracéo
résea, indicativo da producéo de AlA.

A intensidade da cor foi determinada em espectrofotémetro, a 535 nm
(ASGHAR et a., 2002). A concentracdo do AlA foi estimada utilizando-se uma
curva padrdo previamente preparada com meio de cultura esterilizado néo
inoculado e quantidades conhecidas de AIA: 0, 10, 25, 50 e 100 pg m L™, de
acordo com a equacdo y= 0,0273x + 0,292 (R’= 0,99). Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia utilizando-se o software Sisvar 5.3
(FERREIRA, 2008) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a
5%. Também foi utilizada a correlacdo de Pearson para avaliar se houve

influéncia do desenvolvimento daraiz pela producdo de AlA

2.4 Solubilizacéo de fosfato de célcio, aluminio eferro

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com oito repeticdes. As estirpes foram avaliadas quanto a capacidade de
solubilizar fosfato inorganico de célcio, auminio e ferro. A estirpe UFLA 03-09
Acinetobacter sp. (MARRA et a., 2012) foi utilizada como controle positivo no
fosfato de célcio. Para a avaliacdo do fosfato de calcio, foi utilizado o meio
NBRIP (NAUTIYAL, 1999), com pH gustado para 6,8. A avaiacdo do fosfato
de aluminio foi com 0 meio GES (SYLVESTER-BRADLEY et a., 1982), com
0 pH ajustado para 4,5. A avaliagdo do fosfato de ferro foi com o0 meio GELP
(SYLVESTER-BRADLEY et d., 1982), com pH gjustado para 6,8.

As edtirpes foram inoculadas em meio 79, até se obterem colOnias
isoladas. As colbnias foram suspensas em um tubo contendo 20 mL de solucéo
sdina (NaCl 0,85%) estéril, até atingir a turbidez equivalente a escala
McFarland n° 2 (6 x 10® células). Vinte microlitros desta suspensio de céulas

foram inoculados em quatro pontos equidistantes na placa, contendo os
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diferentes meios de cultura. Essas placas foram incubadas e, a cada trés dias,
com o auxilio de um paquimetro digital, foi medido o diémetro do halo de
solubilizagdo, no periodo de 15 dias. Foi obtido o indice de solubilizacdo (1)
das estirpes e a sua capacidade de solubilizaco foi classificada como baixa
(1S<2 mm), média (2<IS<4 mm) e dta (1IS>4 mm) (BERRAQUERO; BAYA,;
CORMENZANA, 1976).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia utilizando-se o
software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2008) e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott, a 5%.

2.5 Fixacéo do nitrogénio em vida livre

As estirpes foram cultivadas em meio 79 até a obtencdo de coldnias
isoladas, as quais foram inoculadas em frascos contendo 5mL de meio
semissolido LO-livre de nitrogénio (DREY FUS; GARCIA; GILLIS, 1988), para
determinar a sua capacidade de fixar N, no estado de vida livre. A fonte de
carbono original deste meio € o lactato de sbdio, mas também foi utilizado o
manitol como Unica fonte de carbono.

As estirpes utilizadas como controles positivos foram a BR5401"
(Azorhizobium doebereinerae) (MOREIRA et al., 2006) e a ORS571" (A.
caulinodans) (DREY FUS; GARCIA; GILLIS, 1988). Os testes foram realizados
em triplicata e os frascos foram incubados, durante 14 dias, a 28 °C. Ap0s esse
periodo, verificou-se se as bactérias fixaram N, no estado de vida livre,
evidenciado pelaformagao de pelicula perto da superficie do meio de cultura. Os
controles positivos foram comparados com as amostras. As estirpes que
formaram peliculas durante este periodo foram consideradas como tendo um
crescimento positivo, enquanto agquelas que ndo formaram pelicula, como tendo

apresentado crescimento negativo.
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3 Resultados

3.1 Nodulagdo e eficiéncia simbidtica das estirpes de Bradyrhizobium
inoculadas em tamboril e angico-vermelho

No experimento com o tamboril e com o angico-vermelho, 0s
tratamentos sem inoculagdo, um contendo N mineral e o outro contendo peguena
guantidade de N mineral, ndo apresentaram nodulacdo, indicando a auséncia de
contaminacéo.

No tamboril, todos os tratamentos inoculados com as estirpes testadas
foram capazes de nodular esta leguminosa. De modo geral, todas, com excecéo
da estirpe INPA 03-11B, foram capazes de contribuir para o desenvolvimento do
tamboril (Figura 1). Os tratamentos inoculados com as estirpes INPA 54B e
INPA 86A apresentaram valores significativamente mais elevados de MSPA,
quando comparados as demais estirpes, incluindo a estirpe BR 4406,
recomendada como inocul ante dessa espécie arbérea.

As estirpes UFLA 03-144, BR 4101, UFLA 03-318, BR 4406, UFLA
03-315 e INPA 10A também se mostraram eficientes, porém, com vaores
inferiores ao da INPA 54B e da INPA 86A. Dentre as estirpes que apresentaram
melhor resultado, trés sdo oriundas de Minas Gerais (UFLA 03-144, UFLAOQOS3-
318, UFLA 03-315), trés sdo da Amazonia (INPA 54B, INPA 86A, INPA 10A)
e duas sdo recomendadas (BR 4101 e BR 4406) (Tabela 1).

Na matéria seca da raiz do tamboril, o tratamento que apresentou maior
peso foi 0 que continha N mineral, seguido dos tratamentos inoculados com as
estirpes de Bradyrhizobium, INPA 54B, UFLA 03-84, BTA- 1T e SEMIA 587e
a estirpe de Ochobactrum, BR 4101.
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Figura 1 Matéria seca da parte aérea (M SPA) e matéria secadaraiz (MSR)(g) do
tamboril com os diferentes tratamentos: com inoculacdo (indicada na
tabela a identificagdo da estirpe) e os dois tratamentos sem inocul agao:
um contendo N mineral (com N mineral) e o outro contendo pequena
guantidade de N mineral (minimo N). *Médias seguidas pela mesma
letra pertencem a0 mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott,a 5% de
probabilidade. CV (%): 11,27 e CV(%): 5,22, respectivamente

Para a altura, foram observados dois grupos. um com o resultado
semelhante ao do tratamento contendo N mineral (Figura 2) (INPA 54B, BR
4101, UFLA 03-318,UFLA 03-315, INPA 104A, UFLA 03-84, UFLA 03-154,
UFLA 03-325, UFLA 03-317, BTA 1T, BR 29, UFLA 03-280, INPA 237B,
USDA 76, ATCC 10324, UFLA 03-324, UFLA 04-275 e UFLA 03-38) e outro
com o resultado semelhante ao do controle, contendo pequena quantidade de N
mineral (INPA 86A, UFLA 03-144, BR 4406, UFLA 03-153, UFLA04-212,
INPA 10A, SEMIA 587, BR 4812, UFLA 03-154, UFLA 03-319 e INPA 03-
11B).Andisando-se os valores de MSPA (Figura 1) e dtura, verifica-se que,
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apesar de algumas estirpes contribuirem para desenvolvimento da parte aérea,
como INPA 86A, BR 4406 e INPA 10A, estes tratamentos ndo foram os que

apresentaram maior altura (Figura 2).

—
24
75

s

BR 20 I
FLA 03-280 I

= © g B

[NPA S4E I -
INPA 86A I
UFLA 03-144 I —
BR 4101 I -
UFLA 03-318 I -
BR 4406 I
315 o

LA 03-153

Minimo

54 w
-5 s o
FLA 03-317 W
BTA-1T I
INPA 2376
: 76 I
©
JFL o
10A I -
SEMIA 587 I
BR 4812 I

3-164 I
13-310 I
3-11E I ©

mo N I

R/

INPA 03-11E

LA
UFLA 03-3

U
UF

Altura (¢m)
© wm & o w S =
Com N mineral I -

Tratamento

Figura 2 Altura (cm) do tamboril com os diferentes tratamentos. com inoculagéo
(indicada na tabela a identificacdo da estirpe) e os dois tratamentos sem
inoculagdo: um contendo N mineral (Com N mineral) e 0 outro
contendo pequena quantidade de N mineral (Minimo N). *Médias
seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. CV (%): 13,68

Para a matéria seca total, o tratamento com N mineral apresentou o
melhor resultado, tendo, entre os tratamentos inoculados, as estirpes INPA 54B e

INPA 86A sido as que apresentaram os melhores resultados (Figura 3).
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Figura 3 Matéria seca total (g) do tamboril com os diferentes tratamentos: com
inoculagdo (indicada na tabela a identificacdo da estirpe) e os dois
tratamentos sem inoculago: um contendo N mineral (com N mineral) e
0 outro contendo peguena quantidade de N mineral (minimo N).
*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. CV (%): 6,12

A eficiéncia relativa (ER) das estirpes no tamboril variou de 33,7%, na
estirpe menos eficiente (INPA 03-11B), até 81,1% na INPA 86A e 89,9% na
INPA 54B, que se mostraram as estirpes mais eficientes (Tabela 2).



50

Tabela 2 Eficiénciarelativa (ER) das estirpes inoculadas no tamboril

Tratamento ER(%)" Tratamento ER(%)
Com N mineral 100 a UFLA 03-153 51,8d
INPA 54B 819b INPA 237B 50,7d
INPA 86A 81,1b USDA 76 50,2d
UFLA 03-144 70,8 ¢ UFLA 03-33 50d
BR 4101 69,8 ¢ ATCC 10324 49,3d
UFLA 03-318 67,1c UFLA 04-212 49,2d
BR 4406* 66,1c UFLA 03-324 46,7d
UFLA 03-315 63,7¢c UFLA 04-275 452 e
INPA 104A 625c UFLA 03-38 451e
UFLA 03-84 58,3d INPA 10A 446 e
UFLA 03-154 55,6d SEMIA 587 43,0e
UFLA 03-325 54,9d BR 4812 428¢e
UFLA 03-317 545d UFLA 03-164 41,7 e
BTA-1T 52,5d UFLA 03-319 39,1le
BR 29 525d INPAO3-11B 33,7f
UFLA 03-280 52,2d Sem N mineral 27,14 f

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade; 'ER= MSPA inoculada/MSPA com N x 100; * estirpe
recomendada como inoculante dessa espécie. CV (%): 11, 04

Os resultados obtidos pela relacdo matéria seca da parte aérea/matéria

seca da raiz mostram que esta relagdo € alta nos isolados INPA 54B e INPA

86A, se assemelhando ao tratamento com N (Figura 4).
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Figura 4 Matéria seca da parte aérea/matéria seca da raiz do tamboril com os
diferentes tratamentos. com inoculagdo (indicado na tabela a
identificacdo da estirpe) e os dois tratamentos sem inoculagdo: um
contendo N mineral (Com N mineral) e o outro contendo pequena
guantidade de N mineral (Minimo N). *Médias seguidas pela mesma
letra pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. CV(%): 20,14

De acordo com os resultados apresentados, as estirpes INPA 54B e
INPA 86A, isoladas da regido Amazbnica, foram as que apresentaram oS
melhores resultados, em todas as variaveis analisadas no tamboril. Foram
observadas estirpes que apresentaram maior potencial de fixar nitrogénio para
esta espécie arborea em relagdo a estirpe BR 4406, recomendada pela Embrapa
Agrobiologia como inoculante do tamboril.

Todas as estirpes testadas foram capazes de nodular o angico-vermelho.
Para os valores de MSPA desta espécie, observa-se que 13 estirpes foram
igualmente eficientes ao tratamento contendo N mineral (Figura 5).0 tratamento
contendo peguena quantidade de N mineral foi 0 que apresentou menor valor de
MSPA, de forma gque a inoculacdo com todas as estirpes estudadas foi capaz de

contribuir para o desenvolvimento desta leguminosa.
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Em relacdo aos valores de MSR, os tratamentos inoculados com as
estirpes USDA 76, UFLA 03-325, BR 4406, BR 4101, BTA 1T, UFLA 03-38 e
UFLA 03-317 proporcionaram valores de MSR semelhantes aos do tratamento
contendo N mineral (Figura5). Asestirpes INPA 237 B, INPA 86A, UFLA 03-
315 e UFLA 03-144 apresentaram resultado semelhante ao do tratamento

contendo pequena quantidade de N mineral.
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Figura 5 Matéria seca da parte aérea e matéria seca daraiz (MSR) (g) do angico-
vermelho com os diferentes tratamentos: com inoculagdo (indicada na
tabela a identificacdo da estirpe) e os dois tratamentos sem inocul agéo:
um contendo N mineral (com N mineral) e o outro contendo pequena
guantidade de N mineral (minimo N). *Médias seguidas pela mesma
letra pertencem a0 mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. CV(%): 12,28 e CV (%): 16,84, respectivamente
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As estirpes INPA 104A, UFLA 03-33, BR 4406, SEMIA 587, UFLA
03-154, UFLA 04-275, INPA 54B e INPA 10A mostraram a altura similar a do

controle com N mineral (Figura 6).
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Figura 6 Altura (cm) do angico-vermelho com os diferentes tratamentos. com
inoculagdo (indicada na tabela a identificagdo da estirpe) e os dois
tratamentos sem inoculagdo: um contendo N mineral (com N mineral) e
0 outro contendo pequena quantidade de N mineral (minimo N).
*Médias seguidas pela mesma letra pertencem a0 mesmo grupo, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. CV (%): 6,63

Na matéria seca total, as estirpes USDA 76, UFLA 03-325, BR 4406,
BR 4101 e UFLA 03-317 apresentaram resultados semelhantes ao do controle

com N mineral (Figura7).
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Figura 7 Matéria seca (g) tota do angico-vermelho com os diferentes
tratamentos. com inoculag@o (indicada na tabela a identificacdo da
estirpe) e os dois tratamentos sem inoculagdo: um contendo N
mineral (com N mineral) e o outro contendo pegquena quantidade de
N mineral (minimo N). *Médias seguidas pela mesma letra
pertencem a0 mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. CV (%): 10,06

No angico-vermelho, a eficiéncia relativa das estirpes se mostrou ata,
entre 70,2% da INPA 10A até 100%, apresentado pela estirpe INPA 104A, se
mostrando igualmente eficiente ao controle com N mineral (Tabela 3).As
estirpes INPA 104A, UFLA 03-33, USDA 76, UFLA 03-144, UFLA 03-325,
BR 4406, UFLA 04-212, BR 4812, BR 4101, SEMIA 587, UFLA 03-154,
ATCC 10324 e UFLA 04-275 ndo diferiram estatisticamente do tratamento

contendo N mineral.
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Tabela 3 Eficiénciarelativa (ER) das estirpes inocul adas no angico-vermelho

Tratamento ER(%)* Tratamento ER(%)
Com N mineral 100 a INPA 54B 839b
INPA 104A 100 a UFLA 03-318 82,6 b
UFLA 0333 96,8 a UFLA 03-84 81,1b
USDA 76 94,6 a UFLA 03-164 81,1b
UFLA 03-144 939a UFLA 03-315 80,9b
UFLA 03-325 92,3a UFLA 03-317 79,6 b
BR 4406 919a INPA 86A 78,9b
UFLA 04-212 91,7a UFLA 03-153 78,4b
BR 4812 914 a INPA 03 11B 779b
BR 4101 89,0a UFLA 03-319 772b
SEMIA 587 88,6 a UFLA 03-280 76,3 b
UFLA 03-154 875a INPA 237B 75,2b
ATCC 10324 874 a BR 29 73,6 b
UFLA 04-275 87,3a UFLA 03-324 71,7b
BTA 1T 846b INPA 10A 70,2b
UFLA 03-38 839b Sem N mineral 37,2¢c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade; *ER= MSPA inoculada/MSPA com N x 100. CV(%):
12,14

Na relagdo matéria seca da parte aérea/matéria seca da raiz, as estirpes
UFLA 03-144, UFLA 03-315 e INPA 86A foram as que obtiveram os melhores
valores (Figura 8).
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Figura 8 Matéria seca da parte aérea/matéria seca da raiz do angico-vermelho
com os diferentes tratamentos. com inoculacdo (indicada na tabela a
identificacdo da estirpe) e os dois tratamentos sem inoculacdo: um
contendo N minera (com N mineral) e o outro contendo peguena
guantidade de N mineral (minimo N). * Colunas seguidas pela mesma
letra pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. CV(%): 20,14

De acordo com os resultados apresentados, as estirpes USDA 76, UFLA
03-325, INPA 104 A, UFLA 03-33, UFLA03-144, UFLA 04-212, SEMIA 587,
UFLA 03-154, ATCC 10324 e UFLA 04-275 e as estirpes recomendadas para
espécies arboreas, BR 4101, BR 4812 e BR 4406, foram as mais eficientes, em

todas as variaveis analisadas no angico-vermelho.

3.2 Producéo de hormdnio de crescimento vegetal — auxina (acido-3-

indolacético)

Conforme apresentado na Tabela 4, dentre as 30 estirpes testadas quanto
a producdo do fito-hormbnio AlA, apenas 13 apresentaram este potencial. Em
meio Dygs com triptofano, apenas as estirpes INPA 54B, BR 29 e UFLA 04-212

se mostraram capazes de produzir AIA. JA em meio 79 com triptofano, as
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estirpes UFLA 03-315, UFLA 03-317, UFLA 03-153, UFLA 03-324, INPA 03-
111B, UFLA 03-38, BR 29, USDA 76 e BR 4101 se mostraram capazes de
produzir AIA. Em meio Dygs sem triptofano, apenas o controle Azospirillium
brasilense, BR11001, produziu AIA. Em meio 79 sem triptofano ndo foi
observada producéo de AlA pelas estirpes estudadas.

Dentre as estirpes que produziram AIA, UFLA 03-315, UFLA 03-318,
UFLA 03-33, BR 4101, INPA 54B, UFLA 03-11B, USDA 76 e UFLA 03-317,
guando inoculadas no tamboril, proporcionaram os maiores valores de MSR. No
angico-vermelho, as estirpes que proporcionaram maiores valores de MSR
foram UFLA 03-38, UFLA 03-317, USDA 76, INPA 54B e UFLA 03-153.

A correlacéo de Pearson foi negativa entre o desenvolvimento daraizea
producéo de AlA pelas estirpes no tamboril (r = - 0,03) e ndo foi significativano
angico-vermelho (r = 0,04).
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Tabela4 Producéo de AIA (ug ml™) pelas estirpes

Estirpes AlA(ug mi™)
Meio 79 com triptofano

UFLAO03-38 0la
UFLA 03-315 0,15a
UFLA 03-318 0,65b
BR29 1,15c
UFLAO03-33 1,25c¢

UFLA 03-317 1,8d
UFLA 03-153 205e
USDA 76 2,13e

INPAO3-11B 2,36 f

BR4101 329

UFLA 03-324 3,86 h

BR11001* 4861

Meio Dygs sem triptofano
BR11001* 7,81
Meio Dygs com triptofano

INPA54B 3,62 a
UFLA 04-212 3,79a

BR29 84a
BR11001* 10,16 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade; * Controle positivo. Meio 79 com triptofano CV(%): 5,0;
Meio Dygs com triptofano CV (%): 5,84

3.3 Solubilizacdo de fosfato de calcio, aluminio e ferro

No meio para teste de solubilizacdo de fosfato de ferro (P-Fe), todas as
estirpes cresceram, mas ndo apresentaram hao de solubilizacdo e, no meio de
solubilizacdo de fosfato de aluminio (P-Al), nenhuma estirpe cresceu. JA no
meio para teste de solubilizacdo de fosfato de célcio (P-Ca), 17 das estirpes
testadas foram capazes de solubilizar o fosfato, como mostrado na Tabela 5. O
indice de solubilizac8o destas estirpes se mostrou baixo nas estirpes INPA 10A,
INPA 237A, UFLA 03-144, UFLA 03-154, UFLA 03-153, ATCC 10324,
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USDA 76, BR 4406 e BR 4101 e médio nas estirpes INPA 104A,UFLA 03-318,
UFLA 03-164, BR 29, UFLA 03-11B, UFLA 04-212, BR 4812 e UFLA 03-09,
sendo esta Ultima a estirpe utilizada como controle positivo para a solubilizacdo
de fosfato.

Tabela 5 Indice de solubilizagio (1S) do fosfato de célcio [Cag(PO4),] das

estirpes
P-Ca P-Ca

Estirpes IS Estirpes IS
INPA 86A CNS® UFLA 03-154 1,2
INPA 10A 1,34 UFLA 03-153 1,53
INPA 54B CNS UFLA 03-164 3,06
INPA 104A 2,85 UFLA 04-275 NC©
INPA 237B 1,67 BR 29 2,02
UFLA 03-280 CNS SEMIA 587 CNS
UFLA 03-315 CNS ATCC 10324 1,34
UFLA 03-144 1,99 USDA 76 0,49
UFLA 03-318 3,31 BTA - 1T CNS
UFLA 03-317 3,31 UFLA 03-84 3,24
UFLA 03-33 CNS INPA 03-11B CNS
UFLA 03-38 CNS UFLA 04-212 2,05
UFLA 03-325 CNS BR 4406 1,28
UFLA 03-319 CNS BR 4101 1,12
UFLA 03-326 CNS BR 4812 2,08
UFLA 03-09® 2,63

@CNS = cresceu e ndo solubilizou; ® 1S= diametro do halo(mm)/diametro da
coldnia(mm), avaliados no 15° dia de incubagdo; “NC= nao cresceu; © Controle
positivo. CV(%): 6,5

3.4 Fixacgao do nitrogénio emvida livre

Em relacdo a fixagdo de nitrogénio em vida livre, apenas as estirpes
utilizadas como controle, BR 5401 (A. doebereinerae) e ORS 571 (A
caulinodans) e a estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 587 foram capazes de fixar
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0 nitrogénio em vida livre, quando a fonte de carbono foi o lactato. As outras
estirpes ndo foram capazes de fixar nitrogénio em vida livre com lactato ou

manitol como fonte de carbono.

4 Discussao

A nodulagdo do tamboril e do angico-vermelho com estirpes de
Bradyrhizobium é relatada na literatura (BARBERI et al., 1998; TRANNIN;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; SANTOS et a., 2008). Para tamboril, a estirpe
recomendada como inoculante é a BR4406, da espécie B. ekani. JA para o
angico-vermelho, as estirpes recomendadas séo de Burkholderia tropica, BR
9001e BR 9004 (MOREIRA et a., 2010).

Devido ao potencial de utilizagdo destas espécies em reflorestamento,
estudos visando selecionar estirpes mais eficientes tém sido constantemente
desenvolvidos. No presente trabalho, o tamboril estabeleceu simbiose com todas
as edtirpes testadas, tendo as estirpes INPA 54B e INPA 86A proporcionado
maior desenvolvimento da parte aérea, quando comparadas com a estirpe
inoculante (BR 4406) e as demais estudadas. Estes resultados concordam com o
de outros autores, que verificaram que esta leguminosa estabel ece simbiose com
diferentes estirpes de rizébios, as quais apresentam grande variabilidade em
relacdo a capacidade de fornecer N para o desenvolvimento do tamboril
(MOREIRA et d., 2012).

Trannin, Moreira e Siqueira (2001) também observaram que a estirpe
BR 4406 é eficiente na nodulagcdo com o tamboril, porém, outras estirpes podem
apresentar resultados semelhantes ou até superiores. Estes resultados mostram a
necessidade de estudos visando a selecdo de estirpes inoculantes para espécies

arboreas, como o tamboril. E importante ressaltar, ainda, que a eficiéncia da
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simbiose entre rizobio e leguminosa pode ser influenciada de acordo com as
condi¢des edafoclimaticas, ndo avaliadas neste estudo.

Em relagdo a simbiose das estirpes de Bradyrhizobium com o angico-
vermelho, verificou-se que todas as estirpes testadas foram capazes de nodular
com esta espécie e mostraram alta eficiéncia na simbiose. Chaves, Carneiro e
Barroso(2006), ao avaliarem a producdo de mudas de angico-vermelho, em casa
de vegetacdo, verificaram que a inoculagdo da estirpe BR 9001 forneceu o N
necessario para o desenvolvimento da planta, ndo sendo necessaria a adicéo de
N na forma de sulfato de aménio e nitrato de ambnio. Entretanto, estirpes de
Bradyr hizobium também podem nodular com esta espécie arbérea e contribuir
para o desenvolvimento vegetal, igualmente ao tratamento com N mineral, como
mostrado no presente estudo.

A simbiose entre angico-vermelho e Bradyrhizobium é relatada por
outros autores, como Santos et al. (2008), em cujo trabalho a inoculagdo da
estirpe nativa de Bradyrhizobiuml-290 forneceu 0 N necess&io para o
desenvolvimento e o crescimento de mudas desta leguminosa. No presente
estudo, as estirpes USDA 76, UFLA 03-325, INPA 104A, UFLA 03-33,
UFLAO03-144, UFLA 04-212, SEMIA 587, UFLA 03-154, ATCC 10324 e
UFLA 04-275 e as estirpes recomendadas para espécies arbéreas, BR 4101, BR
4812 e BR 4406 proporcionaram um bom desenvolvimento da planta, indicando
a necessidade de estudos futuros visando a utilizagdo desta estirpe como
inoculante para esta espécie.

A relacdo MSPA/MSR, segundo Birchler et a. (1998), em mudas de
Pinus halepensis, deve ter um valor menor que 2, sendo este valor aplicado na
maioria das espécies. No tamboril, pode-se observar que todos os tratamentos
apresentaram esta relacéo abaixo de 2, tendo o tratamento com N e as estirpes
INPA 54B, INPA 86A sido as que apresentaram a maior relacdo. No angico-

vermeho, todos os tratamentos também se mostraram abaixo de 2. Estes
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resultados mostram que todas as estirpes contribuiram para o desenvolvimento
equilibrado da parte aéreae daraiz.

Foi demonstrado, em estudos, que ainoculagdo com estirpes de rizébios
em espécies arbdreas é importante ndo apenas no desenvolvimento inicia
realizado em viveiros, mas também apds a sua transferéncia para 0 campo.
Galiana et al. (1998) observaram que a inoculacdo de Bradyrhizobium teve
efeito positivo no crescimento de Acacia mangium até trés anos depois do
plantio da arvore. Ao avaliar Dalbergia nigra apds doze meses de cultivo em
solo de Mata Atlantica e solo de eucdlipto, verificou-se que as mudas inoculadas
com Bradyrhizobium apresentaram desenvolvimento semelhante a0 de mudas
que receberam N (SANTIAGO; GARCIA; SCOTTI, 2002).

Algumas das edtirpes de Bradyrhizobium estudadas também
apresentaram capacidade de atuar como BPCV, o que pode ser evidenciado,
principa mente, por meio da producdo de AlA.

As edtirpes testadas quanto a capacidade de produzir AlIA sO
conseguiram produzir este fito-horménio quando adicionado o precursor
triptofano, indicando que as estirpes produzem o AlA pela via dependente de
triptofano, que pode ser a via do &cido indole-3-acetamida (IAM) e a via do
&cido indole-3-piruvato (IpyA) (PRINSEN et al., 1993). Ja controle BR 11001
tem a capacidade de produzir este horménio pela via ndo dependente de
triptofano, jarelatada por Prinsen et al. (1993), ao estudarem as estirpes SpF94 e
SpM 7918 de Azospirillum brasilense.

Foi demonstrado que a producdo de AIA contribui para o
desenvolvimento da raiz da planta (DOBBELAERE et al., 1999). Porém, no
presente trabalho, ndo foi observada esta correlacdo entre crescimento daraiz do
tamboril e do angico-vermelho e producdo de AIA pelas estirpes. O maior

desenvolvimento do sistema radicular na producdo de mudas de espécies
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leguminosas favorece a maior aquisicdo de nutrientes e resisténcia a seca por
estas plantas no campo.

Chagas-Junior, Oliveira e Oliviera (2009) observaram gue os isolados de
rizobio da regido Amazobnica foram capazes de produzir AIA com ou sem a
adico de triptofano, destacando38 isolados com producdo acima de 100 pg mL™.
Destas, cinco apresentam caracteristicas culturais de Bradyrhizobium. No
presente estudo, das dez estirpes oriundas da regido amazbnica, somente quatro
produziram AlA: UFLA 54B, UFLA 03-315, UFLA 03-318 e UFLA03-317,
tendo a primeira sido a que apresentou a maior concentracdo de AlA, 3,62 ug
mL™.

Quando produzido em altas concentracbes, o AIA pode ter efeito
contrario, ou seja, inibir o crescimento da planta. Boiero et a. (2007)
observaram que trés estirpes de B. japonicum, E109, USDA 110 e SEMIA 5080,
se mostraram com potencial para auxiliar no crescimento da planta pela
produco de AIA, sendo a produco destas estirpes de 2,5 pg mL™, 0,82 ug mL™
e 0,7 ug mL™, respectivamente. Portanto, a maioria das estirpes do presente
trabalho produziu AlA entre 0,1 pg mL™ (UFLA 03-08) e 3,86 ug mL™ (UFLA
03-324); apenas a estirpe BR 29 teve uma producdo mais elevada, de 8,4 ug
mL ™, podendo contribuir para o crescimento vegetal das espécies estudadas.

A solubilizagdo em meio de fosfato de calcio, o crescimento no meio P-
Fe e 0 ndo crescimento no P-Al corroboramos resultados de estudos de outros
autores, nos quais a maioria dos microrganismos solubiliza P ligado ao cédlcio e
somente poucos conseguem solubilizar o P ligado a0 aluminio e ao ferro
(SOUCHIE et al., 2005a; SILVA-FILHO; VIDOR, 2000; MARRA et a., 2012).
Na literatura encontra-se associacdo entre o ndo crescimento dos solubilizadores
em meio com o P-Al, devido ao fato de este ndo ser um elemento necess&rio

para 0 crescimento dos microrganismos, ao contrario do ferro, que é um
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micronutriente regquerido para o crescimento dos organismos, justificando o
crescimento destes microrganismos no meio de P-Fe.

Estudos apontam que a baixa incidéncia de solubilizagcdo de P-Al esta
mais relacionada ao estado fisico do meio (sdlido) e & sua composicéo do que a
capacidade dos isolados de solubilizar este fosfato (SOUCHIE et a., 2005a).
Resultados semelhantes da estirpe INPA 03-11B sdo observados em estudos
anteriores (MARRA et al., 2012). N&o foi observada correlacdo entre o local de
origem da estirpe com a sua capacidade de solubilizacéo.

Estudo de Souchies et al. (2005b) mostram que 0 uso de estirpes
solubilizadoras de fosfato, BR 9001 e BR 9004, pode exercer efeito benéfico
sobre a formagdo de mudas de angico-vermelho. Entretanto, nesse mesmo
estudo foi observado que a inoculacdo destas bactérias, BR 4407 e BR 6205,
inibiu o desenvolvimento do tamboril, o que pode ter ocorrido devido a algum
tipo de incompatibilidade entre a bactéria solubilizadora e a planta ou entre os
microrganismos da rizosfera da planta (SOUCHIES et al., 2005b). Dessa forma,
estudos envolvendo a inoculagdo de bactérias solubilizadoras e produtoras de
AlA apresentam potencial de utilizagdo, no entanto, s80 necessarias novas
pesquisas.

Os dados obtidos com a fixag&o de nitrogénio em vida livre corroboram
os de Oliveira (2009), segundo o qual as estirpes de Bradyrhizobium UFLA 03-
84, INPA 03-11B, UFLA 03-164, UFLA 04-0321, UFLA 03-162, UFLA 03-
172, UFLA 03-163 e 88C3 foram testadas quanto a capacidade de fixar
nitrogénio em vida livre e nenhuma formou pelicula no meio LO. UFLA 03-84,
INPA 03-11B, e UFLA 03-164 obtiveram o mesmo resultado no presente
estudo. A SEMIA 587 é uma estirpe de B. ekanii recomendada pelo MAPA
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2011) como inoculante da soja (Glycinemax L.)., mas ndo existem trabalhos

afirmando que ela é capaz de fixar nitrogénio em vidalivre.
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5 Conclusao

Dentre as estirpes de Bradyrhizobium avaliadas, todas foram capazes de
nodular com o tamboril, sendo INPA 54B e INPA 86A as mais eficientes na
nodulagdo com essa planta. No angico-vermelho, todas as estirpes testadas
também nodularam, sendo as estirpes de Bradyhizobium USDA 76, UFLA 03-
325, INPA 104A , UFLA 03-33, UFLA03-144, UFLA 04-212, SEMIA 587,
UFLA 03-154, ATCC 10324, UFLA 04-275 e a BR 4406, as mais €eficientes na
simbiose planta. As estirpes recomendadas para espécie florestal, a de
Ochobactrum spp., BR 4101, e ade Burkholderia spp., BR 4812, também foram
eficientes na simbiose com o angico-vermel ho.

Nos testes in vitro, observou-se que 13 estirpes foram capazes de
produzir o AIA na presenca de triptofano. As estirpes ndo apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato de ferro e auminio e, no meio de fosfato de
célcio, 17 delas foram capazes de solubilizar o fésforo em meio solido. Apenas a
estirpe SEMIA 587 se mostrou como fixadora de nitrogénio em vida livre. Para
a aplicacdo destas estirpes eficientes na simbiose e promotoras de crescimento

vegetal, € necessaria arealizagdo de estudos em vasos com solo e em campo.
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