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RESUMO

As atividades de lavra a céu aberto do carvdo mineral no sul de Santa
Catarina impactaram aproximadamente 6.700 ha de solo. A revegetacdo
¢ uma alternativa que auxilia no processo de recuperagdo de areas
degradadas, e o emprego de leguminosas herbaceas inoculadas com
bactérias fixadoras de nitrogénio ¢ motivado pela dificuldade em se
implantar uma cobertura vegetal nesses locais, devido principalmente a
baixa disponibilidade de nutrientes. O objetivo deste trabalho foi avaliar,
dentre 16 rizdbios autoctones da regido carbonifera em Criciima,
aqueles com maior potencial simbidtico para as leguminosas herbaceas
Vicia sativa (Ervilhaca) e Calopogonium mucunoides (Calopogénio).
Foram conduzidos ensaios em casa de vegetagdo contendo 17
tratamentos de inoculagdo (16 rizobios autoctones + estirpe
recomendada para cada leguminosa), além de dois tratamentos sem
inoculagdo (com e sem nitrogénio mineral). Apos 60 dias, foi avaliada a
nodulacdo, crescimento, absor¢do de N e eficiéncia simbidtica. A
capacidade promotora do crescimento vegetal foi avaliada pela producdo
de acido indolacético, ACC deaminase, sideroforos e solubilizagdo de
fosfato. A classificacdo filogénetica docs isolados foi realizada por
sequenciamento parcial do gene rDNA 16S. Dentre os rizobios capazes
de nodular as leguminosas herbaceas, apenas UFSC-MS8 mostrou-se
eficiente para a Ervilhaca. Foi verificada a presenca de mais de um
mecanismo de promogao do crescimento no mesmo isolado, destacando-
se UFSC-M8 por apresentar todas as caracteristicas avaliadas. Os
isolados foram classificados como pertencentes aos géneros Rhizobium,
Burkholderia e Gluconobacter. Os resultados sugerem que a inoculagio
da Ervilhaca com o isolado de rizobio UFSC-MS8 classificada como
Burkholderia sp. é uma alternativa promissora para testes de inoculagdo
a campo visando a revegetagdo das areas impactadas pela mineragdo de
carvao.

Palavras-chave: Fixacgdo bioldgica de nitrogénio, eficiéncia simbiodtica,
revegetacio, areas degradadas, Vicia sativa, Calopogonium mucunoides






ABSTRACT

The charcoal open pit mining in the south of Santa Catarina state was
inappropriately developed, impacting approximately 6,700 ha.
Revegetation is an alternative that helps in the recovery of these areas
and the use of herbaceous legumes inoculated with nitrogen fixing
bacteria is motivated by the difficulty to implement a vegetation cover
in these places, mainly due to the low availability of nutrients. The
objective of this work was to evaluate, among 16 autochthonous
rhizobia from the coal mining area of Criciuma, Santa Catarina, those
with the greatest potential for making symbiosys with the herbaceous
legumes Vicia sativa (Ervilhaca) and Calopogonium mucunoides
(Calopogodnio). Tests were conducted in greenhouse containing 17
inoculation treatments (16 autochthonous rhizobia + recommended
strain for each legume), plus two treatments without inoculation (with
and without mineral nitrogen). After 60 days, the nodulation, growth, N
uptake and symbiotic efficiency were evaluated. The capacity of
promoting plant growth was assessed by determining the production of
indol acetic acid, ACC deaminase, siderophores and inorganic
phosphate solubilization. The phylogenetic classification of the isolates
was performed by sequencing the 16S rDNA gene. Among the rhizobia
capable of nodulating the herbaceous legumes, only UFSC-M8 was
efficient for Vicia sativa. It was found the presence of more than one
growth-promoting mechanism in the same organism, and the isolate
UFSC-MS8 presented all of them. The isolates were classified as
belonging to the genera Rhizobium, Burkholderia and Gluconobacter.
The results suggest the inoculation of Vicia sativa with the rhizobium
UFSC-MS, classified as Burkholderia sp., is a promising alternative for
revegetation field trials to recover coal mining degraded areas.

Keywords: Biological nitrogen fixation; recovering of degraded areas;
symbiotic efficiency; Vicia sativa; Calopogonium mucunoides
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1. INTRODUCAO

O carvdo mineral ¢ considerado o combustivel fossil mais
abundante no planeta, tendo grande importancia na produgdo de energia
elétrica em diversos paises. As reservas desse recurso no Brasil atingem
32,6 bilhdes de toneladas, estando concentradas nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. As atividades de lavra de carvao
mineral a céu aberto nestas regides ndo foram desenvolvidas com
planejamento adequado, e nem observaram os padrdes de recuperagdo
necessarios ¢ indispensaveis para manter a qualidade do meio ambiente.
Somente no sul de Santa Catarina, aproximadamente 6.700 ha
encontram-se impactados por essa atividade, cujos substratos existentes
nas areas lavradas sdo caracterizados por um elevado grau de
desestruturacdo, pH acido, toxicidade de elementos-trago e textura
bastante friavel, sendo muito suscetivel a processos erosivos.

A revegetacdo utilizando leguminosas ¢ uma alternativa de baixo
custo de implantagdo e manutengdo que auxilia no processo de
recuperagdo de areas degradadas. Consiste na implantagdo de uma
cobertura vegetal, visando ndo somente a recuperagdo paisagistica,
como também o controle dos processos erosivos e a recuperacdo das
propriedades do solo. Para isso, é essencial a utilizacdo de espécies de
plantas capazes de se adaptar a esses solos degradados. Para a
revegetagdo das areas de preservacdo permanente, segundo a normativa
brasileira, recomenda-se a introduc¢do de leguminosas arbdreas nativas.
No entanto, no caso das pilhas de rejeito sugerem-se as leguminosas
herbéceas porque ndo comprometem a impermeabilizagdo dos mesmos,
pois ndo possuem um sistema radicular profundo.

A inoculagdo dessas plantas com microrganismos promotores de
crescimento surge pela dificuldade em se implantar uma cobertura
vegetal nesses locais, devido principalmente a baixa disponibilidade de
nutrientes e as condi¢des fisicas do solo inapropriadas para o
crescimento das plantas. Nesse contexto, os rizobios destacam-se dentro
desses microrganismos, pois no processo simbidtico convertem o
nitrogénio atmosférico (N2), ndo assimildvel, em amodnia (NH;3")
passivel de ser utilizado pela planta. Além da fixacdo de nitrogénio as
bactérias podem também favorecer o crescimento das plantas através de
outros mecanismos, por exemplo, pela producdo de fitohorménios tais
como auxinas, solubilizagdo de fosfatos, produgdo de siderdforos, entre
outros.



24

A proposta deste trabalho consiste na avaliacdo de rizobios com
relagdo a diversos mecanismos relacionados com a promogdo do
crescimento das plantas e adaptag@o as condicdes de solos degradados
pela mineragdo do carvdo, com vistas a obter inoculantes bacterianos
capazes de favorecer as leguminosas herbaceas. Esses poderdo ser
empregados na revegetacdo das extensas areas de pilhas de rejeitos de
mineragdo existentes no Sul do estado de Santa Catarina, assim como
em outras areas degradadas por atividades de minerag¢ao no Brasil.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Mineracio de carvao: importincia e impactos ambientais

O carvdo mineral ¢ considerado o combustivel fossil mais
abundante no planeta, tendo grande importancia na producgdo de energia
elétrica em diversos paises (WCI, 2005). As reservas no Brasil atingem
32,6 bilhoes de toneladas e correspondem a 50% dos recursos
energéticos nao renovaveis do pais, sendo as reservas concentradas nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CPRM, 2010). No
estado de Santa Catarina, encontra-se a segunda maior reserva do
minério no Brasil, com 3,4 bilhdes de toneladas (GOMES et al., 2003).
Apesar do importante papel do carvdo na economia do sul do Estado de
Santa Catarina, o impacto ambiental causado pela sua eploragdo é
também expressivo, sendo considerada 4rea critica nacional para fins de
controle de poluicdo (BRASIL, 1980).

As atividades de mineragdo de carvdo alteram fisica, quimica e
biologicamente os ecossistemas associados as 4reas mineradas, pondo
em risco o solo, a biota e os recursos hidricos (SOARES et al., 2008). A
mineracdo a céu aberto é uma das atividades produtivas que causa as
maiores mudangas nos ecossistemas afetados, devido ao desmatamento,
remocdo de solo e modificagdes topograficas sobre areas relativamente
grandes. Além desses efeitos diretos, desencadeia outros indiretos, como
o aumento da susceptibilidade a eroso, poluigdo de corpos d'agua, a
migracdo da fauna e a perda do valor paisagistico (BARTH, 1989;
SANCHEZ e FORMOSO, 1990).

Dentre os impactos fisicos tém-se aqueles ocasionados pelo
processo de lavra, ocasionando a destruigdo da estrutura do solo, pela
remoc¢do da vegetacdo da superficie, a fim de se ter acesso a camada de
carvdo. No entanto, do ponto de vista quimico, a drenagem acida de
mina (DAM) representa um dos maiores problemas ambientais da
exploracdo do carvdo, principalmente no estado de Santa Catarina
(SILVEIRA et al., 2007). A DAM ¢ gerada pela oxidagdo da pirita ¢ a
formacdo de acido sulftrico, sulfato e ions ferroso e férrico, catalisados
principalmente pelas espécies bacterianas Acidithiobacillus ferrooxidans
e Thiobacillus denitrificans (RUBIO, 1998 a, b). O resultado desse
processo oxidativo ¢ a reducdo acentuada no pH do solo, atingindo
valores inferiores a 4,0. Nessas condigdes de acidez grande parte dos
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compostos contendo elementos-trago ¢ solubilizada, ficando passiveis
de lixiviagdo e contamina¢do de mananciais de agua, além de dificultar
o estabelecimento da vegetagdo no local contaminado (DIAS et al.,
2005).

Calcula-se que exista na regido sul do estado de Santa Catarina
cerca de 6.700 ha de areas degradadas pela mineracdo e que 2/3 dos
cursos d’agua estejam comprometidos pela DAM e pela deposi¢do de
rejeitos nos aquiferos (JICA, 1997). Como resultado do processo de
mineracdo nessas areas, a fertilidade do solo também encontra-se
severamente afetada. Além disso, devido a remocdo da vegetagdo, ha
mudancgas das paisagens com marcado impacto sobre a biodiversidade
da regido. Dessa forma, a intervengdo antropica para sua recuperacao ¢
imprescindivel (STAHL et al., 2002; GONCALVES, 2008).

2.2. Revegetacio na recuperacio de areas degradadas

Os tratamentos fisico-quimicos convencionalmente utilizados
para a recuperacdo de areas degradadas apresentam varias limitagdes.
Geralmente sdo custosos, de eficacia limitada e podem afetar de forma
irreversivel as propriedades do solo, estimulando o desenvolvimento de
novas tecnologias (DELGADILLO et al., 2011). A restauragdo ¢ a
reabilitacdo ecologica constituem praticas interessantes para reduzir a
vasta extensdo de terras degradadas (BRADSHAW, 1987). A
restauracdo ¢ alcancada quando a drea recuperada apresenta
caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes ao ecossistema
existente antes da intervengdo antropica. Isso geralmente ¢ um objetivo
muito dificil, pois exige uma profunda compreensdo do ecossistema. Em
contraste, a reabilitacdo ¢ geralmente uma meta mais vidvel ja que o
objetivo é conseguir condi¢cdes semelhantes, mas ndo necessariamente
iguais ao que existia antes da perturbagdo (PYWELL et al., 2003). A
reversdao da degradagdo visa reduzir os impactos sobre a qualidade e
funcionalidade dos ecossistemas e isso exige uma agdo multidisciplinar
que pode ser demorada em fungdo da complexidade ¢ do grau de
perturbagdo ao qual o solo foi submetido (LAMB et al., 2005).

A revegetagdo ¢ uma alternativa de reabilitagdo de baixo custo de
implantagdo e manutengdo, que auxilia no processo de recuperagdo de
areas degradadas. Consiste na implantacdo de uma cobertura vegetal,
visando ndo somente a recuperagdo paisagistica, como também o
controle dos processos erosivos e a recuperagdo das propriedades do
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solo (NASCIMENTO e BIONDI, 2008; SIQUEIRA et al., 2008). A
manutencdo da cobertura do solo propicia também outros beneficios,
como prote¢do contra a radiagdo solar, mantendo as temperaturas mais
baixas e reduzindo a perda de dgua por evaporagdo, maior ciclagem de
nutrientes, além de beneficiar a atividade biologica (GASSEN e
GASSEN, 1996). As espécies de plantas selecionadas para implantagao
devem se adaptar bem as condigdes prevalentes de solo e ambiente,
sendo ainda ideal que essas espécies apresentem capacidade de fixagdo
do N atmosférico, em razdo da caréncia desse nutriente na maioria dos
solos degradados (SIQUEIRA et al., 2008).

2.3. Importincia das leguminosas na recuperac¢io ambiental

Estudos mostram que para a recuperagdo de areas devastadas pela
mineracdo € necessario o planejamento adequado do processo de
reabilitacdo, o que permite reduzir o tempo de exposi¢cdo ao impacto,
assim como restituir potencialmente a diversidade biologica ¢ a
produtividade do ecossistema (SANCHEZ et al., 2003). Nesse contexto,
¢ essencial a utilizacdo de espécies de plantas capazes de se adaptar a
esses solos degradados. No entanto, ha dificuldade em se implantar uma
cobertura vegetal nesses locais devido principalmente a baixa
disponibilidade de nitrogénio e fosforo, e as condi¢des fisicas do solo,
normalmente inapropriadas para o crescimento das plantas (FERRARI e
WALL, 2004).

A familia Leguminosae ou Fabaceae engloba espécies
importantes na alimentagdo animal e humana. Muitas fazem parte ha
milénios da cultura de diferentes povos na América. E a terceira familia
em numero de espécies (cerca de 18.500), apdés Compositae e
Orquidiaceas. Distribuem-se em mais de 650 géneros e podem ser
encontradas nos mais variados habitats, do artico aos tropicos. A familia
inclui arvores, arbustos ¢ herbaceas, divididas em trés subfamilias:
Cesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. A sua capacidade para
fixar o nitrogénio ¢ uma caracteristica muito interessante do ponto de
vista da colonizag@o dos solos pobres, da melhoria ou a regeneracao dos
degradados, além da sua utilizagdo em praticas agricolas (PASCUAL,
2003).

Os locais de maior sensibilidade ambiental, por sua importancia
ecossistémica, sdo denominados areas de preservacdo permanente (APP)
segundo a Resolugdo CONAMA 004/94. Para a revegetacdo dessas
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areas recomenda-se a introdu¢do de leguminosas arbdreas nativas
(BRASIL, 1994). Nesse sentido, varios projetos tém tido desenvolvidos
com a espécie Mimosa scabrella (Bracatinga) visando a recuperagio de
solos degradados (MELLONI et al., 2004; REGENSBURGER, 2004;
CARNEIRO et al., 2008; SATURNO et al., 2009). Em estudo realizado
em areas de mineragdo de bauxita em Pogos de Caldas, Carneiro et al.
(2008) wverificaram que areas revegetadas com M. scabrella
apresentaram teores de N-total no solo de 1,11 g/kg de solo apds 19
anos, sendo esse valor semelhante ao da area referéncia ndo degradada.
No sul do estado de Santa Catarina, além de numerosas APP, existem
extensas areas compostas por pilhas de rejeitos (consideradas ndo APP).
Nessas zonas recomendam-se espécies de plantas que ndo comprometam
a impermeabilizagdo dos rejeitos, o seja, ndo podem ter sistema
radicular profundo. Nesse contexto, surge o emprego das leguminosas
herbaceas que possuem essa caracteristica além dos outros beneficios
que oferecem as leguminosas arboéreas (BRASIL, 2013). Para esse fim,
destacam-se algumas espécies herbaceas como Calopogonium
mucunoides, originaria da América do Sul, e Vicia sativa, espécie
exotica com adaptagdo as regides de clima temperado ou de altitude.

Calopogonium mucunoides ¢ uma leguminosa herbacea perene.
Possui grande adaptacio a solos de baixa fertilidade natural. E capaz de
atingir, por exemplo, 80% de seu rendimento maximo sob 60% de
saturacdo de aluminio ¢ 4 mg de P/kg, além de ser tolerante ao
manganés toxico. O desenvolvimento inicial ¢ lento, contudo, uma vez
estabelecido, apresenta excelente vigor e alta produtividade, tornando-se
muito competitivo (COSTA et al., 2009). Vicia sativa, por outro lado, ¢
uma espécie com habito de crescimento prostrado (decumbente).
Desenvolve-se também em solos de baixa fertilidade e com problemas
de acidez (baixo pH e presenca de aluminio) principalmente no ciclo
outono/inverno/primavera. Nessas condicdes conseguem fixar entre 120
a 180 kg de N/ha (ENNEKING, 1994). O uso dessas leguminosas
herbaceas em solos degradados demostram suas potencialidades para
utilizagdo em areas altamente impactadas. Teodoro et al. (2011), em
solos da Caatinga Mineira, por exemplo, conseguiram utilizando
Calopogonium mucunoides um incremento do nitrogénio em 234 kg/ha,
além do aumento da matéria orgénica sobre o solo por meio do material
senescente e da parte aérea acumulada pelas mesmas.
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2.4 Fixac¢ao biologica de nitrogénio e os rizébios

O nitrogénio constitui mais do 80% da atmosfera, mas essa
abundancia ndo ¢ aproveitada pelas plantas, as quais estdo obrigadas a
utilizar apenas as formas combinadas que se encontram no solo em
pequenas quantidades. A fixacdo bioldgica de nitrogénio contribui
significativamente com o fornecimento total do nitrogénio necessério
para as plantas. Esse processo ¢ feito por bactérias de vida livre ou em
simbiose com as plantas. Ha muitas espécies portadoras dessas
caracteristicas pertencentes a diferentes grupos bacterianos. A fixacdo
bioldgica ¢ altamente consumidora de energia, pois a tripla ligacdo que
une os dois atomos de nitrogénio é muito forte. O complexo enzimatico
nitrogenase (E.C. 1.18.6.1) consome 16 moléculas de ATP por N>
reduzido, de acordo com a seguinte reagdo (VOET e VOET, 1995):

8H"+ N, +8e +16ATP  — p»  2NH; + Hy +16ADP + 16P;

Alguns fixadores livres, como Azotobacter, requerem energia
equivalente a até 100 unidades de glicose por unidade de nitrogénio
fixado. No entanto, na fixagdo simbiotica Rizobio-Leguminosa, a
propor¢ao diminui de 6 a 12 unidades de glicose consumida por unidade
de nitrogénio fixado. Por esse fato, Azotobacter fornece ao solo somente
algumas centenas de gramas de nitrogénio por ha/ano (PASCUAL,
2003). Ja pela simbiose pode-se atingir 150 a 200 kg de nitrogénio por
ha/ano, dependendo das condi¢des da cultura (BLACK, 1996). Dessa
maneira, aumenta-se o aporte de N ao solo reduzindo a relagdo C/N, o
que favorece a mineralizagdo e ciclagem dos nutrientes da matéria
organica e aumenta a producdo de humus, importante fator de
recuperacdo do solo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; JOHN, 2011).
Apesar dessas diferencas, a fixagdo livre total &€ maior, pois a simbidtica
esta restrita a poucas espécies de plantas. A capacidade de se associar
com bactérias que formam nddulos e fixam nitrogénio (BFN) ndo é uma
caracteristica de todas as leguminosas, sendo que a nodulagdo tem sido
relatada na maioria das espécies das subfamilias Mimosoideae e
Papilionoideae, enquanto na subfamilia Caesalpiniodeac poucas
espécies tém sido descritas (BARBERI et al., 1998; FARIA ¢ GUEDES,
1999; LASTE et al.,, 2008). Essa limitagdo constitui um obstaculo
quando se deseja a utilizacdo plena desse processo bioldgico
(PASCUAL, 2003).
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Denominam-se rizobios ao grupo parafilético aonde se agrupam
todas as Proteobactérias com capacidade de formar nddulos em simbiose
com leguminosas, podendo ser divididos em a e B-Proteobactérias.
Dentro das a-Proteobacterias se encontram os géneros, Rhizobium
(JORDAN, 1982), Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), Sinorhizobium
(CHEN et al., 1988), Azorhizobium (DREYFUS et al., 1988),
Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997), Devosia (RIVAS et al., 2002,
2003), Blastobacter (VAN BERKUN e EARDLY, 2002),
Methylobacterium (JOURAND et al., 2004), Phyllobacterium
(MANTELIN et al., 2006) e Ochrobactrum (TEYSSIER e JUMAS-
BILAK, 2010). Nas B-Proteobactéria encontram-se espécies dos géneros
Burkholderia (MOULIN et al., 2001), Cupriavidus (Chen et al., 2001) e
Herbaspirillum (VALVERDE et al., 2003).

Alguns rizébios sdo muito especificos, com capacidade para
infectar e nodular um nimero reduzido de espécies, enquanto outros sdao
menos seletivos. Em qualquer caso, a capacidade para infectar as células
da raiz se deriva do intercimbio de sinais entre os simbiontes.
Flavonoides exudados pelas plantas induzem a expressdo dos genes nod
em Rhizobium, envolvidos na sintese dos fatores de nodula¢do
(REDMOND et al., 1986; PERRE et al., 2000). Esses vdo estimular os
pélos radiculares permitindo a entrada de rizobios na planta.
Posteriormente, induzem a formagdo de um canal de infec¢do, depois a
divisdo das células corticais, levando a formacdo dos nodulos que
apresentam um interior perfeitamente estruturado, onde se realiza a
fixacdo (YAO e VINCENT, 1969; XI et al., 2000).

2.5 Beneficios da inoculac¢io de rizébios em leguminosas

Além da escolha da leguminosa adequada para uso em programas
de recuperagdo de solos degradados, ¢ imprescindivel o conhecimento
sobre as espécies de bactérias a serem utilizadas, uma vez que as
mesmas s3o fundamentais para que ocorra a fixagdo biologica do
nitrogénio. Alguns estudos realizados no Brasil tém demonstrado o
potencial dessa simbiose na recuperacao de areas degradadas (FRANCO
et al., 1995; FRANCO e FARIA, 1997; FARIA et al., 1998; LASTE et
al., 2008). Porém, existem poucas descricdes das estirpes capazes de
nodular eficientemente as leguminosas herbaceas Calopogonium
mucunoides e Vicia sativa nessas condi¢des. No Brasil, o0 Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) recomenda o emprego
de Bradyrhizobium japonicum para Calopogonium mucunoides e
Rhizobium leguminosarum para Vicia sativa. Essas recomendagdes sdo



31

muito semelhantes as australianas (VACHOT-GRIFFIN e THIES,
2005).

Estudos de isolamento de rizobios de areas impactadas pela
minera¢do de carvdo na regido de Cricitma foram realizados pelo
Laboratoério de Microbiologia do Solo da UFSC. Como resultado,
obteve-se 16 isolados de rizdbios que apresentaram como principais
caracteristicas culturais a capacidade de acidificar o meio de cultura, a
producdo de muco e o crescimento rapido, sendo essas caracteristicas
relacionadas com a capacidade adaptativa ao solo degradado. Também
se constatou que alguns isolados mostraram-se eficientes em condig¢oes
controladas para espécies de leguminosas arbdreas nativas da regido,
como a Bracatinga, com crescimento superior ao tratamento com
adubacdo nitrogenada e/ou inoculadas com a estirpe referéncia
(MOURA et al., 2013). Embora esses isolados apresentem potencial de
emprego na revegetacdo de areas de APP, seria muito interessante
avaliar sua efetividade para leguminosas herbaceas destinadas a areas
que ndo sejam APP, de modo a possibilitar que as plantas se tornem
total ou parcialmente independentes da aplicacio de fertilizantes
nitrogenados.

2.6 Outros mecanismos de promocio do crescimento de plantas

Denominam-se rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCP) (PGPR, na sigla em inglés) as bactérias existentes na
rizosfera que cumprem as seguintes premissas: tém a capacidade de
colonizar a superficie radicular, de sobreviver, multiplicar-se e competir
com a microbiota autdctone e promover o crescimento das plantas
(KLOEPPER, 1994). Por sua vez, VESSEY (2003) definiu as BPCP
como bactérias da rizosfera que podem crescer dentro, sobre ou em
torno dos tecidos e assim estimular o crescimento da planta através de
uma variedade de mecanismos. SOMERS et al. (2004) as classificaram
com base em suas atividades funcionais em: biofertilizantes (aumento na
disponibilidade de nutrientes na planta), fitoestimuladores (produgdo de
fitormonios), rizo-remediadores (degradacdo de poluentes orgéanicos) e
biopesticidas (producdo de antibidticos e metabolitos antifungicos). No
entanto, posteriormente GRAY e SMITH (2005) demonstraram que as
associa¢des BPCP variam no grau de proximidade bacteriana a raiz ¢ a
intimidade da associacdo. Podem-se separar em: extracelular (eBPCP),
que existem na rizosfera, no rizoplano ou nos espagos entre as células do
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cortex da raiz, e intracelular (iBPCP), que situam-se no interior das
células das raizes geralmente em estruturas nodulares especializadas
(FIGUEIREDO et al., 2011).

Embora os mecanismos de promogao do crescimento das plantas
mediado por rizobactérias ndo estejam completamente elucidados,
conhece-se que esta promocdo ocorre pela alteragio de toda a
comunidade microbiana no nicho rizosfera, principalmente através da
producdo de varias substancias (KLOEPPER e SCHROTH, 1981). As
bactérias podem atuar na planta de maneira direta ou indireta
(KLOEPPER, 1993; LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009;
BABALOLA, 2010). Pela via direta fornecem a planta alguns dos
elementos necessarios (nitrogénio, fosforo e minerais essenciais) ou
modulam os niveis de seus hormodnios. Quando a estimulagdo do
crescimento ¢ indireta, a bactéria libera alguns metabolitos que afetam a
outros fatores da rizosfera, o que finalmente reverte numa melhoria para
a planta (LUGTENBERG ¢ KAMILOVA, 2009; GLICK, 2012) (Figura
1). Relata-se a seguir alguns dos mecanismos diretos de promocdo do
crescimento de plantas.

ACCD
Citocininas
. . Giberelinas
Atividade nitrogenase J'
Atividade antifiingica Promocio
Atividade antioxidante L €
crescimento
Antibioticos
Sideroforos
HCN Solubilizagdo metais ¢ P
Controle de .
fitopatogenos T
Melhora absorcéo
nutrientes
AJA

Figura 1. Mecanismo de promog¢do do crescimento de plantas por
rizobactérias (Adaptado de MUNEES e MULUGETA, 2014).
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2.6.1 Solubilizacio de fosfato

O fosforo exerce papel importante no metabolismo das plantas,
participando da fotossintese, respira¢do, armazenamento e transferéncia
de energia, transferéncia de genes e na reprodugdo (STAUFFER e
SULEWSKI, 2004). E o segundo fator limitante do crescimento em
plantas, depois do nitrogénio (GYANESHWAR et al, 2002;
FERNANDEZ et al., 2007). Encontra-se em abundancia nos solos, em
formas tanto orgénicas quanto inorganicas (Figura 2), mas em baixa
disponibilidade para as plantas.

A dinamica do P em solos é bem complexa, devido ao fendmeno
de fixagdo de P, isto é, a transformacdo de P-labil em P ndo-labil (RAIJ,
2004). Este mecanismo ¢ explicado pela grande afinidade que o fosforo
tem com Ca’", Fe’" e AI’** (TURAN et al., 2006, CLAYTON, 2010).
Como resultado, na maioria dos solos o P se localiza em suas formas
insoluveis, enquanto as plantas absorvem apenas as duas formas
soluveis: monobasica (H2POy) e dibasica (HPO4*)
(BHATTACHARYYA e JHA, 2012). Esta situagdo ¢ superada pela
adicdo de fertilizantes fosfatados concentrados na linha de semeadura.
As plantas absorvem uma pequena quantidade dos fosfatados aplicados
e o restante ¢ convertido rapidamente nos complexos insoliveis
(McKENZIE e ROBERTS, 1990). A aplicacdo torna-se cara e
prejudicial para o meio ambiente, o que tem fomentado a busca de
opcdes  ecologicamente mais viaveis. Nesse contexto, 0s
microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) candidatam-se como
substitutos dos adubos fosfatados (KHAN et al., 2006) uma vez que a
sua atividade solubilizadora permite-lhe, através de varios mecanismos,
fornecer a planta o P nas formas disponiveis (OBERSON et al., 2001;
EGAMBERDIYEVA et al., 2003, ZAIDI et al., 2009).

A populagdo de MSF varia de um solo para outro entre 10%-
3x10° UFCg! (PIEX et al., 2001). O maior numero deles localiza-se na
rizosfera aonde se pode alcancar uma concentragdo de até 5-20 vezes
mais que no solo (BROWN e ROVIRA, 1999). Dos varios MSF que
habitam a rizosfera, as bactérias solubilizadores de fosfato (BSF)
destacam-se, pois, além de proporcionar P para as plantas, também
estimulam a eficiéncia da BFN e potencializam a producdo de elementos
traco, substancias muito importantes para o crescimento das plantas
(SUMAN et al., 2001; AHMAD et al., 2008; ZAIDI et al., 2009).



34

I—‘ersd(::lgelo _I Colhcita I —] Adubos minerais '|

I | Minerais de superficie |

Morte ¢ decaimenio

| r—o Erosio do solo
i N s Mincrais primarios
Absorgio pelss plantas .
¥ apatita

mineralizacio

Solucio no solo Inlemperismo PR
HPO, <H,PO,? precipriacao AP FeP

dissolucao

Lixiviacio

mobilizacdo

Figura 2. Processo de movimentagao de fosforo nos solos (Adaptado de
MUNEES ¢ MULUGETA, 2014).

2.6.2 Producio de sideroforos

O ferro ¢ um elemento essencial para quase todas as formas de
vida, pois participa da redugdo do oxigénio para sintese de ATP,
reducdo de precursores de DNA, formagdo do grupo heme, entre outras
fungdes (NEILANDS, 1995). Em condigdes aerobicas, encontra-se
principalmente como ferro Fe**, sendo susceptivel a formar hidréxidos
insoluveis ou oxi-hidroxidos, tornando-se, desta forma, inacessivel para
as plantas e microrganismos (RAJKUMAR et al.,, 2010). Como
estratégia para a obtengdo do ferro algumas bactérias produzem
sideroforos. Eles sdo metabodlitos secundarios quelantes, com massa
molecular entre 400 ¢ 2000 Da. Tém a fungdo de se ligar ao Fe*' e
transporta-lo através da membrana celular bacteriana, em condig¢des de
limitagdo de ferro (SHARMA ¢ JOHRI, 2003; MARTINEZ et al.,
2010).

Os sideroforos também podem formar complexos estaveis com
outros metais pesados como, por exemplo, Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb e Zn,
bem como com radionuclideos, incluindo U e Np (KISS ¢ FARKAS,
1998; NEUBAUER et al., 2000). Assim, os sider6foros ajudam a aliviar
as tensdes impostas sobre as plantas por niveis elevados de metais
pesados no solo. Além disso, o ferro também faz parte da enzima
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nitrogenase, responsavél pela conversdo do nitrogénio em amonia, e da
leghemoglobina, que controla a quantidade de oxigénio dentro dos
nédulos (LUCA, 1988). A deplegdo do ferro no solo pode estimular que
a bactéria produza metabdlitos secundarios responsaveis pela quelagdo,
disponibilizando o ferro para a bactéria e também para a planta,
facilitando assim a promocdo do crescimento das plantas de forma
direta.

2.6.3 Producio de acido indolacético (AIA)

A produgdo microbiana de fitormdnios ¢ bem conhecida. Relata-
se que 80% dos microorganismos isolados da rizosfera possuem a
capacidade de sintetizar auxinas como metabolitos secundarios, sendo o
AIA o principal (PATTEN e GLICK, 1996). Ele tem sido vinculado
com todos os aspectos do crescimento e na resposta de defesa da planta.
Esta diversidade de fungdes é reflexo da complexidade no processo de
biossintese, transporte e vias de sinalizagdo do AIA (SANTNER et al.,
2009). Além disso, este fitormonio esta envolvido na divisdo, extensdo,
diferenciacdo celular; estimulo & germinag@o das sementes; aumento da
velocidade de desenvolvimento do xilema e das raizes; controle dos
processos de crescimento vegetativo; inicio da formacgdo das raizes
laterais e adventicias; mediagdo das respostas a luz, gravidade e
florescimento; influéncia na fotossintese; formagdo de pigmentos;
biossintese de varios metabolitos, e a resisténcia a condi¢des de stress
(SWAIN et al. 2007; TSAVKELOVA et al., 2007; GLICK, 2012). O AIA
secretado pelas rizobactérias interfere nos processos anteriormente
descritos, pois altera na planta o “pool” de auxinas. Adicionalmente,
promove o crescimento das raizes e a proliferagdo dos pélos radiculares,
aumentando assim a absor¢do de agua e sais minerais do solo, e,
portanto, obtém-se melhor crescimento das plantas. Adicionalmente o
AIA bacteriano também promove a descamacdo de células da raiz e
como resultado aumenta a exudagdo radicular promovendo maior
disponibilidade de nutrientes para as bactérias da rizosfera. (GLICK,
2012).

2.6.4 Regulacao dos niveis de etileno pela ACCD

O etileno ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Encontra-se fortemente relacionado com processos como a
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germinagdo de sementes, a diferenciacdo de tecidos, a formagdo da raiz
e caule primordial, o elongamento da raiz, o inicio da floracdo, a sintese
de antocianidinas, a abertura da flor, a senescéncia, o amadurecimento
de frutos, a abcisdo de folhas e frutos e a resposta ao stresse bidtico e
abiotico causado a planta (MATTOO e SUTTLE, 1991; ABELES et al.
1992; FRANKENBERGER e¢ ARSHAD, 1995; ROMAN et al., 1995;
O’DONNELL et al., 1996; SPAINK, 1997; PENNINCKX et al., 1998).
Sabe-se que em condi¢des de estresse as plantas produzem etileno em
elevadas concentragdes, e isso pode levar a inibi¢do do crescimento e
mesmo a morte da planta (HYODO, 1991). Em aparente paradoxo, o
etileno produzido sob condigdes de estresse tanto pode aliviar como
exacerbar alguns dos efeitos da infec¢do por organismos patogénicos,
dependendo da idade e espécie da planta, bem como do proprio
patogeno (ABELES et al., 1992; ARSHAD ¢ FRANKENBERGER,
2002; VAN LOON e GLICK, 2004). STEARNS e GLICK (2003)
descreveram um modelo tentando explicar estes efeitos contraditorios da
acdo do etileno na planta (Figura 3).

Pico prejudicial

Etileno

Pico benéfico

Tempo
Figura 3. Producdo de etileno pela planta em fun¢do do tempo, apds
estresse ambiental (STEARNS e GLICK, 2003).

Segundo esse modelo existe um pequeno pico inicial de etileno,
que aparece horas depois da exposi¢do da planta ao estresse, € outro
pico de maiores dimensdes que aparece entre um a trés dias depois da
exposicdo ao stresse. Acredita-se que o pico inicial esteja relacionado
com a resposta de protecdo primdria, levando a ativagdo da transcrigao
de genes de resisténcia adquirida ou de genes relacionados com a
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resposta a patogénese (CIARDI et al., 2000; VAN LOON e GLICK,
2004). Nesse estagio inicial ha o consumo do “pool” de 1-
aminocyclopropano-1-carboxylato (ACC) existente nos tecidos da
planta (ROBISON et al.,, 2001). Por outro lado, o segundo pico
apresenta elevada magnitude que promove o inicio dos processos de
senescéncia, clorose e abcisdo, resultando na inibi¢ao de crescimento da
planta e até a sua morte. Esse segundo pico ocorre devido ao aumento da
transcricdo de genes de ACC sintase desencadeada por fatores
ambientais e de desenvolvimento (YANG ¢ HOFFMAN, 1984).

Dentre os efeitos adversos o etileno pode atuar também como
inibidor da nodulagdo das leguminosas Medicago sativa (PETERS e
CRIST-ESTES, 1989), Pisum sativum (GUINEL e GEIL, 2002) e
Trifolium repens (GOODLASS e SMITH, 1979). Porém, o mecanismo
pelo qual ele controla a nodulagdo ndo é completamente conhecido.
Sugere-se que, uma vez que a nodulagdo da raiz de leguminosas
depender da densidade de rizébios no rizoplano e rizosfera
(FRANCOISE e SCHMIDT, 1982; KUCEY e HYNES, 1989), ¢
possivel que o etileno afete a nodulagdo através da limitagdo da
proliferag@o dos rizébios (TAMIMI e TIMKO, 2003). Além de inibir os
processos de infeccdo da planta por rizobios, o etileno também pode
inibir a divisdo celular na raiz (GOODLASS e SMITH, 1979), processo
fundamental para a formagdo do nddulo primordial.

A enzima ACC deaminase (E.C. 3.5.99.7) (ACCD) ¢ responsavel
pela conversdo irreversivel de ACC, precursor imediato do etileno em
plantas, em amodnia e a-cetobutirato (Figura 4) (HONMA e
SHIMOMURA, 1978). E uma enzima multimérica com uma massa
molecular de cerca de 35-42 kDa por subunidade. Ela foi detectada em
vérios organismos do solo, entre eles varios géneros de bactérias.
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Figura 4. Degradacdo de ACC pela enzima ACC deaminase (ACCD),
formando a-cetobutirato e amdénia (NASCIMENTO, 2011).

Apesar da sua relativa abundancia, muitas vezes em organismos
do mesmo género e espécie, a distribuicdo da ACCD ndo ¢ uniforme
(BLAHA et al., 2006), sugerindo assim que a origem e transferéncia do
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gene acdS (gene que codifica para essa enzima) sdo fatores que
influenciam na distribuicdo e prevaléncia da mesma. Todavia, se
presume que o gene acdS seja transmitido horizontalmente (BOUCHER
et al., 2003). Entretanto, a presenga da enzima ACCD totalmente
funcional em plantas como Arabidopsis (GLICK et al., 2007) da suporte
a possibilidade da transferéncia horizontal desse gene. Essa e outras
plantas podem ter adquirido o gene acdS de bactérias com as quais
normalmente se associam (NASCIMENTO, 2011).

Em espécies de rizobios foram detectadas varias estirpes que
possuiam o gene acdS. Segundo GLICK (1997), existem pelo menos
duas consequéncias diretas resultantes da diminui¢@o dos niveis de ACC
dentro da planta: a redugdo dos niveis de etileno e a consequente
diminui¢do da inibi¢do do crescimento e proliferagdo celular. Sendo
assim, as plantas que estabelecem relagdes simbidticas com as BPCP
que possuam atividade da enzima ACCD, poderao ter raizes mais longas
e possivelmente um maior desenvolvimento da sua parte aérea
(NASCIMENTO, 2011).

Nesse sentido, ¢ estratégico que os isolados de rizobios indicados
para producdo de inoculantes com vista a revegetacdo de dareas
degradadas, além de ter a capacidade de fixar nitrogénio, possuam
algumas das caracteristicas de promog¢do de crescimento das plantas,
pois ird permitir um melhor estabelecimento da leguminosa, com todos
os beneficios que isso traz e que foram anteriormente detalhados,
garantindo o éxito da inoculagio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a promogao do crescimento de leguminosas herbaceas em casa
de vegetacdo pela inoculacdo de rizobios autdctones isolados de areas de
mineragdo de carvao.

3.2. Especificos

a)

b)

Avaliar a compatibilidade e a eficiéncia simbidtica de 16 isolados
de rizdbios para as leguminosas herbaceas Vicia sativa
(Ervilhaca) e Calopogonio mucunoides (Calopogonio);

Avaliar os isolados de rizobio quanto a sua capacidade de
promoc¢do do crescimento das plantas, determinando-se a
producdo de acido indolacético, a-cetobutirato, sider6foros e a
solubilizagdo de fosfato;

Classificar filogeneticamente os isolados de rizobio com base no
sequenciamento do gene rDNA 16S.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos utilizados

Para os testes de compatibilidade e eficiéncia simbidtica foram
avaliados 16 isolados de rizobios pertencentes a cole¢do do Laboratorio
de Microbiologia do Solo da Universidade Federal Santa Catarina. Esses
isolados foram obtidos como resultado dos estudos de isolamento de
rizobios de areas impactadas pela minera¢do de carvdo na regido de
Criciima, SC, realizados nesse laboratorio. Nessa ocasido, Moura et al.
(2013) realizaram a coleta do solo proximo das raizes de trés
leguminosas arboreas que foram implantadas na area no ano de 2008,
sendo elas: Acécia negra (Acacia mearnsii De Wild), Marica (Mimosa
bimucronata (DC) Kuntze) e Bracatinga (Mimosa scabrella Benth).
Cinco plantas de cada espécie foram aleatoriamente selecionadas com
distancia minima de 200 metros entre individuos, sendo coletado uma
amostra composta de 12 sub-amostras. As amostras de solo foram
acondicionadas em caixa de isopor com gelo para transporte até o
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UFSC para procedimento do
isolamento de rizobios. Para a captura das bactérias fixadoras de
nitrogénio, sobretudo as noduliferas, utilizou-se Feijao caupi (Vigna
unguiculata), reconhecido como planta-isca por sua baixa especificidade
com espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio. Como resultado
obtiveram-se 11 isolados de rizébio oriundos da rizosfera de Bracatinga
(aqui designados como UFSC-B) e cinco isolados da rizosfera de
Maricé (aqui designados como UFSC-M).

Também foram utilizadas estirpes bacterianas recomendadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para as
plantas empregadas: SEMIA 384 (Rhizobium leguminosarum), doada
pelo Laboratério de Microbiologia Agricola— FEPAGRO, ¢ BR1602
(Bradyrhizobium japonicum), fornecidas pela Embrapa Agrobiologia.

As estirpes Pseudomonas putida (UW4) e Pseudomonas
fluorescens (YsS6) foram utilizadas nos estudos in vitro como controles
positivos, pois sdo espécies produtoras de ACCD e de sideroforos.
Ambas foram doadas pelo Departamento de Biologia da Universidade
de Waterloo, no Canada.

Todos os isolados foram conservados em meio so6lido em
ultrafreezer a -80 °C.
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4.2. Leguminosas herbaceas

As espécies de plantas empregadas foram duas leguminosas
herbaceas comumente utilizadas em programas de revegetagdo das areas
impactadas pela mineracdo de carvdo na regido de Criciuma:
Calopogonium mucunoides (Calopogénio) ¢ Vicia sativa (Ervilhaca). As
sementes foram adquiridas das empresas Sementes Fortaleza
(Campinas, SP) e Sementes Pirai (Piracicaba, SP).

4.3. Meios de cultura e solucoes nutritivas

Para crescimento dos isolados de rizébio foi utilizado o meio de
cultura Extrato de levedura-manitol (YM) (VICENT, 1970) contendo
(em g/L): manitol 10,0; KoHPO4 0,50; MgS04.7H,0 0,20; NaCl 0,10 e
extrato de levedura 0,50. O meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999) foi
empregado para avaliar a solubilizacdo de fosfato bicélcico, e continha
(em g/L): (NH4)2S04 0,1; Ca3(PO4)* 5,0; MgS04.7H,0 0,25;
MgCl,.6H>0 5,0; KC1 0,2 e glicose 10,0. Para a indugdo da producdo de
sideroforos foi utilizado o meio King B (KING, 1954) contendo, em
g/L: peptona de soja 20,0; KoHPO4 1,5; MgSO4 1,5 e glicerol 15,0 mL.

O meio CAS (SCHWYN e NEILANDS, 1987) foi empregado no
ensaio qualitativo para a determinacdo da producao de sidero6foros. Esse
meio foi preparado a partir da mistura de 4 pré-formulagdes:

1- Solugdo Fe-CAS: FeCls.6H,0 (10 mmol/L HCI) 10,0 mL; solugdo
aquosa CAS (1,21 mg/mL) 50,0 mL; solu¢do aquosa HDTMA
(1,82 mg/mL) 40,0 mL;

2- Tampao: PIBES 30,24 g; K;HPO4 0,3 g; NaCl 0,5 g; NH4CI 1,0 g;
solugdo de sais 750 mL; 4gar bacteriologico 15 g, para o volume
final de 800 mL;

3- Micronutrientes: glicose 2,0 g; manitol 2,0 g; MgS0O4.7H,0 493
mg; CaCl, 11,0 mg; MnSOs4. H,0 1,17 mg; CuSOs4. SH>0 1,4 mg;
ZnSO4. 7TH20 0,4 mg; NaxMoO42H,0 1,0 mg, para volume final
igual a 70 mL;

4- Solugdo de casamina acida filtrada a 10% (p/v): 30 mL.

Para o preparo do meio, as pré-formulacgdes 1, 2 e 3 foram esterilizadas
separadamente e misturadas na ordem 3, 2, 4 e 1 antes do ser vertido nas
placas.
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Para avaliag@o da produgdo de ACCD foi utilizado meio minimo
M9 (DWORKIN e FOSTER, 1958), que continha: solugdo 20xM9 20
mL (Na;HPO4 58 g; KH2PO4 30 g; NaCl 5 g; NH4Cl 10 g, dissolvidos
em 500 mL de H>O Milli-Q); solugdo CaCl, 0,5 mol/L 0,2 mL; solucdo
MgSO4 1 mol/LL 0,4 mL; solugdo de biotina 0.3mg/mL 0,4 mL. As
solugdes foram esterilizadas separadamente e juntadas a 374 mL de H,O
Milli-Q estéril e mais 6 mL de uma solugdo de glicose 1 mol/L
esterilizada por filtragdo. Para a comprovacao da atividade ACCD foram
adicionados 50 pL de solugdo de ACC 0,5 mol/L para cada 5 mL de
meio DF.

O pH dos meios de cultura foi ajustado, quando necessario, com
solugdo 1 mol L' de HCI ou NaOH e, em seguida, esterilizado em
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Para o preparo dos meios
solidos foi adicionado 1,5 % de agar.

A solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) foi adicionada
na parte inferior dos vasos tipo Leonard, utilizados nos ensaios de
compatibilidade e eficiéncia simbidtica dos isolados em casa de
vegetacdo. A solugdo continha (em mL/L): KH2PO4 I mol/L 1,0; KNO;
1 mol/L 5,0; Ca(NO3)2 1 mol/L 5,0; MgSO4 1mol/L 2,0; solucdo de
micronutrientes [(em g/L) H3BOs3 2,86; MnCl, 1,81; ZnSO4.7H,0; 0,22;
CuS04.5H>0 0,08; NaMoO.4H,O 0,02] 1,0, Fe-EDTA [ (em g/L)
FeS047H,O 24,1; EDTA 25,1] 1,0. A composi¢do da solu¢do sem
adi¢do de nitrogénio consistiu na substitu¢do de KNO3 e Ca(NOs3), por
5,0 mL de KCI 1 mol/L e 5,0 mL de CaCl> 1 mol/L. A solucdo foi
esterilizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

4.4. Compatibilidade e eficiéncia simbiotica dos rizébios

Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de
nodulagdo e eficiéncia simbidtica para as leguminosas herbaceas e
comparadas com as respectivas estirpes recomendadas pelo MAPA:
Calopogonio (BR 1602 Bradyrhizobium japonicum), e Ervilhaca
(SEMIA 384 Rhizobium leguminosarum). Para tanto, foram conduzidos
ensaios em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado
(com trés repeti¢des) composto de 17 tratamentos de inoculagdo (16
isolados de rizébios da colecdo UFSC + uma estirpe recomendada pelo
MAPA), além de dois tratamentos controle sem inoculagdo: um sem e
outro com nitrogénio mineral (52,535 mgN).
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As sementes foram desinfectadas com imersdo em hipoclorito de
sodio 2% por dois minutos e lavadas seis vezes em agua destilada estéril
(GARSABALL e CUEVAS, 2006). Ap6s germinagdo em camara umida
foram semeadas duas sementes em vasos tipo Leonard (VINCENT,
1970) contendo na sua parte superior 500 cm® de uma mistura de areia e
vermiculita estéril na proporgdo 1:1 (v/v) e na inferior solugdo nutritiva
esterilizada de HOAGLAND e ARNON (1950) diluida quatro vezes.
Em seguida, para compor os tratamentos, foi inoculado um mL de
inoculo de BFN pré-crescidas em meio YM durante 48 horas em
incubadora com agitacdo orbital a 135 rpm (107 a 10® células mL™!
meio). Apos a emissdo da segunda folha cotiledonar foi aplicada uma
fina camada de uma mistura de areia esterilizada, cloroférmio e parafina
(10 kg, 900 mL e 10 g, respectivamente) com a finalidade de evitar
contaminagoes.

A reposicdo da solugdo nutritiva foi feita semanalmente e, apos
15 dias da implantagdo, a solugdo nutritiva empregada foi a de
HOAGLAND e ARNON (1950) com a metade da concentracdo dos
nutrientes. Depois de 60 dias em casa de vegetagdo as bactérias
inoculadas que demonstraram capacidade nodulifera foram consideradas
compativeis e, caso contrario, foram definidas como nido compativeis.
As plantas foram colhidas e o nimero de nddulos (NN), massa seca de
nddulos (MSN), produg¢do de matéria seca da parte aérea (MSPA) e
matéria seca das raizes (MSR) foram determinados apds secagem em
estufa com circulagdo de ar a 65 °C até peso constante. Foi determinado
também o teor de nitrogénio na parte aérea das plantas por meio do
método semi-micro Kjedahl, de acordo com Sarruge e Haag (1979). O
nitrogénio acumulado na parte aérea foi calculado multiplicando-se teor
de nitrogénio com a respectiva producdo de matéria seca da parte aérea.

A eficiéncia simbidtica dos isolados de BFN e das estirpes
recomendadas foi calculada segundo a formula: ES = (N total fixado —
N total T sem N)/(N total T com N — N total T sem N)x100 (LIMA et
al., 2005), onde ES = eficiéncia simbidtica; N total fixado =
concentracdo foliar de nitrogénio do tratamento inoculado; N total T
sem N = concentragdo foliar de nitrogénio do tratamento sem aplicagdo
de N; N total T com N = concentragdo foliar de nitrogénio do tratamento
com aplicacdo de N.
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4.5. Avaliagdo da capacidade promotora do crescimento das plantas
in vitro

4.5.1 Producio do acido indol acético (AIA)

A determinagdo da producdo de 4cido indol-acético foi realizada
usando o método colorimétrico Salkowski, preparado a partir de cloreto
férrico em acido sulfirico (GLICKMANN, 1995; SARMIENTO e
DEESSAUX, 2006). Os isolados foram crescidos em 50 mL de meio
YM e, quando alcangaram uma concentragdo aproximada de 107 a 108
células por mL do meio, foi inoculado um mL em cinco mL de meio de
cultura YM. Em seguida, foi adicionado triptofano (500 pg/mL) para
induzir a produgdo de AIA. Depois de 24 horas de crescimento no
escuro, sob agitagdo constante (135 rpm) e temperatura de 28 °C, as
culturas foram centrifugadas (3248 x g, 15 min). Em seguida, o
sobrenadante foi misturado com o reagente Salkowski em relagdo 2:1 e
procedeu-se a leitura da absorbancia em espetrofotometro no
comprimento de onda de 535 nm (LARA et al., 2011). A concetragdo de
AIA foi determinada utilizando uma curva padrdo de AIA x ABSs3ss,
sendo as analises realizadas em duplicatas para cada isolado.

4.5.2 Capacidade de solubilizacido de fosfato

Para determinar a capacidade solubilizadora de fosfato os
isolados bacterianos foram multiplicados em 50 mL de meio YM por 48
horas, com temperatura de 28 °C ¢ agitagdo orbital de 135 rpm. Depois
de atingida a concentragdo correspondente a 107 a 10® células por mL do
meio, usando o método da gota (ALIKHANI et al., 2006), foram
inoculados 10 pL de cada suspensdo celular em placas de Petri contendo
meio NBRIP (Nautiyal, 1999). As placas foram incubadas a 28 °C
durante 14 dias. Foram feitas triplicatas para cada isolado.

A solubilizagdo de fosfato foi determinada pelo halo transparente
(area de solubilizacdo) formado em torno da colonia, em comparacdo
com o diametro da colonia. A determinac¢do do didmetro da colonia e do
halo foi feita com paquimetro aos 3 e¢ 14 dias apos a inoculagdo. A
capacidade solubilizadora foi determinada pelo indice de solubiliza¢do
de fosfato (IS): IS = (diametro da colonia+didmetro do halo)/diametro
da colonia. Foi realizada uma analise descritiva para as médias e
intervalos de confianga dos IS para a classificagdo dos isolados como de
baixa, média e alta capacidade de solubilizagdo (BERRAQUERO et al.,
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1976). Para classificagdo dos isolados quanto a capacidade
solubilizadora, foi utilizada a seguinte escala: baixa para [S<2, Média
2<1S<4 e Alta IS>4.

4.5.3 Producao de sideroforos

Para avaliar a capacidade de produzir sider6foros pelos isolados
de rizobio foi utilizado um método qualitativo que se baseia na
competi¢do pelo ferro entre o complexo férrico do cromo azurol S
(CAS) e o sideroforo produzido pelo microrganismo. O ferro ¢
removido do CAS pelo sider6foro (o qual se liga ao ferro mais
firmemente) e uma reacdo positiva é indicada por uma mudanca de cor
do reagente CAS de azul para laranja (SCHWYN e NEILANDS, 1987).
Para tanto, 10 pL das culturas bacterianas crescidas overnight em meio
King B foram inoculados em uma placa de Agar CAS (ALEXANDER e
ZUBERER, 1991) incubada a 28 °C. Realizaram-se triplicatas para cada
isolado e como controle positivo foram utilizadas as estirpes
Pseudomonas fluorescens (YsS6) e Pseudomonas putida (UW4). Apds
trés dias, os isolados foram classificados em produtores e ndo produtores
de siderdforos, em fun¢do da mudanga da cor nas placas.

4.5.4 Determinacio da concentracio de a-cetobutirato

A estimativa da atividade enzimatica da ACCD foi realizada
segundo o método descrito por PENROSE e GLICK (2003),
determinando-se a quantidade de o-cetobutirato produzido pela
clivagem de ACC pela enzima ACCD (HONMA e¢ SHIMOMURA,
1978). A quantidade (umol L) de a-cetobutirato produzido foi
determinada através da comparacdo da leitura de absorbancia a 540 nm,
a partir de uma curva padrio que variou de 0 a 0,5 mmol L.

Para isso, foi sclecionada uma colonia de cada isolado mantido
em meio YMA e repicada para 25 mL de meio YM. Depois de 72 horas
de incubacdo a 28 °C, sob agitacdo orbital de 135 rpm, as culturas foram
centrifugadas a 8314 x g durante 5 min. Em seguida as células foram
lavadas duas vezes com 1 mL 0,1 mol L' Tris-HCI, pH 7,5 e
ressuspensas em 1 mL 0,1 mol L™ Tris-HCI pH 8,5. Foi adicionado a 9
mL de meio minimo M9 modificado sem fonte de nitrogénio e
suplementado com 0,5 mmol L' de ACC (Calbiochem). Foram
incubadas sob agitacdo a 28 °C a fim de induzir a atividade da enzima
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ACC deaminase. Apos 48 horas a cultura foi centrifugada (8314 x g, 5
min). O precipitado foi lavado duas vezes com 0,1 mol L Tris-HCI pH
7,5 e ressuspendido em 400 pL de 0,1 mol L' Tris-HCI, pH 8. Em
seguida adicionaram-se 20 pL de tolueno e a solugdo foi misturada em
vortex a velocidade maxima durante 30 segundos.

Na sequéncia juntou-se 50 pL da amostra e 5 pL. de uma solugdo
0,5 mol L' de ACC e foi misturado em vortex a velocidade maxima
durante 5 segundos. Incubou-se a 30 °C durante 30 minutos e
adicionados 500 pL de 0,56 mol L' HCI. A mistura foi centrifugada a
14000 rpm durante 5 min e foram retirados 500 pL de sobrenadante para
um tubo de ensaio. Adicionou-se 400 pL de 0,56 mol L' HCl e 150 pL
de 2,4-dinitrofenilhidrazina. Esta solucdo foi misturada em vortex
durante 5 segundos. O mesmo procedimento foi realizado para o
controle negativo (amostra sem adicdo de ACC). Todas as medi¢des
foram realizadas em duplicata.

4.6. Identificacio dos isolados por sequenciamento de gene rDNA
16S

Uma colonia de cada isolado bacteriano foi repicada para tubos
de 0,2 mL contendo 100 puL de 4dgua ultrapura e mantidos a 100 °C por 5
min, seguindo-se uma centrifugagdo a 13.000 g durante 3 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 0,2 mL e
armazenados em freezer a -20 °C (HAGEN et al., 2002).

Para a classificacdo de todos os isolados autoctones até nivel de
género foi realizada a amplificacdo e o sequenciamento da regido V1-V3
do gene rDNA 16S. Utilizou-se para a PCR o DNA extraido e os
iniciadores PRBA63f (5 GGA TCC CAG GCC TAA CAC ATG CAA
GTC 3°) (MARCHESI et al., 1998) e UN518r (5 ATT ACC GCG GCT
GCT GG 3’) (QVREAS et al., 1997). A amplificacio foi feita em
solugdo tampdo para Taq DNA polimerase, contendo 0,2 mmol L' de
dNTPs, 3 mmol L' de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase (Life
Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 5 pmol dos iniciadores ¢ 10 ng de
DNA. A PCR foi realizada em termociclador modelo Mastercycler
Personal (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com as seguintes
condicdes: 5 min a 95 °C, 30 ciclos de 1 min a 95°C, ] mina 55°Ce 1
min a 72 °C, e extensdo final a 72 °C por 10 min. Os amplicons foram
purificados usando o kit Invisorb Fragment CleanUp (Invitek, Berlim,
Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante, secos a 60 °C e



48

enviados para sequenciamento na Macrogen Inc., United State of
America.

As sequéncias fornecidas pela Macrogen foram processadas e
comparadas com as sequéncias depositadas no  Genbank.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para verificar a afiliagdo entre os
isolados, uma 4arvore filogenética foi construida baseada na matriz
evolucionaria gerada por “Kimura two-parameter” e “neighbor-
joining”, com 1000 “bootstraps”, utilizando o programa MEGA 6
(TAMURA et al., 2013).

4.7. Analises estatisticas

Os dados relacionados com a avaliacdo da eficiéncia simbidtica e
promoc¢ao do crescimento foram submetidos a analise de variancia,
utilizando R-project (Software livre). As médias dos tratamentos foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Foi
necessaria a transformagao dos valores para algumas variaveis no intuito
de atender as pressuposigdes tedricas dos testes. Em Ervilhaca realizou-
se a transformacdo logaritmo natural para MSPA ¢ a transformagdo raiz
quadrada para teor e acimulo de N. Em Calopogonio a transformacao
coseno foi realizada para o teor e acimulo de N e a transformagdo
logaritmo natural para eficiéncia simbidtica (ES).
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5. RESULTADOS

5.1 Compatibilidade e eficiéncia simbiotica

5.1.1 Efeito da inoculacio de rizébios em Ervilhaca

A compatibilidade e eficiéncia simbidtica dos rizobios para
Ervilhaca foi avaliada no inverno, durante os meses de junho a agosto.
Apds 60 dias da inoculagdo foi verificado efeito diferenciado dos
tratamentos no crescimento das plantas (Figura 5). Verificou-se que a
inoculagdo da estirpe recomendada SEMIA 384 e dos isolados UFSC-
M8 e UFSC-M9 favoreceram o crescimento da Ervilhaca, com a
producdo de folhas verdes, enquanto os demais tratamentos
apresentaram acentuada clorose seguida de queda das folhas.

SEMIA 384 UFSC-M8 UFSC-M9 | UFSC-M8-CIN-SIN

Ak
ﬁn.i
1 B2 B3

UFSC-M8 SEMIA 384 C/SN

Figura 5. Crescimento da parte aérea (A) e sistema radicular (B) da
Ervilhaca inoculada com os rizobios SEMIA 384, UFSC-M8 ¢ UFSC-
M9 ap6s 60 dias da inoculagdo. R1, R2 e R3, representam as repetigdes
dentro de cada tratamento. C/N = controle nitrogenado; S/N = controle
sem nitrogénio.
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A inspegdo visual das raizes das plantas revelou a presenca de
noédulos (Figura 5), verificando-se maior variagdo no tamanho desses
entre os isolados, enquanto a cor e a forma dos nodulos exibiram
pequenas diferengas. A inoculagdo da estirpe SEMIA 384 produziu
nodulos pequenos e de coloragdo amarronzada com tipica atividade da
leghemoglobina, enquanto que os nddulos produzidos pelos isolados
UFSC apresentaram maior tamanho, porém de coloracdo amarelada,
demonstrando menor atividade dessa enzima. Dos 16 isolados testados,
apenas UFSC-M8 e UFSC-M9 formaram nodulos, sendo considerados
compativeis com a Ervilhaca. A estirpe recomendada SEMIA 384
destacou-se na quantidade de nddulos formados, com incrementos de
108 e 150% em relagdo aos isolados UFSC-M8 e UFSC-M9,
respectivamente (Figura 6A). Apesar do menor nimero de nodulos, a
inoculagdo com UFSC-MS proporcionou maior produgdo de massa seca
de nddulos, sendo 22% maior que a estirpe recomendada SEMIA 384
(Figura 6B).
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Figura 6. Numero (A) e massa seca de ndédulos (B) produzidos em Vicia
sativa (Ervilhaca) inoculada com os rizébios UFSC-MS8, UFSC-M9 ¢ a
estirpe SEMIA384, apos 60 dias de crescimento. Barras verticais
representam o erro-padrio da média (n=3).

A massa seca da parte aérea e¢ raizes da Ervilhaca (Figura 7)
foram significativamente influenciadas pelos tratamentos (P < 0,05). A
maior produgcdo de massa seca da parte aérea foi obtida pelos
tratamentos nitrogenado (C/N), UFSC-M8 ¢ SEMIA 384. Ja o isolado
UFSC-M9 produziu valor de biomassa intermedidrio, sendo essa
superior aos isolados ndo compativeis com a Ervilhaca. Os demais
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isolados proporcionaram baixa produgdo de biomassa da parte aérea,
sendo estatisticamente semelhante ao controle sem nitrogénio (S/N). Em
relacdo a producdo de matéria seca das raizes, verifica-se que houve
pequena variagdo entre os tratamentos testados, sendo que 15 dos 16
isolados apresentaram comportamento semelhante ao tratamento
controle S/N. Assim como verificado para a parte aérea, a maior
producdo de raizes foi obtida no tratamento nitrogenado, seguido do
isolado UFSC-M8, o qual aumentou em 72% a biomassa das raizes em
relacdo a média dos demais tratamentos.
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Figura 7. Massa seca de parte aérea (A) e raizes (B) de Vicia sativa
(Ervilhaca), inoculada com rizobios, apos 60 dias de crescimento.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro-
padrdo da média (n=3).

[

0,6

Massa Seca Parte Aérea (g)
Massa Seca Raiz (g

%
1,0 §
05 - °
’ ccccﬁcciccéccii
I T T
ZTNM DOWODDNONMNT—N 0 O
ShomdmOOdL-=S52E2

SEMIA384 T o
SEMIA384 T HH o

O teor ¢ o acamulo de nitrogénio na parte aérea da Ervilhaca
(Figura 8) foram significativamente influenciados pelos tratamentos (P
< 0,05). A inoculagdo com o isolado UFSC-MS8 proporcionou teores
superiores a 14 g kg!' N, sendo esse 108% superior a média dos
tratamentos SEMIA 384 e controle C/N (Figura 8A). Os demais
tratamentos apresentaram baixos teores de N, com valores inferiores a 6
g kg! N. O actimulo de N também foi favorecido pela inoculagdo do
isolado UFSC-M8, com incrementos de 75% em relagdo a estirpe
recomendada e ao controle C/N (Figura 8B). O acumulo de N nos
tratamentos C/N, SEMIA 384 e UFSC-M9, apresentou valores
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intermediarios, enquanto que os demais isolados de rizdbio
apresentaram baixo acumulo de N, semelhante ao tratamento controle
S/N.
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Figura 8. Teor (A) e actimulo de nitrogénio (B) em Vicia sativa
(Ervilhaca), inoculada com rizébios, apos 60 dias de crescimento.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro-
padrdo da média (n=3).

A partir dos dados de crescimento e absorcao de N foi calculada a
eficiéncia simbiodtica dos isolados (Figura 9). A maior eficiéncia
simbiodtica foi obtida a partir da inoculagdo do isolado UFSC-MS,
seguida de SEMIA 384 ¢ UFSC-M9, com valores de 147, 90 ¢ 31%
respectivamente. Esses valores evidenciam a capacidade do isolado
UFSC-M8 em favorecer o crescimento e nutrigdo da Ervilhaca em
relagdo ao tratamento nitrogenado, enquanto que o isolado UFSC-M9,
apesar de compativel com essa espécie, apresenta menor eficiéncia
simbiotica. Os demais isolados de rizobio que foram considerados nao
compativeis com a Ervilhaca apresentaram baixa eficiéncia simbiotica,
obtendo-se valores inferiores a 20%.
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Figura 9. Eficiéncia simbiética de rizobios para Vicia sativa
(Ervilhaca). M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras
verticais representam o erro-padrio da média (n=3).

5.1.2 Efeito da inoculacio de rizobios em Calopogonio

A compatibilidade e a eficiéncia simbidtica dos rizobios para
Calopogonio foi avaliada no outono, entre os meses de marco a maio de
2014, durante 60 dias. Nos tratamentos controle C/N e inoculado com a
estirpe recomendada BR 1602 constatou-se abundante produgdo de
biomassa da parte aérea, com aparecimento de folhas expandidas e
gavinhas foliares (Figura 10). Entretanto, em todos os tratamentos
inoculados com os isolados UFSC houve pouca producdo foliar,
comportamento semelhante ao verificado para o tratamento controle
S/N. Ao término do experimento ndo foram visualizados sinais de
senescéncia para nenhum dos tratamentos. A nodulagdo foi constatada
apenas nos tratamentos UFSC-M4, UFSC-M8 e BR 1602. Os maiores
nédulos foram encontrados nas raizes das plantas inoculadas com a
estirpe recomendada BR 1602, enquanto que aqueles presentes em
UFSC-M4 e UFSC-MS8 eram pequenos e amarelados.
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B hR1602 | C

Figura 10. Crescimento (A) e nddulos (B e C) de Calopogonium
mucunoides (Calopogonio) inoculado com os rizébios UFSC-M8 e
estirpe BR 1602 apds 60 dias da inoculagdo. C/N = controle
nitrogenado.

A presenca de nodulos nas raizes das plantas inoculadas com os
isolados UFSC-M4, UFSC-MS e estirpe BR 1602, permitiu considera-
los como compativeis com o Calopogdénio. A estirpe recomendada
destacou-se produzindo mais do que o triplo de ndédulos produzidos nos
isolados UFSC. A quantidade de nodulos formados pelo isolados
compativeis (UFSC-M4 e UFSC-MS8) foram semelhantes entre si
(Figura 11A). A inoculagdo da estirpe BR 1602 produziu dez vezes mais
matéria seca de nodulos do que a média dos tratamentos UFSC-M4 e
UFSC-MS (Figura 11 B).

800 0,30 4
0,25 -

o0 {» 1
0,20 +

400 0,15 4

Numero de nédulos

0,10 +

Massa Seca nodulos (g)

200 4
0,05
0 T 0,00 T T
M4

T T T
M8 BR1602 M4 M8 BR1602

Tratamentos Tratamentos

Figura 11. Numero de nodulos (A) ¢ massa seca de nddulos (B)
produzidos por rizobios inoculados em Calopogonium muconoides
(Calopogbnio), apos 60 dias de crescimento. Barras verticais
representam o erro-padrdo da média (n=3).
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A producdo de matéria seca da parte aérea e raizes foi
significativamente influenciada pelos tratamentos (Figura 12). Dentre os
tratamentos, o controle C/N apresentou a maior producdo de matéria
seca da parte aérea, produzindo aproximadamente 20 vezes mais
biomassa que o controle S/N (Figura 12A). A estirpe recomendada BR
1602 apresentou valores intermediarios na producdo de biomassa,
contudo muito superiores aos obtidos para todos os isolados UFSC
testados. Constatou-se que o valor médio da matéria seca da parte aérea
para os isolados UFSC foi 18 vezes menor que o produzido no
tratamento controle C/N. Em relagdo a producdo de MSR, do mesmo
modo que para MSPA, foi no tratamento controle C/N onde se
alcancaram os maiores valores seguidos pela estirpe BR 1602. Os
incrementos obtidos na producdo de MSR em relagdo ao controle S/N
foram de 788% para o controle C/N e 157% para a estirpe BR 1602. Por
sua vez, ndo foram verificadas diferengas significativas na biomassa das
raizes entre os tratamentos inoculados com os isolados UFSC e o
controle S/N (Figura 12B).

A B
a
a
C 2,5
2 B—I ‘IF
© —
g 2
g %2,0—
o 61 b
5 [+
£ g 154
o) 7 [
n %10—
© 2 - ¢
= R 059 flcccCccccece cccgc’
NNERENNANRAnED
o Linnnfnnsenainanennl . LHAAUARRTAUANDTIRRAML
§§538525233§§§§§§§§ %%EE‘SE'&?%@%%EEE%EE%%
['q ['q
Tratamentos ] o

Tratamentos
Figura 12. Massa seca da raiz (A) e da parte aérea (B) de
Calopogonium mucunoides (Calopogénio) inoculada com rizébios, apds
60 dias de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o
erro-padrao da média (n=3).

O teor e o acumulo de nitrogénio na parte aérea de Calopogonio
foram significativamente influenciados pelos tratamentos (P < 0,05).
Verificou-se que o teor de nitrogénio no tratamento inoculado com a
estirpe BR 1602 foi o dobro que o controle C/N (Figura 13A). O teor de
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N no controle C/N foi superior a 11 g kg, porém estatisticamente
semelhante aos demais tratamentos. Entretanto, os isolados UFSC
apresentaram baixos teores de N, com valores inferiores a 10 g kg'!. O
acimulo de N também foi favorecido pela inoculagdo com a estirpe
recomendada, com incrementos de 21% em relagdo ao controle C/N
(Figura 13B). Constatou-se que os demais isolados apresentaram baixo
acumulo de N, semelhante ao acontecido no tratamento controle S/N.
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Figura 13. Teor (A) e acimulo de nitrogénio (B) em Calopogonium
mucunoides (Calopogonio) inoculada com rizobios, apos 60 dias de
crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro-
padrdo da média (n=3).

A eficiéncia simbidtica nos isolados de rizobio foi confirmada em
Calopogonio somente para o tratamento BR 1602 (Figura 14). . Nas
condigdes avaliadas os isolados de rizobio autoctones de areas de
mineracdo apresentaram eficiéncia simbidtica inferior a 10% para
Calopogonio.
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Figura 14. Eficiéncia simbidtica de rizdbios inoculados em
Calopogonium mucunoides (Calopogbnio). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
Barras verticais representam o erro-padrao da média (n=3).

5.2 Capacidade promotora do crescimento das plantas in vitro

5.2.1 Solubilizagao de fosfato

A capacidade solubilizadora de fosfato bicalcico foi determinada
para os 16 rizobios isolados de areas de mineragdo e para as estirpes
recomendadas pelo MAPA empregadas na avaliacdo simbidtica com as
duas leguminosas herbaceas testadas. Na Figura 15 pode-se observar a
formagdo dos halos de solubilizagdo em meio NBRIP em que se verifica
a capacidade de solubilizacdo diferenciada entre trés isolados de rizdbio.
Verificou-se capacidade solubilizadora em 14 dos 16 isolados, sendo os
isolados UFSC-B4 ¢ UFSC-M4 os tnicos que ndo apresentaram essa
caracteristica. Além desses, as estirpes SEMIA 384 e BR 1602 também
ndo aprensentaram capacidade solubilizadora de fosfato.
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Figura 15. Diferengas entres as areas de solubilizagdo produzidas pelos
isolados autdctones em meio NBRIP contendo CaHPO4 apds 14 dias de
incubagdo a 25 °C.

A Figura 16 apresenta os indices de solubilizagdo (IS) de fosfato
para os isolados de rizébio testados. Os isolados UFSC-B12 ¢ UFSC-
M9 destacaram-se em relagdo aos demais tratamentos, com respectivos
valores de IS de 7,1 e 6,6, seguidos de UFSC-B16 com IS de 4,5. Esses
isolados apresentaram alta capacidade solubilizadora por apresentarem
IS superior a 4. Os isolados UFSC-B1, UFSC-B2 e UFSC-B9
apresentaram capacidade média de solubilizacdo (2 < IS < 4), enquanto
a maioria dos isolados apresentaram baixa capacidade solubilizadora de
fosfato (IS < 2).

10 1

=l
FHo

indice Solubilizagéo Fosfato
(>}

SEMIA 384

Isolados

Figura 16. Indice de solubilizagdo de fosfato bicalcico por rizobios em
meio NBRIP apds 14 dias de crescimento a 25 °C. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
Barras verticais representam o erro padrao da média (n=3).
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5.2.2 Producio de sideroforos

A produgao de sideroforos foi avaliada qualitativamente mediante
cultivo dos isolados em meio CAS-agar. Na Figura 17 observa-se que
alguns dos isolados de rizobio apresentaram capacidade de sequestrar o
Fe, evidenciado pela mudanga da cor de azul para amarelo em torno da
colonia. Dentre os isolados autdctones, UFSC-MS8 (Figura 17A) foi o
que apresentou maiores semelhangas em termos de tamanho do halo
com as estirpes de Pseudomonas fluorescens (731) e Pseudomonas
putida (131) utilizadas como controle positivo (Figura 17B). Além
desses, verificou-se producdo de sider6foros apenas para os isolados
UFSC-M1 e UFSC-M4 (Figura 17C). Importante ressaltar que ndo
houve formagdo de halo para nenhum dos isolados de rizdbio
provenientes de amostras de solo rizosférico de Bracatinga, ficando
restrito somente aos isolados bacterianos provenientes de amostras de
solo rizosferico de Marica. As estirpes recomendadas SEMIA 384 e BR
1602 também ndo apresentaram producao de sideroforos.

Figura 17. Ensaio para verificar a produgdo de sider6foros por isolados
de rizobios em meio CAS-agar, apds 72 h de crescimento a 25 °C. Halo
amarelo indica resultado positivo. 131 = Pseudomonas putida (UW4);
731 = P. fluorescens (YsS6).

5.2.3 Quantificacao de AIA e de a-cetobutirato

A quantificagdo do 4cido indol acético (AIA) foi realizada pelo
método colorimétrico que utiliza o reagente de Salwoski. A Figura 18
ilustra a curva padrdo de AIA e a produgdo da auxina por alguns dos
isolados de rizobio testados.
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Figura 18. Representacdo qualitativa da produgdo de 4cido indol acético
por isolados de rizobios: (A) dilugdes para a determinagdo da curva
padrdo; (B) reagdes indicando a producdo de AIA em presenca do Trp
como indutor.

Verificou-se que todos os isolados de rizébio autdctones e as
estirpes recomendadas apresentaram produgdo de AIA. A produgdo de
AIA vairou de 2,6 a 62,7 pg mL™!, destacando-se os isolados UFSC-B12
e UFSC-M9, seguidos pela estirpe recomendada SEMIA 384 (Tabela 1).
A maioria das bactérias testadas (72%, n=13) produziu concentra¢des de
AIA na faixa de 10,0 a 40,0 ug mL"!, enquanto em apenas 11% (n=2) a
producio foi inferior a 10,0 ug mL™'. Constatou-se que a produgdo da
auxina ndo dependeu da procedéncia dos isolados de rizobio, pois entre
os maiores ¢ menores produtores tem-se isolados provenientes de
Bracatinga, Marica, bem como estirpes recomendadas pelo MAPA.

Para verificar a capacidade de produ¢do de ACCD realizou-se a
quantificacdo de a-cetobutirato (Tabela 1). Dos 16 isolados de rizébio
testados apenas UFSC-M4 e UFSC-MS8 foram capazes de converter
ACC em a-cetobutirato, com valores variando de 12,8 a 17 pmol L.
Esses valores foram inferiores aos encontrados para a estirpe P.
fluorescens (YsS6) empregada como controle positivo (123,3 umol L),
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Tabela 1. Produgdo de acido indol acético (AIA) e de a-cetobutirato por
isolados de rizobios de 4reas de mineracdo de carvdo, estirpes
recomendadas pelo MAPA e P. fluorescens (estirpe controle para
ACCD).

Concentraciao de Concentraciao de
Isolados AIA" a-cetobutirato™

(ng mL™") (pmol L)
UFSC-B1 257+6,5d 0,0
UFSC-B2 15,7+0,1 f 0,0
UFSC-B3 220+1,0e 0,0
UFSC-B4 26,9+0,1d 0,0
UFSC-B5 149+0,1f 0,0
UFSC-B6 219+03e 0,0
UFSC-B8 20,3+0,1d 0,0
UFSC-B9 194+12f 0,0
UFSC-B12 62,7+3,5a 0,0
UFSC-B16 144+15f 0,0
UFSC-B17 399+6,4c¢c 0,0
UFSC-M1 155+38f 0,0
UFSC-M2 124+0,0f 0,0

UFSC-M4 47+34¢ 12,8+ 3,0

UFSC-M8 334+174¢ 17,0+9,0
UFSC-M9 60,1+26a 0,0
SEMIA 384 46,85+ 0,0 b 0,0
BR 1602 2,6+0,7¢g 0,0

P. fluorescens (YsS6) n.d. 123,3+43

Os dados representam a média + desvio padrio de duas repeti¢cdes. Letras diferentes
na coluna representam diferengas significativas entre si pelo teste Scott Knott (P <
0,05). n.d. = ndo determinado. * Producdo de AIA em meio YM suplementado com
500 pg mL! de L-triptofano; **Produgdo de o-cetobutirato em meio M9
suplementado com 5 pL de 0,5 mol L' de ACC.

5.3 Classificacao filogenética baseada no sequenciamento do rDNA
16S

Com base no sequenciamento parcial do gene rDNA 16S (Figura
19), os isolados foram classificados nas ordens a-Proteobacteria e -
Proteobacteria. Dentro de o-Proteobacteria foram apontados isolados
pertencentes aos géneros Rhizobium e Gluconobacter. Na ordem
correspondente a B-Proteobacteria identificou-se o género Burkholderia.
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Figura 19. Arvore filogenética neighbour-joining baseada no
sequenciamento parcial (455 pb) do gene rDNA 16S de rizobios
autoctones isolados de arecas de mineragdo de carvdo. Numeros

100| [CUFSC-M4
66 UFSC-M8
Burkholderia nodosa (AM284971.1)

Escherichia coli (AB269763.1)

precedendo indicam valores de bootstrap acima do

representatividade. A barra representa 0,05 substitui¢cdes por posi¢do de
nucleotideo. Dados em parénteses representam os nimeros de acesso
das sequéncias no GenBank. Escherichia coli (AB269763.1) foi

utilizada como outgroup.
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Os resultados indicam que Rhizobium é o principal género presente
na rizosfera de Bracatinga e Marica na areas que foram coletadas e nas
condigdes avaliadas, uma vez que dez dos 16 isolados se agruparam
nesse género. Os isolados de rizdbio compativeis com Ervilhaca
pertencem aos géneros Burkholderia (UFSC-MS8) e Gluconobacter
(UFSC-M9). Enquanto isso, os rizobios que nodularam o Calopogdnio
(UFSC-M4 e UFSC-MS) pertencem apenas ao género Burkholderia.
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6. DISCUSSAO

6.1 Compatibilidade e eficiéncia simbiotica

A exploragdo do carvdo mineral no sul do Brasil constitui um
claro exemplo do impacto ambiental causado pela acdo antrdpica,
considerando-se area critica nacional para fins de controle de poluicdo
desde a década de 1980. Somente no sul de Santa Catarina se encontram
impactadas por esta atividade aproximadamente 6.700 ha. Os métodos
tradicionais utilizados para a recuperacao dessas areas apresentam varias
limitagdes, surgindo assim a revegetagdo como a principal pratica para
recompor ¢ proteger o solo, reduzir a polui¢do das aguas e promover o
retorno da biota edafica (MELLONI et al., 2003, 2004), além de
incrementar a sucessdo vegetal, contribuindo, consequentemente, para o
fluxo de energia e nutrientes nos ecossistemas (SIQUEIRA et al., 1994).
Uma das limitacdes para a revegetagdo de dareas mineradas ¢ a
fertilidade do solo ou do substrato, sendo o nitrogénio um dos fatores
limitantes para o crescimento (SIQUEIRA et al., 2008). Nesse sentido,
encontra-se amplamente relatado a utilizagdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio como importante forma de disponibilizar esse nutriente apos
o estabelecimento da simbiose com leguminosas.

O presente trabalho tem carater inovador em fungdo da
caracterizagdo de isolados de rizdbios provenientes de dareas de
mineracdo de carvdo com potencial para emprego na inoculagdo de
leguminosas visando a revegetacdo das areas impactadas pela mineragdo
de carvao na regido sul do Brasil. Poucos sdo os trabalhos desenvolvidos
no Brasil que visam o isolamento de microrganismos com esses fins. No
pais, destacam-se as pesquisas desenvolvidas em areas de mineragdo de
bauxita (NOBREGA et al., 2004; MELLONI et al., 2006). Existem
também alguns trabalhos com esse enfoque realizados em areas de
extragdo de brita em Goias (OLIVEIRA et al., 2011), e de manganés em
Mato Groso do Sul (VERISSIMO e VARCARCEL, 1992). No entanto,
a linha desenvolvida pelo nosso grupo ¢ uma das pioneiras em areas de
minera¢do de carvdo no Brasil, fato importante se considerarmos os
impactos advindos da extracdo e beneficiamento desse mineral.

No presente estudo foram avaliados 16 isolados de rizdbios
obtidos a partir de solo rizosférico das leguminosas arboreas Bracatinga
e Marica, presentes nas areas impactadas. Constatou-se em trabalhos
prévios que alguns desses isolados apresentam beneficios para o
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crescimento de espécies de leguminosas arboreas nativas da regido
(MOURA et al., 2013), revelando-se como potenciais inoculantes para
emprego na revegetacdo de areas APP. Contudo, ndo ha conhecimento a
respeito da efetividade desses rizobios para leguminosas herbaceas
comumente utilizadas em programas de revegetagdo. Dentre essas
espécies destacam-se a Ervilhaca e o Calopogdnio, as quais tém sido
empregadas em programas de revegetagdo de areas impactadas pela
mineracgdo de carvdo (ROCHA-NICOLEITE et al., 2013), apresentando
como caracteristicas desejaveis a alta tolerancia a acidez e elevada
quantidade de nitrogénio fixado (ENNEKING, 1994; COSTA et al.,
2009). Além disso, essas leguminosas apresentam elevada produgdo de
biomassa, contribuindo assim para a cobertura do solo com redugdo dos
processos erosivos comuns em locais contendo pilhas de rejeito e
material estéril (SANTOS et al.,, 2008; HOLANDA NETO, 2011).
Dessa maneira, a utilizagdo da Ervilhaca e do Calopogdnio representa
uma estratégia interessante para a melhoria da qualidade do solo com
consequente favorecimento da recuperac@o das areas impactadas.

Para a adocdo da tecnologia de inoculagdo de rizébios para as
leguminosas, hd a necessidade de se verificar a compatibilidade e
eficiéncia simbidtica dos mesmos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Em
uma primeira etapa sdo realizados ensaios em condig¢des controladas
para verificar a capacidade de nodulagdo, efeitos no crescimento e
quantidade de nitrogénio fixada via simbiose. Existe no Brasil uma
extensa lista de inoculantes para leguminosas que o MAPA recomenda
para utilizagdo na agricultura. Entretanto, o emprego de espécies de
rizobios autdctones de areas degradadas pela mineragdo como
inoculantes é promissor, pois, em teoria, essas espécies se encontram
mais adaptadas as condi¢des edaficas e ambientais desse tipo de local.

Nesse sentido, o presente trabalho constatou que a Ervilhaca
apresenta compatibilidade com dois dos 16 rizdbios autdctones
avaliados, destacando-se o isolado UFSC-M8 que apresentou elevada
eficiéncia simbidtica. Enquanto isso, apesar de se verificar
compatibilidade de dois isolados com o Calopogénio, esses foram de
baixa eficiéncia simbidtica. Sabe-se que o numero de nddulos para
diferentes leguminosas varia principalmente em razdo do método
utilizado para o cultivo das plantas e das condigdes ambientais nas quais
os experimentos foram conduzidos (FERREIRA et al., 2012b).
Verificou-se que houve elevada producdo de nddulos nas raizes
inoculadas com os isolados compativeis, obtendo-se valores muito
superiores aqueles comumente encontrados na literatura em situagdes de
vaso com solo (VERONEZI et al., 2011 ). Isso estaria relacionado com
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a utilizagdo de vasos Leonard no cultivo das plantas, que poderia
favorecer o estabelecimento da simbiose.

A inoculag@o da Ervilhaca com os isolados UFSC-M8 e UFSC-
M9 promoveu a formacdo de grande quantidade de nddulos, porém em
menor grau do que a estirpe recomendada SEMIA 384. Apesar disso, a
inoculagdo de UFSC-M8 foi a mais eficiente para essa leguminosa,
indicando que a eficiéncia simbidtica desse isolado estaria mais
relacionada com a massa seca dos nodulos do que com a abundancia dos
mesmos. Correlagdes positivas e significativas entre a massa nodular e o
nitrogénio fixado biologicamente foram descritas anteriormente
(DOBEREINER et al., 1966). No entanto, frequentemente encontra-se
na literatura a associagdo da eficiéncia simbidtica com o nimero de
nddulos produzidos (LIMA et al., 2009).

A formagdo de maior quantidade de nodulos pelos isolados néo
necessariamente contribui para a maior produgdo de matéria seca desses.
Ferreira et al. (2012b) verificaram que houve uma relacdo direta entre a
produgdo de matéria seca dos nddulos e o crescimento de cinco espécies
de leguminosas inoculadas com Cupriavidus sp. Essa mesma relagdo foi
constatada no presente trabalho, confirmando que a capacidade de
formagdo de nddulos maiores contribui efetivamente para o crescimento
da Ervilhaca. No caso do Calopogdnio, houve também a formagdo de
grande nimero de nodulos pelos isolados UFSC-M4 e UFSC-MS,
porém esses foram pequenos, de coloragdo amarelada e de baixa
eficiéncia para essa leguminosa. A inoculagdo dos rizoébios UFSC-MS e
SEMIA 384 para a Ervilhaca e BR 1602 para o Calopogdnio ocasionou
a formacao de nddulos avermelhados, indicativo da presenga da proteina
leghemoglobina. Nodulos vermelhos a acobreados sugerem a presenga
dessa proteina que contém ferro em sua estrutura e que exerce
importante papel no transporte de oxigénio no interior dos bacterioides.
Essa proteina ¢ importante para ndo comprometer a atividade da
nitrogenase que ¢ responsavel pela fixacdo bioldgica do nitrogénio
sendo sensivel a altos niveis de oxigénio (APPLEBY, 1984). Taulé et al.
(2012) observaram nodulos brancos e pequenos em Mimosa pudica
inoculadas com isolados de Burkholderia sp. ineficientes para essa
leguminosa, enquanto que a inoculagdo de isolados eficientes de
Cupriavidus sp. produziu nodulos avermelhados em Parapiptadenia
rigida, beneficiando o crescimento da planta. Nesse sentido, sugere-se
estudos complementares envolvendo a identificacdo e expressdo dessas
proteinas na intera¢do de leguminosas herbaceas e isolados de rizobios
aqui testados.
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No presente trabalho a eficiéncia simbidtica para as leguminosas
herbaceas foi restrita a poucos isolados de rizobio autdctones das areas
de mineragdo de carvao. Dentre os 16 isolados de rizobio testados,
apenas UFSC-MS8 apresentou elevada eficiéncia simbidtica para a
Ervilhaca, apresentando ganhos na producdo de biomassa da parte aérea
e nutricdo nitrogenada para a planta. Além disso, esse isolado destacou-
se quanto ao aumento da producdo de raizes, sendo inferior apenas ao
tratamento controle C/N. E interessante notar que a inoculagio da
estirpe recomendada SEMIA 384 apresentou baixa produgdo de raizes,
sendo essa equivalente ao tratamento controle S/N e aos isolados nao
compativeis com a Ervilhaca. Como consequéncia, houve acentuada
perda foliar nessas plantas, o que ndo foi verificado para as plantas
inoculadas com a estirpe recomendada. Nesse caso, o continuo
fornecimento de nitrogénio por essa estirpe permitiu o crescimento da
Ervilhaca mesmo com baixa produgdo de raizes. Esses resultados
evidenciam que o isolado UFSC-M8 beneficia o crescimento da
Ervilhaca por meio do processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio. No
entanto, podem estar ocorrendo também outros mecanismos de
promocao do crescimento. Considerando sua procedéncia, pode-se
afirmar que esse rizobio pode constituir uma importante vantagem no
estabelecimento da Ervilhaca em éareas degradadas pela mineracdo de
carvao se comparado com a estirpe SEMIA 384.

Apenas a estirpe recomendada BR 1602 apresentou elevada
eficiéncia simbiotica para o Calopogonio, havendo pouca contribui¢do
dos rizébios autdctones para o crescimento dessa espécie vegetal.
Considerando a origem dos rizobios avaliados, os quais foram isolados
da rizosfera de Bracatinga e Maricd, pode ter ocorrido uma sele¢do de
espécies bacterianas que ndo sdo compativeis com o Calopogonio. Sabe-
se que a estirpe recomendada para essa leguminosa ¢ Bradyrhizobium
japonicum e os isolados de rizobio pertencem a outros géneros,
conforme sera discutido mais adiante.

6.2 Capacidade promotora do crescimento das plantas in vitro

O importante papel exercido pelas bactérias promotoras do
crescimento vegetal na agricultura trouxe um aumento consideravel nos
estudos de isolamento e identificacdo de bactérias associadas a rizosfera
de numerosas culturas. De modo geral, o intuito nessas pesquisas ¢
elucidar os mecanismos pelos quais as bactérias conseguem favorecer o
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crescimento dessas plantas (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001;
CHAKRABORTY et al., 2006; KIM e KIM, 2008; PHI et al., 2010).
Entretanto, a maioria das bactérias descritas com capacidade promotora
do crescimento vegetal (BPCP) foram isoladas de culturas agricolas em
condi¢des de campo (JOSHI e BHATT, 2011; FARINA et al., 2012;
SON et al., 2014), sendo poucos os trabalhos relacionados aos
microrganismos autoctones de ambientes degradados (NAVARRO-
NOYA et al., 2012; LONGATTI et al., 2013 b; SON et al., 2014). No
presente trabalho constatou-se que a maioria dos isolados compartilhou
mais de uma caracteristica de BPCP, sendo esse comportamento ja
descrito em varios trabalhos (BELIMOV et al.,1995; LAZAROVITS e
NOWAK, 1997; HAM et al., 2009).

Apesar de a quantidade de P no solo ser geralmente alta, a maior
parte dele se encontra em sua forma insoluvel, e, por conseguinte, ndo
esta disponivel para o crescimento vegetal (KHAN et al., 2007). Os
microrganismos  solubilizadores de  fosfato  conseguem a
disponibiliza¢do mediante os mecanismos de solubilizagdo e/ou
mineralizagio (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999). O mecanismo
envolvido na solubiliza¢do das formas insolaveis de P-Ca, P-Fe ¢ P-Al é
a produgdo de acidos organicos de baixo peso molecular, por exemplo,
acido gluconico e acido citrico (RODRIGUEZ et al., 2004; MARRA et
al., 2011), enquanto a mineralizagdo acontece devido a produgdo de
fosfatases (TAO et al, 2008). Desafortunadamente, o emprego
comercial de bactérias solubilizadoras de fosfato tem sido bastante
limitado, fundamentalmente devido aos resultados varidveis exibidos
por elas (GLICK, 2012). De fato, os efeitos positivos mais consistentes
foram obtidos pela co-inoculagdo dessas bactérias com outras que
possuiam outros atributos fisiolégicos como, por exemplo, a fixagdo
biologica de nitrogénio (ROJAS et al., 2001). Dos 16 isolados de
rizébio avaliados neste trabalho, foi verificada capacidade solubilizadora
de fosfato para 75% (n=14) desses. Sabe-se que areas de mineracdo de
carvao apresentam elevada acidez (FANNING e FANNING, 1989;
FUNGARO e IZIDORO, 2006), e nessa situagdo ha predominio de
fosfatos insoluiveis ligados a Fe e Al Neste trabalho avaliou-se a
solubilizacdo de formas de fosfato ligadas a Ca, uma vez que varios
trabalhos revelam que os microrganismos solubilizadores de P-Ca
também apresentam capacidade de solubilizagio de P-Fe e P-Al
(RODRIGUEZ ¢ FRAGA, 1999; HARA ¢ OLIVEIRA, 2005; MARRA
et al., 2011), e porque os isolados aqui testados poderdo apresentar
potencial de serem empregados em outras situacdes de ambientes
degradados onde exista predominio de P-Ca. Trabalhos prévios
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demonstraram que os isolados de rizobio aqui testados apresentam
capacidade de acidificagdo do meio de cultura (MOURA et al., 2013).
Entretanto, se considerarmos a elevada acidez do solo das areas de
minera¢do de carvdo, é de se esperar a ocorréncia generalizada de
batérias solubilizadoras de fosfato, como demonstrado neste trabalho.
Vérios estudos demonstraram que a reducdo do pH aumenta a
solubilizagdo de fosfatos insoliiveis (CUNNINGHAM e KUIACK,
1992; WHITELAW, 2000; SANGEETA ¢ NAUTIYAL, 2001;
PRADHAN e SUKLA, 2005). Portanto, sdo imprescindiveis estudos
como este que visam a selecdo de isolados de areas degradadas que
possuam ndo apenas a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, mas
também a capacidade de solubilizar fosfatos inorgénicos insoluveis.
Outra caracteristica importante de BPCP ¢é a produgdo de
sideroforos (LOPER e BUYER, 1991). Apesar do Fe ser um elemento
abundante no solo, o mais frequente ¢ que esse se encontre como Fe*",
forma de moderada disponibilidade. Desse modo, a quantidade de Fe
disponivel para assimilacdo pelos organismos vivos é extremamente
baixa (MA, 2005). O Fe ¢ considerado um elemento essencial, tanto
para as plantas quanto para os microrganismos (GUERINOT e YING,
1994). Algumas bactérias produzem siderdéforos, que sdo metabdlitos de
baixo peso molecular com elevada afinidade pelo Fe. Essa producao de
sideroforos permite sequestrar o Fe do meio, sendo uma estratégia de
sobrevivéncia em condigdes onde esse elemento ¢é limitante
(NEILANDS, 1988; HIDER e KONG, 2010). Son et al. (2014)
constataram a presenca de bactérias produtoras de sider6foros em areas
vulcénicas como consequéncia da alta salinidade, acentuada acidez e
poucos nutrientes presentes no solo, situacdes essas comumente
encontradas em ambientes degradados. Na literatura também ¢ descrito
que interacdes simbidticas entre rizobios e leguminosas podem
aumentar a aquisi¢do de Fe por meio da producdo de sideréforos (JIN et
al., 2008). Areas de mineragio de carvdo apresentam elevadas
concentracdes de elementos-trago (FUNGARO e IZIDORO, 2006;
DAHMER, 2014) e o excesso desses elementos induz deficiéncia de Fe
nas plantas, ocasionando clorose e perda foliar (FONTES e COX, 1998;
FERREIRA et al., 2014). Dessa forma, os sideréforos produzidos pelos
microrganismos podem atuar na reducdo da toxicidade de elementos-
tragco mediante o aumento no fornecimento de Fe para as plantas (BURD
et al., 2000; BELIMOV et al., 2005; BRAUD et al., 2006). No presente
trabalho foi verificado que apenas 18% dos isolados de rizébio testados
(UFSC-M1, UFSC-M4 e UFSC-M8) produziram sideroforos.
Considerando que os microrganismos produtores de sideroféros sdo
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mais eficazes na competicdo pelo Fe que outros microrganismos na
rizosfera (HITFTE et al., 1994), pode-se esperar que os isolados de
rizobio acima citados sdo promissores na inoculacdo de leguminosas em
ambientes degradados. Para a Ervilhaca destaca-se o isolado UFSC-M8
que, além de elevada efici€éncia simbiotica, apresenta producdo de
sideréforos.

A producdo de fitohormonios por bactérias ¢ considerada um dos
principais mecanismos de promog¢ao do crescimento em plantas. Embora
varios trabalhos descrevessem bactérias produtoras de auxinas como
AIA, citocinas e giberelinas (BELIMOV et al., 1995; BARAZANI ¢
FRIENDMAN, 1999; TIMMUSK ¢ WAGNER, 1999; GUTIERREZ-
MANERO et al., 2001; MEHNAZ et al., 2001), o AIA ¢é a auxina mais
comum ¢ melhor estudada (GLICK, 2012). Grande parte da
comunidade cientifica considera as terminologias auxina e AIA como
sendo intermutaveis (PATTEN e GLICK, 1996; SPAEPEN, 2007).
Desse modo, essa auxina tem sido vinculada a varios processos
fisiologicos importantes para a planta (TSAVKELOVA et al., 2006;
SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2011). A maioria das estirpes de
Rhizobium sdo capazes de produzir AIA (BADENOCH-JONES et al.,
1984), como constatado no presente trabalho. Além disso, alguns
autores descreveram que ha a necessidade de elevacdo nos niveis de
auxinas para a formagdo dos nodulos (MATHESIUS et al., 1998).
Bradyrhizobium elkanii, com niveis reduzidos do AIA, induziu menor
nodulagdo nas raizes de soja do que a sua estirpe selvagem
(FUKUHARA et al., 1994). Desse modo, sugere-se que uma parte do
AIA encontrado nos ndédulos seja de origem procaridtica e que facilita a
nodulagdo em plantas (THEUNIS, 2005).

Neste trabalho, a produgdo de AIA pelos rizobios foi bastante
variada, com valores entre 4,7 ¢ 62,7 ug mL™!. Esses valores estio de
acordo com aqueles descritos na literatura. Para rizobios provenientes de
aréas de mineragdo de bauxita, obtiveram-se valores de até 42,3 pg mL"!
(LONGATTI et al., 2013). Navarro-Noya et al. (2012) isolararam
Bradyrhizobium japonicum em rejeitos de mineragdo de ouro e prata,
com valores de 12,5 ug mL' de AIA. Sabe-se que o AIA, assim como
outros fitohormonios, estimula o crescimento vegetal em uma estreita
faixa de concentragdes, em que niveis baixos sdo ineficientes, enquanto
os niveis elevados podem se tornar toxicos para a planta (BISWAS et
al., 2000). TIsso foi demonstrado para estirpes de Rhizobium
leguminosarum, com produgio de até 171,2 pg mL' de AIA,
prejudicando o desenvolvimento de mudas de alface (SCHLINDWEIN
et al., 2008). Por outro lado, Patten e Glick (2002) constataram que
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rizobactérias mutantes ndo produtoras de AIA promoveram redugdes de
35 a 50% no crescimento de canola, em comparacdo aquelas inoculadas
com as rizobactérias ndo mutantes. Outros trabalhos também revelam
que estirpes de rizobactérias mutantes com sobrexpressdo de AlA,
também reduzem o crescimento de raizes (XIE et al., 1996). O presente
trabalho, em que a maioria dos isolados de rizobio testados apresentou
concentracdo intermediaria de AIA, indica que essas bactérias podem
atuar como fitoestimuladores. Nesse sentido, avaliagdes in vivo deverido
ser realizadas para corroborar essa hipotese, uma vez que a resposta a
produgdo de AIA varia entre as espécies vegetais (GLICK, 2012).
Sabe-se que o AIA também estimula a transcricdo da enzima
ACC sintase e consequentemente a producdo de ACC, precursor
imediato do etileno em plantas (MA et al., 2002), o qual em altas
concentragdes causa inibi¢do do crescimento vegetal (MAYAK et al.,
2004; CHENG et al., 2007; ZAHIR et al., 2009). Nesse sentido, a
enzima ACC deaminase (ACCD) ¢ fundamental pela sua atuacdo na
conversio do ACC em a-cetobutirato ¢ amoénia (HONMA e
SHIMOMURA, 1978). No presente trabalho determinou-se a
concentracdo de a-cetobutirato e verificou-se que apenas UFSC-MS e
UFSC-M4 foram capazes de produzir essa substincia, indicando que
esses isolados sdo produtores de ACCD. Esses isolados apresentaram
concentragdes de a-cetobutirato variando de 12,8 a 17,0 umol L™!, sendo
esses valores superiores ao valor méaximo de 3,9 pmol L' para
Mesorhizobium ciceri (NASCIMENTO et al., 2011). O efeito imediato
da inoculagdo de sementes com bactérias produtoras de ACCD ¢é o
favorecimento na elongag@o das raizes, com posterior contribui¢do para
o desenvolvimento vegetal (CONTESTO et al., 2008; NAVEED et al.,
2008; ONOFRE-LEMUS et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2012). No
presente trabalho verificou-se que 11% dos isolados de rizobio
apresentam atividade ACCD, sendo essa frequéncia relativamente baixa
quando se compara com a elevada frequéncia dessa enzima para
diversos géneros bacterianos (BELIMOV et al., 2001; PENROSE et al.,
2003; INDIRAGANDHI et al., 2007). No entanto, Duan et al. (2009),
avaliando 233 estirpes de rizobios, verificaram que apenas 27 delas
apresentaram essa caracteristica, o que também corresponde a uma
frequéncia de 11%. Além disso, verificaram-se variagdes nos niveis de
a-cetobutirato produzidos como descrito por Siddikee et al. (2010).
Entretanto, Islam et al. (2009) descreveram que apesar de todos os
isolados avaliados produzirem ACCD, poucos aumentaram
significativamente o comprimento das raizes, indicando que sua
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atividade isoladamente ndo ¢é responsavel por esse efeito. Siddikee et al.
(2010) constataram que bactérias com capacidade de produzir
simultaneamente ACCD e AIA sdo mais eficientes no favorecimento do
crescimento vegetal do que aquelas que produziram somente ACCD.
Dessa forma, recomendam-se estudos mais aprofundados envolvendo a
interacdo desses dois mecanismos mediados pelos rizobios aqui
testados.

6.3 Identificacio dos isolados por sequenciamento de gene rDNA
16S

Atualmente sdo descritos 15 géneros de bactérias, dentro do
grupo das Proteobactérias, com capacidade de fixar nitrogénio em
simbiose com leguminosas (LONGATTI et al., 2013a). Na literatura ¢
mais relatada a participacdo de bactérias dos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium, as quais pertencem ao grupo das a-Proteobacterias
(FERREIRA et al., 2012 a, QUADROS, 2013; DAHMER, 2014) ¢ dos
géneros Cupriavidus e Burkholderia pertencentes ao grupo das [-
Proteobacterias (MOULIN et al., 2001; GYANESHWAR et al., 2011).
Estudos ja descreveram a capacidade desses P-rizobios de nodular
espécies de leguminosas arboreas do género Mimosa (CHEN et al.,
2001; 2003; 2005b ). Mais recentemente, Taulé et al. (2012), isolaram a
partir da leguminosa arborea Parapiptadenia rigida, espécies de
Cupriavidus com capacidade de nodulagio em Mimosa. As -
Proteobacterias sdo comumente encontradas em ambientes degradados e
apresentam capacidade de beneficiar o crescimento das leguminosas
(ZHAN e SUN, 2011; FERREIRA et al., 2012b). Sabe-se que as
leguminosas Mimosa scabrella (Bracatinga) e Mimosa bimucronata
(Marica) apresentam capacidade de se associar com diferentes géneros
de rizobio (PATREZE e CORDEIRO, 2004; SIQUEIRA, 2005;
CHEN et al., 2007). Verificou-se no presente trabalho, por meio do
sequenciamento parcial do gene rDNA 16S, que os rizobios autdctones
foram classificados nos géneros Burkholderia, Rhizobium e
Gluconobacter. Sdo escassos os trabalhos que utilizam as sequéncias do
gene TDNA 16S de rizdbios para avaliar a diversidade de isolados em
aréas impactadas pela mineragdo. Apesar dos avangos nas metodologias
para a avaliagdo da biodiversidade, ainda pouco se conhece sobre as
bactérias simbioticas fixadoras de N> nos ecossistemas brasileiros
(STOCCO et al., 2008). Quadros (2013) avaliou a diversidade,
abundancia relativa e composi¢do microbiana de solo reconstruido apos
a mineracdo de carvao, utilizando sequenciamento Illumina (Illumina,
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Inc., CA, EUA) do gene rDNA 16S. Dentre as bactérias predominates
encontradas, podem-se citar aquelas pertencentes aos géneros Devosia,
Burkholderia, Methylobacterium e Ralstonia (syn Cupriavidus), sendo
que algumas espécies desses géneros sdo relatadas na literatura como
rizobios (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). No entanto, ndo foi detectada
a presenga do género Rhizobium naquele trabalho, fato que contrasta
com os resultados obtidos no presente estudo.

A classificacdo até o nivel de género pode dar indicios do
comportamento diferenciado dos isolados de rizobio quanto a eficiéncia
simbiotica para as leguminosas herbaceas testadas. Para Calopogodnio,
somente a estirpe recomendada BR 1602, pertencente ao género
Bradyrhizobium foi eficiente. Isso pode explicar a baixa eficiéncia dos
16 isolados de rizobio avaliados, uma vez que nenhum deles foi
classificado nesse género.

Verificou-se que os isolados que apresentaram alta eficiéncia
simbidtica para a Ervilhaca pertenciam aos géneros Burkholderia
(UFSC-MB8) e Gluconobacter (UFSC-M9). Considerando que a estirpe
SEMIA 384 recomendada para a Ervilhaca ¢ Rhizobium leguminosarum,
poderia se esperar que rizobios eficientes, testados no presente estudo,
também fossem desse género. Entretanto, isso ndo ocorreu, uma vez que
os isolados considerados compativeis e/ou eficientes para a Ervilhaca
ndo foram classificados nesse género. Esse resultado constitui um fato
inédito, pois anteriormente ndo havia sido descrito espécies de
Burkholderia com capacidade de nodular eficientemente Ervilhaca.
Portanto, hd a necessidade de mais investigagcdes para avaliar a
capacidade de Burkholderia sp. nodular leguminosas herbaceas.

Outro género em que alguns rizobios testados se enquadraram foi
Gluconobacter, o qual compreende bactérias diazotroficas endofiticas
bastante  conhecidas por promover o crescimento vegetal
(COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995; PATTEM e GLICK,
1996). No entanto, ndo ha relatos na literatura da capacidade de
individuos desse género de promover nodulacdo em leguminosa, sendo
o presente trabalho o primeiro relato dessa natureza. Uma explicagdo
para esse fato seria a possibilidade de ocorrer transferéncia horizontal de
genes simbidticos, sendo esse evento ja descrito em rizobios. Esse
evento confere vantagem ecoldgica para as bactérias que os adquiriram
e, dessa forma, conseguem estabelecer simbioses eficientes com
leguminosas exdticas e/ou introduzidas (BARCELLOS et al., 2007).
Estudos tém demonstrado a transférencia horizontal de genes NodA
entre Methylobacterium nodulans e Bradyrhizobium, conferindo a M.
nodulans capacidade de nodulagdo em Crotalaria sp. A transferéncia



75

horizontal de genes pode envolver também bactérias ndo simbioticas
como Paenibacillus e Stenotrophomonas, capazes de promover
nodulagdo em leguminosas (AMPOMAH e HUSS-DANELL, 2011).
Em outro estudo, Marquina et al. (2011) atribuiram a transferéncia
horizontal de genes ao fato de encontrarem um isolado de Pseudomonas
fluorescens com capacidade de nodular Trifolium sp. Nesse sentido,
sugere-se estudos futuros para se determinar a relagdo filogenética a
partir dos genes Nod presentes no isolado UFSC-M9. Isso contribuiria
para determinar a origem da transferéncia e o melhor entendimento do
complexo mecanismo de nodulagdo e FBN para esse isolado.

Com o intuito de se determinar a capacidade multipla de
promogdo do crescimento dos isolados de rizobio, foi construido um
diagrama de Venn (Apéndice A), em que constatou-se que apenas o
isolado UFSC-M8 compartilhou os quatro mecanismos avaliados. Esse
isolado foi classificado como Burkholderia sp. Diversos estudos
constataram a presenca desses mecanismos em espécies desse género:
solubiliza¢do de P (COLLAVINO et al., 2010; MARRA et al., 2011),
produ¢do de AIA (LONGATTI et al., 2013a), produ¢do de ACC
deaminase (ISLAM et al., 2009) ¢ produgdo de sider6foros (LUDOVIC
et al., 2007; MATHEW et al., 2014). Outros isolados de rizobio, como
UFSC-M1 e UFSC-M4, classificados como Rhizobium sp. e
Burkholderia sp., respectivamente, apresentarem no minimo trés
mecanismos de promog¢ao do crescimento vegetal. Dessa forma, sugere-
se que esses isolados possam ser testados na co-inoculagdo de outras
espécies vegetais de interesse na recuperacdo ambiental.

Considerando os resultados relacionados com a eficiéncia
simbiotica, recomenda-se o isolado UFSC-M8 para a inoculagdo da
Ervilhaca em futuros trabalhos visando a revegetacdo de aréas
impactadas pela mineragdo de carvdo. Para o Calopogbnio, sugere-se
novos estudos envolvendo o isolamento de outros rizobios autdctones e
que sejam compativeis com essa espécie.
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7. CONCLUSOES

1L

III.

Entre os 16 isolados de rizobio provenientes de areas de
mineracdo de carvdo, 14 nd3o apresentaram compatibilidade
simbiotica com as leguminosas herbaceas testadas, sendo apenas
UFSC-MS8 e UFSC-M9 capazes de nodular a Ervilhaca, enquanto
UFSC-M4 e UFSC-MS foram capazes de nodular o Calopogénio.

De maneira geral, os isolados de rizobio autoctones apresentaram
capacidade promotora do crescimento vegetal, destacando-se o
isolado UFSC-M8 o qual apresentou todos os mecanismos de
promocao avaliados, além de elevada eficiéncia simbidtica para a
Ervilhaca.

O sequenciamento do gene rDNA 16S indica que a maioria dos
isolados de rizébio autoctones de areas de mineragdo pertencem
ao género Rhizobium, entretanto os isolados que mais se
destacaram quanto a capacidade promotora do crescimento
vegetal foram classificados como Burkholderia (UFSC-M8) e
Gluconobacter (UFSC-M9), sendo esse tltimo o primeiro relato
de nodulagdo em leguminosas.
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APENDICE

Apéndice A: Diamagra de Venn que mostra o nimero de isolados que
compartilharam os mecanismos de promogdo do crescimento:
Solubilizagdo de fosfato, producdo de AIA, producdo de sideroforos e
produgdo de a-cetobutirato.



