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Caracterizacao e influéncia de rizobios isolados de alfafa na germinacao e desenvolvimento
inicial de plantulas de arroz

Characterization and influence of alfafa rhizobia on germination and early growth of rice seedling

Marcos Roberto Dobler Stroschein™ Enilson Luiz Saccol de S&" Rafael Goulart Machado'
Thais de Lima Cabral' Manuela Bruxel"" Adriana Giongo'' Rogério Chimanski Da Fontoura

RESUMO

A inoculagdo de plantas leguminosas com rizébios
é um dos principais métodos biotecnolégicos de utilizagédo de
micro-organismos em plantas visando a fixacdo biol6gica de
nitrogénio na agricultura. No entanto, nos dltimos anos, vém
sendo observada nesses micro-organismos a capacidade de
producdo de fitohormdnios, principalmente o acido indol-
acético (AIA) e a promocgdo de crescimento em gramineas.
Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram quantificar o
4cido indol-acético produzido por rizébios isolados de alfafa,
avaliar o efeito da inoculagdo desses micro-organismos na
germinagdo de sementes de arroz e realizar a caracterizagao
genética desses isolados. Nove rizébios isolados de nédulos de
alfafa foram avaliados quanto a sua capacidade de produgéo
de equivalentes de AIA e a influéncia da inoculagao desses
micro-organismos na germinacdo e desenvolvimento de
plantulas de arroz. Os riz6bios produtores de AIA foram
identificados pelo sequenciamento da regido do gene 16S do
DNAr. A producdo de equivalentes ao acido indol-acético foi
observada em todos rizobios, com valores que variaram de
43,04 a 101,26ug mLtem meio de cultura. Com relagdo a
germinacdo das sementes de arroz, a inoculagdo com rizébios
acelerou o processo e 0 crescimento de suas plantulas. Os
rizébios UFRGS Ms58, Ms515, Ms195, Ms205, Ms2010 e 2012
foram identificados como pertencentes a espécie Sinorhizobium
meliloti e UFRGS Ms55, Ms72 e Ms75 a espécie Rhizobium sp.

Palavras-chave: rizobactéria, promogéo de crescimento, acido
indol-acético, caracterizacdo genética, Oriza
sativa.

ABSTRACT

The inoculation of leguminous plants with rhizobia
is one of the main methods of biotechnological use of
microorganisms in order to obtain biological nitrogen fixation
in agriculture. However, in recent years it has been attributed
to these microorganisms the ability to produce phytohormones,
mainly indole acetic acid (IAA), and to promote the growth in
grasses. Thus, the objectives of this study were to quantify the
indole acetic acid produced by rhizobia from alfalfa and to
evaluate the effect of inoculation of these microorganisms on
the germination of rice seed and to perform the genetic
characterization of these isolates. Nine rhizobia, from nodules
of alfalfa, were evaluated for their ability to produce 1AA
equivalents and for their influence in inoculating these
microorganisms on germination and seedling development of
rice. Moreover, these rhizobia producers of 1AA were identified
by the 16S region of DNAr. The equivalent production of indole
acetic acid was observed in all tested isolates, with values ranging
from 43.04 to 101.26pug mL™* in culture medium. Regarding
the germination of rice seeds, the inoculation with rhizobia
accelerated this germination and its growth. Microorganisms
UFRGS Ms58, UFRGS Ms515, UFRGS Ms195, UFRGS Ms205,
UFRGS Ms2010 and UFRGS 2012 were identified as belonging
to the species of Sinorhizobium meliloti. Microorganisms Ms55
UFRGS, UFRGS Ms75 and UFRG Ms72 were identified as
belonging to the species of Rhizobium sp.

Key words: rhizobacteria, plant growth promotion, indole
acetic acid, the genetic characterization, Oriza
sativa.
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INTRODUCAO

A sustentabilidade da exploracdo dos
recursos naturais ¢ um dos principais desafios da
agricultura moderna, cujo uso de micro-organismos
vem sendo apontado como uma alternativa para o
menor uso de insumos no incremento da produgéo
agricola, sendo a inoculacdo de leguminosas com
rizébios e a utilizagdo de micorrizas em mudas de
diferentes espécies os exemplos mais notaveis. No
entanto, nas Ultimas décadas, outros micro-organismos
tém atraido a atencédo dos pesquisadores, com vista a
uma potencial utilizacdo na agricultura (VARGAS etal.,
2009). As bactérias presentes na rizosfera séo capazes
de contribuir para o aumento da produtividade de
algumas lavouras devido a colonizagdo das raizes e
estimulo ao crescimento das plantas. Esses micro-
organismos sdo conhecidos como rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (Plant
growthpromoting rhizobacteria - PGPR) (BISWAS et
al., 2000).

Diversos micro-organismos vém sendo
relatados como promotores de crescimento em plantas,
que incluem os géneros Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas e
Serratia, os quais sdo exclusivamente micro-
organismos ndo simbi6ticos (VARGAS et al., 2009).
Além desses micro-organismaos, estudos comprovaram
a acdo benéfica de rizébios na atividade de promogao
de crescimento vegetal em diversas espécies de
plantas, a exemplo de milho, sorgo, milheto, canola,
alface, mostarda, arroz, cevada (MATIRU & DAKORA,
2004; PERRINE-WALKER etal., 2007). Os detalhes dos
mecanismos da interacdo entre rizobios e néo-
leguminosas ainda é pouco entendido, no entanto, a
capacidade de producgdo de fitohormonios, como o
acido indol-acético (AlA), vem sendo relatada como
uma das possiveis formas de estimulo ao crescimento
vegetal (CHEN et al., 2005; BANERJEE et al., 2006).

O é&cido indol-acético, fitohorménio
pertencente ao grupo das auxinas, atua na elongagédo
das células vegetais, na formacdo das raizes laterais e
pélos radiculares, bem como na germinacdo das
sementes (BISWAS et al., 2000). Nas fases iniciais do
desenvolvimento das plantas, a inoculacéo de rizdbios
produtores de AIA pode aumentar a velocidade da
germinacdo das sementes inoculadas, como observado
emarroz e alface (SCHLINDWEIN et al., 2008; VARGAS
etal., 2009; PALANIAPPAN et al., 2010).

Dessa forma, os objetivos deste trabalho
foram quantificar o acido indol-acético produzido por
rizébios isolados de alfafa, avaliar o efeito da inoculacéo

desses micro-organismos na germinagao de sementes
de arroz e realizar a caracterizacdo genética desses
isolados.

MATERIAL E METODOS

Os rizdbios estudados foram obtidos da
colecdo de culturas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, sendo escolhidos nove rizébios que
produziam equivalentes ao acido indol-acético em meio
de cultura. Aestirpe SEMIA 816 e o isolado de Lotus
corniculatus UFRGS Lc348 foram usados como
referéncia na quantificacdo do &cido indol-acético
(OSORIO FILHO, 2009). Os testes de germinacédo das
sementes foram realizados com a espécie Oriza sativa
cultivar ‘IRGA 409,

A quantificacdo da producdo de auxinas
equivalentes ao acido indol-acético pelas bactérias
selecionadas foi realizada utilizando-se o método de
ASGHAR et al. (2002). As concentragdes de acido indol-
acético foram determinadas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 530nm (GORDON & WEBER,
1951), em comparagdo com uma curva com os seguintes
valores: 0,0,2,1, 2, 3, 6,11, 15, 20, 45, 100, 200 e 300ug
mL*de AlAsintético.

Na avaliacdo do efeito dos rizdbios sobre a
germinacdo de sementes de arroz, foram utilizadas
sementes da cultivar ‘IRGA 409’ submetidas
previamente a assepsia com alcool 70% (1min.) e
hipoclorito de sédio (2,5%) (1min), seguida de cinco
lavagens com &gua esterilizada. Os testes foram
conduzidos em placas de Petri, em quatro repeti¢des e
36 sementes em cada placa, sendo o delineamento
inteiramente ao acaso e as médias comparadas pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Os
tratamentos foram nove rizébios isolados de alfafa
(UFRGS Ms205, UFRGS Ms75, UFRGS Ms72, UFRGS
Ms55, UFRGS Ms58, UFRGS Ms2010, UFRGS Ms2012,
UFRGS Msb15 e UFRGS Ms195) e duas testemunhas,
aestirpe SEMIA 816 e o isolado de Lotus corniculatus
UFRGS Lc348. As sementes foram colocadas sobre
papel toalha previamente esterilizados, sendo
umedecidos com 10 mL de meio de cultura LM estéril
(tratamento ndo inoculado - controle). As placas
contendo as sementes inoculadas foram mantidas no
escuro, em uma estufa bacterioldgica, a temperatura de
28°C, por um periodo de sete dias. Do segundo, quarto
e sexto dia ap6s a inoculagdo das sementes com 0s
rizobios nas placas de Petri, foi determinado o
percentual de germinacédo. O indice de velocidade de
germinacéo (1'\VG) foi calculado pela soma do nimero
de sementes germinadas a cada dia e dividido pelo
respectivo nimero de dias transcorridos a partir da
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instalacdo do teste, conforme MAGUIRE (1962). O
comprimentoda raiz principal e parte aérea das plantulas
de arroz foram determinados aos dois e seis dias apds
a emergéncia, em camara de fluxo laminar, sendo
medidas 10 plantulas de cada repeti¢do, com auxilio de
umarégua.

A regido de DNA do gene que codifica a
por¢do 16S do ribossomo foi amplificada com os
oligonucleotideo 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG)
e1492R (GCYTACCTTGTT-ACGACTT) (EDWARDS
etal., 1989). Os ciclos empregados foram: um ciclo inicial
a95°C por 3min, 35 ciclos de desnaturacéo em 94°C por
1min, anelamento em 55°C por 1min, extenséo em 72°C
para 2min e um ciclo final de extensdo em 72°C por
3min. Os fragmentos foram sequenciados usando o
sistema de eletroforese por capilaridade MegaBace 500
(Amersham Biosciences) e as sequéncias obtidas foram
adicionadas ao GenBank (UFRGS Msb5: JF693274;
UFRGS Ms58: JF693275; UFRGS Ms515: JF693273;
UFRGS Ms75: JF693278; UFRGS Ms72: JF693277;
UFRGS Ms195: JF693268; UFRGS Ms205: JF693272;
UFRGS Ms2012: JF693269). As sequéncias parciais da
regido 16S DNAr das estirpes homdlogas foram
pesquisadas no GenBank com o programa BLAST 2.0,
analisadas pelo algoritmo Megablast e usadas para a
construcdo da arvore filogenética. As sequéncias
selecionadas foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW
e as relacoes filogenéticas foram analisadas usando-
se 0 método Neighbor-joining, realizado pelo programa
MEGA4.0 (TAMURA etal., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de substancias equivalentes ao
acido indol-acético foi observada em todos os isolados

testados, com valores que variaram de 43,04 a 101,269
mL-de equivalente ao acido indol-acético (AlA) em meio
de cultura (Tabela 1). Osisolados UFRGS Ms205, Ms75,
Ms72, Msb5 e Ms58 produziram quantidades de AIA
em meio de cultura superiores aos dois controles
testados. Valores superiores a 100ug mL* foram
observados para isolados de rizébios, como os micro-
organismos estudados por CHAGAS Jr. et al. (2009).

Todos os rizébios inoculados nas sementes
de arroz promoveram um aumento inicial na
porcentagem de germinacg&o a partir do segundo dia
apos a inoculagdo, em comparagdo ao tratamento
controle (ndo inoculado), sendo que, para as sementes
inoculadas com o isolado UFRGS Ms72, observou-se
amaior porcentagem de geminacéo inicial (Tabela 1).
As porcentagens de germinacéo final ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos inoculados e
ocontrole (Tabela 1). O aumento da germinag&o inicial
favoreceu o indice de velocidade da germinagdo (IVG)
das sementes inoculadas com rizébios, sendo que
quando se utilizou os isolados UFRGS Ms72 e UFRGS
Ms205 ocorreram os maiores indices de velocidade de
germinacdo (Tabela 1). Incrementos da germinacédo
inicial e aumentos da velocidade de germinacdo de
sementes inoculadas com rizébios produtores de AIA
foram relatados por BISWAS et al. (2000), GUPTAetal.
(2002), PANDEY et al. (2005), SCHLINDWEIN et al.
(2008), VARGAS et al. (2009) e OSORIO FILHO (2009),
sendo esse fator importante no estabelecimento da
cultura.

A inoculacdo dos rizébios em sementes de
arroz também induziu mudancas no comprimento da
raiz e da parte aérea das plantulas (Tabela 2). Cinco

Tabela 1 - Quantificagdo de substancias equivalentes ao acido indol-acético (AlIA) produzidas por rizébios em meio LM enriquecido com
triptofano, germinacéo inicial e final de sementes de arroz e indice de velocidade de germinacéo (IVG).

Rizobios AlA (ug mL™?) Germinagdo inicial % Germinagdo final % IVG

UFRGS Ms72 95,6 a 25,0 a* 95,1™ 230a
UFRGS Ms205 101,3a 18,8b 100,0 230a
UFRGS Ms55 92,0a 18,8b 93,1 213b
UFRGS Ms2012 56,7 b 18,8b 98,9 20,5b
UFRGS Ms195 55,6 b 18,8Db 98,9 20,5b
SEMIA 816 55,0 b 18,8b 98,9 205b
UFRGS Ms515 55,8 b 17.4b 92,6 20,1b
UFRGS Lc 348 430¢c 16,0b 95,6 20,1b
UFRGS Ms58 84,4a 16,0b 100,0 20,1b
UFRGS Ms2010 59,3b 16,0b 95,4 20,1b
UFRGS Ms75 100,3 a 14,8b 97,2 20,1b
Controle - 35¢ 99,6 176 ¢
CV(%) 10,1 26,3 - 72

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. ™: ndo significativo.

Ciéncia Rural, v.41, n.10, out, 2011.
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Tabela 2 - Influéncia da inoculagdo com diferentes isolados de rizébios produtores de AlA sobre o crescimento de plantulas de arroz.

Raiz Parte aérea
Riz6bios 2° dia 6° dia 2° dia 6° dia
mm
UFRGSMs75 24 a* 48 a 27a 59a
UFRGSMs72 26a 53a 28a 6la
UFRGSMs205 21b 44 b 27a 54 Db
UFRGSMs55 18b 42b 21b 54 b
UFRGSMs515 20b 45b 23b 55b
UFRGS Lc 348 16¢c 44 b 19b 55b
UFRGSMs58 l4c 40c 19b 50c
UFRGSMs2010 15¢ 40c 18b 49c
UFRGSMs2012 l4c 40 c 17¢c 49 ¢
UFRGSMs195 13¢ 39¢c 17¢ 49c
SEMIA 816 12¢ 41b 16¢ 51c
NI 11c 39¢c l4c 48c
CV (%) 19,9 16,9 18,1 17,2

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

isolados de alfafa (UFRGS Ms72, Ms75, Ms205, Ms55,
Ms515) promoveram aumento no tamanho da raiz no
segundo e sexto dia ap6s a inoculagao, sendo que, nas
sementes inoculadas com os isolados UFRGS Ms72 e
Ms75, constataram-se 0os maiores valores de
comprimento de raiz. O isolado de Lotus corniculatus
usado nesse experimento como referéncia promoveu
aumento no tamanho da raiz no sexto dia apds a
inoculacdo. Os isolados (UFRGS Ms75 e UFRGS Ms72)
inoculados em sementes de arroz promoveram 0s
maiores aumentos no comprimento da parte aérea das
plantulas (Tabela 2). A promocéo do crescimento de
pléntulas inoculadas com rizébios promotores de
crescimento foi descrita por BISWAS et al. (2000) e
VARGAS et al. (2009).

Com relacdo a analise filogenética, a
amplificacdo da regido 16S do DNA ribossomal dos

rizébios isolados de alfafa produtores de 4cido indol-
acético com os oligonucleotideos 8F e 1492R foi de
aproximadamente 1000bp para todas as bactérias
sequenciadas (Tabela 3). Fragmentos com esse tamanho
tém sido considerados suficientes para se realizar a
identificagdo correta de procariotos (TRUPER et al.,
2006), por abranger quase todo o tamanho esperado
do gene 16S do DNA ribossomal (WEISBURG et al.,
1991).

A partir dos dados do sequenciamento dos
nucleotideos do fragmento obtido da amplificacdo da
regido 16S DNAr dos isolados mais eficientes avaliados
nesse estudo e de representantes dos géneros
Sinorhizobium, Rhizobium Mesorhizobium e
Bradyrhizobium, foi possivel construir uma arvore
filogenética (Figura 1). A analise filogenética das
sequéncias obtidas com as depositadas no banco de

Tabela 3 - Identificacéo de rizébios isolados de alfafa produtores de acido indol-acético pelo sequenciamento da regido 16S DNAr.

Comprimento do gene

Isolados NUmero de acesso
(pb) Espécie Identidade (%)

UFRGSMs55 1012 JF693274 Rhizobium sp. 100
UFRGSMs58 1004 JF693275 Sinorhizobium meliloti 99
UFRGSMs515 1017 JF693273 Sinorhizobium meliloti 99
UFRGSMs75 923 JF693278 Rhizobium sp. 100
UFRGSMs72 1008 JF693277 Rhizobium sp. 100
UFRGSMs195 985 JF693268 Sinorhizobium meliloti 99
UFRGSMs205 1012 JF693272 Sinorhizobium meliloti 99
UFRGSMs2010 978 JF693269 Sinorhizobium meliloti 99
UFRGSMs2012 983 JF693270 Sinorhizobium meliloti 99

Ciéncia Rural, v.41,
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—— UFRGS Ms195

UFRGS Ms205

Sinorhizobium meliloti LMG 4289
Sinorhizobium meliloti SEMIA 135
Ll uFRGS Ms2012

Sinorhizobium meliloti SEMIA 116
UFRGS Ms515

99| | UFRGS Ms58

UFRGS Ms2010

Sinorhizobium medicae RPA11
Sinorhizobium medicae CalA-11

Sinorhizobium medicae Merf-1

Sinorhizobium indiaense Ra-3

Sinorhizobium terangae ORS 3520
Sinorhizobium xinjiangense CCNWSX0513
Sinorhizobium fredii USDA 250

Sinorhizobium mexicanus CAF249
41 Rhizobium leguminosarum CAF249

49| Rhizobium hainanense GR15

Rhizobium leguminosarum DMS 30132
Rhizobium giardini ZW7-1

Rhizobium etl S1
Rhizobium celiuiosilyticum CCBAU 85045
Rhizobium alamii CCBAU 15292

Rhizobium daejeonense L1 KCTC 12121
hizobium galegae DASA 12028

87

UFRGS Ms55

UFRGS Ms75

Rhizobium sp. N220

96 | Rhizobium sp. Phr-8

UFRGS Ms72

Rhizobium sp. Crj-4
Mesorhizobium loti T1

a Mesorhizobium huakuii CCBAU 15514
Mesorhizobium loti LMG 1782612

el

Mesorhizobium amorphae SEMIA 806
681 Mesorhizobium amorphae GR13
| Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 3314

0.01

ogl Bradyrhizobium japonicum SEMIA 6154

Figura 1 - Arvore filogenética baseada na anélise Neighbor-joining da regido 16S

DNAr de isolados de rizébio e sequéncias homélogas obtidas. O nlmero
representa as ramificagBes do valor de 1000 reamostragens (bootstrap).

dados do GenBank revelou que os isolados UFRGS
Ms195, Ms2012, Ms515, Ms58 e Ms210 foram
identificados como pertencentes a espécie
Sinorhizobium melilot e os isolados UFRGS Ms72,
Ms75 e UFRGS Ms55 foram identificados como
pertencentes ao género Rhizobium (Figura 1). A
identificacdo do género Rhizobium para bactérias
isoladas de nddulos de alfafa foi descrita por
BROMFIELD etal. (2010).

CONCLUSAO

Todos 0s micro-organismos testados
produzem substancias equivalentes ao acido indol-

acetico, sendo que a inoculagdo com rizébios acelera o
processo de germinagdo das sementes e o crescimento
das plantulas de arroz. Os rizébios UFRGS Ms58,
UFRGS Ms515, UFRGS Ms195 UFRGS Ms205, UFRGS
Ms2010 e UFRGS 2012 pertencem a espécie
Sinorhizobium meliloti e os rizébios UFRGS Ms55,
UFRGS Ms72 e UFRGS Ms75 ao género Rhizobium.
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