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RESUMO

Com a atual deterioracdo ambiental, causada, entre outros fatores, pelo aumento
progressivo da populagdo mundial, o Brasil, em um futuro préximo, se destacara
como sendo um celeiro de alimentos mundial. Entre as culturas que desempenham
papel importante no cenario agricola brasileiro destacam-se a soja (Glycine max (L.)
Merr.) e o milho (Zea mays L.). A substituicdo do uso de fertilizantes nitrogenados
por bio-fertilizantes e inoculantes contendo bactérias rizosféricas fixadoras de
nitrogénio (rizébios) e promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) pode diminuir
os custos de produgao para os agricultores e diminuir a poluigdo ambiental, através
da redugédo da emissdo de gases poluentes, e contaminagbes de solos e lengdis
freaticos. Os microrganismos rizosféricos conhecidamente produzem compostos
derivados de seu metabolismo secundario, que aumentam sua sobrevivéncia e
podem ainda promover o crescimento vegetal. Entre esses compostos destacam-se
os antimicrobianos, exopolissacarideos, lipoquitooligossacarideos (LCOs) e
horménios vegetais. Apesar dos recentes avangos no entendimento de como as
sinalizagdes quimicas bactéria-planta hospedeira se ddo, moléculas provenientes do
metabolismo secundario bacteriano ainda sdo parcamente utilizadas para aumentar
a producdo agricola. Neste estudo foram testados os efeitos de metabdlitos
secundarios concentrados (MSCs) de duas estirpes de rizébios, Bradyrhizobium
japonicum USDA 110 e Rhizobium tropici CIAT 899, em diferentes concentragdes,
em duas importantes interagbes bactéria-planta: B. japonicum-soja e Azospirillum
brasilense-milho. Para soja, foram feitos dois ensaios a campo e dois ensaios em
casa de vegetacao, onde o efeito da adicdo de MSC homodlogo e heterdlogo, e do
flavonoide indutor genisteina, adicionados a inoculante contendo B. japonicum,
foram testados. Para milho foram realizados trés ensaios a campo e trés ensaios em
casa de vegetacgao, para observar os efeitos no crescimento da cultura, da adicdo de
MSCs provenientes de ambas estirpes, a inoculante contendo A. brasilense. Foram
analisados os seguintes parametros: massa da parte aérea seca (MPAS), teor de N

na parte aérea (mgN/g), acumulo de N na parte aérea (mgN/pl) [em soja e milho em
todos os ensaios]; massa da raiz seca (MRS) [em soja e milho em casa de
vegetacao]; producédo de graos (PROD) [em soja e milho a campo]; numero de
nddulos (NN) e massa de nddulos seca (MNS) [em soja em todos os ensaios]. Nos
ensaios a campo de soja, quando comparado ao tratamento somente inoculado, o
tratamento com a adigdo de MSC de B. japonicum USDA 110 a 10-9 M obteve os
maiores valores absolutos de nimero e massa seca de nddulos, e uma producéo de
graos 4% maior. Ja nos ensaios em casa de vegetagdo, a adicdo de MSCs néo
produziu plantas de soja com valores significativamente maiores do que os demais
tratamentos. Em milho, nos ensaios a campo, os maiores valores absolutos foram
obtidos no tratamento com a adicdo de MSC proveniente de R. tropici CIAT 899 a
10-8 M, com aumentos de produgédo que chegaram a 17% quando comparados ao
tratamento inoculado + 75%N. Nos ensaios de casa de vegetagdo, as plantas de
milho que obtiveram os maiores valores absolutos nos parametros analisados foram
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aquelas tratadas com MSCs provenientes de B. japonicum USDA 110 na
concentragédo 10-9 M. Os beneficios observados neste trabalho podem ser devidos a
combinacdo de efeitos positivos provenientes dos MSCs adicionados aos
inoculantes, incluindo os efeitos protetores dos exopolissacarideos, e os efeitos
promotores de crescimento dos LCOs e dos horménios vegetais. Tais resultados
chamam atengao para o potencial biotecndlogico do uso de metabdlitos microbianos
secundarios de rizébios, que adicionados a inoculantes contendo rizébios ou BPCP,
podem promover o crescimento e aumentar a produgao agricola.

Palavras-chave: Azospirillum. Bradyrhizobium. Glycine max. LCO. Rhizobium. Zea
mays. Metabdlitos microbianos secundarios.



viii

MARKS, Bettina Berqué. Action of secondary metabolites and microbial
inoculants in growth promoting of soybean (Glycine max (L.) Merr.) and maize
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ABSTRACT

With the current environmental deterioration, caused, among other factors, by the
progressive increase of the world population, Brazil stand out as being a storehouse
of food worldwide. Among the cultures that play an important role in the Brazilian
agricultural scenario we highlight the soybean (Glycine max (L.) Merr.) and maize
(Zea mays L.). The substitution of nitrogen fertilizer use by bio-fertilizers and
inoculants containing nitrogen-fixing rhizospheric bacteria (rhizobia) and plant-growth
promoting rhizobacteria (PGPR) can lower production costs for farmers and reduce
environmental pollution by reducing the greenhouse-gas emissions, and
contamination of soil and groundwater. The rhizosphere microorganisms known to
produce compounds derived from secondary metabolism, which increases their
survival and can also promote plant growth. Among these compounds stand out
antimicrobials, exopolysaccharides, lipochitooligosaccharides (LCOs) and plant
hormones. Despite recent advances in understanding how the chemical signals
bacteria-host plant occur, molecules derived from bacterial secondary metabolism
are still poorly used to increase agricultural production. This study tested the effects
of concentrated secondary metabolites (CSMs) from two strains of rhizobia,
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 and Rhizobium tropici CIAT 899 at different
concentrations, in two important plant-bacteria interactions: B. japonicum-soybean
and Azospirillum brasilense-maize. For the soybean, two field and two greenhouse
experiments were performed and effects of addition of homologous and heterologous
CSM, and of the flavonoid genistein, added the inoculant containing B. japonicum
were investigated. For the maize, three field and three greenhouse experiments were
performed to verify the effects of the CSM addition, from both strains, to inoculant
containing A. brasilense. The following parameters were analysed: dry mass of
shoots (DMS), N content in shoot (mgN/g), N accumulation in the shoot (mgN/pl) [in
soybean and maize field and greenhouse experiments]; dry mass of root (DMR) [in
soybean and maize greenhouse experiments]; grain production (PROD) [in soybean

and maize field experiments]; nodule number (NN) and dry mass of nodules (DMN)
[in soybean experiments]. For the soybean, compared with the treatment inoculated
exclusively with B. japonicum, benefits were achieved with the addition of B.
japonicum CSM, and at the concentration of 10-9 M improved dry weight of nodules
and grain yield by an average of 4%. In greenhouse experiments, the addition of
CSMs did not produce soybean plants with significantly higher values than the other
treatments. For the maize field experiments, the best results were obtained with the
addition of R. tropici CSM at the concentration of 10-8 M, increasing grain yield by an
average of 17% when compared to treatment inoculated + 75% N. In greenhouse
experiments, maize plants that have the best parameters were those treated with
CSM derived from B. japonicum at a concentration 10-9 M. Benefits might be related
to a combination of positive effects attributed to CSMs, including the protective
effects of exopolysaccharides, and the growth promoting effects of LCO and plant
hormones. The results emphasize the biotechnological potential of using secondary
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microbial metabolites of rhizobia together with inoculants containing both rhizobia
and PGPR to improve plant growth and yield of grain crops.

Keywords: Azospirillum. Bradyrhizobium. Glycine max. LCO. Rhizobium. Zea
mays. Microbial secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos causada pelo aumento
progressivo da populagdo mundial, associada a deterioragdo ambiental progressiva,
tornou-se um grande problema para a agricultura mundial (Barassi et al., 2008). Ao
que tudo indica, o Brasil, nos proximos anos, se consolidara como grande
protagonista na producdo e na comercializagdo mundial de alimentos, fibras e
biomassa. Desse modo, os desafios para a criagcado de tecnologias sustentaveis e de
baixo custo ficardo complexos e amplos, pois deverao satisfazer as necessidades e
expectativas da populacdo mundial.

Dentre as culturas que desempenham um importante papel no
cenario agricola brasileiro, destacam-se a soja (Glycine max (L.) Merr.), como
leguminosa, e o milho (Zea mays L.), como graminea. No caso da soja, o Brasil
ocupa o segundo lugar em produ¢cado mundial. Tal patamar foi atingido gragas ao fato
dessa oleaginosa ser cultivada, principalmente, em grandes propriedades e aos
investimentos significativos em pesquisa e tecnologia, permitindo grandes
produtividades.

Entre os elementos que sdo importantes para o bom
desenvolvimento das culturas, figura o nitrogénio (N). O nitrogénio é essencial ao
desenvolvimento vegetal, fazendo parte de diversas moléculas e rotas metabdlicas.
Os solos brasileiros sdo naturalmente deficientes nesse nutriente, e suprem apenas
parcialmente a demanda deste elemento as culturas. Tal demanda pode ser total ou
parcialmente suprida pela fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) (Hungria et al.,
2005a). A FBN pode ser realizada por microrganismos associativos, como o0s
pertencentes ao género Azospirillum, que colonizam principalmente a rizosfera e
raizes de gramineas, forrageiras e cereais; por microrganismos endofiticos, que
colonizam tecidos vegetais caulinares e radiculares, como a bactéria
Gluconoacetobacter diazotrophicus, que coloniza plantas de cana-de-agucar
(Saccharum sp.); ou por microrganismos simbiodticos, onde destaca-se o grupo de
bactérias chamadas de rizébios, que infectam e colonizam raizes de plantas
(principalmente leguminosas), formando érgaos especializados, onde ocorre a FBN,
chamados nodulos.

O uso de fertilizantes nitrogenados e a FBN representam os

principais meios de retornar o nitrogénio perdido aos solos agricolas. Contudo, a
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eficiéncia da fertilizagdo nitrogenada raramente alcangca 60%, representando até
40% do custo total da produgédo. Tais insumos possuem, também, alto custo
ambiental, sendo considerados como as maiores fontes de poluicdo ambiental dos
sistemas agricolas (Machado & Magnavaca, 1991).

Em contrapartida, a fixagdo bioldgica do nitrogénio representa um
importante fator de competitividade do setor agricola brasileiro. Produtos inoculantes
contendo bactérias diazotroficas tem sido amplamente utilizados, principalmente na
cultura de soja (com bactérias do género Bradyrhizobium), onde podem substituir
totalmente o uso de fertilizantes nitrogenados, e com um custo bastante baixo
(Crispino et al., 2001). Grande variedade de gendétipos vegetais de importancia
agricola foi melhorada para que fosse possivel a diminuigdo do uso de insumos
quimicos. O mercado de inoculantes agricolas para plantas leguminosas movimenta
milhdes de ddlares anualmente (Silva, 2006).

A FBN tem recebido ainda mais destaque dentro do cenario agricola
brasileiro, por fazer parte de uma das metas do Programa ABC — Agricultura de
Baixo Carbono - do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Entre as metas propostas pelo programa esta a “Expansao da adogédo da Fixagao
Biologica do Nitrogénio (FBN) em 5,5 milhdes de hectares de areas de cultivo, em
substituicdo ao uso de fertilizantes nitrogenados” (MAPA, 2012).

Tem-se constatado uma busca crescente para aprimorar os produtos
inoculantes, visando ao aumento da FBN, da absorcdo de outros nutrientes com
maior eficiéncia, e da promocéo do crescimento das raizes, resultando no aumento
da produgao agricola. Entre essas novas tecnologias em estudo, destaca-se a
adicdo de metabdlitos secundarios microbianos especificos a inoculantes. Tais
metabdlitos tem como caracteristica principal ndo serem essenciais ao crescimento
e reprodugao do organismo produtor. Possuem diversas fung¢des bioldgicas, como a
estimulagdo do crescimento vegetal, producéo de lipopolissacarideos e antibidticos,
assim como moléculas precursoras dos processos simbidticos.

Diante da extrema importancia agronémica, econémica e ambiental
da difusdo e ampliagdo do uso de inoculantes agricolas no Brasil, este trabalho teve
como objetivo o estudo dos processos de nodulagdo, fixagdo de nitrogénio e
promogao do crescimento de plantas, frente a adicdo de metabdlitos microbianos
secundarios potencializadores da simbiose e do crescimento de plantas a

inoculantes contendo Bradyrhizobium japonicum para a cultura da soja e
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Azospirillum brasilense para a cultura do milho. Com isso, visou-se ao
aprimoramento da ag¢ao dos inoculantes microbianos e a obtengédo de produtos mais
eficazes no que diz respeito a nodulagéo, a fixagcdo de nitrogénio e a promogéo do
crescimento das plantas, resultando em incremento da produtividade em culturas

leguminosas e de gramineas, associado ao baixo custo.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O PAPEL DO BRASIL NO CENARIO AGRICOLA MUNDIAL

A crescente demanda por alimentos causada pelo aumento
progressivo da populacdo mundial, associada a deterioragdo ambiental, tornou-se
um grande problema para a agricultura mundial (Barassi et al., 2008). A queda da
producao agricola causada por problemas ambientais, tais como a salinizagao de
corpos d'agua e dos solos e a escassez de agua, agrava-se com as mudangas
climaticas globais. Em contrapartida, o desenvolvimento da agrobiotecnologia tem
diminuido os efeitos negativos dos estresses abioticos sobre a produgéao vegetal.

Nesse contexto, o Brasil € considerado, atualmente, um celeiro
mundial de alimentos e conta com uma matriz energética relativamente limpa e
renovavel, se comparado a outros paises (Cruz, 2011). Estima-se que a area
brasileira disponivel para expanséo agricola (terras ndo cultivadas e ndo ocupadas
por florestas) seja de 45 milhdes de hectares, sendo o pais com maior area
agricultavel ainda nao utilizada do mundo, que poderia estar disponivel para
diversos cultivos (Nassar & Ortiz, 2010). Em fungdo do baixo nivel tecnoldgico
aplicado na agricultura, porém, o Brasil possui, em termos gerais, uma baixa
produtividade agricola, apesar do imenso potencial e dos grandes montantes de
terra disponiveis (Cruz, 2011). Esse cenario demanda maiores investimentos em
tecnologias que foquem na tendéncia da sustentabilidade, suprindo as necessidades
da geracéao presente, sem afetar o suprimento de geragdes futuras (Nassar & Ortiz,
2010).

Ao que tudo indica, o Brasil, nos proximos anos, se consolidara
como grande protagonista na producdo e comercializagdo mundial de alimentos,
fibras e biomassa. Desse modo, os desafios para a criagdo de tecnologias
sustentaveis e de baixo custo ficardo complexos e amplos, ja que terdo de satisfazer
as necessidades e expectativas da populacdo mundial, expectativas essas, que
consistem em tragcar um modelo que harmonize a produgao econémica, o equilibrio
ambiental e a responsabilidade social (Cruz, 2011). Dentre as culturas que
desempenham um importante papel no cenario agricola brasileiro, destacam-se a
soja (Glycine max (L.) Merr.) e o milho (Zea mays L.). No caso da soja, o Brasil

ocupa o segundo lugar em produ¢cao mundial. Tal patamar foi atingido gracas ao fato
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desta oleaginosa ser cultivada principalmente em grandes propriedades e aos
significativos investimentos em pesquisa e tecnologia agricola, que permitem o

alcance de grandes produtividades.

2.2 O CULTIVO DE SOJA NO BRASIL

A soja, como é conhecida atualmente, originou-se de plantas
rasteiras nativas do leste da Asia, principalmente as margens do Rio Amarelo, na
China. Através de cruzamentos de espécies selvagens, ha pelo menos 5000 anos, o
grao tornou-se base da alimentagdo dos povos orientais, sendo considerada uma
das mais antigas plantas cultivadas do planeta (Embrapa Soja, 2004).

A soja chegou ao Brasil em 1882, trazida dos Estados Unidos pelo
agronomo Gustavo D’utra. Até meados dos anos 1950, porém, a soja era cultivada
como forrageira, eventualmente também produzindo grdos para consumo animal.
Somente nos anos de 1960, impulsionada pela politica de subsidios financeiros ao
plantio de trigo (com o qual se fazia rotacdo de culturas com a soja), esta
leguminosa tornou-se economicamente importante para o Brasil, sendo a Regiao Sul
a principal produtora nessa época (Embrapa Soja, 2004).

Com o aumento explosivo da cotacgéao internacional do grao em 1973
— devido ao aumento da demanda por alimentos proteicos nos paises desenvolvidos
e a queda da oferta de outras matérias-primas ricas em proteinas — houve uma
rapida expansdo do cultivo desta leguminosa no Brasil, influenciada, ainda, pelo
incentivo governamental e por fatores edafoclimaticos favoraveis (Mueller, 1992).

Desse modo, foi na década de 1970 que se deu o incremento
significativo da producdao de soja no Brasil, passando da producdo anual de 1,5
milhdo de toneladas em 1970, para mais de 15 milhdes de toneladas em 1979. Esse
crescimento foi possivel devido ao aumento da area cultivada e, também, ao
expressivo crescimento da produtividade devido as novas tecnologias tornadas
disponiveis ao produtor (CONAB, 2011).

Nessa época, o cultivo de soja comecgou a espalhar-se para a regiao
central do Brasil, até entdo praticamente despovoada e com baixos niveis de
desenvolvimento. Isso propiciou uma profunda mudancga na regido, com a fundagéo
de cidades e intenso desenvolvimento sécio-econdmico e tecnolégico. O plantio da

soja foi também o responsavel pela aceleracdo da mecanizagao das lavouras
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brasileiras, modernizacado do sistema de transporte, expansao das fronteiras
agricolas, interiorizagcdo da populagdo e grande incentivo a agroindustria nacional
(Embrapa Soja, 2004).

Segundo dados da CONAB, a produgédo de soja no Brasil na safra
2012/2013 podera chegar a expressiva marca de 82 milhdes de toneladas, com
destaque para o estado de Mato Grosso, maior produtor nacional (24 milhdes de
toneladas) (CONAB, 2012). Estes numeros podem tornar o Brasil o maior produtor e
exportador mundial de soja, visto que os Estados Unidos, atual maior produtor, vem
sofrendo sucessivas quebras de safra (CONAB, 2012). O cultivo desta leguminosa
responde, hoje, por uma receita cambial direta de mais de US$ 29 bilhdes anuais
para o pais (ABIOVE, 2012), e cinco vezes esse valor se forem considerados os
beneficios gerados ao longo de toda a cadeia produtiva.

Em fungdo do grande valor agregado que esta oleaginosa possui,
muito se tem investido em pesquisas, visando ao aumento da produtividade e a
diminuicdo dos impactos ambientais gerados pelo seu cultivo. Tais estudos ja
permitiram o desenvolvimento de cultivares melhor adaptadas as condi¢cbes
edafoclimaticas de cada regido do pais; um melhor manejo de plantas invasoras e
pragas, possibilitando uma redugao sensivel no uso de pesticidas; uma melhoria das
técnicas de adubagao, com o desenvolvimento de inoculantes contendo bactérias
fixadoras do nitrogénio substituindo, parcial ou totalmente, a necessidade do uso de
fertilizantes nitrogenados; e um melhor manejo do solo, com a implantacdo do
plantio direto e da sucessao de culturas, com reflexos positivos na sustentabilidade
dos sistemas produtivos. Além disso, estudos sobre as caracteristicas nutricionais da
soja tem promovido sua incorporagdo a dieta dos brasileiros, tornando a produgéo

menos dependente das flutuacbes do mercado externo (Embrapa Soja, 2004).

2.3 O CuLTIVO DE MILHO NO BRASIL

Dentre as inumeras espécies cultivadas no Brasil anualmente, as
gramineas, especialmente o milho e o trigo (Triticum aestivum L.), possuem um
papel essencial, tanto para a alimentacdo humana, quanto para a alimentagao
animal.

O milho € um cereal cultivado em grande parte do mundo. Os

primeiros registros de seu cultivo datam de 7000 anos no Golfo do México e ilhas
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adjacentes, com posterior dispersdo para a América do Sul, ha pelo menos 4000
anos (CIB, 2011). Foi o cereal base da alimentagdo de povos meso-americanos,
Como 0s incas, 0s maias e o0s astecas, e de povos andinos. Com o inicio da era das
grandes navegagdes no século XVI e o inicio do processo de colonizagdo das
Américas, a cultura do milho se expandiu para outras regides. Hoje, € cultivado e
consumido em todos os continentes e sua produgao so6 perde para o cultivo mundial
de trigo e arroz (Oryza sativa L.) (CIB, 2011).

O milho é cultivado no Brasil com diversas finalidades: agricultura de
subsisténcia, que remonta da época do pré-descobrimento do Brasil pelos
portugueses; exportacdo para paises com menor area agricultavel, atividade
crescente nos ultimos anos; abastecimento do mercado interno; e, principalmente,
fabricacdo de racao animal, a qual se destina a maior parte da produg¢ao nacional —
cerca de 80% (Santos & Pires, 2004). Por sua versatilidade de uso, pelos
desdobramentos de producédo animal e pelo aspecto social, 0 milho € um dos mais
importantes produtos do setor agricola brasileiro, sendo a cultura que ocupa a maior
area cultivada no pais, predominando nas regides Centro-Sul e Sul. Em funcdo da
grande diversidade edafica e climatica entre as regides nas quais esta graminea é
cultivada, e da baixa tecnologia empregada no plantio, principalmente em pequenas
e meédias propriedades, o rendimento médio de grdos tem sido baixo nos ultimos
anos. A estimativa de producao para o Sul do Brasil € de 65 milhdes de toneladas,
com rendimento médio de 5,5 t ha™' (CONAB, 2012). Estes valores, porém, variam
muito entre as propriedades, dependendo dos padrdes tecnoldgicos aplicados, do
tamanho da area cultivada, da escala de produg¢do e da disponibilidade de recursos
para a aplicagdo de insumos nas lavouras (Santos & Pires, 2004).

Contudo, o avanco na profissionalizagdo da produg¢ao de milho tem
acompanhado o crescimento de toda a cadeia produtiva, tanto para a producédo de
proteina animal, quanto para a conjugagao com a soja, em areas aptas a produgao
de graos, seja em rotagcdo de culturas, ou em sucessdo, na safra de inverno
(safrinha) (Duarte et al., 2007). A rotagao de culturas envolvendo o plantio do milho é
fundamental para a sustentabilidade do sistema plantio direto, principalmente com a
cultura de soja (Santos & Pires, 2004), propiciando a ciclagem de nutrientes e o
equilibrio biolégico no controle de doencgas e insetos. Em se tratando da cultura da
soja, o rendimento dos grdos tem-se mostrado maior quando em rotagdo com a

cultura de milho, quando comparado a monocultura.
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O milho também tem sido bastante utilizado em consércio com a
forrageira Brachiaria bizantha, em sistemas lavoura-pecuaria, sendo uma alternativa
para regides onde o cultivo de safrinha tem apresentado insucesso, devido a baixa
disponibilidade hidrica e irregularidades no regime pluviométrico. Nesse tipo de
plantio, a forrageira tem a fungéo de fornecer alimento para a exploragéao pecuaria e,
posterioremente, de formacado de palhada, para o cultivo da cultura produtora de
graos, em sistema plantio direto (Borghi & Crusciol, 2007).

A palha do milho também tem sido amplamente utilizada para a
recuperacdo de solos degradados, ja que fornece grande aporte de matéria
organica, necessaria ao restabelecimento da microbiota nativa e da capacidade de
infiltracdo e armazenamento de agua. O milho apresenta a vantagem de produzir
grande quantidade de fitomassa e elevada relacédo C/N, que contribui para a melhor
cobertura do solo, tanto em quantidade, como em tempo de permanéncia na
superficie (Santos & Pires, 2004). Além disso, o milho possui grande importancia
socio-econdmica em todos os estados brasileiros, principalmente onde se
concentram criadores de animais de pequeno porte, gerando emprego e renda. Esta
cultura esta envolvida em diversas cadeias produtivas, desde a producdo e
distribuicdo de insumos, maquinario, equipamentos e servigos, até industrias
relacionadas ao setor animal, silos e secadores (Santos & Pires, 2004).

Estudos apontam que a média de produtividade do milho no Brasil
deve duplicar nos préximos anos como consequéncia da maior adog¢ado do plantio
direto, da correcao e fertilizacdo adequada do solo, da utilizagdo de bactérias
promotoras do crescimento de plantas e/ou fixadoras de nitrogénio, como o
Azospirillum ssp., do manejo integrado de plantas invasoras, doengas e pragas e da

utilizagcao de sementes geneticamente modificadas (Cruz, 2011).

2.4 A FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

Na agricultura como um todo, a complementagao nutricional para as
culturas se faz importante no contexto produtivo (Harper, 1994). Entre os elementos
considerados essenciais para o desenvolvimento das plantas, destaca-se o
nitrogénio, quarto elemento mais abundante nas plantas (8-16% da composigao
vegetal). Além de influenciar o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais,

também participa de uma série de rotas metabdlicas-chave e da constituigao
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essencial de moléculas como a clorofila, bases nitrogenadas, acidos nucleicos,
enzimas, vitaminas, horménios, aminoacidos e proteinas (Martini Junior, 2010;
Ribeiro, 2011).

Apesar de ser um elemento extremamente abundante na atmosfera
terrestre (aproximadamente 79% da composicao total), o nitrogénio, em sua forma
elementar (N2), ndo é assimilavel pelas plantas, incapazes de quebrar a forte ligacéao
triplice que une os dois atomos da molécula, tornando-a pouco reativa. Ja em suas
formas assimilaveis (nitratos e aménia, por exemplo), o nitrogénio € o nutriente mais
dificil de ser manejado nos solos de regides tropicais e subtropicais, em virtude do
grande numero de reagbes a que esta sujeito e a sua alta instabilidade no solo
(Ernani, 2003). Essas caracteristicas tornam a disponibilidade de nitrogénio, na
maior parte dos casos, um fator limitante a produgao agricola (Silva, 2006). Os solos
brasileiros sdo naturalmente deficientes em N, e suprem apenas parcialmente a
demanda deste elemento as culturas. Os processos de desnitrificagao, volatilizagcao
da amoénia e queimadas retornam o nitrogénio retido no solo a forma gasosa, e a
lixiviacdo de nitratos para as camadas mais profundas do solo conduz a perda de N
nos ecossistemas tropicais (Silva, 2006).

O nitrogénio elementar existente em abundancia na atmosfera
somente pode ser assimilado por um grupo seleto de microrganismos procarioticos,
principalmente bactérias, denominados diazotréficos. Esses microrganismos
possuem o complexo enzimatico da nitrogenase, necessario para transformar o N
em formas assimilaveis pelos vegetais. Esse processo € denominado fixagcao
biolégica do nitrogénio (FBN) (Silva, 2006).

A FBN é realizada em condicbes limitadas de N por bactérias
pertencentes a diversos géneros. Tais organismos diazotréficos podem ser
classificados conforme o tipo de interacdo que estabelecem com a planta (Beattie,
2007): associativos (fixam nitrogénio colonizando preferencialmente a rizosfera),
endofiticos (fixam nitrogénio quando colonizam o tecido radicular ou caulinar), e
simbidticos (fixam nitrogénio quando colonizam células radiculares, formando
estruturas especializadas, os nodulos).

O género Azospirillum é bastante conhecido por ser um diazotrofico
associativo, que coloniza a rizosfera de gramineas, forrageiras e cereais (Dobereiner
& Baldani, 1982), como milho, arroz, cana-de-agucar e sorgo (Sorghum bicolor (L.)

Moench), entre outras (Dobereiner et al., 1976). Quando ocorre a invasao das
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raizes, ha a colonizagao de espacos intercelulares da epiderme e do cortex radicular
na zona de alongamento e de formacdo de pelos radiculares (Patriquin &
Dobereiner, 1978). Além da fixagcdo de nitrogénio atmosférico, o género Azospirillum
também é conhecido por produzir hormdnios estimulantes do crescimento vegetal
(auxinas, giberelinas e citoquininas) (Hartmann & Zimmer, 1994) e, com isso,
promover um aumento da densidade dos pelos radiculares, além do aparecimento
de raizes secundarias (Silva, 2006). Este incremento nas raizes aumenta
consideravelmente a superficie de absorgdo de agua e nutrientes pela planta,
elevando sua capacidade produtiva e de resisténcia a estresses ambientais (Baldani
et al., 1983). Em associagao com gramineas Azospirillum, em geral, pode promover
incrementos entre 5 e 30% na produgao (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994).

Ja entre os microrganismos simbidticos, destaca-se o grupo formado
por diversos géneros, denominados coletivamente de rizébios, que fixa o nitrogénio
atmosférico através de uma intima associagao simbidtica com as raizes de vegetais
pertencentes, principalmente, a familia Leguminosae (Fabaceae), formando
estruturas altamente especializadas, denominadas nodulos. Dentro dos ndédulos
ocorre a FBN propriamente dita (Oliveira, 2009). A formagdo de nddulos € um
processo complexo, que ocorre em varias etapas, envolvendo mudancas fisiolégicas
e morfolégicas, tanto na célula hospedeira, como na bactéria. Enquanto as
mudang¢as na bactéria visam, principalmente, ao recebimento de fontes de C da
planta hospedeira, para prover o ATP e poder redutor, necessarios para o processo
de fixagcao bioldgica, as mudancgas na planta hospedeira visam assimilar a amdnia
produzida pelas bactérias (Hungria et al., 1994).

Todo o processo de associacido simbidtica bactéria-planta € iniciado
com uma intensa troca de sinais moleculares entre os organismos envolvidos. A
planta hospedeira secreta substancias quimiotaticas (agucares, aminoacidos e
acidos carboxilicos), que estimulam a multiplicagcdo de bactérias na rizosfera e
promovem a adesédo dos rizébios aos pelos radiculares das plantas (Hungria, 1994).
Além desses compostos, concomitantemente, a planta libera também uma série de
compostos fendlicos e betainas, que induzem a transcricdo e a expressao de
determinados genes na bactéria, denominados genes de nodulagdo (Brencic &
Winans, 2005; Pinto et al.,, 2007). Esses genes ativados promovem a sintese de
pequenas moléculas pela bactéria. Tais moléculas, provenientes do metabolismo

secundario, sao liberadas externamente em quantidades infimas e percebidas pela
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planta hospedeira, ativando o inicio do processo da simbiose propriamente dito
(Oliveira, 2009). Aléem de serem responsaveis pelas modificagdes radiculares que
permitem a infeccdo da planta pela bactéria simbionte, essas moléculas induzem a
sintese de proteinas e promovem a formagao do primdrdio nodular. No nédulo, apés
sua total maturacdo, as bactérias conseguem transformar o nitrogénio atmosférico
em formas nitrogenadas assimilaveis pelos vegetais.

O complexo enzimatico responsavel pela fixagdo biolégica do
nitrogénio — a dinitrogenase — € formado por duas subunidades proteicas, a Ferro-
proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), capazes de
transportar elétrons. Ha, ainda, uma terceira molécula auxiliar transportadora de
elétrons, a ferridoxina. Essas trés moléculas estdo envolvidas em uma cadeia de
doacgao-recepcao de elétrons (ferridoxina-> Fe-proteina ->MoFe-proteina), que
culmina no acumulo de oito elétrons pela MoFe-proteina e na redugdo do N2 a NH3
(Ribeiro, 2011).

A fixacdo biolégica do nitrogénio, realizada por microrganismos
nativos ou naturalizados presentes no solo, ou por bactérias introduzidas via
inoculantes contendo estirpes selecionadas para cada tipo de cultura, pode suprir,
total ou parcialmente, a demanda deste elemento pelas plantas (Zakhia & de
Lajudie, 2001).

Em todo o mundo, estima-se que 44 a 66 milhdes de toneladas de
N, sdo fixadas por leguminosas de importancia agronémica anualmente, com outras
3 a 5 milhées de toneladas fixadas por leguminosas em ecossistemas naturais,
quantias que, se somadas, fornecem quase metade de todo o N utilizado na
agricultura (Hungria et al., 2006; Graham & Vance, 2003).

O retorno do nitrogénio aos solos também pode ser alcangado pelo
uso de fertilizantes nitrogenados. Contudo, a eficiéncia da fertilizacdo nitrogenada
raramente alcanca 60%, e o custo pode representar até 40% do custo total da
producdo. Com o preco da ureia a US$ 0,68 kg’ (RURALBR, 2012), o custo da
aplicacao de fertilizantes nitrogenados € muito alto (Hungria et al., 2005a). Tais
insumos apresentam também alto custo ambiental, pois, em média, sdo gastos seis
barris de petroleo para a sintese de uma tonelada de amoénia (Crispino et al., 2001).
Além disso, o processo de lixiviagao de formas nitrogenadas presentes no solo polui
rios e lagos, e a desnitrificagdo, que afeta a camada de ozbnio, também resulta em

prejuizos ambientais causados pela utilizagdo de fertilizantes nitrogenados nas
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lavouras (DePolli & Franco, 1985; Campo & Hungria, 2000). Machado e Magnavaca
consideraram estes insumos como a maior fonte de poluicdo ambiental dos sistemas
agricolas (Machado & Magnavaca, 1991).

Em contrapartida, a fixagao biolégica do nitrogénio € um importante
fator de competitividade do setor agricola brasileiro. Produtos inoculantes contendo
bactérias diazotréficas tem sido amplamente utilizados, principalmente na cultura de
soja (bactérias do género Bradyrhizobium), onde podem substituir totalmente o uso
de fertilizantes nitrogenados, a um custo total muito mais baixo (Crispino et al.,
2001). Grande variedade de gendtipos vegetais de importancia agricola foi
melhorada para que fosse possivel a diminuicdo do uso de insumos quimicos.
Assim, foram obtidas variedades selecionadas com maior capacidade de produgao
em solos pobres, e capazes de se associar aos microrganismos diazotroficos
existentes no solo ou na rizosfera, para a obtengcdo de nitrogénio. O mercado de
inoculantes agricolas para plantas leguminosas movimenta milhdes de dodlares
anualmente (Silva, 2006). Segundo a Associacdo Nacional de Produtores e
Importadores de Inoculantes (ANPIl), no ano de 2011, foram vendidas
aproximadamente 19,3 milhdes de doses de inoculantes no Brasil, somente entre as
empresas afiliadas (ANPII, 2012).

A FBN tem recebido ainda mais destaque dentro do cenario agricola
brasileiro, por fazer parte de uma das metas do Plano Setorial de Mitigagcéo e de
Adaptacdo as Mudangas Climaticas para a Consolidacdo de uma Economia de
Baixa Emissdo de Carbono na Agricultura (Plano ABC — Agricultura de Baixo
Carbono), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esse
plano faz parte de um compromisso voluntario assumido pelo governo brasileiro em
2009, durante a 152 Conferéncia das Partes (COP-15), de reduzir entre 36,1% e
38,9% as emissbes de gases de efeito estufa (GEE) projetadas para 2020,
estimando o volume de redugdo em torno de um bilhdo de toneladas de CO; (MAPA,
2012). O Programa ABC tem por finalidade organizar e planejar agcbes a serem
realizadas para a adogéo de tecnologias de produgéo sustentaveis, possibilitando a
viabilizacdo das reducbes de GEE voluntariamente propostas. Entre as metas
propostas pelo Programa ABC, descritas no artigo 6° do Decreto n° 7.390 de 9 de
dezembro de 2010 (Presidéncia da Republica, 2010), esta “Expansao da adogéo da
Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (FBN) em 5,5 milhdes de hectares de areas de

cultivo, em substituicdo ao uso de fertilizantes nitrogenados”.
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A FBN, através da inoculagdo com estirpes selecionadas para maior
eficiéncia, representa uma tecnologia viavel e de baixo custo para o aumento da
producdo, sem necessidade do aumento das areas de cultivo e com impacto
ambiental reduzido, substituindo, pelo menos parcialmente, a necessidade da
adubacao nitrogenada (e possivelmente de outros nutrientes), resultando em

economia e beneficios para o produtor.

2.5 MICRORGANISMOS DIAZOTROFICOS

2.5.1 Diazotroficos Simbidticos: Microssimbiontes da Soja

Baseado no aprimoramento das técnicas de classificacdo de
microrganismos que ocorreu a partir da década de 1960, Graham, em 1964, dividiu
0s rizobios em dois grupos: os de crescimento lento e os de crescimento rapido
(Graham, 1964). Os microrganismos de crescimento lento, inicialmente chamados
de Rhizobium japonicum, foram reclassificados posteriormente em um novo género:
Bradyrhizobium (Jordan, 1982). Além do crescimento lento, os bradirrizdbios
caracterizam-se pela alcalinizacdo de meios de cultura contendo manitol como fonte
de C durante seu crescimento, sendo algumas espécies hospedeiro-especificas,
enquanto outras sdo promiscuas. O RNA ribossomal do género € altamente
conservado, sendo extremamente dificil usa-lo como indicador de diversidade de
espécies dentro do grupo (Rivas et al., 2009). Inicialmente, o género possuia
somente uma espécie definida, B. japonicum (Jordan, 1982). Com o passar dos
anos e o aprimoramento das técnicas de identificacdo, novos isolados foram
avaliados, e espécies novas foram descritas, provenientes de raizes de diversas
leguminosas. Contudo, as espécies de Bradyrhizobium nem sempre sdo simbidticas,
por exemplo, B. betae foi isolada de tumores de raiz de beterraba (Beta vulgaris L.),
dispondo de um status simbiotico ainda desconhecido (Rivas et al., 2009).

Atualmente, este género apresenta treze espécies descritas: B.
japonicum (Jordan, 1982), B. elkanii (Kuykendall et al., 1992), B. liaoningense (Xu et
al., 1995), B. yuanmingense (Yao et al., 2002), B. betae (Rivas et al., 2004), B.
canariense (Vinuesa et al., 2005), B. denitrificans (van Berkum et al., 2006), B.
iriomotense (Islam et al., 2008), B. jicamae (Ramirez-Bahena et al., 2009), B.
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pachyrhizi (Ramirez-Bahena et al., 2009), B. cytisi (Chahboune et al., 2011), B.
lablabi (Chang et al., 2011), e B. huanghuaihaiense (Zhang et al., 2012).

Dentre estas, B. liaonigense é conhecida por nodular plantas de soja
apenas. Ja B. japonicum e B. elkanii, além de soja, ja foram isolados em ndédulos em
raizes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)) e feijao-mungo (Vigna radiata (L.))
(Menna et al., 2006; Rivas et al., 2009). Sendo a soja uma cultura exética no Brasil,
os solos brasileiros originalmente n&o possuiam simbiontes fixadores de nitrogénio
para essa cultura (Loureiro et al., 2006). Uma possibilidade amplamente aceita é a
de que os atuais bradirrizdébios simbiontes da soja presentes no pais tenham
chegado aderidos as primeiras sementes de soja, provindas dos Estados Unidos
(Giongo, 2007). Com a inoculagdo massiva nas ultimas décadas, a populagao
destes microrganismos no solo aumentou significativamente (Ferreira & Hungria,
2002).

2511 A Espécie B. japonicum

A espécie B. japonicum foi descrita por Jordan, juntamente com o
género Bradyrhizobium (Jordan, 1982), sendo um microrganismo endosimbionte de
soja, feijdo-mungo, feijao-caupi e siratro (Macroptilium atropurpureum) (Lang et al.,
2008).

E uma espécie bacteriana Gram-negativa, ndo formadora de
esporos, e movel através da presenca de flagelo polar ou subpolar (Jordan, 1982).
Costuma ser acido-tolerante (pH 4,5), ndo crescendo em ambientes com salinidade
superior a 2% NaCl. E comum a producdo de penicilinases e bacteriocinas (Jordan,
1982). Possui metabolismo tipicamente quimiorganotréfico, sendo a glicose
preferencialmente utilizada pela via Entner-Doudoroff. Porém, em presenca de Hy,
CO;, e baixos niveis de O,, pode apresentar comportamento quimiolitotrofico (Jordan,
1982). O complexo enzimatico da nitrogenase, responsavel pela FBN, é ativo em
células de B. japonicum de vida livre ou simbidticas, em ambientes com reduzida
tensdao de oxigénio. A composi¢cao dos exopolissacarideos (EPS) secretados por
esta espécie é conhecidamente de natureza acidica e heterogénea, contendo acido
D-galacturdnico e acgucares metilados, que mudam conforme a idade da colbnia
(Mort & Bauer, 1980). EPS secretados por rizébios em geral tem um importante

papel nos processos de infeccdo e nodulagdo, possivelmente devido ao
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reconhecimento destas moléculas pelas lectinas presentes nos pelos radiculares das
plantas hospedeiras (Tuly, 1988).

A estirpe USDA 110 de B. japonicum foi originalmente isolada de
nddulos de soja, na Florida, EUA, em 1957, e é utilizada em inoculantes microbianos
em varios paises até os dias de hoje. Devido a sua importancia agronbémica e
econOmica, essa estirpe teve seu genoma sequenciado, mostrando que este é
composto por um unico cromossomo circular contendo 8.317 genes, 9.105.828
pares de bases, e conteudo GC de 64,1%, n&o apresentando plasmideos (Kaneko et
al., 2002).

Os genes responsaveis pela simbiose com leguminosas em B.
japonicum estdo agrupados em regides cromossOmicas denominadas “ilhas
simbidticas”. O fato das informagdes necessarias a efetivagdo da simbiose e fixagao
do nitrogénio estarem inseridas dentro do cromossomo torna-se benéfico do ponto
de vista agronémico, pois as chances da informagao ser perdida quando a bactéria
sofrer algum estresse tornam-se menores. A estirpe USDA 110 possui uma grande
ilha genémica de 410 kb, de baixo conteudo GC, que carrega os genes simbidticos
(Kaneko et al.,, 2002; ltakura et al., 2009), além de 14 outras pequenas ilhas
genbmicas em diferentes pontos de insercdo no genoma, produzindo coépias
variantes de genes (Kaneko et al., 2002). Essas observagdes suportam a hipotese
da grande plasticidade do genoma de B. japonicum, ja que infere-se que ilhas
genbmicas sao regides de DNA horizontalmente adquiridas ou recombinadas
(Dobrindt et al., 2004; Kaneko et al., 2002). As ilhas genbmicas geralmente
apresentam muitos genes funcionais, que codificam proteinas envolvidas na
patogenicidade, degradagdo de xenobidticos, captacdo de ferro, resisténcia a
antibiéticos, metabolismo secundario ou simbiose (Dobrindt et al., 2004).

Entre as caracteristicas citadas acima, ja foi descrito para a estirpe
USDA 110 a habilidade de utilizar sideroforos (moléculas quelantes de ferro),
provenientes de outros organismos em ambientes deficientes neste elemento,
conferindo grande vantagem adaptativa a esses microrganismos quando em vida
livre (Plessner et al., 1993). Essa estirpe também secreta EPS de natureza acidica,
em quantidades que variam com a fonte de carbono disponivel (Tully, 1988).

Entre todas as espécies que fixam nitrogénio, B. japonicum é
considerada aquela com maior importancia agrondbmica no mundo, principalmente

pelo fato de formar nédulos eficientes em cultivos de soja, que detem alto valor no
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mercado internacional (Kaneko et al., 2002). A partir de 1992, as estirpes SEMIA
5079 (=CPAC 15) e SEMIA 5080 (=CPAC 7) de B. japonicum foram autorizadas
para a produc¢ao de inoculantes no Brasil, juntamente com as estirpes SEMIA 587 e
SEMIA 5019, pertencentes a espécie B. elkanii (Hungria et al., 2006).

252 Azospirillum spp. e a Promocéao do Crescimento de Plantas

O género Azospirillum pertence a uma classe de microrganismos
que sao classificados como bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP),
mas que também carrega a propriedade importante de fixagdo bioldgica do
nitrogénio (Hungria et al., 2010). As BPCP estabelecem uma relacdo com diversas
plantas hospedeiras, trazendo uma ampla gama de beneficios a estas, como fixagao
bioldgica do nitrogénio (Huergo et al., 2008), aumento da atividade da enzima nitrato
redutase (Cassan et al.,, 2008), sintese de horménios vegetais, como auxinas
(Crozier et al., 1988), citoquininas (Tien et al., 1979), giberelinas (Bottini et al., 1989)
e etileno (Strzelczyk et al., 1994), solubilizagado de fosfato (Rodriguez et al., 2004), e
excrecao de controladores bioldgicos contra patdogenos (Correa et al., 2008).

O género Azospirillum foi descrito por Tarrand e colaboradores em
1979 (Tarrand et al., 1979), e hoje compreende quinze espécies: A. brasilense e A.
lipoferum (Tarrand et al., 1979), A. amazonense (Magalhdes et al., 1983), A.
largomobile (Skerman et al., 1983; corrig. Ben Dekhil et al., 1997), A. halopraeferens
(Reinhold et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989), A. doebereinerae (Eckert
et al.,, 2001), A. oryzae (Xie & Yokota, 2005), A. melinis (Peng et al., 2006), A.
canadense (Mehnaz et al.,, 2007a), A. zeae (Mehnaz et al.,, 2007b), A. rugosum
(Young et al., 2008), A. picis (Lin et al., 2009), A. thiophilum (Lavrinenko et al., 2010),
e A. formosense (Lin et al., 2012).

Espécies de Azospirillum sdo encontradas em praticamente todo o
planeta, colonizando plantas em diferentes habitats (Ddbereiner & Pedrosa, 1987).
Estirpes ja foram encontradas em associagdo com diversas monocotiledéneas -
milho, arroz, cana-de-agucar, sorgo, gramineas forrageiras, entre outras (Ddbereiner
et al., 1976; Wong & Stemberg, 1979; Rennie, 1980; Haahtela et al., 1981; Reinhold
et al., 1986) - e dicotiledéneas — Opuntia sp. (Rao & Vankateswarlu, 1982), muitas

das quais de interesse agronémico e ecoldgico. Existem significativos trabalhos
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demonstrando que mais de 100 espécies vegetais respondem positivamente a
inoculagdo com estirpes de Azospirillum (Bashan et al., 2004).

O mais provavel € que os beneficios dessa associagao resultem de
uma combinacdo de diversos fatores (Hungria et al.,, 2010). Acredita-se que
Azospirillum spp. produzam fitohorménios e reguladores de crescimento que
induzem o crescimento das raizes e, consequentemente, a maior absorcao de agua
e minerais do solo (Okon & Kapulnik, 1986), assim como aumento da biomassa da
parte aérea (Steendhoudt & Vanderleyden, 2000), além de aumentar a resisténcia a
estresse hidrico e salino, produzindo plantas mais vigorosas (Hungria et al., 2010).
Além disso, este género € capaz de fixar nitrogénio atmosférico em associacdo com
diversas plantas ndo leguminosas (Dobereiner & Day, 1976). Porém, por ndo serem
simbidticos, como os rizébios, mas sim de vida livre, associativos, ha certa limitagao
em sua capacidade de secretar e transferir nitrogénio as plantas as quais se
associam (Huergo et al., 2008). Em muitos casos, a inoculagdo com Azospirillum
diminui o uso de fertilizantes quimicos, especialmente N, em 20%-50%, em média
(Bashan et al, 2004). Além disso, a inoculagdo com Azospirillum pode,
indiretamente, suprimir alguns patdégenos, através da competicdo entre espécies
bacterianas, aumento da resisténcia da planta a infeccdo patogénica, e pela
produc&o de substancias antimicrobianas (Bashan et al., 2004).

Diversos trabalhos ja publicados evidenciam os beneficios da
associagao Azospirillum-plantas. Saubidet e colaboradores, em 2002, observaram
que plantas de trigo inoculadas com A. brasilense obtiveram peso seco de parte
aérea duas vezes maior do que as plantas controle ndo inoculadas, assim como
maior teor de N total e grdos com maior concentragcdo proteica (Saubidet et al.,
2002). Em outro trabalho, Rodrigues e colaboradores (2008) obtiveram aumento de
massa seca de graos, numero de paniculas e acumulo de N em plantas de arroz
inoculadas com A. amazonense (Rodrigues et al., 2008). Plantas n&o pertencentes a
familia das gramineas, como algodado (Gossypium hirsutum) e tomate (Solanum
lycopersicum), também podem ser inoculadas com Azospirillum, apresentando bons
resultados (Bashan & Levanony, 1991). Alguns trabalhos relatam aumento de
matéria seca, circunferéncia de caule, numero de folhas, altura da planta, e
densidade e comprimento de pelos radiculares de tomateiros inoculados (Bashan et
al., 1989; Bashan, 1998), provavelmente devido ao aumento nos niveis de AlA

(acido-indol-acético) e etileno liberados pela bactéria.
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Diversos ensaios a campo, em diferentes culturas, inoculadas com
diferentes estirpes de Azospirillum, mostraram que essas bactérias sao capazes de
promover aumentos na produgao, em diferentes solos e climas (Saubidet & Barneix,
1998), bem como inibigdo de crescimento em outros casos. Essa variabilidade de
resultados de inoculagdo em experimentos a campo sugere que uma importante
associacdao ambiente-bactéria-planta deve existir (Saubidet et al., 2002), tendo
certos fatores abidticos, como aporte de N (Vande Broek et al., 1993), pH do solo
(New & Kennedy, 1989) e condi¢des do solo (Bashan, 1999), importancia crucial na
colonizagado das raizes das plantas hospedeiras pela bactéria. Infere-se que 60%-
70% dos estudos de inoculagdo com A. lipoferum e A. brasilense obtiveram sucesso,
embora somente em 5%-30% dos casos, as respostas tenham sido significativas
(Rodrigues et al., 2008).

Um fendbmeno notavel quando se fala na inoculagdo com
Azospirillum é que esta se torna mais lucrativa e eficiente quando outros
microrganismos sao co-inoculados (Bashan & Holguin, 1997). A co-inoculagao
parece funcionar bem com bactérias solubilizadoras de fosfatos, Azotobacter,
rizobios, Bacillus e alguns fungos, provavelmente em fungdo da disponibilizagao
sinérgica de nutrientes e pela remocao de produtos inibidores (Bashan et al., 2004).
Entre os principais beneficios da co-inoculagédo figuram o aumento na captacéo de
nutrientes, reducao do uso de fertilizantes de N e P em 25%-50%, aumento da
disponibilidade de NPK no solo, e melhor custo-beneficio (Bashan et al., 2004).
Dardanelli e colaboradores encontraram um efeito geral positivo na co-inoculacéo de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com Azospirillum-Rhizobium na expressédo de genes
ligados a nodulagdo durante estresse salino (Dardanelli et al., 2008). Do mesmo
modo, Groppa e colaboradores co-inocularam Azospirillum e B. japonicum em
plantas de soja obtendo uma maior nodulagdo, aumento de massa seca de raiz e
parte aérea, assim como maior numero de pelos radiculares (Groppa et al., 1998).

Segundo Rodrigues e colaboradores (2008), os extensivos estudos
genéticos, bioquimicos e fisioldégicos realizados atualmente sobre o género
Azospirillum, caracterizam-no como sendo o mais bem estudado género entre os
associativos promotores do crescimento de plantas (Rodrigues et al., 2008). Em
funcdo de todos os beneficios ja observados a plantas de interesse econémico, a
inoculagdo com Azospirillum mostrou um grande potencial como ferramenta

agrobiotecnologica, o que promoveu o surgimento, recentemente, de um mercado
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promissor, através da geracdo de um inoculante que pode ser utilizado em

gramineas, forrageiras e graos.

2.6 INOCULANTES

2.6.1 Inoculantes Contendo Rizébios para Soja

A inoculagcdo de plantas com bactérias benéficas € uma pratica
antiga (Bashan, 1998). No final do século 19, a pratica de misturar solos contendo
populagdes bacterianas naturalmente estabelecidas a sementes de leguminosas ja
era recomendada nos Estados Unidos (Smith, 1992), e a primeira patente de
Rhizobium sp. para a inoculagéo de plantas foi registrada em 1896 (Nobbe & Hiltner,
1896). A partir dai, a pratica de inoculacdo de soja com bactérias do género
Bradyrhizobium tornou-se comum e economicamente vantajosa em muitos paises,
principalmente na América do Sul (Penna et al., 2011). No Brasil, a primeira
producao e distribuicdo de produto inoculante para leguminosas foi realizada na
década de 1930, em Sao Paulo (Lopes & Giardini, 1981), com o inicio da produgao
industrial na década de 1960 (Freire & Vidor, 1981).

Diversos esforcos de selecdo de estirpes eficientes e adaptadas aos
solos brasileiros foram feitos desde entao (Peres, 1979; Freire & Vidor, 1981; Vargas
et al., 1981; Vargas et al., 1992; Hungria & Vargas, 1996). Tais estirpes, quando
inoculadas de maneira correta, podem substituir totalmente a adubagéo nitrogenada
na soja cultivada no pais, promovendo ganhos significativos na produgédo de gréos,
quando comparada com sementes nao inoculadas (Peres et al., 1993; Hungria &
Vargas, 1996; Hungria et al., 1997; Campo & Hungria, 1999; Campo & Hungria,
2001; Campos et al., 2001; Loureiro et al., 2001; Campo et al., 2002; Vargas et al.,
2002).

Atualmente, na maioria dos paises sul-americanos, incluindo o
Brasil, grande parte da soja é cultivada sem a adi¢ao de fertilizantes nitrogenados,
sendo o nitrogénio necessario a cultura proveniente, em sua maior parte, da fixagcao
bioldégica do nitrogénio realizada pelas bactérias inoculadas e nativas do solo. Em
2010, 80% da produgao de soja da Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (16
milhdes de hectares) foi inoculada com produtos pertencentes a mais de 100

empresas distintas (Penna et al., 2011). Como consequéncia dos resultados
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positivos obtidos no cultivo de soja inoculada, e com a expansao das areas
cultivadas, o numero de doses de produtos inoculantes vendidas tem crescido no
Brasil (Hungria et al., 2006). Estima-se que anualmente, 60% dos produtores de soja
brasileiros utilizem a inoculagcdo e a reinoculacdo em detrimento de fertilizantes
nitrogenados em suas culturas, ja que os custos de transporte e entrada destes
insumos no Brasil sdo altos e sua eficiéncia é baixa, onerando a producao (Hungria
et al., 20006).

A inoculagdo tradicional de leguminosas consiste em transferir
bactérias fixadoras do nitrogénio do produto inoculante para a superficie das
sementes, que durante a germinagao e desenvolvimento da plantula, infectardo a
mesma, levando a formacdo de nddulos no sistema radicular, por onde a planta
obtera o nitrogénio indispensavel ao seu desenvolvimento.

Quanto maior o numero de bactérias inoculadas na semente, maior
a competicdo com as populacdes bacterianas ja existentes no solo, resultando na
formacédo de ndédulos com as estirpes introduzidas pelo inoculante, as quais foram
selecionadas para serem mais eficientes no processo de FBN. Além disso, a
presenca de bactérias inoculadas favorece a formacdo de ndédulos maiores nas
raizes principais e na coroa radicular, que fixam maior quantidade de N do que os
ndédulos localizados nas raizes secundarias (Henning et al., 1997).

A eficiéncia da FBN em leguminosas inoculadas, especialmente em
regides tropicais é afetada negativamente por fatores edafoclimaticos, assim como
praticas de manejo e o tratamento de sementes com fungicidas (Hungria et al.,
2007). No Brasil, estima-se que 90% das sementes de soja sejam tratadas com
fungicidas, elevando a taxa de mortalidade bacteriana a 70% ou mais, ja a duas
horas apds a inoculagédo e o contato com os fungicidas presentes nas sementes,
reduzindo assim, a nodulagdo em condigcbes de campo (Hungria et al., 2005b).
Trabalhos anteriores mostram que a nodulagédo de soja em campo também pode ser
afetada pelo adicdo de micronutrientes na sementes, como molibdénio (Mo) e
cobalto (Co), necessarios ao cultivo de soja em solos tropicais, onde o pH é
naturalmente acido, o que torna estes nutrientes indisponiveis as plantas (Hungria et
al., 2005b). A nodulagdo satisfatoria depende, também, do veiculo inoculante
propiciar condigdes de sobrevivéncia e protecdo para a bactéria, proporcionando a
manutencado de grande numero de células viaveis até o momento do surgimento das

raizes (Deaker et al., 2004). Em funcao de todas estas situagbes onde a nodulagao
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da soja pode ser negativamente afetada, estratégias foram desenvolvidas no sentido
de aumentar a compatibilidade do tratamento de sementes com a inoculagéo. Entre
estas estratégias, incluem-se a recomendagdo de um alto numero de células
bacterianas por semente (recomenda-se, atualmente, 1.200.000 céls./semente),
inoculacdo no sulco de semeadura, aplicagdo de micronutrientes apdés a
germinacgao, e desenvolvimento de sementes ricas em Mo (Hungria et al., 2005b).

Os inoculantes para soja no Brasil s&do formulados com a
combinagdo aleatdria, ou individualmente, das quatro estirpes recomendadas,
(espécie Bradyrhizobium japonicum, SEMIA 5079 e SEMIA 5080; espécie B. elkanii,
SEMIA 587 e SEMIA 5019), consideradas as mais eficientes pela pesquisa brasileira
e autorizadas pelo MAPA, com concentragdo minima de 1 x 10° UFC/g ou mL, e
auséncia de microrganismos contaminantes na diluicdo 10°, conforme Instrugdo
Normativa n°® 13, de 24 de margo de 2011 (MAPA, 2011).

Os inoculantes comercializados no Brasil possuem dois tipos de
suporte: liquido ou solido (a base de turfa). Por muito tempo, a turfa foi considerada
0 suporte mais adequado, por possibilitar a manutencdo de numero elevado de
bactérias viaveis e oferecer protecdo fisica aos microrganismos (Lupwayi et al.,
2005). Contudo, a auséncia de turfeiras adequadas a producao de inoculantes no
Brasil, levando a importagdo desse substrato, associada a grande variabilidade nas
propriedades fisicas e quimicas das turfas, que gera a necessidade de
homogeneizagdo, acabam elevando o custo desse tipo de inoculante (Zilli et al.,
2010).

As formulagdes liquidas de inoculantes inicialmente apresentavam
baixo desempenho em condi¢des de clima tropical (Hungria et al., 2006). Assim, a
identificacao de protetores celulares que, adicionados ao inoculante, promovem a
protecdo contra o estresse, tornou-se um fator importante no desempenho
simbiotico, aumentando a eficiéncia dos produtos de base liquida (Hungria et al.,
2005b). Esse tipo de formulagdo se mostra adequado a aplicagdo em grandes

plantios, por facilitar a semeadura mecanizada (Lupwayi et al., 2005).
2.6.2 Uso de Azospirillum Brasilense em Inoculantes no Brasil

Por ter uma distribuicdo mundial, a inoculagdo com espécies de

Azospirillum pode ser utilizada em plantas adaptadas a diversos climas, inclusive em
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regides desérticas e solos salinos (Barassi et al., 2008). Inoculantes contendo
Azospirillum ja foram testados em diversas culturas, sob condigdes de campo, em
muitos paises, com diversos graus de respostas, mas o sucesso da inoculagao
depende de um fator chave, a escolha da estirpe a ser utilizada (Hungria et al.,
2010). Deve-se considerar, também, que efeitos do gendtipo da planta hospedeira
na interagdo com Azospirillum ja foram demonstrados, por exemplo, para o trigo
(Caballero-Mellado et al., 1992) e para o milho (Garcia de Salamone et al., 1996).

Em cereais e graos de interesse agronémico, como milho, a
inoculacdo com bactérias da espécie A. brasilense pode promover o
desenvolvimento do sistema radicular, com aumento da densidade, numero e
comprimento de pelos radiculares. Isso permite a exploracdo de um maior volume de
solo, incrementando, assim, a absor¢do de agua e nutrientes. Ha, também, um
aumento significativo na resisténcia da planta ao estresse hidrico e na respiragéo
radicular, através da ativacdo de enzimas da via glicolitica e do ciclo do acido citrico
(Huergo et al., 2008). Além disso, ha relatos de aumento no didmetro do caule e
largura da folha de milho inoculado. A. brasilense também acelera a mobilizacado do
nitrogénio na semente, e induz o crescimento das plantulas e o florescimento
precoce, além de aumentar a resisténcia contra patégenos (Huergo et al., 2008).

Hungria e colaboradores (2010) testaram a inoculagéo de estirpes
de Azospirilum em milho e trigo, obtendo resultados significativos no
desenvolvimento destas culturas, quando utilizadas algumas estirpes pertencentes
as espécies A. brasilense e A. lipoferum. As estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6
aumentaram o desenvolvimento de plantas de milho e trigo em 27% e 31%,
respectivamente, resultando na identificagdo das primeiras estirpes de Azospirillum a
serem recomendadas para a produgao de inoculantes comerciais no Brasil (Hungria
et al., 2010).

2.7 METABOLITOS MICROBIANOS SECUNDARIOS

O conjunto bem conhecido de reagdes quimicas e processos
catabdlicos e anabdlicos essenciais ao crescimento celular e altamente conservados
entre as espécies, géneros e reinos é denominado metabolismo primario (O’Brien &
Wright, 2011).
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Por outro lado, certas plantas e diversos microrganismos sintetizam
diversos compostos especiais, que apresentam, na maioria dos casos, estruturas
quimicas diferentes daquelas encontradas nos produtos do metabolismo primario,
intimamente relacionadas entre si, e que tém por caracteristica principal ndo serem
essenciais ao crescimento e & reproducdo do organismo (Madigan et al., 2008). E o
chamado metabolismo secundario. Metabdlitos secundarios sdo moléculas naturais
de adaptacéo, que envolvem fungdes distintas do metabolismo primario (O’'Brien &
Wright, 2011). Em sua maioria, os metabdlitos secundarios sdo compostos por
moléculas organicas complexas, cuja sintese requer um grande numero de reagdes
enzimaticas especificas (Madigan et al., 2008).

Entre as estruturas quimicas mais encontradas entre os metabdlitos
secundarios figuram anéis B-lactamicos, peptideos ciclicos, aminoacidos né&o-
proteicos, agucares e nucleosideos nao usuais, poliacetilenos insaturados, grupos
nitrila, triésteres ciclicos, terpenoides, grandes aneis de macrolideos, entre muitos
outros (Demain & Fang, 2000). Apesar de ndo fazerem parte do metabolismo
primario, as vias metabdlicas do metabolismo secundario decorrem do metabolismo
primario, uma vez que os compostos iniciais utilizados no metabolismo secundario
originam-se das principais vias biossintéticas (Madigan et al., 2008).

Mesmo n&o sendo pecas-chave para o crescimento e
desenvolvimento do organismo, os metabdlitos secundarios exercem diversas
fungdes, como (Davies, 1992):

a) Estruturas de defesa contra agentes externos, sejam eles

fungos, bactérias (antibidticos), plantas, insetos ou animais de

grande porte;

b) Estruturas transportadoras de metais;

c) Moléculas que propiciam a simbiose entre microrganismos e

plantas, nematoides, insetos e animais superiores;

d) Hormdnios sexuais;

e) Estruturas de diferenciacao intra e extra celulares;

f) Promotores de crescimento microbiano e de plantas.

Os metabdlitos secundarios microbianos incluem moléculas de
antibidticos, pigmentos, toxinas, efetores de competicdo ecoldgica e simbiose,

feroménios, enzimas inibitérias, agentes imunomoduladores, receptores
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antagonistas e agonistas, pesticidas, agentes anti-tumorais e promotores de
crescimento de animais e plantas (Demain, 1998). Acredita-se que os metabdlitos
secundarios sejam mais comuns em organismos de organizagdo corporal mais
simples, que ndo possuem sistema imune (Maplestone et al., 1992). A sintese
desses compostos €& extremamente dependente das condicdes ambientais e de
crescimento (Madigan et al.,, 2008) e, geralmente, sdo codificados por genes
agrupados no DNA cromossomal ou, menos frequentemente, no DNA plasmidial
(Demain, 1998).

De modo geral, os metabdlitos secundarios sao produzidos por
espécies ou géneros especificos, por razdes fisioldgicas, sociais ou predatdrias,
estando intimamente ligados a ecologia dos organismos (O’Brien & Wright, 2011).
Geralmente, as vias metabdlicas secundarias sao ativadas em situacdes de déficit
nutricional, biossintese, ou presenga de indutor (geralmente de baixo peso
molecular), e/ou por diminuicdo da taxa de crescimento microbiano. Tais eventos
geram sinais que impulsionam uma cascata de eventos regulatorios, resultando em
diferenciagdes quimicas, que ativam as vias biossintéticas secundarias (Demain,
1998). Infere-se que a limitagdo nutricional é a situacdo usual na natureza que
resulta na diminuicdo drastica das taxas de crescimento bacteriano e,
consequentemente, favorece a producdo de metabdlitos secundarios (Demain &
Fang, 2000).

Estima-se que o numero de metabdlitos microbianos secundarios
descobertos até o momento varie de 8000 a 50000 (Omura, 1992; Reichenbach &
Hofle, 1993; Berdy, 1996). Essa grande distribuicdo natural da produgdo de
metabdlitos secundarios e suas rotas biossintéticas multigénicas indica que tais
moléculas possuem fungbes de aumento de sobrevivéncia nos organismos que as
produzem (Demain & Fang, 2000).

Em fungdo da ampla gama de atividades bioldgicas, os metabdlitos
secundarios adquiriram importancia industrial potencial (Gonzalez et al., 2003). Em
condi¢cdes ambientais e de crescimento bacteriano controladas, em escala industrial,
pode haver superproducao dos compostos secundarios (Madigan et al., 2008).

Entre os  microrganismos  rizosféricos, destacam-se os
antimicrobianos, exopolissacarideos, lipoquitooligossacarideos e fitohorménios como

alguns dos principais metabdlitos secundarios produzidos.
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2.7.1 Antimicrobianos

A produgdo de moléculas antimicrobianas (antibidticas) derivadas do
metabolismo secundario € amplamente distribuida nos microrganismos. Estima-se
que 40% dos fungos filamentosos e actinomicetos produzam antibiéticos quando
isolados da natureza (Demain & Fang, 2000). Além disso, Foster e colaboradores
descrevem que 77% de myxobactérias de solo apresentam atividade antibidtica
contra Micrococcus luteus, além de possuirem atividade antifungica e, em algumas
espécies, antibidticos contra bactérias Gram-negativas (Foster et al., 1992). A
producao de antibiéticos por microrganismos esta intimamente associada ao fato de
que tais moléculas aumentam a vantagem seletiva do produtor em ambientes pobres
em nutrientes, por possuirem a capacidade de matar competidores vizinhos (O’Brien
& Wright, 2011). Exatamente por essa razao, bactérias isoladas de ambientes
naturais (solos e aguas, principalmente) tendem a ser altamente resistentes a
antibioticos (D’Costa et al., 2006; Dantas et al., 2008).

Entre os agentes antimicrobianos produzidos por bactérias, estdo as
chamadas bacteriocinas (Mourad et al., 2009). Tais bacteriocinas sdo compostos
proteicos secundarios, ativos contra bactérias intimamente relacionadas com a
bactéria produtora (Riley & Werts, 2002). Muitos estudos tem revelado a agao de
bacteriocinas contra fitopatégenos (Osnat et al., 2005; Kacem, 2007; Holtsmark et
al., 2008). O potencial de producao destes compostos por bactérias Gram-negativas
tem sido estudado, com o objetivo de utilizagdo como controle biolégico contra
fitopatogenos, frente ao aumento da resisténcia destes microrganismos a
antibidticos industriais (McManus et al., 2002).

Diversos tipos de bacteriocinas produzidas por rizébios tem sido
descritos (Gross & Vidaver, 1978; Schwinghamer & Brockwell, 1978; Schripsema et
al., 1996), sendo denominadas rizobiocinas (Hirsch, 1979; Sridevi & Mallaiah, 2008).
Entretanto, as propriedades das rizobiocinas e seus efeitos em bactérias
fitopatogénicas permanecem pobremente documentadas, e o potencial de utilizagédo
industrial de antimicrobianos produzidos por Rhizobium sp. ndo foi completamente
explorado (Mourad et al., 2009). A produgédo de bacteriocinas e a competicéo inter-
especifica parecem estar intimamente relacionadas. O incremento na pesquisa na
area das bacteriocinas podera revelar novas rotas, alvos e alternativas para o

controle de doengas em vegetais (Mourad et al., 2009).
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2.7.2 Exopolissacarideos Protetores

Além de substancias antimicrobianas, certas bactérias possuem a
capacidade de produgdo de substancias quimicas polissacaridicas, que sao
liberadas no meio extracelular. Uma caracteristica que tem chamado atencao para
os rizobios é sua capacidade de sintetizar grandes quantidades destas substancias,
denominadas exopolissacarideos (EPS), tanto in vivo quanto in vitro. Apesar de
terem funcao fisioldégica ndo muito bem esclarecida, a produgéo de EPS por rizébios
pode chegar a 70% do gasto energético celular em certas condigbes ambientais
(Castellane & Lemos, 2007), mesmo sendo muito raro uma bactéria utiliza-lo como
fonte de energia (Gonzalez et al., 1996). EPS sdo basicamente constituidos por
heteropolissacarideos  espécie ou  estirpe-especifica, predominantemente
monossacarideos como D-glucose, D-mannose, D-acido glucurdnico e L-ramnose.
Tendem a ter uma natureza acidica, devido a presenca de acido glucurdénico e
outros grupos funcionais carregados negativamente (Staudt, 2009).

Estudos com diversas espécies de Rhizobium demonstraram que os
EPS teriam um papel bastante importante na interagdo entre a leguminosa
hospedeira e a bactéria, atuando na sinalizagao celular de ambos os organismos
(Kirichenko et al., 2004; Becker et al., 2005), funcionando como molécula receptora
do micro-simbionte, promovendo uma interagdo célula-célula e desencadeando o
processo de nodulagdo (Kirichenko et al.,, 2004). EPS atuariam na formacgao de
nodulos e micro-colonias (Nicolas, 1996), aumentando a adesdo da bactéria e
promovendo seu crescimento nos espacgos intercelulares necessarios tanto para a
nodulagdo, como para a organogenia da raiz (Kosenko et al., 2001), e agindo como
sinais moleculares durante o desenvolvimento do nédulo (Kosenko et al., 2001).
Infere-se, ainda, que os EPS participariam ativamente da protecdo da bactéria a
estresses ambientais, como dessecacgao, oscilagbes osmoticas e de pH (Castellane
& Lemos, 2007), bem como de predagado e ataques de moléculas antimicrobianas
(Staudt et al., 2012), entre outros.

A espécie B. japonicum produz, conhecidamente, dois tipos de EPS,
de natureza acidica: 1) EPS tipo A, composto por unidades repetidas de
pentassacarideos, com uma estrutura de dois residuos de glicose, um residuo de
manose e um residuo de acido galacturénico, e uma cadeia lateral que contém um

residuo de galactose ou 4-O-metil galactose (Mort & Bauer, 1982); 2) EPS tipo B,
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composto por unidades repetidas de tetrassacarideos, com uma estrutura de trés
residuos de rhamnosil e uma cadeia lateral que contem um residuo de acido 4-O-
metil glucorénico (Dudman, 1978). Ja a estrutura dos EPS produzidos pela espécie
R. tropici, estirpe CIAT 899, sdo descritos como sendo compostos por unidades
repetidas de octassacarideos compostos por seis moléculas de D-glucose, duas
moléculas de D-galactose, trés moléculas de acido piruvico e uma molécula de acido
acético. Metade dos grupos terminais de 4,6-galactose na posigdo 3 € substituida
por acido piruvico e a outra metade € substituida por grupos acetil O-acetil (Oliveira
et al., 2012).

Além da variagao entre espécies e géneros, a composi¢cao de EPS
pode variar conforme mudancgas nas condicbes ambientais que circundam a célula
em determinado momento. Fatores ambientais ou condi¢cbes especificas da cultura
podem impactar dramaticamente a composi¢cao quimica do polissacarideo a ser
formado. Sao tidos como fatores criticos, mas ndao os unicos, para a produgao de
EPS: fase de crescimento bacteriano, fontes de carbono e nitrogénio disponiveis,
taxa de oxigenacgao, temperatura e pH (Staudt, 2009).

Atualmente, exopolissacarideos de diversas espécies bacterianas
estdo sendo comercializados como biopolimeros usados em emulsificantes,
estabilizantes, coagulantes e agentes de suspensdo em diversos setores da
industria. Para rizdbios, porém, ndo ha nenhuma utilizagcdo comercial da grande
quantidade de EPS produzida pelas espécies em condi¢cdes de cultivo controladas.
Newman e colaboradores propuseram a utilizagdo destes compostos como
condicionadores de solos pobres, ja que alterariam as propriedades fisicas destes,

como permeabilidade, coeséo e retencédo de agua (Newman et al., 2010).

2.7.3 Fatores NOD (LCOs)

A simbiose entre dois organismos € a forma ubiqua de inovagéo
evolutiva que possui a mais complexa arquitetura biolégica e quimica do planeta
(Margulis & Fester, 1991; Woyke et al., 2006). No caso dos rizébios, a simbiose
bactéria-planta hospedeira s6 é possivel gragas a produgdo de compostos
secundarios denominados Fatores Nod, sintetizados em resposta a transcricdo do

conjunto de genes de nodulagao da bactéria.
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Essa interagdo complexa e especifica resulta no desenvolvimento de
estruturas denominadas nodulos nas raizes (Santos & Reis, 2008), e mais
raramente nos caules, das plantas (Moreira & Siqueira, 2006). Dentro dos nédulos,
as bactérias assumem a forma endo-simbiotica (denominada bacteroide), que possui
a capacidade de reduzir o nitrogénio atmosférico a aménia (Broughton et al., 2006).

O processo de nodulacdo €& extremamente complexo, com a
participacdo de diversas moléculas-sinais (Zayas, 2005). Estes sinais permitem que
as primeiras fases da formacdo dos nodulos (encurvamento do pelo radicular e
infeccao da planta pelos rizébios) ocorram corretamente.

O primeiro sinal parte da planta hospedeira, através da secrecao,
pelas raizes e sementes, de moléculas indutoras. Tais moléculas s&o planta-
especificas e podem ser da familia das betainas (estaquidrina e trigonelina), acidos
aldénicos, eritrénicos e tetrénicos (Phillips et al., 1992; Gagnon & Ibrahim, 1998), e,
principalmente, da familia dos flavonoides (Perret et al., 2000). Os flavonoides, além
de induzirem a quimiotaxia dos rizobios, atuam com as proteinas NodD. A interagao
dos flavonoides compativeis com a proteina NodD é responsavel pela ativagao dos
genes de nodulagdo na bactéria (Fisher & Long, 1993). No caso da soja, os
principais flavonoides que atuam na interagao planta-rizébio sdo a genisteina e a
daidzeina (Kosslak et al., 1987), e no feijoeiro foram descritos eriodictiol, naringenina
e genisteina como os principais indutores da simbiose liberados pelas raizes
(Hungria et al., 1991).

Os genes de nodulacao (nod, nol, noe) sao divididos em gerais e
especificos. Os gerais, denominados nodA, nodB e nodC, sdo comuns a
praticamente todos os rizébios. Ja os especificos (nodP, nodQ, nodH, nodF, nodE, e
nodL) diferem entre as espécies e determinam o tipo de hospedeiro de cada estirpe
(Taiz & Zeiger, 2004). Somente o gene regulador nodD é constitutivamente
expresso, sendo o seu produto proteico, NodD, um regulador da transcricdo dos
demais genes nod. Os genes nod, ativados por NodD, codificam as proteinas de
nodulagdo, cuja maioria estd envolvida na biossintese dos fatores Nod (Taiz &
Zeiger, 2004).

Os fatores Nod s&o moléculas sinalizadoras compostas por
oligossacarideos de lipoquitina, com esqueleto formado geralmente por quatro ou
cinco residuos de N-acetil-D-glicosamina ligados a uma quitina, além de uma cadeia

acil lipidica na posicao C-2 do agucar nao-redutor. Tais cadeias acil carregam
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diversas substituicdes, sendo estas importantes na determinagao da especificidade
da relacdo simbidtica (Gough, 2003). NodA, NodB e NodC, presentes em quase
todos os rizébios, sdo necessarias para a formacgao da estrutura basica da molécula
(Stokkermans et al., 1995). Contudo, duas estirpes de Bradyrhizobium, ORS278 e
BTAI1, ndo apresentam os genes nodABC, usando uma rota alternativa para o inicio
da simbiose, onde um derivado de purina exerce o papel de sinalizador para o inicio
da formac&o do nodulo (Giraud et al., 2007). Os genes nod hospedeiro-especificos
estdo envolvidos na modificacdo da cadeia acil lipidica ou na adicdo de grupos
importantes na determinagao da especificidade do hospedeiro (Taiz & Zeiger, 2004).

Em B. japonicum, os fatores Nod especificos sdo pentdmeros com
cadeias de acidos graxos Cqg.1, C160 € Ci6:1 Na extremidade ndo redutora, e 2-O-
metilfucose na extremidade redutora da molécula (Carlson et al., 1993). No caso de
R. tropici, simbionte de feijoeiro, leucena (Leucaena sp.), e outras leguminosas
(Martinez-Romero et al., 1991), os fatores Nod especificos desta espécie sao
descritos como oligbmeros pentameéricos, sulfatados ou n&o-sulfatados, com
residuos de N-metil-N-acil-D-glucosamina na extremidade néo redutora da molécula
(Poupot et al., 1993).

Apos sua sintese pela bactéria, os fatores Nod sao liberados e
captados nos pelos radiculares da planta alvo, onde promovem uma alteracdo do
fluxo ibnico, dando inicio ao processo de infecgdo, com o encurvamento do pelo
radicular e formacao do cordao de infecgao.

Fatores Nod purificados sao ativos em raizes de leguminosas e, em
concentragbes muito baixas (na ordem de pico e nanomolar), induzem muitas das
respostas caracteristicas das bactérias (Gough, 2003). Algumas destas respostas
sao rapidas e localizadas, como alteracao no fluxo de calcio nas células das raizes,
enquanto outras sdo mais lentas e englobam diversas camadas de células da raiz,
como a indugdo de expressao génica e a divisdo celular, que culminam na formagéao
do primérdio do nodulo. Dessa forma, os fatores Nod atuam como principais
moléculas sinalizadoras da simbiose por conferir especificidade bactéria-hospedeiro,
pela infeccdo e desenvolvimento do nédulo, e por serem suscetiveis de serem
percebidos pelos receptores de alta afinidade presentes nos pelos radiculares
(Cullimore et al., 2001).

De um modo geral, pode-se dividir o processo de inicio da

nodulacdo em etapas, controladas em diversos niveis, sendo resumidamente:
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a) A planta hospedeira secreta diversos compostos indutores,
geralmente flavonoides;

b) A presengca dos flavonoides ativa a expressdo de genes
reguladores da nodulagado, particularmente as proteinas NodD
(Perret et al., 2000);

c) O complexo NodD-flavonoides interage com uma regiao
promotora conservada (nod boxes), localizada a jusante da
regido onde se encontram a maioria dos genes nod no genoma
bacteriano;

d) A transcricdo ocorre, dando origem ao produto enzimatico dos
genes nod, com a sintese e secregdo dos fatores Nod
(Broughton et al., 2006);

e) Outros genes dos rizébios sao transcritos e expressos, sendo
necessarios a continuidade do desenvolvimento do cordédo de

infeccdo, representando um terceiro conjunto de sinais.

2.7.4 Hormdbnios Vegetais

Os solos sdao ambientes que possuem uma microbiota
extremamente diversa. Estima-se que 1 m? de solo contenha, aproximadamente,
10.000 espécies microbianas (Taiz & Zeiger, 2004). Pode-se dividir o solo em duas
regides distintas: rizosférica e nao rizosférica.

Chama-se rizosfera a porgao do solo que sofre influéncia direta das
raizes das plantas (Arshad & Frankenberger, 1998), sendo estas regides muito mais
diversas do que o solo ndo-rizosférico, visto que ha um grande numero de
microrganismos que vivem associados as raizes. Essa comunidade microbiana é
muito diversa especifica e metabolicamente promovendo, assim, transformacdes
bioquimicas importantes na regiao rizosférica, que acabam por afetar, positiva ou
negativamente, o crescimento vegetal (Arshad & Frankenberger, 1998). A produgao
de metabalitos biologicamente ativos pela microbiota rizosférica, como os chamados
reguladores de crescimento de plantas (RCPs), € considerada um dos mais
importantes mecanismos de acao pelo qual tal microbiota afeta, direta ou
indiretamente, o crescimento vegetal (Arshad & Frankenberger, 1998). RCPs sao

moléculas organicas naturais que influenciam processos fisiolégicos em plantas em
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concentragcbes extremamente baixas, sendo comumente denominados
“fitohormonios” ou “horménios vegetais” (Arshad & Frankenberger, 1998).

Infere-se que muitos grupos bacterianos rizosféricos sejam capazes
de sintetizar diversos tipos de RCPs (Cacciari et al., 1989), sob diferentes condigdes.
Condi¢des ambientais, idade da célula e presenga ou auséncia de algum nutriente
essencial influenciam grandemente as atividades do metabolismo secundario
bacteriano, incluindo a produgéo de fitohormonios (Cacciari et al., 1989).

Existem cinco classes estabelecidas de RCPs:

a) AUXINAS: encontradas principalmente na forma de acido indol-
3-acético (AlA), seus derivados halogenados, e acido indol-3-
butirico (AIB), sendo o triptofano seu principal precursor (Arshad
& Frankenberger, 1998). Sao responsaveis pela divisao,
extensdo e diferenciagao de células e tecidos vegetais (Bashan
& de-Bashan, 2010).

b) GIBERELINAS: acidos diterpendicos tetraciclicos. Embora a
giberelina (AG) mais conhecida seja o acido giberélico (AGs),
derivado de um fungo, a AG mais ativa em vegetais é a AGy,
responsavel pelo alongamento do caule (Davies, 1995). Acido
mevalbnico é o provavel precursor das giberelinas em plantas.
Também promovem a divisdo e alongamento celular, porém,
sem os efeitos inibitorios caracteristicos das auxinas, além de
estarem envolvidas em processos de quebra de dorméncia de
sementes (Bashan & de-Bashan, 2010).

c) CITOQUININAS: aminopurinas com o N6 substituido por
ribosideos, ribotideos e glucosideos. Tais moléculas sao
responsaveis por induzir a divisao celular em tecidos vegetais na
presenca de auxinas, representando o principal regulador da
biossintese de citoquininas. As citoquininas também atuam na
morfogénese de caules e raizes, maturagao de cloroplastos,
aumento de volume celular, germinagdo de brotos e
senescéncia (Bashan & de-Bashan, 2010). A citoquinina mais
comum € a zeatina, que pode ser convertida em outras
citoquininas (McGaw & Burch, 1995).



46

d) ETILENO: hidrocarboneto (CoH4) sintetizado a partir do
aminoacido metionina, geralmente em resposta a estresses.
Também ¢é conhecido como horménio do amadurecimento,
atuando desde a germinagdo de sementes a senescéncia de
diversos 6rgaos, e ao amadurecimento de frutos (Arshad &
Frankenberger, 1998).

e) ACIDO ABSCISICO (ABA): sesquiterpeno derivado de &cido
mevalbnico (Walton & Li, 1995), que pode exercer um papel
tanto promotor, quanto inibidor do crescimento vegetal. Também
esta ligado a senescéncia e abscisdo de frutos e folhas e em
respostas da planta a estresses como seca e altas
concentragbes de sais, agindo no controle osmadtico e no
processo de abertura/fechamento de estdmatos (Bashan & de-
Bashan, 2010).

A presenga de RCPs no solo rizosférico ja foi demonstrada em
diversos trabalhos (Arshad & Frankenberger, 1993; Frankenberger & Arshad, 1995).
Parte desses RCPs € originaria das plantas, que liberam estes compostos como
exsudatos de raiz, sendo o restante proveniente de grande parte da comunidade
microbiana (Arshad & Frankenberger, 1998). Barea e colaboradores (1976)
descreveram que, entre 50 estirpes bacterianas isoladas de diferentes solos
rizosféricos, 86%, 58% e 90% produziam auxinas, giberelinas e citoquininas,
respectivamente (Barea et al., 1976). Microrganismos rizosféricos, em fungéo de sua
proximidade com diversos tipos vegetais, sdo mais eficientes na produgdo de
auxinas e outros fitohormdnios do que microrganismos néao-rizosféricos (Sarwar &
Kremer, 1995). Estudos tém demonstrado que os fitohormbnios interagem
antagbnica ou sinergisticamente no controle do crescimento vegetal (Hussain &
Hasnain, 2011).

Entre as rizobactérias diazotroficas, tanto entre as simbiontes
(Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp., etc), quanto entre as BPCP de vida livre
(Azospirillum spp., Azotobacter spp., etc), ainda é investigado se a promogédo do
crescimento vegetal de plantas inoculadas com tais microrganismos deve-se
exclusivamente a fixagdo bioldgica do nitrogénio, a producdo de RCPs, ou a

combinagao de ambos ou mais efeitos (Morgenstern & Okon, 1987).
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A produgao de RCPs como auxinas, giberelinas e citoquininas por
bactérias do género Azospirillum ja foi identificada em diversos trabalhos (Tien et al.,
1979; Mahmoud et al., 1984; Jain & Patriquin, 1985; Barbieri et al., 1986; Pati et al.,
1995; Bashan & de-Bashan, 2010). De acordo com Hubbell e colaboradores, a
producao de AIA e outros fitohorménios em quantidades fisiologicamente ativas é
uma caracteristica fenotipica de muitas estirpes de Azospirillum (Hubbell et al.,
1979). A capacidade de produzir tais substéncias em meio de cultura varia entre as
estirpes de Azospirillum, sendo também as condigées do meio de cultura, estagio de
crescimento e concentragao de substratos, fatores determinantes (Okon et al., 1991;
Bar & Okon, 1992). Cacciari e colaboradores observaram uma grande produtividade
de giberelinas e citoquininas em culturas mistas de A. brasilense e Arthrobacter
giacomelloi (Cacciari et al., 1989), e Kolb e Martin detectaram producao de acido
abscisico no meio de cultura com A. brasilense Ft 326 (Kolb & Martin, 1985). Ha
diversas evidéncias de que plantas inoculadas com estirpes de Azospirillum
produtoras de fitohorménios respondem positivamente a inoculagdo (Arshad &
Frankenberger, 1998). Fulchieri e colaboradores observaram que a inoculagéo de A.
lipoferum afeta a quantidade de AG em raizes de milho, mostrando que tal
substancia pode estar envolvida nos efeitos benéficos de Azospirillum spp. sobre
gramineas (Fulchieri et al., 1993).

Muitos estudos tém demonstrado que rizébios também tem a
capacidade de produzir fitohormbnios, como AIA e outros compostos indodlicos
(Wang et al., 1982; Kaneshiro et al., 1983; Sekine et al., 1988). A producdo de
giberelinas ndo tem sido extensivamente estudada para esse grupo, existindo
poucos relatos de produgdo desses compostos em meios de cultura (Atzorn et al,
1988). Por outro lado, varios rizobios possuem também a capacidade de produzir
diversos tipos de citoquininas (Sturtevant & Taller, 1989). Puppo e Rigaud acreditam
que a presencga tanto da planta hospedeira, quanto da bactéria, seja necessaria para
que haja a sintese de citoquininas, sendo tal sintese uma consequéncia direta da
simbiose. Tais autores nao identificaram citoquininas em culturas hidropdnicas sem
a presenca do parceiro simbidtico (Puppo & Rigaud, 1978). Do mesmo modo,
Sturtevant e Taller observaram que B. japonicum, quando em simbiose, tem sua
habilidade de produgdo de citoquininas alterada quantitava e qualitativamente
(Sturtevant & Taller, 1988).
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Nao esta muito claro, ainda, o papel dos fitohorménios produzidos
pelos rizdbios, mas infere-se que tais substancias possam estar envolvidas nos
processos de formacido de ndédulos na planta hospedeira. Prinsen e colaboradores
demonstraram que os flavonoides indutores de simbiose também estimulam a
producao de AlA, sugerindo que a morfogénese nodular pode ser controlada por
sinais altamente especificos em combinagdo com fitohormonios liberados pelos
rizébios (Prinsen et al., 1991). E possivel que mudangas no balanco hormonal sejam
necessarias para iniciar a formagéo dos ndédulos (Long & Cooper, 1988), e que a
expressao dos genes nod afete o balango dos fitohormdnios (Schmidt et al., 1991).
Além disso, diversos estudos comprovaram que os niveis de AlA, giberelinas, ABA e
citoquininas sdo muito superiores dentro dos nodulos ja formados do que nas raizes
da planta hospedeira (Bhowmick & Basu, 1984; Bhattachrayya & Basu, 1991; Roy &
Basu, 1991). Milic e colaboradores observaram que estirpes mutantes de B.
japonicum com capacidade de producdo de AIA oito vezes superior a estirpes
selvagens, quando inoculadas em soja, produziram plantas com maior biomassa e
maior conteudo de N nos tecidos, assim como maior atividade do complexo da
nitrogenase (Milic et al., 1993).

Evidéncias sugerem que as citoquininas também apresentam papel
importante no processo nodulatorio, no seu desenvolvimento e funcionamento. Ja foi
descrito que as citoquininas induzem padrdes de divisdo celular semelhantes aos
produzidos por fatores Nod, sugerindo que essas moléculas devem compartilhar
elementos de suas vias de transdugao de sinais para o cortex radicular (Bauer et al.,
1996). A produgédo dos fitohormdnios etileno e ABA por rizobios € ainda controversa.
Infere-se que a quantidade superior de tais substancias dentro de nddulos ja
formados seja, em sua maioria, proveniente da planta hospedeira (Dangar & Basu,
1987; Hunter, 1992). Apesar disso, o etileno parece ser importante no processo de
formagao nodular (Stokkermans et al., 1992), visto que a aplicagdo exdégena de tal
composto aumenta a nodulagédo (Lee & LaRue, 1992). J&4 a quantidade de ABA
dentro dos noédulos, contrariamente aos demais fitohormdnios, aumenta conforme a
idade destes, visto que tal substancia € conhecidamente responsavel pelos
processos de senescéncia de tecidos (Bhattacharyya & Basu, 1991).

Além da simbiose efetiva de rizobios com suas leguminosas
hospedeiras, ha muitos relatos da interagdo destes microrganismos com plantas nao

leguminosas, como arroz marrom africano (Oriza glaberrima) (Chaintreuil et al,
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2000), algodao, milho (Mclnroy & Kloepper, 1995), trigo (Biederbeck et al., 2000) e
canola (Brassica napus) (Lupwayi et al., 2000). Tais interagdes seriam benéficas
para as plantas, principalmente, em fungdo da produgdo de fitohormdnios pelos
rizobios (Hayat et al., 2010).

Grande quantidade de estudos mostram que os fitohormbnios de
origem microbiana possuem um grande valor ecoldgico e um papel significativo para
a industria agronémica. A liberagao de tais substancias por microrganismos, além de
ter valor econdmico, também fornece um aporte continuo que, em muitos casos,
mostra beneficios superiores quando comparado a aplicacdo de fitohormdnios
sintéticos (Arshad & Frankenberger, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBUETIVO GERAL

Avaliar parametros de nodulacdo em soja e de crescimento e
producao de grdaos em soja e milho, frente a adicdo de moléculas oriundas do
metabolismo secundario de bactérias diazotréficas, em adicdo a inoculantes

microbianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito de metabdlitos secundarios de bactérias diazotroéficas,
em adicdo a inoculantes com Bradyrhizobium japonicum, na nodulagao
da soja;

¢ Analisar o efeito de metabdlitos secundarios de bactérias diazotroficas,
em adi¢cao a inoculantes com Bradyrhizobium japonicum, na produgao
de biomassa vegetal, conteudo de N nos tecidos e rendimento de graos
de soja;

¢ Analisar o efeito de metabdlitos secundarios de bactérias diazotroficas,
em adigado a inoculantes com Azospirillum brasilense, na produgao de
biomassa vegetal, no conteudo de N nos tecidos e no rendimento de

graos de milho;
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4 MATERIAL E METODOS

41 ENsAIOS A CAMPO

4.1.2 Delineamento Experimental

Foram conduzidos cinco ensaios, entre dezembro de 2011 e
fevereiro de 2012, sendo trés deles com milho (hibrido BRASKALB - DKB-350-YG) e
dois com soja (cultivar BMX POTENCIA RR). Os ensaios foram realizados em trés
diferentes regides: na estacdo experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), em Ponta Grossa/PR (milho e soja), e em duas areas
particulares, situadas em Bonito/MS (milho e soja) e Trés Lagoas/MS (milho). O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com seis repeticbes por
tratamento. No plantio de soja, cada parcela foi composta por oito linhas com
espacamento de 0,5m entre as fileiras e 6m de comprimento cada uma, totalizando
24 m?. No plantio de milho, cada parcela foi composta por seis linhas, espacadas em
0,8m entre as fileiras e 6m de comprimento, totalizando 28,8m2. As coletas de
material vegetal foram feitas aos 30 dias apds a emergéncia das plantas e na época
de colheita dos graos, para verificagdo da produtividade. Nos plantios de soja,
houve, ainda, uma coleta intermediaria, quando as plantas atingiram o estadio R5 de

desenvolvimento.
4.1.3 Analise e Preparo dos Substratos Utilizados
A analise quimica, granulométrica e da populagcdo microbiana

naturalizada coletada na camada 0-20 cm dos solos onde os experimentos de
campo foram instalados encontra-se na Tabela 1.
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Tabelal- Resultado da andlise quimica, granulométrica e da populagédo
microbiana nativa (0-20 cm) dos solos das areas experimentais, antes da
instalacdo dos experimentos.

Local

Bonito
Trés
Lagoas
Ponta
Grossa

Quimicas Granulometria NMP

pH P H+AI Al K Ca+Mg SB CTC \Y argila silte  areia rizébios/g
solo

CaCl, mg/dm®  cmol, /dm® A gkg -

4,22 1,94 8,42 1,02 0,45 3,98 4,43 12,85 34 162 266 572 <10

5,23 7,04 2,95 0,00 0,08 1,93 2,01 4,95 40 86 44 870 -

5,68 2,55 3,63 0,00 0,11 4,55 4,66 8,29 56 238 30 732 9,324 x 10°

CTC =Capacidade de Troca de Cations (H+Al + Ca + Mg + K); SB = soma de bases (Ca + Mg + K); Saturagao por Bases
(SB/CTC) x 100; NMP = Método do Nimero mais Provavel (Vincent, 1970). 'Dados n&o coletados.

4.1.4 Tratamento das Sementes e Semeadura

Foram utilizados inoculantes comerciais liquidos, com registro no
MAPA. Antes da semeadura, todos os inoculantes utilizados passaram por controle
de qualidade, através do método descrito na Instrucdo Normativa n° 13, de 24 de
marcgo de 2011 (MAPA, 2012).

A garantia de concentragdo e pureza, assim como a espécie
bacteriana das estirpes, e o resultado das analises de controle de qualidade dos

inoculantes utilizados podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 -Caracteristicas dos produtos inoculantes e resultado das analises de
controle de qualidade dos produtos inoculantes utilizados nos ensaios a

campo.
Espécie Garantia Resultado controle de
Cultura ) Estirpes . .
bacteriana (UFC /mL) qualidade
_ Bradyrhizobium SEMIA 5079, . 1,17 x 10" UFC/mL
Soja . ) 5x10 )
japonicum SEMIA 5080 Sem contaminagao
_ Azospirillum . 2,47 x 108 UFC/mL
Milho } AbV5, AbV6 2x10 o
brasilense Sem contaminacao

"UFC: Unidade formadora de colénia.

Metabdlitos secundarios concentrados (MSC) foram produzidos com
as estirpes CIAT 899 de R. tropici e USDA 110 de B. japonicum. O processo de
producdo desses metabolitos esta em processo de registro. Para o uso, os
metabdlitos liofilizados foram diluidos em solugcdo acetonitrila-agua 20% a
concentragao de, aproximadamente, 10°M a 108 M e adicionados, em diferentes
quantidades, aos inoculantes, 48 horas antes da inoculacdo das sementes. As

aliquotas de metabdlitos adicionadas constituiram diferentes tratamentos, utilizados
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nos ensaios. No caso dos ensaios com soja, os MSC provenientes de B. japonicum
USDA 110 foram chamados homodlogos, e os de R. tropici CIAT 899 foram
denominados heterdlogos. Nas plantas de soja, também foi feito um tratamento
adicionando-se solugéo de genisteina 5,0uM (flavonoide indutor) ao inoculante.

A inoculacdo das sementes foi realizada utilizando-se 2 mL do
produto para cada quilo de semente, para resultar em 1,2 x 10° células de A.
brasilense/semente e 1,2 x 10° células de B. japonicum/semente.

O tratamento das sementes de soja e milho e suas semeaduras
foram realizadas no mesmo dia em cada um dos ensaios. As trés regides de plantio
possuem solo classificado como Latossolo Vermelho Distréfico. As datas de

semeadura para cada local podem ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Locais e datas de semeadura das culturas da soja e do milho nos
ensaios realizados a campo.

Cultura Local Data da semeadura
Soja Bonito/MS (21°07’ S e 56°28’ O) 27/10/2011
Ponta Grossa/PR (25°13’ S e 50°1’ O) 23/11/2011
Bonito/MS (21°07’ S e 56°28’ O) 28/10/2011
Milho Trés Lagoas/MS (20°45’ S e 51°41’ O) 03/11/2011

Ponta Grossa/PR (25°13’ S e 50°1’ O) 24/11/2011

Foram realizados sete diferentes tratamentos nas sementes de soja
e seis tratamentos nas sementes de milho, momentos antes da semeadura,

conforme pode ser visualizado naTabela 4.
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Tabela 4 - Tratamentos realizados em sementes de soja e milho para plantio a

campo, na safra 2011/2012.

Cultura

Tratamentos

Soja

T1 - Testemunha n&o inoculada

T2 — Inoculagédo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080)

T3 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + genisteina

T4 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + metabdlitos
secundarios concentrados (MSC) de USDA 110 (1 mL/litro)

T5 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de USDA 110
(0,1 mL/litro)

T6 - Inoculagcdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT 899 (1
mL/litro)

T7 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT 899
(0,1 mL/litro)

Milho

T1-0%N+P+K

T2-100%N + P + K

T3-75% N+P+K

T4 - 75% N + Inoculagéo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)

T5 — 75% N + Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (1
mL/litro)

T6 — 75% N + Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (0,1
mL/litro)

4.1.5 Procedimentos de Amostragem

Trinta dias apds a emergéncia, seis plantas de milho de cada

repeticao tiveram suas partes aéreas coletadas e armazenadas em sacos de papel,

levados a estufa a 60°C até atingir massa constante, cerca de 72 h, para

determinagdo da massa seca (massa da parte aérea seca, MPAS).

Plantas de soja de cada parcela foram coletadas no estadio RS de

desenvolvimento, conforme a escala de Fehr & Caviness (Fehr & Caviness, 1977). A

parte aérea de cada amostra foi coletada e armazenada em sacos de papel, levados

a estufa a 60°C até atingir massa constante, para determinagdo da massa seca. Os

nodulos das raizes das plantas coletadas foram também destacados, lavados e

colocados em estufa a 60°C para secagem. Apds este periodo, os nddulos foram

contados (numero de nédulos, NN) e pesados (massa de nédulos secos, MNS).
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A colheita dos graos foi feita em diferentes datas, conforme a regiao
de plantio (Tabela 5), e a determinacdo da producédo de graos foi feita em kg/ha,

(corrigida para 13% de umidade).

Tabela 5 - Locais e datas de colheita da cultura da soja e de milho nos ensaios
realizados a campo.

Cultura Local Data da colheita
) Bonito/MS 20/03/2012
Soja
Ponta Grossa/PR 03/04/2012
Bonito/MS 20/03/2012
Milho Trés Lagoas/MS 29/02/2012
Ponta Grossa/PR 30/05/2012

4.2 ENSAIOS EM CASA DE VEGETAGAO

4.2.1 Delineamento Experimental

Os ensaios em casa de vegetacdo foram conduzidos, durante 45
dias cada um, na sede da Embrapa Soja, em Londrina/PR. Trés ensaios foram
conduzidos concomitantemente, com plantios de soja (cultivar BRS 245) — em vasos
de Leonard - e milho (variedade ndo comercial 256) — em vasos de Leonard e em
vasos com solo (ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO 1). Nos dois ultimos
ensaios, também concomitantes, foram cultivados soja (cultivar BRS 294 RR) e
milho (variedade n&o comercial 256), em vasos com solo (ENSAIOS EM CASA DE
VEGETACAO 2). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
seis repeticbes por tratamento nos primeiros ensaios e cinco repeticbes por

tratamento nos dois ultimos ensaios.
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4.2.2 Ensaios em Casa de Vegetagao 1
4.2.2.1 Analise e preparo dos substratos utilizados
o Vasos com solo
Foi utilizado, como substrato, um Latossolo Vermelho Distroéfico,
coletado na camada 0-20 cm, proveniente de Ponta Grossa/PR, acondicionado em
vasos de PVC, com capacidade para 4 kg. As andlises quimicas e granulométricas

sao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo empregado nos
ensaios de casa de vegetacéao 1.

pH P H+ Al Al Ca Mg K SB CTC V m C MO areia silt argila
e
mg/dm3 cmolc/dm3 % gkg™
47 214 5,6 0,0 40 064 03 49 105 47, 00 19 33 238 30 732

1 2 1 7 0 9 3 2

pH (CaCly); P (Melich I); H+Al (SMP); Al, Ca, Mg, K (KCI).

A corregcao do pH do solo para valores entre 5,5 e 6,0 foi realizada,
utilizando-se aproximadamente 2 kg de calcario dolomitico previamente seco em
estufa, a 105°C, por 24 horas, e peneirado, na quantidade aproximada de 0,01 g de
calcario por vaso.

A analise quimica do solo serviu de parametro para a determinacao
das quantidades de macronutrientes (magnésio, fosforo e potassio) e
micronutrientes (cobalto, molibdénio e acido bdrico) a serem adicionados para a
corregédo da fertilidade dos solos nos vasos. Para corregdo de magnésio, foi feita
uma solucgao utilizando 230 g de MgSOq diluidos em 5 litros de agua destilada, com
a distribuicdo de 25 mL da solugao por vaso. A correcdo de fésforo e potassio foi
feita utilizando-se 30 litros de uma solugao contendo 60 g de K;HPO4, na quantidade
de 150 mL por vaso. Por fim, a corregcao de micronutrientes foi feita pela adicdo de 5
litros de uma solugdo contendo 0,0057 g de Co0S04.7H,O, 0,0217 g de
Na;Mo004.2H,0 e 2 g de acido bérico, com a distribuicao de 25 mL por vaso.

Para manutencdo da umidade do solo em niveis desejados, foi

determinada sua capacidade de campo (CC). Trés amostras de 10 g de solo
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encharcado e uma amostra de 10 g de solo seco foram colocadas em estufa a
105°C, por 24 h. Apds o periodo de secagem as amostras foram pesadas
novamente. A diferenca entre o peso da amostra de solo Umido e o peso da amostra
de solo seco, dividido pelo peso da amostra de solo seco e multiplicado por 100,
resulta no valor, em porcentagem, da quantidade de agua contida na mistura solo +
agua, que deixa o solo 100% encharcado (capacidade de retengdo maxima de
agua). A partir desses valores, foi possivel calcular 70% da capacidade de campo do
solo e a quantidade de agua a ser colocada nos vasos. Nesse ensaio, em cada vaso

foi adicionado 1,25 L de agua.

° Vasos de Leonard

Vasos de Leonard (Vincent, 1970) foram montados, contendo em
sua porgao superior uma mistura de areia e carvao moido (50% de cada), e solugéo
nutritiva para vasos de Leonard isenta de nitrogénio para plantas (Broughton &
Dilworth, 1971) em sua porgao inferior. Os vasos montados foram, entao, colocados

em autoclave e esterilizados durante 2 h, a 121°C.

4222 Tratamento das sementes e semeadura

Foram utilizados inoculantes liquidos comerciais, registrados no
MAPA, na mesma quantidade descrita para os ensaios a campo. A garantia de
concentragdo e pureza, assim como a especie bacteriana das estirpes, e o resultado
das analises de controle de qualidade dos inoculantes foi realizada utilizando a
mesma metodologia utilizada nos ensaios a campo, e podem ser visualizados na
Tabela 7. Os MSCs empregados nesses ensaios foram produzidos da mesma forma

descrita para os ensaios a campo.

Tabela 7 - Caracteristicas dos produtos inoculantes e resultado das analises de
controle de qualidade dos produtos inoculantes utilizados nos ensaios

em casa de vegetacgao 1.
Bradyrhizobium SEMIA 5079,

1,19 x 10" UFC/mL

Soja ) ) 5x10 )
japonicum SEMIA 5080 Sem contaminagao
] Azospirillum 8 2,67 X 10" UFC/mL
Milho ] AbV5, AbV6 2x10 L
brasilense Sem contaminagao

UFC: Unidade formadora de col6nia.
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Foram realizados sete tratamentos nas sementes de soja e seis
tratamentos nas sementes de milho, tanto nos vasos de Leonard, quanto nos vasos
com solo (Tabela 8). As sementes, antes da inoculagdo, foram previamente
desinfestadas, conforme descrito por Hungria e Araujo (Hungria & Araujo, 1994). A
inoculacdo das sementes foi realizada momentos antes da semeadura.

Foram plantadas cinco sementes por vaso e, aos sete dias apds a
emergéncia das plantas, foi realizado o desbaste, deixando-se duas plantas por
vaso, exceto nos vasos de Leonard com milho, onde foi deixada apenas uma planta,
em funcao do espaco limitado para o crescimento.

Imediatamente apds o plantio, os vasos com sementes de milho
receberam solucéo inicial de N, equivalente a 24 kg de N/ha (Vitti & Barros Junior,
2001). A solucéo foi feita diluindo-se 7 g de nitrato de potassio (KNOs3) por litro de
agua destilada. Cinquenta mL da solugdo foram adicionados em cada vaso,

totalizando 48 mg N/vaso.

Tabela 8 - Tratamentos realizados em sementes de soja (Vasos de Leonard) e
milho (Vasos de Leonard e vasos com solo) para plantio em casa de
vegetacao.

Cultura Tratamentos

T1 - Testemunha n&o inoculada
T2 — Inoculagéo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080)
T3 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + genisteina

T4 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + Metabdlitos
Secundérios Concentrados (MSC) de USDA 110 (1 mL/litro)

Soja T5 - Inoculagédo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de USDA
110 (0,1 mL/litro)
T6 - Inoculagéo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT
899 (1 mL/litro)
T7 - Inoculagdo com B. japonicum(SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT
899 (0,1 mL/litro)
T1 - Testemunha n&o inoculada
T2 — Inoculagédo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
T3 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (1
mL/litro)

Milho T4 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (0,1
mL/litro)
TS5 - Inoculagédo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de USDA 110 (1
mL/litro)

T6 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de USDA 110 (0,1
mL/litro)
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4.2.3 Ensaios em Casa de Vegetagao 2

4.2.3.1 Analise e Preparo dos Substratos Utilizados

Foi utilizado, como substrato, Latossolo Vermelho Distréfico,
coletado na camada 0-20 cm, proveniente de Ponta Grossa/PR, acondicionado em
vasos de PVC com capacidade para 4 kg. Os resultados das analises quimicas sao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 -Caracteristicas quimicas do solo empregado nos ensaios de casa de
vegetacéo 2.
pH P H+ Al Ca Mg K CTC V
Al
mg/dm3 cmolc/dm3 ----- %

48 3,37 57 01 24 103 02 937 394
2 2 1 5

pH (CaCl,); P (Melich 1); H+Al (SMP); Al, Ca, Mg, K (KClI).

Para a correcao do pH do solo para valores entre 5,5 e 6,0, foram
utilizados aproximadamente 4 kg de calcario calcitico, previamente seco em estufa,
a 105°C, por 24 horas, e peneirado, na quantidade aproximada de 0,02 g de calcario
por vaso.

A analise quimica do solo serviu de parametro para a determinacao
das quantidades de fésforo e micronutrientes (cobalto, molibdénio e acido bérico) a
serem adicionados para a correcao da fertilidade dos solos nos vasos. A correcédo de
fésforo para a cultura do milho foi feita utilizando-se 4 litros de uma solugéo
contendo 46,05 g de K;HPO4, na quantidade de 50 mL por vaso; e para a cultura da
soja, foram utilizados 2,25 litros de uma solugdo contendo 10,36 g de K;HPO4, na
quantidade de 50 mL por vaso. Para a corregao de micronutrientes, foram aplicados
5 litros de uma solugdo contendo 0,0049 g de Co0S04.7H;O, 0,0171 g de
Na;Mo04.2H,0 e 1,7 g de acido boérico, com a distribuicdo de 25 mL por vaso.

A capacidade de campo do solo foi calculada, como descrito para os
ensaios anteriores. Para que o solo tivesse o equivalente a 70% de sua CC, foram

adicionados 800 mL de agua por vaso.
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4232 Tratamento das sementes e semeadura

Foram utilizados inoculantes liquidos comerciais, registrados no
MAPA, na mesma quantidade descrita para os ensaios a campo. A garantia de
concentracdo e pureza, assim como a espécie bacteriana das estirpes, e o resultado
das analises de controle de qualidade dos inoculantes foi realizada utilizando a
mesma metodologia utilizada nos ensaios a campo, e podem ser visualizados na
Tabela 10. Os MSCs empregados nesses ensaios foram produzidos da mesma
forma descrita para os ensaios a campo. Porém, em funcido das respostas pouco
visiveis a adicdo de MSCs, especialmente em soja nos ensaios anteriores, foram
utilizadas maiores quantidades destes compostos.

Foram conduzidos seis tratamentos nas sementes de soja e milho
(Tabela 11). A preparagdo das sementes e a inoculagdo foram feitas conforme

descrito para os ensaios em casa de vegetacéao 1.

Tabela 10 - Caracteristicas dos produtos inoculantes e resultado das analises de
controle de qualidade dos produtos inoculantes utilizados nos ensaios

em casa de vegetagao 2.
Bradyrhizobium SEMIA 5079,

. 1,36 x 10" UFC/mL

Soja ) ) 5x10 )
japonicum SEMIA 5080 Sem contaminagao
_ Azospirillum . 1,86 x 10° UFC/mL
Milho ] AbV5, AbV6 2x10 ]
brasilense Sem contaminacgao

"UFC: Unidade formadora de colénia.

Tabela 11 - Tratamentos realizados em sementes de soja e milho em ensaios de

casa de vegetacgdo (vasos com solo).
Cultura Tratamentos

T1 - Testemunha n&o inoculada

T2 — Inoculagao com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080)

T3 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + Metabdlitos
Secundarios Concentrados (MSC) de CIAT 899 (1,25 mL/litro)

T4 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT
899 (0,25 mL/litro)

T5 - Inoculagdo com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de USDA
110 (5 mL/litro)

T6 - Inoculagao com B. japonicum (SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de USDA
110 (1 mL/litro)

Milho T1 - Testemunha nao inoculada

Soja
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T2 — Inoculagédo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)

T3 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (1,25
mL/litro)

T4 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de CIAT 899 (0,25
mL/litro)

T5 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de USDA 110 (5
mL/litro)

T6 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) + MSC de USDA 110 (1
mL/litro)

Foram semeadas cinco sementes por vaso e, aos sete dias apos a
emergéncia das plantas, foi realizado o desbaste, deixando-se duas plantas por
vaso.

Imediatamente apds o plantio, os vasos com sementes de milho
receberam solucédo de N, equivalente a 24 kg N/ha, como descrito para os ensaios

em casa de vegetagao 1.

4.2.4 Conducgédo dos Experimentos

Os vasos com solo, em ambos o0s ensaios, foram regados
periodicamente, para ndo haver restricdo hidrica. Nos ensaios de casa de vegetagao
1, os vasos de Leonard receberam solugédo nutritiva isenta de N, autoclavada, de

dois em dois dias, ou quando houvesse necessidade.

4.2.5 Procedimentos de Amostragem

A desinstalagcdo dos experimentos foi feita 45 dias apos o plantio. A
parte aerea (PA) foi coletada e armazenada em sacos de papel, levados a estufa a
60°C até atingir massa constante, para determinagcdo da massa seca (MSPA). Os
vasos foram, entdo, desmontados cuidadosamente, as raizes foram lavadas e
acondicionadas em sacos de papel, também levados a estufa a 60°C para a
determinacdo da massa seca (massa de raizes secas, MRS).

Apods a pesagem das raizes, os nédulos das plantas de soja foram

coletados, contados (NN) e pesados (MSN).
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4.3 TEOR DE NITROGENIO DA PARTE AEREA

Para a determinacdo do teor de N na parte aérea das plantas
coletadas nos experimentos, as mesmas foram moidas, e 0,1 g do tecido moido de
cada amostra foi submetido a digestdo sulfurica. A quantificacédo de N foi realizada
em espectrofotdbmetro pelo método de verde de salicilato (Searle, 1984). Os
resultados obtidos pela leitura em espectrofotdmetro propiciaram a determinagao do
teor de nitrogénio em mgN/g de planta (N). Este resultado foi, entdo, multiplicado
pela massa seca da parte aérea de cada planta, obtendo-se, o conteudo de N em

cada planta, expresso em mgN/planta (NTPA).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia, com aplicagao
do teste F. Nos ensaios a campo, constatada a significancia estatistica, os dados
foram submetidos ao teste de Duncan a 5% e, também, a 10% de probabilidade,
neste ultimo caso, conforme especificado na Instrucdo Normativa do MAPA, Anexo
IN n°® 13 (MAPA, 2011). Ja nos ensaios em casa de vegetacdo, os dados foram

submetidos ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS A CAMPO

5.1.1 Milho

Em Bonito/MS, as plantas cultivadas sob o Tratamento 6 (75% N +
Inoculagédo com A. brasilense + 0,1 mL/L de MSC de CIAT 899) obtiveram os
maiores valores de teor de N na parte aérea em comparacdo aos demais
tratamentos, exceto quando comparado ao Tratamento 5 (75% N + Inoculagdo com
A. brasilense + 1 mL/L de MSC de CIAT 899). Em relagcdo a produgao de graos, o
Tratamento 6 foi também superior aos Tratamentos 1 (0% N+ P + K) e 3 (75% N + P
+ K) (Tabela 12).

Em Ponta Grossa/PR, o Tratamento 6 também se destacou, obtendo
0s maiores valores de massa seca da parte aérea em comparacao aos Tratamentos
1 e 4 (75% N + Inoculagdo com A. brasilense); o maior teor de N na parte aérea
quando comparado com os Tratamentos 1, 4 e 5; maior acumulo de N na parte
aérea quando confrontado com os Tratamentos 1, 3 e 4; e maior produgao de graos
do que os Tratamentos 1 e 4.

Em Trés Lagoas/MS, o Tratamento 2 (100% N + P + K) se destacou,
obtendo os maiores valores de massa seca da parte aérea quando comparado aos
Tratamentos 1, 4, 5 e 6; maior teor de N na parte aérea em comparagdo aos
Tratamentos 1 e 5; e maior acumulo de N na parte aérea quando confrontado com
os Tratamentos 1, 4, 5 e 6. Ja em relagao a producéo de graos, os Tratamentos 6 e
4 obtiveram valores maiores do que o Tratamento 1.

Fazendo um contraponto em relagédo ao rendimento de graos, em
valores percentuais, em Bonito/MS, as plantas sob o Tratamento 6 produziram 20%
a mais de graos em comparagao ao Tratamento 1 (0%N + P + K), 17% a mais em
comparagao ao Tratamento 4 (75% N + Inoculagdo com A. brasilense) e 6% a mais
em comparagao ao Tratamento 2 (100% N + P + K).

Em Ponta Grossa/PR, apesar do Tratamento 2 ter apresentado os
maiores valores absolutos de producdo, novamente o Tratamento 6 resultou em
42% a mais de graos por hectare quando comparado ao Tratamento 1, e 12% a

mais quando comparado ao Tratamento 4.



64

O mesmo padrdao foi observado no plantio realizado em Trés
Lagoas/MS, com o Tratamento 6 apresentando valores de produgao 36% maiores

do que o Tratamento 1, e 12% maiores do que o Tratamento 2.

5.1.2 Soja

Os resultados das analises estatisticas, por regido de plantio, podem
ser visualizados na Tabela 13. Os valores observados ndo demonstraram clara
superioridade dos tratamentos com MSCs nas variaveis analisadas (p<0,10).

Em Ponta Grossa/PR, o Tratamento 5 (Inoculagdo + 0,1 mL/L de
MSC de USDA 110), obteve os maiores valores de numero de nodulos quando
comparado aos Tratamentos 2 (Inoculagdo com B. japonicum) e 6 (Inoculagdo com
B. japonicum + 1mL/litro de MSC de CIAT 899); e os maiores valores de massa de
nodulos secos em comparagao com os Tratamentos 1 (Testemunha nao inoculada),
2, e 7 (Inoculagdo com B. japonicum + 0,1mL/litro de MSC de CIAT 899).
Analisando os valores absolutos de produgao de gréos, o Tratamento 4 (inoculagéo
+ 1 mL/L de MSC de USDA 110), apresentou valores 6% superiores ao Tratamento
1 e 5,3% superiores ao Tratamento 2.

Em Bonito/MS, quando observada a produgcédo de soja em valores

absolutos, o Tratamento 5 obteve valores 7,5% superiores aos Tratamentos 1 e 2.
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Tabela 12 - Efeito da inoculagdo com Azospirillum e diferentes concentragdes de metabdlitos secundarios concentrados (MSC) de
CIAT 899 no crescimento da planta (massa da parte aérea seca, MPAS), produgédo de gréos (kg/ha, PROD), e N na

parte aérea (teor [N] e acumulo [NT]) em milho cultivado em campo, no periodo de dezembro/fevereiro de 2012.

Bonito/MS Ponta Grossa/PR Trés Lagoas/MS
Tratamento
MPAS N NT PROD MPAS N NT PROD MPAS N NT PROD
(9/pl) (mg/g) (mg/pl) (kg/ha) (9/pl) (mg/g) (mg/pl) (kg/ha) (9/pl) (mg/g) (mg/pl) (kg/ha)
T1-0%N+P+K 13,17 a 30,72de 402a 5452 b 17,2 ¢ 15,0 c 255 ¢ 5708 c 71c 224 ¢ 160 b 2444 b
T2 -100%N + P + K 16,1a 31,66cd 510a 6184 ab 26,4 ab 21,4 ab 558 ab 8483 a 9,7a 26,0 a 252 a 2965 ab
T3-75% N+P+K 12,4 a 32,78 bc 407 a 5516 b 24,2 ab 21,1 ab 511b 7964 ab 9,4 ab 25,7 ab 243 a 3010 ab
T4 — 75% N + Inoculagdo com 14,0 a 29,28 e 412 a 5625 ab 22,1 bc 20,2b 445 b 7208 b 7,9 bc 25,3 ab 200 b 3319 a
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
T5 - 75% N + Inoculagdo com 11,5a 34,32ab 399 a 6091ab  255ab 20,5b 542 ab 7707ab 7,0c 24,7b 172 b 2972 ab
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
+ MSC de CIAT 899 (1 mL/litro)
T6 — 75% N + Inoculagdo com 129a 35,54 a 458 a 6561 a 29,5a 22,8 a 669 a 8113 a 7,9 bc 25,3 ab 199 b 3322 a

A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
+ MSC de CIAT 899 (0,1
mL/litro)

' Médias (n=5) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, sdo significativamente diferentes (p<0,05, teste de Duncan).
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Tabela 13 - Efeito da inoculacdo com Bradyrhizobium e diferentes concentragcées de metabdlitos secundarios concentrados (MSC)
de CIAT 899 e USDA 110 na nodulagdo (numero de nddulos, NN; e massa de noédulos secos, MNS) no crescimento da
planta (massa da parte aérea seca, MPAS), produtividade de graos (kg/ha, PROD), e N na parte aérea (teor [N] e
acumulo [NT]) em soja cultivada em campo, no periodo de dezembro a fevereiro de 2012.

Bonito/MS Ponta Grossa/PR
Tratamento

NN MNS MPAS N NT PROD NN MNS MPAS N NT PROD

(n°/pl) (mg/pl) (9/pl) (mg/g)  (mg/pl) (kg/ha) (n°/pl) (mg/pl) (9/pl) (mg/g) (mg/pl) (kg/ha)
T1 — Testemunha ndo inoculada 10,4'ab 43 b 18,4 ab 20,2 a 371b 2701 b 457 a 163 ab 10,4 ab 36,5a 379 a 3166 a
T2 - Inoculagdo com B. japonicum 15,1 ab 68 a 13,3 ab 20,4 a 271c¢ 2703 b 420 a 149 b 10,4 ab 35,1 ab 365 a 3191 a
(SEMIA 5079 E SEMIA 5080)
T3 - Inoculagdo com B. japonicum 10,7 ab 44 b 14,4 ab 20,2 a 290 ¢ 2737 ab 48.7 a 171 ab 12,3 a 32,0b 393 a 3337 a
(SEMIA 5079 E SEMIA 5080) +
genisteina
T4 - Inoculagdo com B. japonicum 18,2 a 65 a 17,4 ab 17,6 a 306 c 2750 ab 525a 206 a 12,1 a 34,6 ab 418 a 3359 a

(SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC

USDA de 110 (1 mL/litro)

T5 - Inoculagéo com B. 16,0a 68 a 19,8 ab 17,6 a 348 b 2906 a 57.8 a 212 a 11,3 ab 34,6 ab 390 a 3275 a
japonicum(SEMIA 5079 E SEMIA

5080) + MSC USDA 110 (0,1 mL/litro)

T6 - Inoculagéo com B. 7,3b 25¢ 10,4 b 16,8 a 174 d 2641b 453 a 170 ab 9,2 ab 33,4 ab 307 a 3202 a
japonicum(SEMIA 5079 E SEMIA

5080) + MSC de CIAT 899 (1 mL/litro)

T7 - Inoculagao com B. 13,4 ab 70 a 23,4 a 18,1 a 423 a 2817 ab 46.8 a 162 ab 89b 35,3 ab 314 a 3253 a
japonicum(SEMIA 5079 E SEMIA

5080) + MSC de CIAT 899 (0,1

mL/litro)

'Médias (n=5) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, so significativamente diferentes (p<0,05, teste de Duncan).
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5.2 ENSAIOS EM CASA DE VEGETAGAO 1

5.2.1 Milho

Os resultados das andlises estatisticas de MPAS, MRS, DC, N e NT
em vasos de Leonard e em vasos com solo podem ser visualizados na Tabela 14.

O experimento em vasos de Leonard demonstrou que o Tratamento
6 (inoculagdo + 0,1 mL/L de MSC de USDA 110) obteve os maiores valores
absolutos em todos os parametros analisados, sendo esta superioridade
estatisticamente significativa em N (mg/g) e NTPA (mg/planta).

No ensaio utilizando vasos com solo, ndo houve nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos em todos os parametros

analisados.

5.2.2 Soja

Os resultados das analises estatisticas de MPAS, MRS, NN, MNS, N
e NT podem ser visualizados na Tabela 15. Apesar de nao haver diferencas
estatisticamente significativas, é possivel notar que o Tratamento 4 (inoculagao + 1
mL/L de MSC de USDA 110) obteve os maiores valores absolutos para as

caracteristicas analisadas, exceto em N.
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Tabela 14 - Efeito da inoculagdo com Azospirillum e difentes concentragcdes de metabdlitos secundarios concentrados (MSC) de
CIAT 899 e USDA 110 no crescimento da planta (massa da parte aérea seca, MPAS, massa da raiz seca, MRS e
didmetro do caule no 2° n6, DC), e N na parte aérea (teor [N] e acumulo [NT]) em milho cultivado em Vasos de
Leonard e vasos com solo em casa de vegetagao, no periodo de janeiro/fevereiro de 2012.

Vasos de Leonard Vasos com solo
Tratamento

MPAS MRS DC N NT MPAS MRS DC N NT

(9/pl) (9/pl) (cm/pl)  (mg/g) (mg/pl)  (g/pl) (9/ph) (cm/pl)  (mg/g) (mg/pl)
T1 - Testemunha néo inoculada 0,7 a 1,0 ab 70a 53b 34b 5,7 a 6,0 a 11,3a 16,7 a 97 a
T2 — Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab- 0,8a 1,1ab 7,3 a 51b 3,8b 52a 52a 10,8 a 12,8 a 65 a
V6)
T3 - Inoculagédo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) 0,7 a 1,1ab 74 a 49b 35b 53a 52a 10,3 a 13,5a 69 a
+ MSC de CIAT 899 (1mL/litro)
T4 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) 0,6 a 0,8b 6,6 a 52b 3,3b 53a 55a 10,5a 13,1a 70 a
+ MSC de CIAT 899 (0,1mL/litro)
T5 - Inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) 0,7 a 0,9 ab 74 a 52b 36b 51a 39a 10,5 a 12,1 a 60 a
+ MSC de USDA 110 (1mL/litro)
T6 - Inoculagédo com A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) 0,9 a 1,3 a 7.8a 9,8a 8,3a 6,0a 6,6 a 10,6 a 13,2 a 77 a

+ MSC de USDA 110 (0,1mL/litro)

' Médias (n=6) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, sao significativamente diferentes (p<0,05, teste de Tukey).
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Tabela 15 - Efeito da inoculagdo com Bradyrhizobium e difentes concentragdes de
metabdlitos secundarios concentrados (MSC) de CIAT 899 e USDA
110 na nodulagao (numero de nédulos, NN; e massa de nédulos secos,
MNS) no crescimento da planta (massa da parte aérea seca, MPAS; e
massa da raiz seca, MRS, e N na parte aérea (teor [N] e acumulo [NT])
em soja cultivada em Vasos de Leonard, no periodo de
janeiro/fevereiro de 2012.

Vasos de Leonard

Tratamento
NN MNS MPAS MRS N NT
(n°/pl) (mg/pl) (g/pl) (g/pl) (mg/g) (mg/pl)
T1 - Testemunha ndo inoculada - - 0,8b 0,5b 6,6 b 5b
T2 — Inoculagéo com B. japonicum(SEMIA 38,01 b 162 a 1,3a 0,8a 19,4 a 26 a
5079 E SEMIA 5080)
T3 - Inoculagédo com B. japonicum(SEMIA 45,2 a 169 a 1,3a 0,7 a 21,3 a 28 a
5079 E SEMIA 5080) + genisteina
T4 - Inoculagédo com B. japonicum(SEMIA 45,8 a 180 a 1,4 a 0,8a 21,6 a 29 a

5079 E SEMIA 5080) + MSC de USDA

110 (1 mL/litro)

T5 - Inoculagdo com B. japonicum 425a 140 a 1,2 ab 0,6 ab 19,1 a 24 a
(SEMIA 5079 E SEMIA 5080) + MSC de

USDA 110 (0,1 mL/litro)

T6 - Inoculagdo com B. japonicum(SEMIA 33,2b 138 a 1,2 ab 0,7 ab 20,7 a 25a
5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT 899

(1 mL/litro)

T7 - Inoculagédo com B. japonicum(SEMIA 32,5b 128 a 1,1 ab 0,6 ab 19,8 a 23 a

5079 E SEMIA 5080) + MSC de CIAT 899
(0,1 mL/litro)

"Médias (n=6) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, sdo significativamente diferentes
(p<0,05, teste de Tukey).

5.3 ENsSAIOS EM CASA DE VEGETAGAO 2

5.3.1 Milho

Os resultados das analises estatisticas deste ensaio para os parametros

analisados podem ser visualizados na Tabela 16. Neste ensaio, ndo houve

diferencgas estatisticas entre os tratamentos.
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Tabela 16 - Efeito da inoculagdo com Azospirillum e difentes quantidades de
metabdlitos secundarios concentrados (MSC) de CIAT 899 e USDA
110 no crescimento da planta (massa da parte aérea seca, MPAS; e
massa da raiz seca, MRS) e N na parte aérea (teor [N] e acumulo [NT])
em milho cultivado em vasos com solo em casa de vegetagdo, no
periodo de junho/agosto de 2012.

Vasos com solo

Tratamento MPAS MRS N NT
(g/pl) (g/pl) (mg/g) (mg/pl)

T1 - Testemunha n&o inoculada 39a 30a 11,1a 21a
T2 — Inoculagdo com A. brasilense, cepas Ab- 4,0 a 2,1a 9,5a 19 a
V5 e Ab-V6
T3 - Inoculagdo com  A. brasilense, cepas 4,5a 2,3a 9,6a 21a
Ab-V5 e Ab-V6 + MSC de CIAT 899 (1,25
mL/litro)
T4 - Inoculagdo com A. brasilense, cepas 3,9a 2,2a 94 a 18 a
Ab-V5 e Ab-V6 + MSC de CIAT 899 (0,25
mL/litro)
T5 - Inoculagdo com A. brasilense, cepas 3,9a 2,6 a 10,8 a 21a
Ab-V5 e Ab-V6 + MSC de USDA 110 (5,0
mL/litro)
T6 — Inoculagdo com A. brasilense, cepas Ab- 3,8 a 2,3a 10,9 a 20 a
V5 e Ab-V6 + MSC de USDA 110 (1,0
mL/litro)

Médias (n=6) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, sdo significativamente diferentes
(p<0,05, teste de Tukey).

5.3.2 Soja

A anadlise estatistica das variaveis analisadas esta representada na
Tabela 17. Neste ensaio, quanto as variaveis NN, MNS, MSPA e MSR, os maiores
valores absolutos foram identificados no Tratamento 2 (inoculagdo). Quanto a
quantidade de nitrogénio (N e NT), os maiores valores absolutos foram verificados
no Tratamento 3 (inoculagdo + 1,25 mL/L de MSC de USDA 110), sendo os valores
de N estatisticamente superiores aos Tratamentos 1 (Testemunha ndo inoculada) e
2.
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Tabela 17 - Efeito da inoculagcdo com Bradyrhizobium e difentes quantidades de
metabdlitos secundarios concentrados (MSC) de CIAT 899 e USDA
110 na nodulagao (numero de nédulos, NN; e massa de nédulos secos,
MNS) no crescimento da planta (massa da parte aérea seca, MPAS; e
massa da raiz seca, MRS) e N na parte aérea (teor [N] e acumulo [NT])
em soja cultivada em vasos com solo em casa de vegetacdo, no
periodo de junho/agosto de 2012.

Vasos com solo

Tratamento
NN MNS MPAS MRS N NT
(n°/pl) (mg/pl)  (g/pl) (g/pl) (mg/g) (mg/pl)
T1 - Testemunha nao inoculada 22.0"ab 50 a 1,8 ab 0,5a 226b 41 a
T2 - Inoculagdo com B. Japonicum 30,5a 57 a 19a 0,5a 23,2b 44 a
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080)
T3 - Inoculagdo com B. Japonicum 20,0b 29 b 1,6 ab 0,4 a 28,5 a 44 a

(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) + MSC de

CIAT 899 (1,25 mL/litro)

T4 - Inoculagdo com B. Japonicum 19.2b 29 b 1,3b 0,3a 26,5 ab 36 a
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) + MSC de

CIAT 899 (0,25 mL/litro)

T5 - Inoculagdo com B. Japonicum 20,5b 39 ab 1,7 ab 0,4 a 25,6 ab 43 a
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) + MSC de

USDA 110 (5,0 mL/litro)

T6 - Inoculagdo B. Japonicum (SEMIA 20,6 b 38 ab 1,6 ab 0,4 a 25,0 ab 39a
5079 e SEMIA 5080) + MSC de USDA

110 (1,0 mL/litro)

" Médias (n=5) da mesma coluna, seguidas por diferentes letras, sdo significativamente diferentes
(p<0,05, teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

A produgdo de metabdlitos secundarios é frequente em ambientes
onde a competicdo por nutrientes e espago é grande, como o solo, ou a agua. A
sintese de tais metabdlitos evoluiu para que tais moléculas pudessem ser utilizadas
como uma “arma” evolutiva, aumentando as chances de sobrevivéncia da espécie
produtora (Demain, 1998).

Apesar de ainda serem pobremente estudadas, as rizobioicinas,
antimicrobianos produzidos por rizébios (Mourad et al., 2009), podem desempenhar
um fator importante no incremento da nodulagédo da planta hospedeira, visto que sao
capazes de diminuir a populagdo de possiveis microrganismos competidores na
rizosfera.

Para outra classe de metabdlitos secundarios produzidos por
rizobios, os exopolissacarideos (EPS), também foi demonstrado que possuem um
papel crucial na sobrevivéncia destes microrganismos, visto que parecem atuar
como protetores em casos de estresses abidticos, como periodos de seca,
alteragcdes osmoticas e de pH (Castellane & Lemos, 2007), aumentando
sobremaneira sua sobrevivéncia. Além disso, estudos com diversas espécies de
Rhizobium demonstraram que os EPS teriam um papel bastante importante na
interagédo entre a leguminosa hospedeira e a bactéria, atuando na sinalizagéo celular
de ambos os organismos (Kirichenko et al.,, 2004; Becker et al.,, 2005).
Exopolissacarideos compostos por fibrilas de celulose parecem ser importantes para
a formagao de um biofilme de rizébios, apds a adesao destes aos pelos radiculares
(Williams et al., 2008). Apesar de ndo serem necessarias a infec¢cdo da raiz ou ao
aumento da competitividade na infecgdo, mutantes de R. leguminosarum deficientes
na producao de fibrilas de celulose formaram menos nédulos, com diminuigdo dos
niveis de infecgao, e aglutinagdes no cordao de infecgao (Laus et al., 2005). Desse
modo, a adigdo de EPS a inoculantes pode, dentro de certos limites, aumentar a
sobrevivéncia das bactérias e promover um aumento da infeccdo e nodulacao e,
consequentemente, da FBN.

Lipoquitooligossacarideos (LCOs), ou fatores Nod, produzidos por
rizobios sdo conhecidos por afetar um grande numero de processos fisiolégicos na
planta hospedeira, incluindo indugdo da deformacdo de pelos radiculares (Spaink,

1996), ontogenia de estruturas nodulares (Fisher & Long, 1992; Denarie & Cullimore,
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1993), e estimulacao de divisdes celulares corticais (Sanjuan et al., 1992). Todas
essas influéncias indicam que os LCOs sdo agentes mitogénicos e morfogénicos,
possuindo efeito semelhante as citoquininas e aos inibidores de transporte de auxina
(Relic et al., 1993). Além disso, essas moléculas ativam, no hospedeiro, a expressao
de genes essenciais ao processo de nodulagédo (nodulinas) e a formagao do cordao
de infecgao (Horvath et al., 1993; Minami et al., 1996), bem como ativam enzimas
relacionadas a defesa das plantas (Inui et al., 1997).

No caso dos ensaios com soja em casa de vegetacédo, ndo houve
uma resposta fisioldgica e de nodulagédo clara em relacédo a adicdo de MSC aos
tratamentos. Porém, apesar dos resultados ndao serem estatisticamente significativos
no primeiro ensaio, em vasos de Leonard, o tratamento contendo 1 mL/L de MSC de
USDA 110 (homdlogo) resultou nos maiores valores absolutos de massa de nodulos
secos (11% superior ao tratamento apenas inoculado — T2), massa da parte aérea
seca (9% superior a T2), massa da raiz seca (9% superior a T2) e nitrogénio total
(15% superior a T2). No mesmo ensaio, todos os parametros fisiologicos e de
nodulacdo observados nas plantas pertencentes aos tratamentos onde foram
adicionados MSC de CIAT 899 (heterdlogo) em diferentes concentragbes (1 mL/L e
0,1 mL/L), obtiveram valores absolutos inferiores ao tratamento somente inoculado
(exceto em N). A falta de resposta fisiolégica da planta nesses tratamentos talvez
seja causada por especificidades. Por exemplo, tanto no caso de EPS, quanto no
caso de LCOs produzidos por rizébios, cada um tem sua estrutura basica modificada
de maneira estirpe-especifica, variando enormemente entre as espécies (Mabood et
al., 2008). Os genes responsaveis por essas modificagcbes em LCOs sdo conhecidos
como “genes nod de especifidade hospedeira” (Mabood et al., 2008). No caso de B.
japonicum, o gene nodZ é responsavel por produzir um LCO que possui um grupo
metil-fucose em sua extremidade redutora, sendo esse grupamento responsavel
pelo reconhecimento da planta hospedeira (soja) (Lopez-Lara et al., 1996). Assim, é
possivel que, ao utilizar MSC de outra espécie de rizobio (R. tropici), os tratamentos
nao tenham respondido de maneira satisfatéria. Nesse mesmo ensaio, o tratamento
que recebeu o flavonoide genisteina (5 upM) nao apresentou resultados
estatisticamente superiores aos do tratamento que recebeu MSC, que incluia, entre
outros compostos, LCO homdlogo (0,1 mL/L), exceto no numero de nodulos. A
genisteina é o principal flavonoide indutor da expressao de LCOs em B. japonicum

(Kosslak et al., 1987). Leibovitch e colaboradores conduziram ensaios a campo no
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Canada e Estados Unidos, utilizando soja inoculada com produto comercial
contendo genisteina, durante seis anos (Leibovitch et al., 2001). Os resultados
desse estudo apontam que o sucesso dessa tecnologia € temperatura-dependente.
As plantas reagiram positivamente ao produto (incrementos de 10% na produgao)
quando cultivadas em condicdes de solo frio, com temperaturas inferiores a 17,5°C
(Leibovitch et al., 2001). O fato de que, no presente ensaio, as plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo em pleno verdo (janeiro/fevereiro), pode ter
contribuido para os resultados nao satisfatérios das plantas que receberam solugao
de genisteina. Contudo, é possivel, também, que seja uma questdo de ajuste de
dose.

Curiosamente, no segundo ensaio, realizado em vasos com solo, em
casa de vegetagao, porém com quantidades maiores de MSC (1,25 mL/L e 0,25
mL/L de MSC heterdlogo e 5 mL/L e 1 mL/L de MSC homdlogo), ndo houveram
respostas fisioldgicas satisfatérias em nenhum dos quatro tratamentos onde foram
adicionados MSC, sendo os valores absolutos obtidos, inclusive, inferiores aos
apresentados pelas plantas que receberam apenas inoculagdo. E sabido que LCOs
sao ativos em concentragdes extremamente baixas. Concentracbes na casa dos
pico/nanomolares sdo capazes de induzir as mudancas fisiolégicas na raiz da planta
hospedeira (Mabood et al., 2008). Talvez o aumento substancial da quantidade de
MSC, utilizado nos tratamentos do segundo ensaio, tenham, de alguma forma,
diminuido a acao destes sobre a planta, ou até mesmo, inibido o desenvolvimento
vegetal.

Assim como nos ensaios em casa de vegetagao, os resultados dos
ensaios a campo, em ambos os locais de plantio, ndo mostraram diferenca
estatisticamente significativa das plantas que receberam MSC no que diz respeito
aos parametros de MPAS, NN e MNS. Porém, as diferengas, quando se trata de
produtividade (kg/ha), foram expressivas. Em Bonito, o tratamento que recebeu
0,1mL/L de MSC homdlogo resultou em 106 kg de graos a mais do que o tratamento
somente inoculado (aumento de 4%), e 205 kg a mais do que o tratamento
testemunha (n&o inoculado) (aumento de 8%). Ja em Ponta Grossa, o tratamento
que apresentou os maiores valores absolutos de producdo entre os tratamentos
inoculados foi o das plantas que receberam 1 mL/L de MSC homdlogo, produzindo
168 kg a mais do que o tratamento somente inoculado (aumento de 5%) e 193 kg a

mais do que o tratamento testemunha (aumento de 6%). Apesar destes resultados
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nao serem estatisticamente significativos, em grande escala representam aumentos
consideraveis de produgdo, em ambos 0s casos. Em um experimento a campo,
realizado pela Fundacéo Rio Verde, utilizando um produto comercial contendo LCOs
para aplicagdo foliar em soja, nos estagios V4 e V10, em diferentes cultivares,
também n&o foram obtidos resultados estatisticamente significativos na produgao de
graos, apesar de a aplicagdo do produto no estagio V4 ter propiciado um melhor
arranque inicial das plantas em relagao a testemunha (Fundagao Rio Verde, 2012a).

Ao contrario dos resultados obtidos nos ensaios de soja, os dos
ensaios com milho mostraram bastante influéncia da adicado de MSC no crescimento
vegetal e na produgao de graos. No primeiro ensaio realizado em vasos de Leonard,
em casa de vegetagdo, o tratamento contendo 0,1 mL/L de MSC de USDA 110
resultou nos maiores valores absolutos em todos os parametros analisados, sendo
as variaveis mgN/planta e nitrogénio total estatisticamente superiores as dos demais
tratamentos. A mesma tendéncia ocorreu nos vasos com solo, exceto nas variaveis
relacionadas a quantidade de nitrogénio na planta. Dentre as moléculas compondo
os MSC, estdo LCOs, e Soleimanov e colaboradores verificaram que, em condi¢coes
de cultivo hidropénicas, plantas de milho tiveram incremento de até 11% em sua
biomassa quando LCO de B. japonicum, em uma concentracdo de 107 M, foi
adicionado a solugéo (Souleimanov et al., 2002). Ja foi descrito anteriormente que,
em plantas ndo hospedeiras, os LCOs parecem ter um papel importante, induzindo
diversas respostas fisioldgicas (Souleimanov et al., 2002). A aplicagao de LCOs em
culturas de plantas mimetiza a modificagdo no balango citoquinina-auxina,
observada quando da aplicag&o de citoquinina (Relic et al., 1993). O estudo de Relic
demonstra que a aplicacdo de LCOs estimula a acumulacido de biomassa e
mudang¢as na morfologia e fisiologia da planta, suportando a hipétese de os LCOs
serem moléculas que agem de maneira semelhante a fitohorménios (Relic et al.,
1993). Os incrementos no crescimento vegetal do milho induzidos pela adicdo de
MSC que incluem, entre outras moléculas, LCOs, demonstrados neste ensaio,
podem ser causados pelos efeitos semelhantes a hormbnios vegetais que esses
compostos possuem.

Tais moléculas também ja demonstraram ser ativadoras de divisbes
celulares (ativagdo dos genes do ciclo celular) e desenvolvimento embrionario de
plantas nd&o hospedeiras (Souleimanov et al., 2002). Estudos anteriores

demonstraram uma rapida indugao e alcalinizacdo de células de tabaco (Nicotiana
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sp.) (Baier et al.,, 1999) e tomate (Staehelin et al., 1994) em culturas celulares
expostas a LCOs. De Jong e colaboradores demonstraram que cenouras (Daucus
carota) mutantes sensiveis ao calor tiveram seus processos de divisdo celular e
desenvolvimento embrionario restaurados apds exposi¢cdo a LCOs (De Jong et al.,
1993). Do mesmo modo, culturas de células embrionarias de abeto da Noruega
(Picea abies) tiveram sua divisao celular reiniciada quando LCOs foram adicionados
ao meio, mesmo em auséncia de auxina e citoquinina (Dyachok et al., 2000). Apesar
de ndo serem os organismos alvo dos LCOs, ja foram isolados genes responsivos a
LCOs (enod12 e enod40) em arroz (ndo leguminosa), sugerindo que a percepgao de
LCOs pode ser conservada em uma ampla variedade de plantas (Kouchi et al.,
1999; Reddy et al., 1998).

No segundo ensaio em casa de vegetacdo, ndo houve forte
evidéncia do beneficio da adicdo de MSC em nenhum dos parametros fisiolégicos
analisados. Da mesma maneira que o ocorrido com as plantas de soja, pode-se
supor que o aumento significativo das quantidades de MSC adicionadas as plantas
pode nao ter sido benéfico para o crescimento vegetal.

No ensaio conduzido a campo, o tratamento contendo 0,1 mL/L de
MSC de CIAT 899 foi superior aos demais em alguns dos parametros analisados,
nas trés regides analisadas, principalmente aqueles onde as diferengas de produgao
chegam a ultrapassar os 1000 kg. Yanni e colaboradores demonstraram que a
associagao entre plantas de arroz e LCOs produzidos por Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii pode aumentar a producao de graos de algumas cultivares em condicoes
de campo (Yanni et al., 1997). Do mesmo modo, em ensaio da Fundagao Rio Verde
conduzido a campo com milho, foi demonstrado que a aplicacdo de LCOs nas
sementes propiciou um aumento de 7,5% na produgao, em relagado ao tratamento
com inoculacédo padrdo, o que equivale a 532,7 kg.ha™' de retorno pela aplicacéo da
tecnologia (Fundacdo Rio Verde, 2012b). Apesar dos mecanismos de atividade
semelhantes a fitohorménios dos LCOs ndo estarem completamente elucidados, a
aplicacao externa de LCOs deve, de alguma maneira, modificar o controle e balanco
dos fitohorménios (como auxina-citoquinina), provocando grandes mudangas no
crescimento e desenvolvimento vegetal (Soleimanov et al., 2002). Esse pode ser o
caso também observado em nosso estudo, com a adicdo de MSC as plantas de

milho.
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O entendimento da sinalizagdo molecular que ocorre entre
microrganismos diazotréficos e plantas tem crescido nos ultimos anos, com o
advento de tecnologias mais acuradas. Porém, pesquisas recentes revelam que
essa sinalizagdo € mais complexa do que o imaginado anteriormente, e que tem um
papel no aumento do crescimento vegetal, através de uma ampla gama de
mecanismos e culturas vegetais (Mabood et al., 2006). Tudo isso indica a
importancia do estudo desses processos, para posterior aplicagdo na producao de
inoculantes mais eficazes no aumento da fixacdo bioldégica do nitrogénio e de
promogao do crescimento vegetal, com impactos na produgao de alimentos.

A aplicagdo de moléculas do metabolismo secundario de bactérias,
como os LCOs, em inoculantes comerciais para promo¢ao da nodulacdo e
crescimento vegetal é uma tecnologia relativamente recente (Mabood et al., 2008).
Como exemplo, foi langado um produto contendo células de B. japonicum e
moléculas de LCO, para utilizagdo na cultura de soja, ja comercializado em diversos
paises (Smith, 2005). No mesmo ano, foi anunciado o langamento de um novo
produto baseado na tecnologia dos LCOs, capaz de estimular o crescimento em
uma ampla variedade de plantas nao leguminosas (Mclver, 2005).

Os resultados apresentados neste trabalho reforcam a importancia e
a necessidade de mais estudos acerca da interagdo das moléculas provenientes do
metabolismo secundario microbiano na sinalizagéo bactéria-planta hospedeira, a fim
de comprovar sua eficacia no aumento da nodulagéo, fixagdo bioldgica do nitrogénio

e produtividade de culturas de interesse agronémico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A adigdo de moléculas provenientes do metabolismo secundario de
rizobios a plantas de milho mostrou-se eficiente no acréscimo de biomassa vegetal e

na producgao de graos, nos experimentos de casa de vegetagao e a campo.

e A campo, foi verificado um aumento consideravel da producdo de grdos no
tratamento que recebeu 0,1 mL/L de metabdlitos secundarios concentrados

provenientes da estirpe CIAT 899.

e Nos ensaios em casa de vegetagdo, o maior incremento de biomassa vegetal se
deu nas plantas que receberam 0,1 mL/L de metabdlitos secundarios

concentrados provenientes da estirpe USDA 110.

e Quando a concentracdo de metabdlitos secundarios concentrados foi
aumentada, ndo houve incrementos significativos na biomassa vegetal do milho

em casa de vegetagao.

A adicdo de MSCs a plantas de soja n&do demonstrou incrementos
significativos (p<0,10) na biomassa vegetal e na producdo de grdos, tanto nos
ensaios de casa de vegetacao, quanto nos ensaios a campo. Por isso, mais estudos
tem de ser direcionados, a fim de comprovar a eficacia da adigcdo dessas moléculas
a inoculantes, principalmente para a soja, com o objetivo de incrementos na

biomassa vegetal e, consequentemente, na producao de alimentos.
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growth-promoting rhizobacteria (PGPR) have been broadly used in agriculture, and advances
in our understanding of plant-bacteria interactions have been achieved; however, the use of
signaling molecules to enhance crop performance is still modest. In this study, we evaluated
the effects of concentrated metabolites (CMs) from two strains of rhizobia, Bradyrhizobium
japonicum, USDA 110 (BJ1) and Rhizobium tropici CIAT 899 (RT1)—at two concentrations
of active compounds (10-8 and 10-9 M)—on the performances of two major plant-microbe
interactions, of B. japonicum-soybean and Azosprillum brasilense-maize. For soybean, one
greenhouse and two field experiments were performed and effects of addition of CMs from
the homologous and heterologous strains, and of the flavonoid genistein were investigated.
For maize, three field experiments were performed to examine the effects of CM from RT1.
For soybean, compared to the treatment inoculated exclusively with B. japonicum, benefits
were achieved with the addition of CM-BJ1; at 10-9 M, grain yield was increased by an
average of 4.8%. For maize, the best result was obtained with the addition of CM-RT]1, also at
10-9 M, increasing grain yield by an average of 11.4%. These benefits might be related to a
combination of effects attributed to secondary compounds produced by the rhizobial strains,
including exopolysaccharides (EPSs), plant hormones and lipo-chitooligosaccharides (LCOs).
The results emphasize the biotechnological potential of using secondary metabolites of
rhizobia together with inoculants containing both rhizobia and PGPR to improve the growth
and yield of grain crops.

Keywords: Azospirillum - Bradyrhizobium - Glycine max - LCO - Rhizobium - Zea mays.

INTRODUCTION

Sustainability probably represents the greatest challenge to increasing food
production. Year after year, the agricultural sector is forced to adopt new technologies to
maintain high yields—without clearing new land for agriculture—and to minimize
degradation of land that is occurring worldwide. Since the Green Revolution, the use of
chemical fertilizers has played a key role in increasing yields; however, costs are often a
major limitation to farmers in developing and poor countries, whereas, for developed
countries, pollution of water and soil by fertilizers and greenhouse-gas emissions (GGEs) are
sources of concern.

Bio-fertilizers can help meet the demands of sustainable, productive
agriculture at low cost. Rhizobial inoculants have been applied to legume crops for over 120
years as bio-fertilizers, and inoculants carrying plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
have been used in agriculture for over half a century (Okon and Labandera-Gonzalez 1994;
Bashan and Bashan 2005; Hungria et al. 2005; Ormefio-Orrillo et al. 2012a). Considered safe,

inoculants have been focus of hundreds of basic and applied studies.
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For rhizobial inoculants, a molecular dialogue between the host plant and
the bacterium results in root nodulation and nitrogen fixation, involving plant flavonoids and
bacterial nodulation (Nod) factors, identified as lipo-chitooligosaccharides (LCOs) (Schultze
and Kondorosi 1996; Hungria and Stacey 1997; Perret et al. 2000; Oldroyd and Downie 2008;
Ferguson et al., 2010); however, the roles of other molecules, such as those related to type-III
secretion systems and EPSs (Perret et al. 2000; Fauvart and Michiels 2008; Downie 2010)
have also been emphasized.

A broad range of beneficial effects has been reported for PGPR, including
biological nitrogen fixation (Ashraf et al. 2011), phosphate solubilization (Rodriguez et al.
2004), and production of hormones, such as auxins, cytokinins, gibberelins and ethylene (Tien
et al. 1979; Bottini et al. 1989; Strzelczyk and Kamper 1994) and control of pathogens
(Araujo et al. 2005; Hernandez-Rodriguez et al. 2008; Wang et al. 2009), among others.
However, our understanding of the molecular interactions of host plants with PGPR is still
modest.

Despite results showing benefits of specific molecules to the performance
both of rhizobia, e.g. by a supply of the flavonoids to soybean and common bean (Phaseolus
vulgaris L.) (Hungria and Phillips 1993; Hungria and Stacey 1997), and of PGPR, ¢.g. by a
supply of crude or formulated metabolites of Bacillus subtilis (Aratjo and Hungria 1999), the
use of molecules to enhance crop performance under field conditions is incipient, highlighting
the imbalance between basic knowledge and exploitation of biotechnological products in
agriculture.

One exception is commercially available inoculants for soybean crops
carrying Nod factors (Supanjani et al. 2005; Smith et al. 2012); however, responses in the
field have often been of slight and/or erratic, or dependent on specific conditions (Leibovitch
et al., 2002). It could be that the problem lies in applying single molecules and that improved
results may accrue with crude or formulated metabolites carrying several molecules (e.g.,
Aratijo and Hungria 1999).

In this study, we evaluated the use of concentrated rhizobial metabolites on
the performances of the two major grain crops that are frequently inoculated in South
America, the Bradyrhizobium japonicum-soybean and Azosprillum brasilense-maize

associations.
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MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

For maize (Zea mays L.), liquid inoculants were prepared with Azospirillum
brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6, each at a concentration of 2 x 10° cells mL ™. These
strains, identified in a previous selection program (Hungria et al. 2010), and are broadly used
in commercial inoculants in Brazil.

For soybean [Glycine max (L.) Merr.], liquid inoculants were prepared with
Bradyrhizobium japonicum strains CPAC 15 (=SEMIA 5079) and CPAC 7 (=SEMIA 5080),
the combination most used in commercial inoculants in Brazil (Hungria et al. 2006), each at a
concentration of 5 x 10” cells mL .

For the production of concentrated metabolites, a search was performed
among more than fifty strains of bacteria in the culture collections of the Universidad de
Sevilla and of Embrapa Soja. Several properties potentially beneficial for plant growth were
investigated, including the production of plant hormones (indole acetic acid, cytokinin,
gibberelin), production of exopolysaccharides (EPSs), and capacity to enhance soybean
nodulation under controlled conditions. Two strains were identified: Rhizobium tropici CIAT

899 and B. japonicum USDA 110, here named RT1 and BJ1, respectively.

Concentrated metabolites

Concentrated metabolites (CMs) were produced from RT1 and BJ1, grown
under conditions that enhance production of molecules beneficial to plant growth, as
described before (Dardanelli et al. 2012). Metabolites were lyophilized, and effects of
protectors, such as carbon methyl cellulose (CMC), bovine serum albumin (BSA) and milk
powder were investigated. The process of producing the concentrated metabolites maintaining
more than 90% of the original properties is now under registration. Shelf-life of the
lyophilized CMs was confirmed for 24 months, when the activity corresponded to 90% of that

of the fresh metabolites.

Seed inoculation
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Prior to sowing, CMs were re-suspended in a mixture of acetonitrile and
water at concentrations of 0. mL L' and 1 mL L' of inoculant, corresponding to
approximately 10 and 10° M, respectively. Inoculants for soybean (with B. japonicum) and
for maize (with A. brasilense) were tested with and without CMs. For soybean, homologous
and heterologous CMs were used, i.e., BJ1 and RT1, respectively, while for maize only RT1
was evaluated.

Inoculants were applied to supply approximately 1.2 x 10° cells of A.
brasilense per seed of maize, and of 1.2 x 10° cells of B. japonicum per seed of soybean, as
recommended for both crops in Brazil.

For the greenhouse experiments, soybean seeds were surface-sterilized
(Vincent 1970), and then inoculated by mixing the liquid inoculants with the seeds. For the
field experiments, soybean and maize seeds were not surface sterilized and the inoculants
were mixed with the seeds immediately before sowing. CMs were added to the inoculants

before seed inoculation.

Greenhouse experiment

Differences in soybean nodulation may be difficult to detect in soils with
indigenous or naturalized populations of compatible bradyrhizobia, as is the case for most
soils in Brazil cropped with this legume. Therefore, for the soybean, one experiment was also
performed under greenhouse conditions, using modified Leonard jars (Vincent 1970)
containing sterilized substrate, consisting of a mixture of sand and pulverized coal (1:1, v/v)
with application of N-free nutrient solution (Andrade and Hamakawa 1994).

The experiment consisted of seven treatments, including a non-inoculated
control and all the others inoculated with B. japonicum strains CPAC 15 and CPAC 7,
supplied or not with genistein (5 pM), or with CM-BJ1 or CM-RT1, at 0.1 or 1.0 mL L™". The
jars were arranged in a completely randomized block design with six replicates. Four seeds of
soybean cultivar BRS 245 were sown per jar and thinned to two plants five days after
emergence. Mean temperatures during the experiments were of 28/23°C (day/night), and the
N-free nutrient solution was applied as needed.

Plants were harvested at 45 days after emergence. Shoots were detached at
the cotyledonary nodes, roots were washed, and nodules were removed and counted. Weight
of shoots, roots and nodules were determined after drying to constant weight at 65°C

(approximately 72 h). Shoots were ground (20 mesh) and total N was determined by
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Kjeldahl’s digestion method followed by the indophenol-blue colorimetric assay (Feije and
Anger 1972).

Field experiments

Site descriptions

Two field experiments were conducted with soybean and three with maize
in the summer cropping season of 2011/2012. The soybean experiments were performed in
Bonito, State of Mato Grosso do Sul (central-west region), and Ponta Grossa, State of Parana
(southern region). Maize experiments were performed in Bonito, Ponta Grossa, and Trés
Lagoas, State of Mato Grosso do Sul.

In Bonito (21°07' S and 56°28' W) the area is at an altitude of 290 m and the
soil is classified as Latossolo Vermelho Distrofico (Brazilian classification) (Typic
Haplustox, Soil Taxonomy, USDA). The climate is classified as Aw (Kdppen’s classification)
(tropical with dry winter). In Ponta Grossa (25°13' S and 50°1' W), at 880 m altitude, and the
climate is classified as Cfb (temperate with mild summer). The trials were performed on a
Latossolo Vermelho Distrofico (Brazilian classification) (Typic Hapludox, Soil Taxonomy,
USDA). In Trés Lagoas, altitude 310 m, the climate is Aw and the soil is also a Latossolo
Vermelho Distrofico (Typic Haplustox).

At each site, two months before the experiments were planted, twenty soil
samples (0-20 cm depth) were taken to evaluate chemical properties (Pavan et al. 1992), as
described before (Hungria et al. 2006). For chemical analyses, the samples were previously
dried (60°C for 48 h) and sieved (2 mm). Soil texture was determined after Embrapa (1997).

Soil chemical properties and granulometric fractions at each site are shown
in Table 1. About fifty days before starting the experiment, lime was applied to alleviate
acidity, based on soil pH values. The amount of applied lime was estimated for a base
saturation of 70% to increase the pH to approximately 5.5.

In the experiments with soybean, the soil soybean-bradyrhizobial population
was estimated using the most probable number (MPN) technique (Vincent 1970) and the
statistical tables of Andrade and Hamakawa (1994) with soybean plants of cultivar BMX
Poténcia RR® (BRASMAX) as trap host (Table 2).

Treatments and experimental design



105

For soybean, seven treatments were evaluated, consisting of a non-
inoculated control and six treatments inoculated with B. japonicum strains CPAC 7 and
CPAC 15, supplied or not with genistein (5 uM), and CMs of the homologous (CM-BJ1) or
heterologous (CM-RJ1) species, at the 0.1 and 1.0 mL L' of inoculant (10~ and 10°* M,
respectively). The cultivar used was BMX Poténcia RR®.

The experiment with maize consisted of six treatments. Three treatments
were non-inoculated and receiving 0, 75 and 100% of the dose of N-fertilizer at the V4 stage,
as specified in the field management item. The other three treatments received 75% of the
dose of N-fertilizer, were inoculated with A. brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6 and
received or not CMs of R. tropici (CM-RT1) at 0.1 and 1.0 mL L™ (10° and 10° M,
respectively). The hybrid maize used was DKB 350 YG (DEKALB).

The experimental design was a completely randomized block with six
replicates. For soybean, each plot had eight rows, spaced by 0.5 m, with 4 m (width) x 6 m
(length) (24 m?). For maize, the plots had six rows, spaced 0.8 m, with 4.8 m (width) X 6 m
(length) (28.8m?). Plots were separated by at least 1.0 m and, where necessary, small terraces
of approximately 1.5 m width were built to prevent contamination by superficial run-off

containing bacteria or fertilizer, caused by heavy rains that often occur in the summer season.

Field management

Densities were of about 300,000 plants ha for soybean and of 60,000
plants ha” for maize. For both crops, 300 kg ha™' of N-P-K (0-28-20) were applied in-furrow
immediately before sowing. For soybean, no N-fertilizer was applied, and at V4 stage [four
nodes on the main stem with fully developed leaves, beginning with the unifoliolated node
(Fehr and Caviness 1977), approximately 30 days after emergence] plants received 20 g ha '
of Mo (as Na;M004.2H,O) and 2 g ha! of Co (as CoCl,.6H,0) as foliar spray. For maize, 24
kg of N ha' (urea) were applied to all treatments at sowing, in-furrow, and, 30 days after
emergence, plants received 0, 75 or 100% of the recommended dose for the crop, of 90 kg of
N ha' (urea), broadcast.

For both crops, herbicides were used equally in all treatments, while insects
were controlled with biological and chemical insecticides. Sowing and harvesting days and

harvested area to evaluate grain yield in each experiment are shown in Table 2.
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Plant sampling, harvesting and analyses

For the soybean, at the V4 stage (Fehr and Caviness 1977) six plants were
randomly collected per plot (avoiding central rows, to be used for determination of grain
yield) for evaluation of nodulation [nodule number (NN) and nodule dry weight (NDW) per
plant]. At R2 stage (full bloom), another six plants were collected for evaluation of shoot dry
weight (SDW) and total N in shoot (TNS). Dry weight was determined as described for the
greenhouse experiment. The early evaluation of nodulation at V4 indicates effects of
inoculation, since nodules formed later result from infection also by the indigenous rhizobial
population. Shoots were ground (20 mesh) and TNS determined after Kjeldahl’s digestion
method, as described for the greenhouse experiment.

Maize plants were harvested at V4 stage (Iowa State University 1993)
(fourth leaf fully expanded, approximately 35 days after emergence) for evaluation of SDW
and TNS.

Grain yields of soybean and maize were determined at physiological
maturity by harvesting a central area of each plot (Table 2). Grains were cleaned and weighed,

with moisture content corrected to 13%.

Statistical analyses

Data from each experiment were first submitted to tests of normality and
homogeneity of variances for each variable and then to analysis of variance (ANOVA). When
confirming a statistically significant value in the F test (p<0.05), a post hoc test (Duncan’s

multiple-range test at p<0.05) was used as a multiple comparison procedure (SAS 1999).

RESULTS

Effects of inoculation with B. japonicum and of the supply of genistein or concentrated

metabolites of rhizobia on soybean nodulation, growth and grain yield
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Under greenhouse-controlled conditions and with a sterile substrate,
soybean nodulation was significantly improved when, in addition to the inoculation with B.
japonicum, seeds were supplied with genistein (5 uM), CMs of the homologous strain (CM-
BJ1) (Table 3). The best performance was achieved with the addition of 1 mL L' CM-BJI,
statistically increasing nodule number (NN) and dry weight (NDW) by 21% and 12%,
respectively, in comparison to sole inoculation with B. japonicum. CM-BJ1 (1 mL L-1) also
resulted in higher values, although without statistical difference, of shoot and root dry weight
(SDW, RDW), N content and total N in shoots (NC, TNS). In contrast, the CM of the
heterologous strains (CM-RT1) did not improve nodulation (Table 3).

In the field trial carried out in Bonito, high NDW at the V4 stage and the
highest grain yield were achieved with the addition of 0.1 mL L' CM-BJ1 (Table 4). Grain
yield increase in this treatment was significantly higher in comparison to both the non-
inoculated control nodulated by naturalized bradyrhizobial strains (205 kg ha™' or 7.6%), and
the treatment inoculated only with B. japonicum (203 kg ha—1 or 7.5%). At 1 mL L™ of CM-
BJ1, the increase in grain yield in comparison to the treatment with sole inoculation with B.
japonicum was of 47 kg ha™ (1.7%), statistically non-significant. Interestingly, the highest
SDW at R2 stage was achieved with CB-RT1, also at the lower dose, but a strong inhibitory
effect was observed with the higher dose of 1 mL L™ (Table 4).

In Ponta Grossa, highest NDW at V4 was obtained with both doses of CM-
BJ1, but with no statistical difference in comparison to the naturalized population and to the
control inoculated solely with B. japonicum (Table 4). Additionally, although without
statistical difference, an increase of 169 kg ha™ (5.2%) was observed in grain yield in the
treatment receiving 1 mL L' of CM-BJ1, and of 84 kg ha™ (2.6%) at the lower dose of 0.1
mL L. In this experiment, the addition of genistein also improved yield of inoculated plants
by 146 kg ha™ (4.5%), but the effect was not statistically significant. A decrease in SDW at
R2 stage was observed with the supply of heterologous CM-RT1 (Table 4).

When the experiments were analyzed together, considering the treatment
inoculated with B. japonicum as the control, the addition of the lower dose of active
compounds (0.1 mL L) resulted in increases of 29.0% in NN (p<0.05, Duncan’s test) and of
143.5 kg ha™ (4.8%) in grain yield (p<0.09, Duncan’s test).

Effects of inoculation with A. brasilense and of concentrated metabolites of rhizobia on

maize growth and grain yield
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Under field conditions, in Bonito, at V4 stage, no differences were observed
in SDW, but the highest N content (TNS) (although not differing statistically) was achieved
with the CM-RT1 at the lower concentration (0.1 mL L) (Table 5). At physiological
maturity, the comparison of the treatments receiving 75% of N revealed that plants inoculated
with A. brasilense and supplied with 0.1 mL L' of CM-RT1 resulted in a significant increase
in grain yield (1,045 kg ha™, or 19%) and, although not statistically significant, of 936 kg ha"
'(17%) in relation to the inoculated treatment without CM-RT1 (Table 5); for this last
comparison, differences were significant at p<0.07 (Duncan’s test).

In Ponta Grossa, the best performance was achieved again in the treatment
inoculated with A. brasilense supplied with CM-RT1 (0.1 mL L"), resulting in higher TNS at
V4, statistically similar to the non-inoculated control receiving 100% of N-fertilizer (Table 5).
In the comparison of the treatments receiving 75% of N-fertilizer, the highest grain yield was
also observed in the treatment inoculated with A. brasilense supplied with 0.1 mL L™ of CM-
RT1 (Table 5).

A severe drought in Trés Lagoas inhibited plant growth and reduced grain
yield. Under these conditions, plant biomass at V4 was improved by addition of the full dose
of N-fertilizer (Table 5). However, at the final harvest, higher grain yields were observed in
the plants inoculated with A. brasilense, with and without CM. Although not differing
statistically from the non-inoculated control with 75% of N-fertilizer, these two treatments
increased grain yield by an average of 300 kg ha ' (Table 5).

Considering the overall analysis of the three field experiments, statistically
significant increases were obtained with the supply of 0.1 mL L™' CM-RTI, of 614 kg ha™
(11.4%), when compared to the treatment inoculated solely with A. brasilense and receiving
75% of N-fertilizer (p<0.05, Duncan’s test).

DISCUSSION

Modern agriculture has increasingly focused on the use of microbial
products as alternatives to chemical fertilizers. Benefits from this replacement include
substantially lower costs for farmers, less pollution and land degradation, and reduced
concerns regarding adverse side effects on human health (Crews and Peoples 2004; Peoples et
al. 2009; Saharan and Nehra 2011; Bakker et al. 2012). It is noteworthy that extensive use of
rhizobial inoculants in Brazil, mainly with soybean, provides N with a value equivalent to

USS$7 billion in fertilizers (Hungria et al. 2006; Hungria et al. 2007). Several countries—
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including Brazil—benefit from the use of inoculants carrying PGPR, which may benefit crops
by promoting uptake of nutrients and by increasing resistance to abiotic and biotic stresses,
among other effects (Okon and Labandera 1994; Bacon and Hinton 2002; Bashan et al. 2004;
Bashan et al. 2005; Hungria et al., 2010; Saharan and Nehra 2011). Currently, in Brazil, about
25 million doses of rhizobial inoculant for soybean and 2 million doses of inoculant
containing A. brasilense for maize and wheat crops are produced annually. However, despite
improved understanding, particularly over the past two decades, of molecular signaling in the
rhizobia-legume interaction (e.g. Geurst and Bisseling 2002; Brencic and Winans 2005;
Ferguson et al. 2010), as well as of other signals involved in host-microbe interactions
(Brencic and Winans 2005), transfer of this knowledge to effective commercial products is
still incipient.

In our study, we investigated the effects of supplying inoculants carrying B.
japonicum and A. brasilense strains with concentrated metabolites (CMs) of selected rhizobial
strains. For soybean, under greenhouse and sterile-substrate conditions we found that addition
of the homologous concentrated metabolites (CM-BJ1) at the higher dose (1 mL L' of
inoculant) increased nodule number in comparison to the treatment inoculated solely with B.
japonicum. Considering the field experiments individually, both doses of CM-BJ1 (0.1 and
1.0 mL L™, corresponding to 10 and 10™® M of active compounds, respectively) resulted in
improvements in plant growth. Considering both field experiments, the addition of the lower
dose resulted in increases of 23.6% in NN, and of 4.8% in grain yield. Interesting, positive
effects were observed only with the metabolites from the homologous species, and the higher
dose of the heterologous RT1 negatively affected nodulation and plant growth.

Secondary metabolites may provide an evolutionary advantage for survival
of microbes in soil (Demain 1994), and they may also help in the establishment of symbiotic
partnerships (Brencic and Winans 2005). Chemical analyses of the secondary metabolites
contained in CM-BJ1 and CM-RT1 indicated that the benefits may result mainly from LCOs,
but also from EPSs and plant hormones.

EPSs play important roles at several stages of the development of the root-
nodule symbiosis (Fraysse et al. 2003; Kirichenko et al. 2004; Becker et al. 2005; Downie
2010). Therefore, the addition of extra EPSs to inoculants may increase root infection.
Furthermore, EPSs protect bacteria against stressful conditions, such as desiccation and
osmotic and pH extremes, substantially increasing cell survival (Castellane and Lemos 2007);
this feature may be critical for maintenance of bacterial viability in inoculants while on the

shelf and after application to seeds or to the soil. Many plant-associated bacteria, including



110

rhizobia, synthesize plant growth hormones, such as auxins (Tien et al. 1979; Ashraf et al.
2011), gibberelins (Bottini et al. 1989), cytokinins (Tien et al. 1979; Strzelczyk et al. 1994)
and ethylene (Strzelczyk et al. 1994). Recently, genomic sequences of R. tropici strains CIAT
899 and PRF 81 highlighted a variety of metabolic pathways related to plant-hormone
synthesis (Ormefio-Orrillo et al. 2012b). Therefore, EPSs and plant hormones may have
contributed to the observed increases in soybean performance and yield.
Lipo-chitooligosaccharides are known to affecting a number of
physiological processes in the legume host plant, including root-hair curling and stimulation
of division of cortical cells (Schultze and Kondorosi 1996; Hungria and Stacey 1997; Oldroyd
and Downie 1998; Perret et al. 2000; Ferguson et al., 2010). It has also been demonstrated
that LCO effects resemble those of cytokinins, and of the inhibitors of the transport of auxins
(Relic et al. 1993); interestingly, they also activate enzymes related to plant defense (Inui et
al. 1997). Finally, other benefits attributed to LCOs require further exploration, e.g., increases
in seed germination (Miransari and Smith 2009). We attribute the effects observed in our
study to LCOs; they are consistent with the activity of these compounds at concentrations as
low as 10> M (Hungria and Stacey 1997). Activity at such low concentrations may be
responsible for the differences observed between greenhouse and field experiments. In
addition, it is known that the LCOs of B. japonicum are very specific, with a methyl-fucose
moiety under the control of nodZ (Lugtenberg et al. 1996; Lopez-Lara et al. 1996), which may
explain the responses exclusively to homologous metabolites. Finally, in our study the
addition of a plant molecular signal (genistein) was not as successful as the addition of LCOs,
although the concentration applied (5 uM) was much lower than doses previously reported for
soybean and common bean (40 uM) (Hungria and Stacey 1997). The effects of adding CM to
the maize crop surpassed those observed with soybean. Considering three field experiments,
increases in grain yield by the addition of CM-RT1 at the lower dose (107 M) were of 11.4%.
The increases may be attributable to EPSs and plant hormones, and in the latter case, it is
known that the effects are strongly dependent on concentration, and can be inhibitory at
higher concentrations (Arshad and Frankenberger 1991), which may explain the better
performance at the lower concentration of CM. In addition, benefits can also be attributed to
the LCOs, which may activate cell division in non-leguminous plants, such as tabacco
(Nicotiana sp.) (Baier et al. 1999), tomato (Solanum lycopersicum) (Stachelin et al. 1994),
carrot (Dacus carota) (De Jong et al. 1993), and also maize (Khana et al. 2008). Often, the

effects mimic those of plant hormones, such as cytokinins and auxins (Dyachok et al. 2000).
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Interestingly, under greenhouse conditions Souleimanov et al. (2002) reported increases in
soybean and maize biomass seven days after the addition of LCO (at 10’ M) of B. japonicum.

In conclusion, the results from our study indicate biotechnological potential
in the use of secondary metabolites of rhizobia—together with inoculants containing both
rhizobia and PGPR—to improve growth and grain yields of crops of soybean and maize. Such
improvements, which favor agricultural sustainability by bringing economic and
environmental benefits, merit further investigation. However, it is noteworthy that a

commercial product containing the CMs is now registered in Brazil.
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TABLES

Table 1 - Chemical and granulometric properties (0-20 cm) of the soils where the field experiments were performed

Site Chemical Granulometry
pH' P H+Al Al K CatMg SB’ CEC* BS* C clay silt sand
CaCl, mgdm™ cmol.dm™ % gdm”® - 13 S —
Bonito 4.22 1.94 8.42 1.02 045 398 4.43 12.85 34 7.7 162 266 572
Ponta Grossa 5.68 2.55 3.63 0.00 0.11 455 4.66 8.29 56 21.7 238 30 732
Trés Lagoas 5.23 7.04 2.95 0.00 0.08 1.93 2.01 4.95 40 25.7 86 44 870

'Before addition of lime.
2SB, sum of bases; CEC, cation exchange capacity; BS, bases saturation = [(K + Ca + Mg)/Tcec] x 100, where Tcec = K + Ca+ Mg + total acidity at pH 7.0 (H +
Al).

Table 2 - Agronomic information about the field trails.

Site Crop Soybean bradyrhizobia Cultivar/Hybrid Sowing Harvest Harvested area
population
(CFU g ' soil)
Bonito Soybean <10 BMX Poténcia RR 10/27/2011 03/20/2010 7.5m’
Maize not evaluated DKB 350 YG 10/28/2011 03/20/2012 8.4 m’
Ponta Grossa Soybean  9.32 x 10° BMX Poténcia RR ~ 11/23/2011  04/03/2012 7.5 m’
Maize not evaluated DKB 350 YG 11/24/2011 05/30/2012 8.4 mi

Trés Lagoas Maize not evaluated DKB 350 YG 11/03/2011 02/29/2012 8.4 m
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Table 3 - Nodulation [nodule number (NN) and dry weight (NDW)], plant growth [shoot and
root dry weight (SDW, RDW)], N concentration (NC) and total N accumulated in
shoots (TNS) of soybean cultivar BRS 245 inoculated or not with Bradyrhizobium
japonicum strains CPAC 15 + CPAC 7 and supplemented or not with genistein (5
uM) or concentrated metabolites (CMs) of B. japonicum (BJ1) or Rhizobium tropici
(RT1). Experiment performed in Leonard jars, with sterile substrate and receiving
N-free nutrient solution, under greenhouse conditions. Plants were harvested at 45

days after emergence.

Treatment NN NDW SDW  RDW  NC TNS
(m°pl™) (mgpl™) (gpl’) (gpl)  (mgNg') (mgNpl)

Non-inoculated control zero®  zero 0.81b 0.51b 6.57b 5.19b
Inoculated with B. japonicum 38.0b 162a 131a 0.77a 19.38a 25.5a
Inoculated + genistein 452a 169a 1.29a 0.72a 21.28a 283a
Inoculated + CM-BJ1 (ImL L) 459a 180a 143a 084a 21.57a 293a
Inoculated + CM-BJ1 (0.ImL L") 425a 140a 1.22b 0.63ab 19.07a 23.7a
Inoculated + CM-RT1 (ImL L™) 332b 138a 1.23b 0.66ab 20.65a 253a
Inoculated + CM-RT1 (0.ImL L") 325b 128a 1.14ab 0.61ab 19.81a 229a

0.1 and 1.0 mL L™ correspond to approximately 10~ and 10~* M of active compounds, respectively.
? Data represent the means of six replicates and when followed by different letters within the same

column are significantly different (p<0.05, Duncan’s test).
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Table 4 - Nodulation [nodule number (NN) and dry weight (NDW)], shoot dry weight (SDW), total N accumulated in shoots (TNS) and grain
yield of soybean cultivar BMX Poténcia RR inoculated or not with Bradyrhizobium japonicum strains CPAC 15 + CPAC 7 and
supplemented or not with genistein (5 pM) or concentrated metabolites (CM) of B. japonicum (BJ1) or Rhizobium tropici (RT1).
Experiments performed in two field sites in Brazil.

Treatments Bonito Ponta Grossa
V4 R2 Maturity V4 R2 Maturity
NN NDW SDW TNS Yield NN NDW SDW TNS Yield
(m°pl™)  (mgpl") (gpI')  (mgNpl") (kgha') (") (mgpl") (gpl')  (mgNpl') (kgha')
Non-inoculated control 10.4 ab> 4320 184ab 20.2a 2701 b 45.7a 163 ab 104ab 36.5a 3166 a
Inoculated with B. japonicum 15.1ab 68.4a 13.3ab 194a 2703 b 42.0a 149 b 10.4ab 35.1ab 3191 a
Inoculated + genistein 10.7ab 43.6b 144ab 202a 2737 ab 48.7a 171 ab 123 a 32.0b 3337a

Inoculated + CM-BJ1 (ImLL™")' 182a 654 a 174ab 17.6a 2750 ab 525a 206a 12.1a 34.6 ab 3359 a
Inoculated+ CM-BJ1 (0.ImL L") 16.0a 68.1a 19.8ab 17.6a 2906 a 578a 212a 11.3ab 34.6ab 3275a
Inoculated + CM-RT1 (1 mL L") 730 25.1¢ 10.4b 16.8 a 2641 b 453a 170 ab 9.2 ab 33.4 ab 3202 a
Inoculated+ CM-RT1 (0.1 mLL™") 13.4ab 699a 234 a 18.1a 2817ab  46.8a 162 ab 89b 353 ab 3253 a

0.1 and 1.0 mL L' correspond to approximately 10 and 10°® M of active compounds, respectively.
? Data represent the means of six replicates and when followed by different letters within the same column are significantly different (p<0.05, Duncan’s test).
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Table 5 - Shoot dry weight (SDW) and total N accumulated in shoots (TNS) at V4 and grain yield at the maturity of maize hybrid DKB 350 YG
inoculated or not Azospirillum brasilense strains Ab-V5 + Ab-V6 and supplemented or not with concentrated metabolites of Rhizobium
tropici (CM-RT1). All plants received 24 kg of N ha™ at sowing and 0, 75 or 100% of N (90 kg of N ha™) at 30 days after emergence,
broadcasted. Experiment performed in three field sites in Brazil.

Treatment/Site Bonito Ponta Grossa Trés Lagoas
V4 V4 V4

SDW TNS Yield SDW TNS Yield SDW TNS Yield

(gpl’)  (mgpl) (kgha!) (gpI')  (mgpl) (kgha') (gpl')  (mgpl') (kgha)
0%N 13.1a 402 a 5452 b 172 ¢ 255¢ 5708 ¢ 7.1c 161D 2444 b
100%N 16.1a 510a 6184 ab 26.4 ab 558 ab 8483 a 9.7a 252 a 2965 ab
75% N 124 a 407 a 5516b 24.2 ab 511b 7964 ab 9.4 ab 243 a 3010 ab
75% N + Inoculated with A. brasilense 14.0a 412 a 5625 ab 22.1bc 445D 7208 b 7.9 be 201b 3319 a
75% N + Inoculated with A. brasilense+ 11.5a 399 a 6091 ab 25.5 ab 542 ab 7707 ab 7.0c 172 b 2972 ab
CM-RT1 (1 mLL™)
75% N + Inoculated with A. brasilense+ 12.9a 458 a 6561 a 295a 669 a 8113 a 7.9bc 199 b 3322 a

CM-RT1 (0.1 mLL™)

0.1 and 1.0 mL L' correspond to approximately 10~ and 10~* M of active compounds, respectively.
? Data represent the means of six replicates and when followed by different letters within the same column are significantly different (p<0.05, Duncan’s test).





