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Resumo

Os rizébios, conhecidos por sua capacidade de fixar nitrogénio em associagdo com leguminosas, também se
mostram capazes de promover o crescimento de ndo-leguminosas, especialmente pela producédo de acido indol-
acético (AlA). O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de riz6bios sobre a germinagdo e o vigor de
sementes de cornichdo (Lotus corniculatus L.) e azevém (Lolium multiflorum Lam.), bem como relacionar com a
capacidade de producdo de &cido indol-acético (AlA) por isolados de rizbios. Procedeu-se a inoculagdo de
sementes de cornichdo e azevém com isolados para a avaliagdo dos rizobios sobre a germinagdo e o vigor de
plantulas e realizou-se a determinacdo da produgdo de AIA pelos rizébios. Nos resultados obtidos o isolado
UFRGS Lu 59, mesmo produzindo concentracdo de AIA menor que os demais, apresentou melhor desempenho,
principalmente sobre a germinacdo de sementes de azevém, sendo que a inoculagdo com rizobios ndo apresentou
efeito sobre o indice de velocidade de germinacdo de sementes de cornichdo, ao contrério das sementes de
azevém que apresentaram diferencas entre tratamentos.A inoculagdo com rizébios que produzem baixas
guantidades de AIA podem acelerar o processo de germinagdo das sementes de cornichdo e azevém.
Palavras-chave: &cido indol-acético, promocao de crescimento, rizobactéria.

Abstract

Influence of rhizobial inoculation on germination and seedlings vigor of birdsfoot trefoil and ryegrass.
Rhizobia are known by their ability to fix nitrogen in symbiosis with legumes, but they are also capable of
promote the growth of non-legume, mainly due to indoleacetic acid production (IAA).The objective of this study
was to evaluate influence of rhizobia on seed germination and vigor birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus L.) and
ryegrass (Lolium multiflorum Lam), as well as relate to the ability produce indole acetic acid (IAA) by
populations rhizobia. Proceeded to the inoculation birdsfoot trefoil and ryegrass seed with isolates for evaluation
rhizobia on seed germination and seedling vigor, and was held to determine production IAA by rhizobia. Results
in the isolated Lu UFRGS 59, even producing IAA concentration lower than the others, performed better,
especially on the germination of ryegrass, and inoculation with rhizobia had no effect on the rate of germination
rate of seeds birdsfoot trefoil, as opposed to ryegrass showed that differences between treatments. Inoculation
with rhizobia that produce low amounts of IAA can accelerate the germination of birdsfoot trefoil and ryegrass.
Keywords:indole acetic acid, plant growt promotion, rhizobacteria.
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Introducéo

A pecuéria é uma atividade de grande
importancia econémica para o Rio Grande do Sul
(RS) e em sua maior parte esta baseada em
pastagens nativas (Sufié, 2006), apresentando
consideravel variacao de espécies,
principalmente de gramineas e leguminosas, e
gue representa, na sua forma primaria, a base
alimentar para a producédo extensiva de gado pela
pecudria tradicional (Moojen & Maraschin,
2002).

A introducdo de espécies leguminosas
consorciadas com gramineas em sistemas de
melhoramento do campo nativo é vantajosa, pois
aumenta a qualidade e a diversificacdo da dieta
consumida pelos animais (Rocha et al., 2007).
Assim como, melhora a disponibilidade de
forragem pelo aporte de nitrogénio ao sistema
por meio de sua reciclagem e transferéncia para a
graminea acompanhante (Pedreira, 2001). Além
disso, pastagens perenes exercem efeitos
agrondmicos benéficos por periodos
prolongados; as gramineas apresentam sistema
radicular denso e em constante renovagdo, e as
leguminosas contribuem com nitrogénio, tendo
em vista a simbiose de rizébios-leguminosas, que
podem substituir parcialmente, ou mesmo
totalmente, a adubacéo nitrogenada,
minimizando os custos com fertilizantes e a
poluicdo ambiental (Osoério Filho, 2009). Neste
contexto, é pratica comum nos campos do RS, o
melhoramento de pastagens através da introducéo
consorciada do cornich&o, Lotus corniculatus L.
(Leguminosae), com azevém, Lolium multiflorum
Lam. (Lamiaceae).

Especificamente, o estabelecimento de
pastagens € um processo que inicia na semeadura
e finaliza no ponto em que as plantas estdo aptas
ao pastoreio. Nesse processo, as fases iniciais do
desenvolvimento da planta sdo consideradas
determinantes, uma vez que, entre a germinagdo
da semente e o estabelecimento da plantula,
ocorrem as maiores taxas de mortalidade
(Harper, 1977). Além disso, o vigor da plantula é
um fator critico quando a competicdo por luz,
nutrientes, ar e 4gua comeca a se tornar mais
acentuada (Biswas et al., 2000).

A taxa de germinagdo e o vigor das
plantulas dependem tanto de fatores genéticos
inerentes a semente, quanto de praticas culturais
adotadas. Dentre as préaticas culturais, a
inoculagdo com microrganismos tem recebido
especial atengéo nos Ultimos anos por se tratar de
uma alternativa de baixo custo e ambientalmente
favoravel, constituindo-se em uma ferramenta
importante para o estabelecimento de sistemas

agricolas sustentaveis (Schlindwein et al., 2008).
Alguns autores reportaram que a inoculagdo com
bactérias promotoras de crescimento pode
resultar no aumento da germinacdo e emergéncia
das sementes de plantas e dentre as quais as nao
fixadoras de nitrogénio (Biswas et al., 2000;
Wang et al., 2007). Este efeito é proporcionado
por meio da producdo de reguladores de
crescimento vegetal, tais como auxinas por estes
microrganismos (Cattelan, 1999; Mulder et al.,
2005). Contudo, esses efeitos também podem ser
negativos, diminuindo a taxa de germinagdo
(Schlindwein et al., 2008).

As auxinas, especialmente o acido indol-
acetico (AlA), estimula a divisdo e elongacédo
celular, e formacdo de pélos radiculares e
diferenciacdo de raizes laterais, bem como a
formacdo de nddulos (Mulder et al., 2005). Em
ndo-leguminosas, o AIA estimula o sistema
radicular, aumentando em tamanho, massa e
namero de ramificacbes em contato com o solo
(Dazzo & Yanni, 2006), melhorando a absorgédo
de a4gua e nutrientes do solo e,
consequentemente, melhorando 0
desenvolvimento da planta (Caballero-Mellado,
2006).

Desta forma, o presente trabalho
objetivou avaliar a influéncia de riz6bios sobre a
germinacdo e o vigor de sementes de cornichdo e
azevém, bem como relacionar com a capacidade
de producdo de &cido indol-acético (AIA) pelos
isolados de rizébios.

Material e Métodos

Neste trabalho foram estudados sete
isolados de rizobios nativos noduladores de Lotus
spp. (UFRGS Lc 5, UFRGS Lc 607, UFRGS Lc
609, UFRGS Lc 614, UFRGS Lu 56, UFRGS Lu
57 e UFRGS Lu 59) da Colecdo de Culturas do
Laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) obtidos por meio de selegdo e
caracterizacdo de rizobios nativos,de solos do
Rio Grande do Sul (Frizzo, 2007), que em estudo
realizado por Martins et al. (2010) e Martins et
al. (2011) se destacaram em relacdo a resisténcia
a alta salinidade e a pH baixo e elevados teores
de AIP* toxico, bem como na eficiéncia da
fixacdo simbidtica de nitrogénio; e as estirpes de
Mesorhizobium loti liberados para a producédo de
inoculantes para Lotus corniculatus, conhecido
como cornichdo, SEMIA 806 e SEMIA 816. O
Experimento foi conduzido nos Laboratérios de
Fitopatologia e de Tecnologia de Sementes da
Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecudria
(FEPAGRO), Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
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Na avaliacdo do efeito dos isolados de
rizobios sobre a germinacdo de sementes de
forrageiras, foram utilizadas sementes de
cornichdo (Lotus corniculatus L. cv. Sdo Gabriel)
e de azevém (Lolium multiflorum Lam.)
submetidas previamente a desinfestacdo com
alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sddio
por 2 minutos, seguida de cinco lavagens com
agua esterilizada e especificamente para as
sementes de azevém, foi realizado o tratamento
térmico de imersdo em agua destilada a 60°C por
5 minutos, para a inibicdo de fungos enddgenos
(Girardi et al., 2009). Os testes foram conduzidos
em caixas de germinacdo em quatro repeticdes
com 50 sementes cada, as quais foram colocadas
sobre papel estéril embebido com 16 mL do
caldo de culturas de cada rizobio estudado,
crescidos em meio extrato de levedura e manitol
(LM), incubado por sete dias a 28°C, sob
agitacdo constante a 100 rpm e com cerca de 108
UFC.mL™.

Ap6s a montagem dos testes, as
sementes foram colocadas em germinadores com
luz constante e temperatura de 20 °C. De modo a
avaliar a influéncia da inoculacdo de riz6bios
sobre a germinacdo, foram utilizados como
pardmetros a porcentagem final de sementes
germinadas e o indice de velocidade de
germinacdo com base nas sementes germinadas
(IVG), calculado pela soma do ndmero de
sementes germinadas a cada dia, e dividido pelo
respectivo nimero de dias transcorridos a partir
da semeadura, conforme Maguire (1962). Os
dados foram obtidos a partir de contagens diarias
apos a emergéncia da plantula. Ao final de doze
dias, para cornichdo, e quartoze dias, para
azevém, o teste de germinacdo foi concluido.
Entdo, de cada unidade experimental, foram
avaliadas 10 plantulas quanto a massa seca e ao
comprimento, da raiz e da parte aérea, com o
objetivo de avaliar a influéncia dos rizobios
sobre 0 vigor de plantulas.

Para a determinacéo da producdo de AIA
pelos rizébios, utilizou-se o procedimento
descrito por Glickmann & Dessaux (1995). Os
isolados foram inoculados em meio King B,
enriquecido com triptofano 2.5 mM e incubados
a 28 °C durante sete dias, com agitacdo orbital a
100 rpm. Aliquota de 1 mL foi coletada e
centrifugada a 10.000 rpm por 5 min. Em
seguida, 500 pL do sobrenadante foram
adicionados a 500 pL do reagente Salkowski (0,5
M solucdo de FeCls.6H.O em HCIO4 35%) e
incubados por 30 min a 28 °C, na auséncia de luz.
A guantificacdo de AlA foi realizada por meio de
método colorimétrico em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 535 nm, com auxilio de

&)

uma curva padrdo confeccionada com
concentragBes conhecidas da forma sintética do
horménio, cujas leituras foram a base para
calcular a concentracdo do AIA nas amostras.

Os isolados utilizados nos experimentos
foram identificados com base no sequenciamento
do gene do RNA ribossomal da regido 16S. Os
isolados das espécies de Lotus foram inoculados
em meio TY liquido e incubados sob agitacdo
constante a 100rpm por 48 horas a 28°C.
Posteriormente, efetuou-se a extracdo e
purificacdo do DNA, utilizando-se o protocolo de
extracdo com kit de colunas da Genomic DNA
Extraction Bioamerica. Para avaliacdo da
qualidade do DNA extraido, as amostras de DNA
foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampdo TBE 1X em voltagem
constante (70V). O carregamento do gel foi
realizado preparando-se uma mistura de 6 pL de
amostra de DNA mais 1pul de tampdo de
carregamento (Blue Green Loading Dye I).

Ap6s a verificacdo do produto da
extracdo, foram realizadas as amplificacGes dos
fragmentos de DNA, utilizando-se  o0s
oligonucleotideos iniciadores L1401 (5° — CGG
TGT GTA CAA GAC CC - 37), U968 (5° —
AAC GCG AAG AAC CTT AC - 3°). A reagdo
de amplificacdo para PCR-16S continha: 2 pL de
DNA molde, 2,5 pL de tampao de PCR 10X,
0,25 pL de uma solugdo com 0,25 mmol L de
cada DNTP, 1,5 de MgCI2, 1 uL de DMSO, 1,25
uL de oligonucleotideo L1401 20 mmol L, 1,25
uL de oligonucleotideo U968 20 mmol L, 0,2
pL de Taq polimerase, e dgua ultra pura estéril
para o volume final de 25 pL. A amplificagdo foi
realizada com um ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por cinco minutos, seguido por 30 ciclos de
amplificacdo, sendo cada ciclo composto por
uma fase com duracdo de um minuto a 94°C,
uma fase de um minuto a 56°C e uma fase de um
minuto a 72°C; para extensdo final procedeu-se a
um ciclo extra a 72°C por cinco minutos. Os
produtos de amplificagdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéao
TBE 1X em voltagem constante (70V). Apds, os
fragmentos obtidos foram encaminhados para
sequenciamento ao Laboratério ATGene do
Centro de Biotecnologia da UFRGS. As
sequéncias obtidas foram comparadas com as
disponiveis no banco de dados GenBank através
do programa BLASTN (National Center for
Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Os resultados obtidos na avaliacdo do
efeito dos isolados de riz6bios sobre a
germinacdo de sementes de forrageiras, vigor de
plantulas e producéo de AIA foram avaliados por
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meio de andlise de variancia (ANOVA).
Comparacdes de meédias foram efetuadas com
aplicacdo do teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade de erro, com auxilio do
software SISVAR (Ferreira, 2000).

Resultados e Discussao

Observamos, naTabela 1, os resultados
obtidos com os rizébios testados em sementes de
cornich@o (Lotus corniculatus L. cv. Sdo Gabriel)
guanto o seu efeito na germinacdo e o©
desenvolvimento de plantulas. Em relagdo a
germinacgdo inicial, os isolados UFRGS Lc 5 e
UFRGS Lu 57 apresentaram valores acima de
80%, ndo diferindo estatisticamente com T+agua
(84%) e com a estirpe recomendada para
inoculante SEMIA 806 (78%), sendo

tratamentos, incluindo T+LM com valor abaixo
de 70%. Assim, a presenca destes isolados foram
capazes de eliminar o efeito negativo do meio de
cultura liquido LM sobre a germinacéo inicial
das sementes de cornichdo. Entretanto, no que se
refere a germinacdo final e ao indice de
velocidade de germinacdo (IVG%), ndo se
verificou diferenca entre o0s tratamentos
inoculados com rizobios e os tratamentos nao
inoculados demonstrando que os microrganismos
ndo ocasionaram interferéncia direta na
germinacdo das sementes de cornichdo.
Resultado semelhante foram obtidos por
Stroschein et al. (2011) avaliando o efeito da
inoculacdo de riz6bios na germinacdo de
sementes de arroz, onde observaram que a
porcentagem de germinacdo final ndo diferiu
significativamente  entre  0s  tratamentos
inoculados e o controle.

porémsignificativamente superior aos demais

Tabela 1. Efeito da inoculagdo com rizobios sobre a germinagédo e o desenvolvimento de plantulas de
cornichdo (Lotus corniculatus L. cv. Sdo Gabriel).

Germinagéo Comprimento

Tratamentos Massa Seca

Inicial  Final IVG Parte Aérea Raiz
——————————————— % cm -mg -
T+Agua 840a 865a 21,3 a 1,70d 1,69 a 255b
UFRGS Lc 5 820a 885a 21,3 a 2,93 a 0,90b 285b
UFRGS Lc 607 710b 850a 20,4 a 231c 0,84b 26,5b
UFRGS Lc 609 750b 795a 19,3 a 2,33 ¢ 0,86 b 26,5b
UFRGS Lc 614 740b 830a 19,8 a 2,14c 0,58 ¢ 310a
UFRGS Lu 56 750b 830a 20,3 a 255b 0,68 ¢ 33,7a
UFRGS Lu 57 81,0a 845a 20,8 a 247¢c 0,58 ¢ 352a
UFRGS Lu 59 750b 89,0a 21,2 a 2,95a 0,76 b 28,7b
SEMIA 806 780a 89,0a 21,3 a 2,05¢ 0,50 ¢ 30,7a
SEMIA 816 710b 845a 20,2 a 242¢ 0,62 ¢ 275b
T+LM 645b 725a 17,4 a 2,19¢ 0,57 ¢ 27,7b
Média 75,5 84,1 20,3 2,37 0,78 29,2
C.V. (%) 8,74 7,87 7,62 9,72 18,02 14,39

Médias seguidas de mesma letra minlscula ndo diferem pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade. Legenda: T+Agua = tratamento controle ndo inoculado que somente recebeu &gua destilada
estéril; T+LM = tratamento controle ndo inoculado que somente recebeu meio de cultura liquido LM.

A avaliagdo dos parametros de
desenvolvimento de plantulas mostrou diferencas
significativas entres os tratamentos testados. As
plantulasinoculadas com os isolados UFRGS Lc
5 e UFRGS Lu 59 apresentaram maior
crescimento da parte aérea, seguido do
tratamento com o isolado UFRGS Lu 56. Ja as parte aérea, tendo pouco efeito sobre o
plantulas do tratamento controle T+Agua crescimento das raizes, enquanto que a auxina
apresentaram menor crescimento da parte aérea. tem como principal efeito promover o
A influéncia no desenvolvimento de plantulas, de crescimento de raizes (Marchioro, 2005).

acordo com Marchioro (2005) pode ser atribuida
a mecanismos de promocdo de crescimento
vegetal por microrganismos. Assim como,
através da sintese de fitohormonios, como
auxina, citocinina e giberelina. Em que, as
giberelinas atuam estimulando o crescimento da

&)
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Entretanto, a acdo dos hormdnios depende de
outros mecanismos que regulam sua liberacdo da
forma conjugada para livre entre os tecidos de
reserva e as demais partes da planta (Schlindwein
et al., 2008; Vargas et al., 2009).

Os rizébios testados também
apresentaram  diferengas  significativas na
avaliacdo da germinacdo e desenvolvimento de
plantulas com sementes de azevém (Lolium
multiflorum Lam.), como pode ser observado na

Tabela 2. A inoculacdo com o isolado UFRGS
Lu 59 demonstrou indices de germinacédo
superiores aos controles e demais tratamentos em
sementes de azevém, com valores de 70,5% e
795% nas avaliagbes inicial e final,
respectivamente. Assim como no indice de
velocidade de germinacdo (IVG=13,9%), seguido
dos isolados UFRGS Lu 56 (11,0 %) e UFRGS
Lu 57 (10,6%), que também se destacaram em
relagdo aos demais tratamentos.

Tabela 2. Efeito da inocula¢do com rizébios sobre a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de
azevém (Lolium multiflorum Lam.).

Germinagao

Comprimento

Tratamentos Massa Seca
Inicial Final VG Parte aérea  Raiz

________ % — -mg -
T+Agua 270c 445¢c 6,2¢C 7,78 b 532a 15,25a
UFRGS Lc 5 6,0e 225d 2,8d 6,55 ¢ 3,30b 12,75b
UFRGS Lc 607 17,0d 25)5d 3,7d 6,82 ¢ 2,95b 13,25b
UFRGS Lc 609 145d 20,0d 2,9d 6,75¢ 345b 12,50 b
UFRGS Lc 614 50e 21,0d 25d 6,82 ¢ 2,656b 13,50 b
UFRGS Lu 56 60,0b 685hb 110b 8,80 a 3,88b 16,25a
UFRGS Lu 57 575b 66,0b 10,6 b 8,22 b 3,02b 16,25a
UFRGS Lu 59 705a 795a 139a 9,20 a 4,68 a 16,75a
SEMIA 806 85e 19,0d 25d 6,62 c 195b 12,75b
SEMIA 816 185d 26,0d 3,7d 6,95 ¢ 3,30b 14,25b
T+LM 50e 210d 25d 582c¢ 2,92b 13,25b
Média 26,32 37,59 5,67 7,30 3,40 14,25

C.V.(%) 20,65 18,35 17,19 8,57 22,12 11,76

Médias seguidas de mesma_letra mindscula ndo diferem pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade. Legenda: T+Agua = tratamento controle ndo inoculado que somente recebeu agua destilada
estéril; T+LM = tratamento controle ndo inoculado que somente recebeu meio de cultura liquido LM.

Em relagdo aos pardmetros de
desenvolvimento das plantulas, observamos que
os isolados UFRGS Lu 59 e UFRGS Lu 56
destacam-se com o0s maiores valores de
crescimento da parte aérea. No que diz respeito
ao crescimento da raiz, novamente o isolado
UFRGS Lu 59 destacou-se perante aos demais
tratamentos, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento T+Agua. Quanto a analise da massa
seca das plantulas, verificamos que os isolados
UFRGS Lu 59, UFRGS Lu 57 e UFRGS Lu 56,
juntamente com controle T+Agua, apresentaram
0s maiores valores, destacando-se dos demais
tratamentos. Estudos comprovam a agdo benéfica
na atividade de promocdo de crescimento vegetal
em diversas espécies de plantas, a exemplo de
milho, sorgo, milheto, canola, alface, mostarda,
arroz, cevada (Matiru & Dakora, 2004; Perrine-
Walker et al., 2007). Assim como citado para o

estudo da influéncia no desenvolvimento de
plantulas de cornichdo, podemos fazer
atribuicbes aos mecanismos de promogdo de
crescimento vegetal por microrganismos; como
por exemplo, a sintese de auxinas, que promove
0 crescimento das raizes e a proliferacéo de pélos
radiculares, melhorando a absorcdo de agua e
nutrientes do solo e, consequentemente,
melhorando o desenvolvimento das plantulas
(Caballero-Mellado et al., 2006); e trabalhos
conduzidos com Oryza sativa (arroz) e Trifolium
alexandrinum (trevo alexandrino) relatam a
producdo de giberelina (Bloemberg &
Lugtenberg, 2001; Yanii et al., 2001). Bloemberg
& Lugtenberg (2001) e Persello-Cartieaux et al.
(2003) relatam a producdo de citocininas por
rizébios associados a canola (Brassica napus).
Horménios do grupo das giberelinas e citocininas
estdo relacionados com o alongamento celular e,

W?evista AGROTEC—v. 36, n. 1, p. 294-302, 2015.

298



Influéncia da inoculagéo de rizobios sobre a germinacao e o vigor de plantulas...

com isso, tém efeitos fisioldgicos sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas
(Metivier, 1986). Outros mecanismos
bioguimicos, como solubilizagdo de fosfato e
producdo de sidero6foros, também podem ser
utilizados pelos rizdbios para favorecer o
crescimento de gramineas.

Na avaliagdo da quantificacdo da
producdo de AIA, os rizobios testados
apresentaram diferencas quanto a capacidade de
producdo do fitormbnio, como pode ser
observado na Tabela 3. Sendo que, os isolados
UFRGS Lc 5, UFRGS Lc 607, UFRGS Lc 609,
UFRGS Lc 614, UFRGS Lu 56 e a estirpe
SEMIA 816 destacam-se dos demais rizdbios,
revelando concentracdo de AIA produzida no
minimo cinco vezes maior que a estirpe SEMIA
806. Resultados semelhantes foram observados
por Schlindwein et al. (2008) quando avaliaram
guatro isolados de Bradyrhizobium sp. com o
isolado de Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii quanto a capacidade de produzir AIA, em

que o isolado TV-13 produziu quantidade de
AlA até 100 vezes maior que 0s demais isolados
de Bradyrhizobium. A producédo de AIA também
diferiu entre isolados de rizobios de soja com
uma variacdo entre 1,0 a 130,3 mg AIA mL?
(Chen et al., 2002). No estudo de Kuss et al.
(2007), todos os isolados produziram AIA em
meio de cultura, que variou entre 2,79 e 13,47 ug
mL?, quando quantificado em meio de cultura.
Stroschein et al. (2011), em seu trabalho,
observaram a producdo de substancias
equivalentes ao AIA em todos os dez isolados de
rizébios testados em meio de cultura, sendo que
os isolados UFRGS Ms205, Ms75, Ms 55 e
Ms58 produziram quantidades de AIA em meio
de cultura superiores a SEMIA 816. Nas fases
iniciais do desenvolvimento das plantas, a
inoculagdo de rizébios produtores de AIA pode
aumentar a velocidade da germinacdo das
sementes inoculadas, como observado para arroz
e alface (Palaniappan et al., 2010; Schlindwein et
al., 2008; Vargas et al., 2009).

Tabela 3. Quantidades de AIA produzidas por rizobios em meio King B enriguecido com triptofano.

Riz6bios AlA
- Ug mL? -

UFRGS Lc 5 231a
UFRGS Lc 607 27,2a
UFRGS Lc 609 285a
UFRGS Lc 614 229a
UFRGS Lu 56 3l2a
UFRGS Lu 57 16,6 b
UFRGS Lu 59 105b
SEMIA 806 42¢
SEMIA 816 2462
Média 21,0

C.V.(%) 17,8

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de

probabilidade.

Nos resultados obtidos nos testes de
germinacdo e desenvolvimento das plantulas, o
isolado UFRGS Lu 59, mesmo produzindo
concentracdo de AIA menor que os demais,
excecdo da SEMIA 806, apresentou melhor
desempenho, principalmente sobre a germinacéo
de sementes de azevém. Segundo Biswas et al.
(2000), a producdo de AIA, assim como outros
fitormdnios, estimulam o crescimento de plantas
apenas dentro de uma faixa estreita de
concentracdo. O efeito positivo depende da
guantidade de AIA produzida pela bactéria, uma
vez queuma superproducdo de AlA é considerada

&)

prejudicial as plantas (Schlindwein et al., 2008).
Incrementos da germinacdo e aumentos da
velocidade de germinacdo de sementes
inoculadas com rizébios produtores de AIA tem
sido relatado por autores como Biswas et al.
(2000), Gupta et al. (2002), Pandey et al. (2005),
Schlindwein et al. (2008), Vargas et al. (2009) e
Osério Filho (2009) sendo esse fator importante
para o estabelecimento das culturas; o aumento
na germinacdo das sementes é um aspecto
importante pois favorece a emergéncia das
plantulas. A promo¢do do crescimento de
plantulas inoculadas com rizébios promotores do
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crescimento foi descrita com rizobios promotores
de crescimento por Biswas et al. (2000), Vargas
et al. (2009) e Stroschein et al. (2011).

Com relacdo a identificacdo dos isolados
de rizdbios, os dados obtidos com base no
sequenciamento do gene do RNA ribossomal da
regido 16S, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores L1401 e U968, apds andlise no
GenBank revelou que a maioria dos isolados
foram identificados como pertencentes ao género
Mesorhizobium apresentando similaridade entre
73 e 84%, com excecdo do isolado UFRGS
Lc607, identificado como género Rhizobium,

apresentando similaridade de 76% (Tabela 4).
Alguns autores, como Chueire et al. (2003),
Stroschein et al. (2011) e Toledo et al. (2009)
julgam ser importante o sequenciamento para
identificacdo dos riz6bios nativos dos solos
brasileiros visando entender as relagcdes entre
planta e simbionte. Os fragmentos obtidos neste
estudo foram eficientes para o sequenciamento
em relagdo ao requisito género, entretanto, se faz
necessario a continuacdo de estudos com
marcadores que consigam obter um maior grau
de similaridade com as sequéncias disponiveis no
Genbank.

Tabela 4.ldentificacdo dos isolados com base no sequenciamento do PCR — 168S.

Isolado N° Acesso Identificacdo Similaridade
-0p -
UFRGS Lc5 HM492885.1 Uncultured Mesorhizobium sp. 84
UFRGS Lc607 EF364391.1 Rhizobium sp. 76
UFRGS Lc609 AY147203.1 Mesorhizobium sp. 74
UFRGS Lc614 FN436209.1 Mesorhizobium sp. 75
UFRGS Lu56 FN563430.1 Mesorhizobium sp. 73
UFRGS Lu57 AY490123.1 Mesorhizobium sp. 78
UFRGS Lu59 AY490123.1 Mesorhizobium sp. 74
Concluséao rhizobacteria. Current Opinion in Plant

A inoculagdo com rizébios ndo
apresenta efeito sobre o indice de velocidade
de germinacdo de sementes de cornichdo, ao
contrario das sementes de azevém que
apresenta diferencas entre tratamentos.

O isolado UFRGS Lu 59, mesmo
produzindo concentracdo de AIA menor que 0s
demais, apresenta melhor  desempenho,
principalmente sobre a germinagdo de
sementes de azevém.Os fragmentos obtidos
pela amplificacdo parcial do gene do RNA
ribossomal sdo eficientes para 0
sequenciamento de rizobios, entretanto, se faz
necessario a continuacdo de estudos com
marcadores que consigam obter um maior grau
de similaridade com as sequéncias disponiveis
no Genbank.
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